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RESUMO

Os fungos presentes na filosfera sdo importantes na producdo de metabolitos, na aquisicdo de
nutrientes e na protecdo de seus hospedeiros contra patégenos. Compreender como a producéao
de metabolitos de uma espécie é modificada em funcéao das alteragdes edaficas e também em
funcéo da comunidade microbiana associada, é importante para esclarecer como as interagoes
ocorrem em sistemas naturais e quais as possiveis consequéncias que mudancas antropicas
(como maior deposicdo de nutrientes ao solo) podem trazer para a interacdo microrganismo-
planta. Assim, o objetivo da tese é compreender como a adigdo de nutrientes no solo interfere
na comunidade filosférica e suas consequéncias na producdo de metabdlitos produzidos por
plantas tipicas do Cerrado e efeitos em potenciais extratos de uso antifangico. O trabalho foi
realizado em uma area de cerrado sensu stricto, onde é conduzido um experimento de
fertilizacdo do solo desde 1998 na Reserva Ecoldgica do IBGE. Os tratamentos experimentais
incluem adicédo de nitrogénio (N), fésforo (P), nitrogénio + fésforo (NP) e calagem (Ca). Duas
espécies lenhosas comuns do Cerrado foram avaliadas Styrax ferrugineus e Ouratea
hexasperma. No capitulo 1 foi feita a descricdo da comunidade fangica para todos o0s
tratamentos de ambas as espécies através do sequenciamento do eDNA da filosfera. No capitulo
2 foi realizada uma andlise metabolémica das folhas de S. ferrugineus e realizada uma
correlacdo entre os ions encontrados e os fungos que habitam a filosfera. Finalmente, no
capitulo 3, os extratos das folhas de S. ferrugineus foram testados em ensaios bioldgicos contra
4 géneros de fungos fitopatogénicos (Botrytis, Colletotrichum, Corynespora e Fusarium) de
importancia econdmica para agricultura. Os resultados revelam a predominéncia do filo
Ascomycota na filosfera de ambas as espécies, independente do tratamento, e uma maior
abundancia das classes Dothideomycetes, Eurotiomycetes e Sordariomycetes. As analises de
beta diversidade de S. ferrugineus indicam uma mudanca significativa na comunidade
filosférica. Tais mudancas ndo foram relacionadas com o contetdo elementar das folhas e
parecem estar mais relacionadas com as alteracdes anatdmicas que os tratamentos de adicdo de
nutrientes promoveram. A metabolémica foliar de S. ferrugineus ndo foi fortemente afetada
pelos tratamentos, com apenas 3,8% dos ions detectados variando significativamente. Ha uma
relacdo entre os ions detectados e as diferentes ordens de fungos filosféricos, com correlagdes
significativas em relacdo as classes de fungos mais diversas. Esses resultados sdo um primeiro
indicativo de que as interacOes das espécies que permanecem no sistema apos a eutrofizagdo do
solo também séo afetadas e podem ter um impacto significativo na dindmica entre as especies.
Os extratos das folhas de S. ferrugineus apresentaram uma potencial acdo antifungica contra

Botrytis, com uma inibigcdo > 40% nos extratos dos tratamentos fertilizados. Portanto a adi¢do



21

de nutrientes nos solos do Cerrado impactam ndo s as espécies que permanecem no sistema,
mas também as interacdes que estas estabelecem, podendo ter consequéncias a longo prazo na

comunidade local e suas fungdes ecossistémicas.

Palavras-chave: Fungos Epifiticos, Micobioma, Metabolitos Secundarios, Ecometabolémica,

Antifungico, Savana Tropical, Eutrofizagdo, Fertilizagdo
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ABSTRACT

Fungi found in the phyllosphere play a crucial role in producing metabolites, acquiring nutrients,
and protecting their hosts against pathogens. Understanding how soil changes and associated
microbial communities modify the production of metabolites in a species is crucial for clarifying
natural system interactions and the potential consequences of anthropogenic changes, such as
increased nutrient deposition, on microorganism-plant interactions. Thus, the objective of this
work is to understand how the addition of nutrients to the soil interferes with the phyllosphere
community and its consequences on the production of metabolites produced by typical Cerrado
plants and effects on potential antifungal extracts. This work was carried out in an area of cerrado
sensu stricto, where a soil fertilization experiment has been carried out since 1998 at the IBGE
Ecological Reserve. Experimental treatments include addition of nitrogen (N), phosphorus (P),
nitrogen + phosphorus (NP) and liming (Ca). Two common woody species from the Cerrado
were evaluated: Styrax ferrugineus and Ouratea hexasperma. In chapter 1, the fungal community
was described for all treatments of both species through phyllosphere eDNA sequencing. In
chapter 2, a metabolomic analysis of the leaves of S. ferrugineus was carried out and a correlation
was made between the ions found and the fungi that inhabit the phyllosphere. Finally, in chapter
3, extracts from S. ferrugineus leaves were tested in biological assays against 4 genera of
phytopathogenic fungi (Botrytis, Colletotrichum, Corynespora and Fusarium) of economic
importance for agriculture. The results reveal the predominance of the phylum Ascomycota in
the phyllosphere of both species, regardless of treatments, and a greater abundance of the classes
Dothideomycetes, Eurotiomycetes and Sordariomycetes. Beta diversity analyses of S.
ferrugineus indicate a significant change in the phyllosphere communities. Such changes were
not related to the elemental content of the leaves and seem to be more related to the anatomical
changes that the nutrient addition treatments promoted. Metabolomics leaves of S. ferrugineus
were not strongly affected by treatments, with only 3.8% of detected ions varying significantly.
There is a relationship between the detected ions and the different orders of phyllosphere fungi,
with significant correlations in relation to the most diverse classes of fungi. These results are a
first indication that the interactions of species that remain in the system after soil eutrophication
are also affected and can have a significant impact on the dynamics between species. Extracts
from S. ferrugineus leaves showed potential antifungal action on Botrytis, with an inhibition of
> 40% in the extracts from fertilised treatments. Therefore, the addition of nutrients to Cerrado
soils impacts not only the species that remain in the system, but also the interactions they
establish, which can have long-term consequences for the local community and its ecosystem

functions.



23

Keywords: Epiphytic Fungi, Mycobiome, Secondary Metabolites, Ecometabolomics,
Antifungal, Tropical Savanna, Eutrophication, Fertilization.



24

INTRODUCAO GERAL

Os microrganismos compreendem a maior parte da vida na Terra e apesar do grande
numero estimado de espécies (1 trilhdo) (Locey & Lennon, 2016), sabemos proporcionalmente
pouco sobre a identidade dessas espécies e suas fungdes nos ecossistemas. Dentre as maiores
dificuldades para um melhor conhecimento desses organismos, estdo a correta identificacdo e
cultivo das espécies para posteriores analises morfoldgicas, metabdlicas, moleculares e
ecologicas (Edwards, 2000). Diferentes trabalhos demonstram que usar técnicas de
sequenciamento e analises moleculares, de forma independente do cultivo, revela uma maior
riqueza de espécies (Arnold, 2007; Yang et al., 2001) e, portanto, traz uma visao mais realista do
que de fato esta presente na comunidade estudada.

Fungos e bactérias desempenham importantes funcdes ecossistémicas, atuando
diretamente na decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes, sendo fundamentais
no ciclo do carbono, do nitrogénio e do fosforo (Cardoso et al., 2017; Delgado-Baquerizo et al.,
2016; Tapia-Torres et al., 2016; Xu et al., 2013). Além de atuarem nos ciclos biogeoquimicos,
fungos e bactérias fazem importantes associa¢fes com outros organismos, especialmente com
plantas (Deveau et al., 2018; Hassan & Mathesius, 2012; Schreiber et al., 2005), e essa simbiose
é um dos fatores mais importantes que determinam a estrutura e funcdo das comunidades de
plantas terrestres (por exemplo, Read et al., 2004).

Dentre estas associa¢fes, umas das mais bem estabelecidas se da entre fungos
micorrizicos (FM) e plantas (Strack et al., 2003). Cerca de 80% das espécies vegetais conhecidas
fazem associa¢do com algum tipo de FM (Gianinazzi et al., 2010), onde estes fornecem maior
suprimento de dgua e promovem a absorcdo do fdésforo pelas raizes, enquanto a planta fornece
até 20% dos acucares produzidos durante a fotossintese (van der Heijden et al., 2015).

Parte essencial da nutri¢do das plantas vem da associagdo com microrganismos (Dellagi
et al., 2020; Jacoby et al., 2017). Trabalhos recentes descrevem a importancia de fungos
saprofiticos e endofiticos ndo-micorrizicos associados as raizes, na maior absorcao de potassio,
elemento fundamental para o controle osmético das células, regulacdo do pH e ativacdo de
enzimas envolvidas na sintese de proteinas e fotossintese (Peng et al., 2021; Yun et al., 2018).
Embora muitos dos mecanismos de transferéncia de nutrientes ainda nao estejam elucidados, é
notavel a importancia da simbiose microrganismo-planta para o crescimento e estabelecimento
das espécies vegetais (Haro & Benito, 2019).

Ambos 0s exemplos descritos ocorrem com microrganismos que compdem a
comunidade microbiana do solo e séo endofiticos, ou seja, habitam o interior do tecido vegetal

em ao menos uma parte de sua vida (Hardoim et al., 2015). Diversos estudos moleculares
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investigaram a diversidade, estrutura e impacto dessas comunidades no solo (Anderson &
Cairney, 2004; Lauber et al., 2009; Sinsabaugh et al., 2008; Wagg et al., 2014). Entretanto,
estudos sobre microrganismos epifiticos, especialmente quando se trata de comunidades
microbianas da superficie das folhas (filosfera), tem recebido menos atencdo (Whipps et al.,
2008). O termo filosfera € usado para se referir ndo sé as folhas, mas também a diferentes 6rgaos
aereos como flores, superficie do fruto, caule e pdlen (Hamonts et al., 2017; Kwon et al., 2017,
Oliveiraet al., 2018; Singh et al., 2018; Kim et al., 2018). Neste trabalho, o termo ‘filosfera’ sera
usado para se referir unicamente a superficie das folhas.

A composicao de organismos filosféricos é muito diversa, podendo ser composta por
bactérias, virus, algas, fungos e protozoarios (Balogh et al., 2018; Flues et al., 2018; Zhu et al.,
2018). Porém, bactérias e fungos sdo os mais representativos e, em geral, produzem substancias
para antagonizar um ao outro (Hibbing et al., 2010; Lindow & Brandl, 2003). A chegada e
remocado desses organismos se da pela acdo do vento, da chuva, por insetos e pelo solo, através
da transmissdao mediada por sementes (Abdelfattah et al., 2021; Koskella, 2020; Lindemann &
Upper, 1985). Em sistemas agricolas, a aplicacdo de fertilizantes e pesticidas também tém
impacto na sobrevivéncia e montagem dessas comunidades (Koskella, 2020).

A filosfera é considerada um ambiente oligotréfico (Bringel & Couée, 2015), onde a
disponibilidade de nutrientes esta relacionada & estrutura fisica das folhas, como a maior presenca
de tricomas e sua relagdo com mais nutrientes disponiveis (Leveau & Lindow, 2001; Remus-
Emsermann et al., 2012). Além da limitacdo por nutrientes, esta comunidade deve lidar com a
radiacdo ultravioleta e a baixa disponibilidade de agua, sendo comum a producéo de carotenoides
para a protecdo contra a radiacdo UV e secrecdo de polissacarideos para evitar a dessecacao
(Beattie, 2011; Walterson & Stavrinides, 2015).

Entre os beneficios dos organismos filosféricos para seus hospedeiros, estd a protecao
da planta contra patogenos (Xu et al., 2020), podendo atuar diretamente em seu sistema imune
(Schlechter et al., 2019). Outros beneficios sdo a protecdo contra herbivoria, sinalizacdo planta-
planta e atracdo de polinizadores influenciados pela composicdo da comunidade epifitica
(Karamanoli et al., 2020; Rering et al., 2018). Assim como 0s microrganismos do solo, a
comunidade filosférica tem impacto no funcionamento dos ecossistemas e, embora ndo tenhamos
estudado extensivamente a ecologia da maior parte desses microrganismos (especialmente dos
fungos epifiticos), eles desempenham um papel importante na decomposicao inicial das folhas
apos a senescéncia (Osono et al., 2004; Voriskova & Baldrian, 2013), atuando diretamente na

ciclagem de nutrientes.
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Nos ultimos anos, varios trabalhos foram feitos na tentativa de elucidar o papel funcional
desta microbiota em diferentes escalas (Lambais et al., 2017; Vacher et al., 2016). O uso de
ferramentas da biologia molecular e ciéncias dmicas (por exemplo, metagendmica e protedmica)
sdo importantes aliadas para a elucidagdo de processos e interacdes deste microbioma (Thapa &
Prasanna, 2018; Vacher et al., 2016). Entretanto, para que haja um entendimento mais completo
do que ocorre nas folhas deve-se conhecer os grupos de organismos ali presentes. Com 0s
recentes avancgos nas pesquisas com microrganismos filosféricos, Liu et al., (2020) discutem
como a interacdo planta-filosfera é influenciada por maltiplos fatores (por exemplo: genética da
planta, polinizadores, condi¢cdes do solo) e a importancia do microbioma foliar na satde da
planta, afetando principalmente o sistema imune e o sistema de defesa das espécies vegetais
(Figura 1).
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Figura 1. Montagem do microbioma e saude vegetal na filosfera, retirado de Liu et al., 2020. Em (A) diferentes
fatores que influenciam a montagem do microbioma da filosfera. Fatores abi6ticos como o solo ira afetar a filosfera
pois atua como uma fonte de microrganismos colonizadores e influencia a quimica da folha. O manejo agricola e o
clima também irdo afetar a filosfera por meio da alteracdo do solo e das caracteristicas da planta. Fatores bidticos
como o gendtipo da planta e estagio de desenvolvimento, ataque de herbivoros, visitacdo de polinizadores, infeccéo
por patdgenos, assim como a interacdo microbiana, também alteram a montagem do microbioma na filosfera. O
circulo inserido representa a composi¢do microbiana no nivel do filo na filosfera; em laranja: Proteobactérias; em
amarelo: Actinobacteria; em verde: Bacteroidetes e em vermelho: Firmicutes. Em (B) ocorréncia de disbiose e seu
impacto nas interac@es planta-microrganismo na filosfera. Uma alteracdo no metabolismo e na expressdo génica da
planta afeta a quimica foliar, levando a uma disbiose. O microbioma alterado pode interagir com sua planta
hospedeira e criar condi¢cBes para proliferacdo de microrganismos, formando um ciclo de feedback de auto
regulacéo.

Outra importante area de estudo que vem ganhando destaque nos trabalhos de ecologia,
especialmente na ecologia quimica, € a metabolémica (Poulin & Pohnert, 2019), uma das
ciéncias dmicas que tem como objetivo identificar e quantificar o conjunto de metabdlitos
produzidos pelos organismos (Rochfort, 2005). Sendo eficaz para analisar caracteristicas e

reconhecer padrbes, uma vez que envolve o estudo de produtos do metabolismo celular afetados
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por circunstancias genéticas e ambientais, sendo possivel a rdpida detecgdo a estressores
antropogénicos (Fiehn, 2002; Pefiuelas & Sardans, 2009).

Plantas produzem uma série de metabolitos em seus Orgaos; tais compostos
desempenham as mais variadas func@es (Kessler & Kalske, 2018; Santner & Estelle, 2009) desde
a protecdo da planta contra agentes externos, como o excesso de luz UV (Harbone & Williams,
2000), estresse hidrico (Samanta et al., 2011), ataques por herbivoros ou patégenos (Mithofer &
Boland, 2012) e atuam diretamente no estabelecimento das interacdes que as plantas estabelecem
acima e abaixo do solo (Bonfante & Anca, 2009; Stevenson et al., 2017).

Alguns metabdlitos possuem ac¢do antimicrobiana e podem ser secretados pelas folhas
(Aziz et al., 2021; Pham et al., 2021), assim, a composic¢do filosférica pode variar de acordo com
0s metabolitos produzidos por cada espécie hospedeira (Karamanoli et al., 2005). Entretanto,
microrganismos também produzem uma série de compostos (Kumar et al., 2017; Nongkhlaw &
Joshi, 2014; Vieira et al., 2014) e estes podem afetar a quimica de seus hospedeiros, conferindo
a microbiota foliar um papel importante na funcdo metabolica das plantas (Gargallo-Garriga et
al., 2016).

Outro fator que contribui para a composi¢do quimica foliar sdo as condi¢des edaficas
(Glover & Martin, 2012). A diversidade quimica de compostos produzidos pelas espécies
vegetais esta diretamente relacionada as condi¢Ges do solo em que o individuo cresce. Por
exemplo, para a producdo de metabolitos nitrogenados como alcaloides, uma maior
disponibilidade de nitrogénio no solo pode ser determinante para a alocacdo em compostos de
defesa (Yang et al., 2018).

Diferencas na disponibilidade de nutrientes no solo e pH estéo relacionadas a mudanca
no metaboloma das espécies vegetais (Martins, 2019). Fator que pode ser agravado com a
crescente taxa de entrada de nutrientes nos sistemas naturais, seja por deposicdo atmosférica ou
por lixiviacdo de areas cultivadas (Hunke et al., 2015; Kanakidou et al., 2016), podendo levar a
uma modificacdo ndo s6 na quantidade, mas também contribuindo para a producdo de alguns
grupos de compostos em detrimento de outros (Gargallo-Garriga et al., 2017).

A producgdo de metabolitos secundarios de origem vegetal tem um crescente interesse
para a descoberta de novas moléculas com acdo antimicrobiana (Obeidat et al., 2012; Skori¢ et
al., 2022). Extensas pesquisas ja foram realizadas com extratos de diferentes 6rgéos vegetais na
busca de encontrar substancias bioativas de relevancia econdémica que possam ser utilizadas
contra microrganismos fitopatogénicos (Choudhury et al., 2018), microrganismos patdégenos
humanos (Achilonu & Udensi, 2022; Kokoska et al., 2018) e arbovirus e seus respectivos vetores
(Gonh et al., 2020; Silvério et al., 2020).
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Mais de 1.340 espécies de plantas sdo conhecidas por produzirem compostos com
atividade antimicrobiana, destes, mais de 30 mil componentes foram isolados de compostos de
6leos vegetais e utilizados na industria alimenticia (Tajkarimi et al., 2010). Embora a quantidade
de metabdlitos bioativos seja relativamente alta, a quantidade estimada de espécies de plantas -
374.000 — (Christenhusz & Byng, 2016) possibilita a descoberta de muitos outros compostos,
uma vez que estes ndo foram exaustivamente investigados (Khameneh et al., 2019; Quiroga et
al., 2001).

Agentes antimicrobianos naturais podem ser utilizados sozinhos, ou em conjunto com
antibioticos, para aumentar sua eficacia contra uma ampla variedade de microrganismos (Bazzaz
et al., 2016, 2018). Em sistemas de plantio, o uso indiscriminado de produtos antifungicos
sintéticos, tem levado ao surgimento de grupos de fungos resistentes a esses quimicos (Fan et al.,
2017; Thind, 2022). Uma alternativa que tem se mostrado bastante promissora, € 0 uso de
substancias naturais (sintetizadas por plantas ou outros microrganismos) que sSdo menos
poluentes e ndo trazem danos a satde humana (Jiménez-reyes et al., 2019).

No Brasil, ha uma grande expectativa de novos produtos com ac¢do antimicrobiana e/ou
antipatogénica a serem descritos a partir das espécies vegetais que ocorrem no pais (de Queiroz
et al., 2023; Pdovoa Violante et al., 2012). A importancia da filosfera na producdo desses
compostos ainda nao é bem elucidada, visto que poucos estudos foram feitos com comunidades
filosféricas de espécies arboreas (Lambais et al., 2006, 2014, 2017), a maior parte com enfoque
em bactérias.

O Cerrado brasileiro é um importante objeto de estudo, com uma area original ocupando
cerca de 23,3% do territorio nacional, é o segundo maior bioma do Brasil (IBGE, 2019), sendo
considerado a savana tropical mais biodiversa do mundo (Klink & Machado, 2005).
Caracterizado por um mosaico de formac6es florestais, savanicas e campestres é encontrado
majoritariamente sobre solos acidos, distroficos, limitados em nutrientes e com elevada
concentracdo de aluminio e ferro (Reatto et al., 2008).

Mesmo sob condi¢des de solo, aparentemente, ndo favoraveis, ha uma elevada riqueza
de espécies vegetais. Com aproximadamente 10.000 espécies de plantas, sendo 4.400 endémicas
da regido, o Cerrado é considerado um hotspot de biodiversidade (Myers et al., 2000). Embora
no Cerrado uma grande quantidade de espécies arboreas se associe a microrganismos, tanto
endofiticos quanto epifiticos (Coelho et al., 2020; da Silva, 2012; da Silva et al., 2011; Dias et
al., 2015; Vaz et al., 2012), hd uma caréncia de dados sobre esses organismos (Colli et al., 2020).

As condigdes edéaficas, especialmente pH e disponibilidade de nutrientes, s&o

determinantes na evolucéo e desenvolvimento das espécies, tendo impacto nas comunidades que
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habitam acima e abaixo do solo e em diferentes fun¢es ecossistémicas, como sequestro de
carbono (Fageria & Baligar, 2008; Gisewell & Gessner, 2009; Janssens et al., 1998; Wagg et al.,
2014). Sabendo disso, diferentes trabalhos de adi¢cdo de nutrientes ao solo foram desenvolvidos
afim de compreender como a alteracdo das condicdes edaficas em areas naturais impactam na
composicdo de espécies, nas interacOes interespecificas, no metabolismo das espécies vegetais e
processos ecossistémicos (Gargallo-Garriga et al., 2017; Lannes et al., 2016; Marschner et al.,
2003).

No Cerrado, hd um experimento de fertilizacdo de longo prazo iniciado em 1998
(Kozovits et al., 2007), onde foram adicionados nitrogénio (N), fésforo (P) e a combinacéo de
nitrogénio e fosforo (NP), além da calagem (Ca), uma pratica muito comum em 4areas
agricultaveis do bioma (Miranda et al., 2007). Diversos estudos foram feitos na area, tendo como
interesse distintos niveis de organizacdo ecoldgica (de individuos a ecossistemas). A adi¢cdo de
nutrientes no solo resultou em modificagdes anatdbmicas de estruturas relacionadas a arquitetura
hidraulica de algumas espécies lenhosas (Bucci et al., 2006), o que ocasionou maior eficiéncia
no uso de gua por essas espécies (Costa et al., 2021).

O estudo conduzido por Cuevas-Reyes et al. (2011) encontrou variacdo na densidade de
galhas em folhas de diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes, com aumento da densidade
em ao menos um tratamento a depender da espécie galhadora. A composi¢do e diversidade
floristica também foi alterada e hd um estimulo a invaséo bioldgica por gramineas exoticas nos
tratamentos fertilizados (Bustamante et al., 2012; Lannes et al., 2016). Além da perda de
diversidade de plantas, processos ecolégicos como a decomposicdo e ciclagem de nutrientes
também foram modificados comparados ao controle (Jacobson et al., 2011; Kozovits et al.,
2007).

Alguns dos estudos feitos na area relatam como a mudanca nas condi¢bes do solo
alteram a comunidade microbiana. No trabalho feito por Silva (2012), avaliando o efeito a médio
prazo da adi¢do de nutrientes, foram encontradas mudangas na abundancia dos filos de bactérias
presentes no solo de acordo com os tratamentos, sendo a calagem o que mais se diferenciou dos
demais. No trabalho de Silveira (2020), ao avaliar as comunidades bacterianas e de arqueias no
solo, os resultados reforgcam o efeito que as alteragBes edaficas em sistemas naturais causam na
abundancia dos grupos, sendo a calagem o tratamento que mais altera a comunidade microbiana
do solo.

Tendo como foco os fungos, dois trabalhos foram feitos com esporos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) associados a rizosfera de espécies lenhosas e também ao bulk

soil da area. Ambos os trabalhos encontraram mudancas na densidade de esporos de acordo com



30

o0s tratamentos, aumentando ou diminuindo a densidade a depender, também, da identidade da
planta a qual os fungos estavam associados (Martins, 2019). Ao considerar 0 grupo taxonémico
do FMA (nivel de familia) e grupo funcional, os tratamentos também resultaram em diferencas
no namero de esporos no bulk soil, demonstrando que para cada tratamento ha um grupo que se
beneficia mais em detrimento de outros (Mello, 2019).

Embora microrganismos filosféricos ainda ndo tenham sido estudados neste
experimento, a quimica foliar das espécies arboreas foi investigada em dois trabalhos. Ao
observar o efeito dos tratamentos na metabolémica foliar de Blepharocalyx salicifolius (Kunth
O. Berg.) foi encontrada uma clara diferenciagdo na abundancia relativa dos compostos
produzidos nos individuos do controle em relagdo aos individuos dos tratamentos, onde mais
uma vez a calagem foi o tratamento que mais se diferenciou (Martins, 2019). Diferencas entre a
concentracdo de fendis e taninos nas folhas de espécies sempre-verdes e brevideciduas também
foram encontradas entre os diferentes tratamentos, com 0 aumento desses compostos nas espécies
brevideciduas com a adi¢do de nitrogénio (Jacobson & Bustamante, 2019).

O conhecimento sobre comunidades filosféricas vem avancando muito nas ultimas
décadas (Laforest-Lapointe & Whitaker, 2019), mas algumas lacunas do conhecimento ainda
precisam ser preenchidas: i) O nucleo do microbioma da filosfera e suas regras de montagem; ii)
Tragos das plantas envolvidos na colonizagdo por comunidades microbianas; iii) Diversidade
bioquimica de exsudatos foliares e sua influéncia na composicao microbiana foliar; e iv) Grupos
microbianos benéficos que poderiam ser utilizados comercialmente para agricultura, area
farmacéutica e outros campos econémicos (Bashir et al., 2022).

Com isso, 0 objetivo do presente trabalho é compreender como a adi¢do de nutrientes
no solo interfere na comunidade filosférica e suas consequéncias na producdo de metabolitos
produzidos por plantas tipicas do Cerrado e efeitos em potenciais extratos de uso antiflngico.
Este trabalho esta dividido em trés capitulos e sera o passo inicial para futuras investigacoes
sobre a importancia e funcdo da micobiota filosférica em suas espécies hospedeiras. O capitulo
1 teve como objetivo descrever a comunidade filosférica fungica de duas espécies lenhosas do
Cerrado e avaliar se a adicdo de nutrientes no solo altera essas comunidades. O capitulo 2 teve
como objetivo compreender os efeitos da adicdo de nutrientes no solo na metabolémica foliar de
uma espécie lenhosa do Cerrado e se com as mudancas encontradas na comunidade filosferica.
O capitulo 3 teve como objetivo testar se os extratos foliares de uma espécie arborea tem acéo

antifungica e se essa acao € alterada em funcdo da adi¢do de nutrientes no solo.
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ESPECIES SELECIONADAS

Duas espécies arboreas encontradas nas formac6es savanicas do Cerrado sdo abordadas
neste trabalho: Ouratea hexasperma (A.St.-Hil) Baiil. (Ochnaceae); conhecida por suas
inflorescéncias ressecadas, facilmente vistas em campo, que Ihe conferem o nome popular de
vassoura-de-bruxa (Lorenzi, 2014) e Styrax ferrugineus Nees & Mart. (Styracaceae); conhecida
como Laranjinha-do-cerrado (Silva Janior, 2012). Ambas sdo espécies de fenologia sempre-
verde, encontradas em areas de cerrado tipico e cerraddo (Oliveira, 2005) e conhecidas por sua
associagdo com fungos (Armando, 2014; de Souza, 2017; dos Reis et al., 2023). Styrax
ferrugineus é facilmente reconhecida em campo devido a presenca de manchas circulares
causadas pela colonizacdo de fungos liquenizados epifiticos como Parmularia styracis Lév.
(Guatimosim et al., 2015).

Os estudos com O. hexasperma se concentram em trabalhos sobre interac6es planta-
artrépode e fitoquimica (de Araujo et al., 2011; Fidelis et al., 2014; Henriques, 1999; Pires et al.,
2020). Investigacoes fitoquimicas foram realizadas nas folhas, inflorescéncia, caule e raiz, sendo
a maior parte dos metabdlitos identificados como compostos fenolicos, especialmente
flavonoides (Daniel et al., 2005; de Carvalho et al., 2008; Suzart et al., 2012). Ouratea
hexasperma tem uma literatura relativamente ampla no que diz respeito ao isolamento e
identificacdo de metabolitos que despertam interesse por sua acdo antioxidante, antimicrobiana
e citotoxica (Fidelis et al., 2014, 2019), inclusive com a descricdo de novos compostos (Moreira
etal., 1994).

Em estudos sobre a fitoquimica de S. ferrugineus foram encontradas a¢Ges antiflngicas
e antibacterianas nos extratos de folhas (Pauletti et al., 2000). Embora outras espécies do género
sejam mais estudadas no que diz respeito a producdo de metabdlitos (Pauletti et al., 2006; Yusof
et al., 2014), hé relatos de compostos extraidos de seus frutos com resultados promissores para a
pesquisa de drogas anticancerigenas (Silva et al., 2016).
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CAPITULO 1 - EFEITOS DA ADICAO DE NUTRIENTES NO SOLO NA
COMUNIDADE FILOSFERICA FUNGICA DE ESPECIES LENHOSAS
DO CERRADO

1.1 INTRODUCAO

A superficie aérea das plantas terrestres representa uma area estimada de 640 milhdes
km2 (Morris & Kinkel, 2002), sendo os tecidos aéreos fotossintéticos uma das maiores areas
habitaveis do planeta. Devido a grande extensdo e diversidade de biomas que ocupam, as folhas
sdo ambientes muito heterogéneos (Andrews & Harris, 2000), o que possibilita uma alta
diversidade de hospedeiros aos microrganismos.

Trabalhos que avaliaram as comunidades filosféricas em areas naturais mostram que
elas sdo extremamente variaveis entre espécies vegetais e que a distancia genética entre as plantas
hospedeiras prediz mais sobre a comunidade fungica do que a distancia geografica (Cordier et
al., 2012). No estudo de Lambais et al. (2006), que avaliou a diversidade bacteriana de espécies
arbdreas da Mata Atlantica, apenas 0,5% das espécies de bactérias encontradas na filosfera eram
comuns a todas as espécies de arvores avaliadas.

Associada a identidade taxonémica do hospedeiro, outros fatores irdo atuar na regulagédo
da comunidade filosférica. A concentracdo de diferentes elementos nas folhas (Yadav et al.,
2015), aspectos fisicos, como a maior presenca de tricomas que facilitam a fixacdo e o
estabelecimento dos microrganismos (Kim, 2019), a acdo do vento e da chuva que removem
microrganismos da superficie foliar (Lindemann & Upper, 1985) e as caracteristicas funcionais
das folhas (Lajoie et al., 2020).

No estudo desenvolvido por Wright et al. (2004) foram observados dados de
caracteristicas foliares de 2.548 espécies de plantas e descrito pela primeira vez um espectro de
economia foliar em escala global. O trabalho considerou caracteristicas quimicas, estruturais e
fisioldgicas das diferentes espécies e avaliou como essas caracteristicas se relacionam com o
investimento em producdo de folhas novas, producdo de compostos de defesa e absorgéo de
nutrientes. Na extremidade do espectro estdo espécies com altas concentragdes de nutrientes nas
folhas, altas taxas de fotossintese e respiracdo, curto tempo de vida util das folhas e baixo
investimento de massa seca por area foliar. Na outra extremidade estdo espécies com espectro
mais conservativo, com folhas de vida longa, construcao de folhas com alta massa foliar por area,

menor concentracdo de nutrientes e baixas taxas de fotossintese e respiragdo (Wright et al., 2004).



33

Outro fator determinante na montagem das comunidades filosféricas sdo as condi¢des
edaficas (Debray et al., 2022; Xiang et al., 2020). Embora a maior parte dos estudos investiguem
como o solo influencia comunidades presentes na rizosfera, a comunidade microbiana da parte
aérea das plantas também é afetada por diferencas quimicas do solo (Hartman et al., 2018; Trivedi
et al., 2020), sendo este um dos primeiros reservatorios de espécies para colonizar as folhas
(Sohrabi et al., 2023).

A adicao de nutrientes no solo afeta a concentracao de nutrientes foliares como fosforo,
calcio, enxofre e magnésio (Mello, 2019), assim como a razéo N:P de diferentes espécies vegetais
(Jacobson, 2009). Tais mudangas afetam as principais varidveis que moldam a montagem das
comunidades filosféricas, podendo ter efeitos positivos, como o aumento da biodiversidade de
espécies filosféricas (Zhu et al., 2022), mas também efeitos negativos, como a diminuicdo de
genes funcionais envolvidos no metabolismo energético dos microbiomas da filosfera (Khoiri et
al., 2021).

A microbiota filosférica é dominada por fungos e bactérias, porém, ha menos
informacdes sobre fungos filosféricos na literatura em comparacdo com bactérias (VVorholt, 2012)
e, durante muitos anos, despertaram interesse apenas por sua patogenicidade em plantas (Keen,
2000). Hoje sdo conhecidos por sua importancia na composicdo do microbioma vegetal
(especialmente endofitico) podendo atuar, inclusive, na protecdo de seus hospedeiros contra
doencas (Arnold et al., 2003; Ritpitakphong et al., 2016).

Florestas tropicais sustentam uma alta diversidade de fungos associados as folhas
(Arnold et al., 2003; Frohlich & Hyde, 1999). Algumas dessas comunidades seguem o padréo de
gradiente latitudinal de biodiversidade, possuindo uma maior riqueza em florestas tropicais e
uma gradativa diminui¢do da riqueza conforme o aumento da latitude (Arnold & Lutzoni, 2007;
Kembel & Mueller, 2014).

Em sistemas tropicais foram identificados representantes dos filos Basidiomycota,
Chytridiomycota e Blastocladiomycota, representando menos de 20% da riqueza da comunidade
(Jumpponen & Jones, 2010; Kembel & Mueller, 2014; Yao et al., 2019). O filo mais abundante
é Ascomycota, compondo mais de 75% da comunidade fungica (Abdelfattah et al., 2015; Gomes
et al., 2018). As classes mais comuns sdo Sordariomycetes, Dothideomycetes e Eurotiomycetes.
Para todas essas classes ha relatos de fungos tanto endofiticos como epifiticos, indicando uma
sobreposicao entre as comunidades (Kembel & Mueller, 2014). Duas familias dominantes séo
Davidiellaceae (Dothideomycetes) e Pleosporaceae (Dothideomycetes), ambas possuem espécies
com hifas e esporos melanizados (Gomes et al., 2018), o que confere maior tolerancia a radiacdo
UVv.
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Dois conjuntos de fatores se correlacionam com a estrutura das comunidades de fungos
filosféricos. O primeiro € a area foliar especifica (AFE) e a concentracdo de nitrogénio e potassio
foliar (Kembel & Mueller, 2014), associados as espécies vegetais que possuem um espectro de
economia foliar mais conservativo (Wright et al., 2004), apresentando baixa taxa de absorcéo de
recursos, maior tempo de vida das folhas e maior investimento em defesas estruturais. O segundo
conjunto de fatores diz respeito as taxas de crescimento e mortalidade das espécies hospedeiras
e maior concentracdo de aluminio nas folhas. Essa Ultima variavel foi a que mais contribuiu com
a previsdo da composicdo da micobiota em florestas tropicais, podendo atuar como um filtro
ecoldgico, selecionando espécies de fungos tolerantes as concentragfes mais elevadas desse
elemento (Kembel & Mueller, 2014).

No que diz respeito ao solo, a maior parte dos estudos se da com espécies vegetais de
cultivo, onde a entrada de nutrientes leva a uma selecao de grupos que ocupam as folhas (Debray
et al., 2022; Karlsson et al., 2017). Poucos estudos foram feitos com fungos filosféricos em
sistemas naturais e diferentes condi¢des do solo. No trabalho de dos Reis (2022), ao observar
fungos endofiticos de duas espécies lenhosas do Cerrado, diferentes tratamentos de adicdo de
nutrientes no solo levaram a uma alteracao na equitabilidade das comunidades, com o tratamento
com calagem reduzindo a riqueza de espécies e aumentando a abundancia de grupos mais
generalistas.

O Brasil esta entre os paises mais biodiversos do mundo (Lewinsohn & Prado, 2005),
possuindo dois hotspots globais para a conservacdo da biodiversidade — Mata Atlantica e Cerrado
(Myers et al., 2000). Ambos os biomas apresentam uma elevada riqueza de microrganismos
associados a espécies vegetais (dos Reis et al., 2023; dos Santos et al., 2016; Hernandez-
Gutiérrez et al., 2014, 2015) e, durante os ultimos anos, ha um esforco em documentar e
compreender as comunidades bacterianas filosféricas que habitam a Mata Atlantica (Lambais et
al., 2014, 2017; Rigonato et al., 2016).

O primeiro trabalho realizado na Mata Atlantica, com foco na comunidade filosférica,
foi feito por Lambais et al. (2006) os quais encontraram uma elevada riqueza de bacteérias,
variando de 95 a 671 espécies por comunidade. Dentre todas as espécies, 97% nao estao descritas,
sugerindo que poderiam ser exclusivas da filosfera. Com essa primeira descri¢cdo da comunidade,
0Ss autores apontam a importancia de estudos iniciais como oportunidade para pesquisas
posteriores que investiguem a capacidade metabdlica e fungdes ecoldgicas dos microrganismos
filosféricos. Os estudos sobre microrganismos no Cerrado, em sua maioria, estdo voltados para
o solo (de Araujo et al., 2017; de Castro et al., 2016; Silveira et al., 2021a), tanto de areas naturais

quanto de areas cultivadas (Bresolin et al., 2010; Ferreiraet al., 2013; Rachid et al., 2013). Porém,
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mesmo com o crescimento exponencial do conhecimento sobre a biodiversidade do Cerrado nas
duas ultimas décadas, ainda ha uma escassez de estudos envolvendo microrganismos (Colli et
al., 2020).

Diversos trabalhos que abordam a filosfera de espécies arbdreas do Cerrado foram
realizados na Universidade de Brasilia (UnB); entretanto, a maior parte deles teve como objetivo
a taxonomia e relacGes filogenéticas de alguns grupos de fungos (de Castro, 2012; de Souza,
2017; Souza, 2011; Zambriano, 2016), ou bioprospeccéo (Carvalho et al., 2012; Parpinelli et al.,
2017; Vieiraetal., 2014). No Cerrado ha uma estimativa que para cada espécie de planta existam,
pelo menos, 25 espécies de fungos (Dianese, 2000). Somente em pesquisas desenvolvidas na
Colecdo Micoldgica do Herbéario da UnB, entre os anos de 1993 e 2016, foram descritas 144
novas espécies e géneros de fungos associados as espécies do Cerrado (de Souza, 2016). A maior
parte desses estudos foram feitos utilizando técnicas dependentes do cultivo, que apresenta
limitacOes pois ndo traz um real panorama da diversidade presente no hospedeiro (Amann et al.,
1995; Takaku et al., 2006).

Apbs o trabalho de Yang et al. (2001), varias técnicas de sequenciamento comegaram a
ser aplicadas em investigacOes acerca da diversidade filosférica (Thapa & Prasanna et al., 2018).
Para identificacdo ao nivel de espécie, a regido do DNA do internal transcribed spacer (ITS) é a
mais indicada para o sequenciamento (Raja et al., 2017), sendo escolhida como o DNA barcode
oficial para fungos (Hibbett et al., 2007). Por ser facilmente amplificada, apresentar uma grande
variacao interespecifica e de uso generalizado em estudos com DNA ambiental, ha um grande
namero de sequéncias disponiveis em bancos de dados para a atribuigcdo taxonémica das espécies
encontradas (Schoch et al., 2012). Apesar do grande esfor¢co na descricdo de fungos em
hospedeiros vegetais, apenas um trabalho foi realizado com o DNA ambiental da filosfera
fangica de espécies de plantas nativas do Brasil (Fonseca et al., 2022); portanto, conhecemos
pouco sobre a composicao dessas comunidades e quais fatores a moldam.

Um estudo mais abrangente, buscando caracterizar e comparar a comunidade filosférica
fangica de diferentes espécies hospedeiras sob condicdes diversas do solo ainda nao foi realizado
no Cerrado. Estudos com essa abordagem, sdo importantes para agregar conhecimento sobre os
organismos que habitam ndo s6 o bioma, mas a filosfera, negligenciada durante muitos anos
(Leveau, 2019; Whipps et al., 2008). Estudos desse tipo sdo a base para compreender como a

interacdo planta-microrganismo ocorre e qual o impacto desta sobre as fungdes ecossistémicas.
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1.2 OBJETIVOS E HIPOTESES

1.2.1 OBJETIVO GERAL E HIPOTESES

Mudancas no solo levam a alteragcbes nas concentracbes de nutrientes foliares
(Jacosbon, 2009; Mello, 2019) e essas mudancas estdo relacionadas com a perda de diversidade
nas comunidades fungicas endofiticas (dos Reis, 2022). Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho
foi descrever as comunidades filosféricas fungicas de duas espécies lenhosas do Cerrado e
determinar se a adicdo de nutrientes no solo alterava essas comunidades. Com base em estudos
anteriores, utilizando o experimento de fertilizacdo de longo prazo mencionado, foi realizado o
sequenciamento da regido ITS1 de fungos da filosfera de ambas as hospedeiras e coletados dados
da concentragdo de nutrientes foliares e area foliar especifica (AFE).

Um dos fatores que regulam as comunidades microbianas filosféricas é o espectro de
economia foliar das espécies hospedeiras (Bashir et al., 2022; Kembel & Mueller, 2014).
Espécies sempre-verdes possuem folhas de vida mais longa, com menor concentracdo de
nutrientes foliares e maior investimento de massa por area (Franco et al., 2005), podendo ser
consideradas de um espectro mais conservativo. Portanto, nossa primeira hipotese () é que
as comunidades filosféricas de ambas as espécies hospedeiras, no tratamento controle, terdo os
mesmos grupos fangicos, ao nivel de ordem, dominando a filosfera (abundancia > 70%).

Outro filtro ambiental que seleciona os grupos de fungos que colonizam a filosfera de
espécies tropicais € a concentracdo de Al foliar (Kembel & Mueller, 2014), que muitas vezes tem
efeito fitotoxico e estd presente em niveis elevados nos solos do Cerrado (Reatto et al., 2008;
Seguel et al., 2013). Assim, a nossa segunda hipétese prediz (I1) que nos tratamentos em que as
plantas hospedeiras apresentarem menor concentracdo de Al foliar havera maior diversidade de
espécies fungicas na filosfera.

O pH do solo e a disponibilidade de nutrientes sdo significativamente alterados pela
calagem em solos naturais do Cerrado (Silveira et al. 2021b), apresentando uma proeminente
mudanga na presenca de elementos toxicos e disponibilidade de nutrientes para as plantas
(Jacobson, 2009). Tais mudancas refletem na variagdo da concentracdo de nutrientes foliares de
0. hexasperma (dos Reis, 2022) e S. ferrugineus (Martins, 2019), quando comparados entre
controle e o tratamento calagem. Sabendo que a composi¢do da comunidade filosférica é
influenciada pela concentracdo de nutrientes foliares (Darlison et al., 2019), a nossa terceira
hipdtese (111) é que ambas as especies hospedeiras, que crescem em parcelas submetidas a
calagem, terdo uma maior frequéncia de géneros diferencialmente abundantes, em relagdo ao

controle e demais tratamentos.
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1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever a comunidade filosférica flngica associada a duas espécies lenhosas do
Cerrado, sob diferentes tratamentos de fertilizac&o do solo;
e Comparar o efeito dos diferentes tratamentos de fertilizagdo do solo na diversidade
filosférica das plantas hospedeiras;
e Determinar quais variaveis das folhas afetam a diversidade filosférica fungica nos

diferentes tratamentos de fertilizac&o do solo.

1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 AREA DE ESTUDO

As coletas foram feitas em uma &rea de cerrado stricto sensu, localizada na Reserva
Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), no
Brasil central (15° 56” S; 47° 53'N). Esta reserva se encontra na Area de Protecdo Ambiental
(APA) Gama e Cabeca de Veado, possuindo mais de 10.000 hectares de protecdo ambiental
continua. Segundo a classificacdo de Koppen, o clima da regido é tropical com inverno seco
(Aw), com uma distribui¢do sazonal da chuva (Alvares et al., 2013). A estacdo seca ocorre de
abril a setembro e a estacdo chuvosa ocorre nos meses de outubro a margo, com precipitacdo
média anual em torno de 1.450 mm, temperatura média de 22 °C e umidade relativa do ar
variando entre estacdes, podendo chegar a 80% nos meses de chuva e abaixo dos 20% no auge
da estacdo seca (Cavararo, 2004).

O cerrado stricto sensu é caracterizado pela presenca continua de gramineas, junto com
0 estrato arboreo e arbustivo, com cobertura lenhosa variando de 10% a 60% (Eiten, 1994). A
area possui solo do tipo Latossolo Vermelho sendo bem drenado, profundo, com pH acido,
elevada quantidade de 6xidos de ferro e aluminio, porém limitado em nutrientes como o fésforo
(EMBRAPA, 2006).

1.3.2 EXPERIMENTO DE ADI(}AO DE NUTRIENTES NO SOLO
O projeto fertilizacao teve inicio no ano de 1998 (Kozovits et al., 2007), com aplica¢Ges
bianuais de nutrientes no solo até 2006, sendo retomada em novembro de 2017 e aplicagéo
posterior em marco de 2018. A aplicacdo de fertilizantes se deu da seguinte forma: Tratamento
nitrogénio (N): adi¢do de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio ((NH4)2S0a); tratamento fésforo
(P): adicdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca (H2POas)> + CaS04.2H20;

tratamento nitrogénio e fosforo (NP): adicdo de sulfato de amonio e superfosfato simples 20%;
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tratamento calagem (Ca): adi¢do de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico
(CaO+MgO) + 40% de gesso agricola (CaS04.2H20) e controle (C) onde ndo houve adicdo de
nutrientes. A aplicacdo dos fertilizantes foi feita a lanco sobre a camada de serapilheira e sem
revolvimento do solo. A adi¢éo de célcio foi feita apenas no inicio da estacdo chuvosa pois, antes
da retomada da adigdo de nutrientes em 2017, foi realizada uma analise do solo e ainda havia
efeito residual da ultima calagem feita em 2006. Cada um dos cinco tratamentos estdo
representados em quatro parcelas de 15 x 15 m distribuidas de forma aleatdria e com distancia
minima entre elas de 10 metros (Jacobson, 2009; Kozovits et al., 2007).

Antes do inicio do experimento em 1998, as parcelas ndo diferiam em termos de quimica
do solo e estrutura da vegetacdo (Kozovits et al., 2007). Em 2015, ap6s 9 anos sem adicGes de
nutrientes, as parcelas fertilizadas apresentaram diferencas no pH e maior fosforo residual nos
tratamentos NP e P. Maiores concentracdes de Ca2+ e Mg2+ trocaveis e baixas concentracdes
de Al3+ foram observadas no tratamento calagem (Mello, 2019). Esses dados mostram o efeito
residual das adi¢cOes de nutrientes, que podem manter as diferencas no solo mesmo depois de
quase uma década sem novas adi¢fes. Em 2018, quando a fertilizacéo foi retomada, as diferencas
anteriormente observadas foram exacerbadas. O pH do solo foi menor em todos os tratamentos
em relacédo ao controle, exceto no tratamento com calagem, que apresentou pH mais elevado. A
concentracdo de fdsforo disponivel no solo foi maior nos tratamentos NP e P (Silveira et al.,
2021b). Em 2021, apdés 3 anos sem novas adicbes de nutrientes, as diferencas encontradas

anteriormente foram mantidas (dados ndo publicados) (Tabela 1).
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Tabela 1. Propriedades do solo (0-10 cm) em diferentes tratamentos e trés anos de amostragem (2015, 2018 e 2021),
coletados na érea do projeto fertilizagdo na Reserva Ecol6gica do IBGE, Brasil central. Os resultados sdo expressos como
valores médios + desvio padréo. Para 2018 e 2021, as diferencas significativas sdo representadas por letras diferentes (p <
0,05). Tratamentos: Controle, calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio e fésforo (NP) e fésforo (P). CTC = capacidade de
troca catiénica. Dados obtidos de: Mello, 2019 e Silveira et al., 2021b

P
- Ca? Mg?* Al3* cTC
3

Ano Tratamento ?;;g?ggge)l K (mg/dm?) (cmole/dm3)  (cmolc/dm?)  (cmolc/dmd) pH (cmolc/dmd)
2015 Controle 0,78 +0,17  28,25+7,32 0,11+0,04  007+001  1,03+0,36  4,94+0,16 -

2015 Ca 1,903+091 12,75+171 501+100 322+077 000+0,00  6,56+0,26 -

2015 N 0,83+0,17 22,25 +4,57 0,13+0,04 007001 153+0,26  4,61+0,10 -

2015 NP 11,05 +0,97 22,75+ 7,41 0,12+0,01  005+001 1,48+015  459+0,06 -

2015 P 13,75+6,77 2850+3,00  024+007 009+0,02 128+0,25 5,00+ 0,09 -

2018 Controle 1,77+0,40% 3167+252% 021+001%* 0,12+0,01%® 097+0,20*® 473+020%® 1,38+0,192
2018 Ca 073+035% 1067+231° 462+018° 2774015 000£000° 624+011° 742+0.27"
2018 N 1,23+0,12%  2267+4,16° 0,15+0,03° 0,08+0,02% 135+0,17%° 3,74+0,07° 1,64+0,22%
2018 NP 753+323° 2767+351%° 046+015% 014+009° 146+017° 372+013° 2,12+0,12°
2018 P 6,93+317° 26,67+306% 028+007° 010+0,03% 1,13+025° 410+0,08% 1,58+027%C
2021 Controle 0,130,158  19,7545,912 0,02£0,02°8  0,05+0,02° 1,1740,21°  5070,16 1290262

2021 Ca 0,730,222 8,5+1,00 4,68+0,69° 2,92+0,29° 0+0,00° 6,65+0,31° 76240877

2021 N 0,150,172 17+1,412 0,02£0,01°  0,04+0,00% 1,65+0,07°  4,61+0,13° 1 75+0,08%

2021 NP 11,15+3,88P 14+1,152 0,02¢0,012 0,030,012 1,540,174 4224018 15940212

2021 P 13,65+9,90°  16,25+4,572 0,06£0,04  0,04£0,02° 1294022  4,69+0,14° 1 43+027°

1.3.3 ESPECIES SELECIONADAS

A partir dos dados do levantamento floristico do estrato arbustivo-arboreo, feito na area
em outubro de 2017 (dados ndo publicados), duas espécies dentre as mais abundantes foram
selecionadas: Ouratea hexasperma (A.St.-Hil.) Baill. (Ochnaceae) (representando 3,23% do total
de individuos) e Styrax ferrugineus Nees & Mart (Styracaceae) (representando 4,71% do total de
individuos), como espécies sempre-verdes de crescimento sazonal (Oliveira, 2005). Ambas
foram escolhidas por serem espécies de fenologia sempre-verde, possibilitando coletas na estacdo
seca; por possuirem, pelo menos, cinco individuos em cada um dos cinco tratamentos de adi¢éo
de nutrientes; e por serem espécies conhecidas por sua associacdo com fungos (dos Reis et al.,
2023; Guatimosim et al., 2015), sendo possivel visualizar diferentes col6nias que ocupam a
filosfera. Para cada espécie foram selecionados, quando possivel, individuos com circunferéncia

do caule (a altura do solo) e altura semelhantes (Tabela Suplementar 1).

1.3.4 AREA DE COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
As coletas foram feitas nos dias 29 e 30 de setembro de 2022, com 6 e 7 dias sem chuva.
Considerando que a chuva influencia temporariamente a composicao e atividade da comunidade
filosférica (Jackson et al., 2006), as coletas devem ocorrer em periodos com pelo menos 5 dias

sem chuva para garantir a estabilidade da comunidade.
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Para cada uma das espécies foram amostrados cinco individuos por tratamento (n= 50),
onde folhas maduras e completamente expandidas foram removidas aleatoriamente, buscando
fazer uma amostra representativa de toda a copa das arvores. As folhas foram removidas
utilizando luvas cirurgicas estéreis (trocadas ap6s cada amostragem) e imediatamente colocadas
em sacos plasticos estéreis e armazenadas em caixa térmica com gelo, por até 12 horas até o
processamento das amostras. Em laboratdrio, 6 folhas de cada individuo foram digitalizadas
(Epson Perfection V700 photo, 600 dpi) (n=300), 10g de folhas de cada amostra foram utilizadas
na remocao dos microrganismos filosféricos e todas as folhas coletadas foram secas em estufa a
40 °C até atingir peso constante e utilizadas posteriormente para analise de nutrientes foliares e
obtencdo de extratos (capitulo 2).

1.3.5 ANALISES MOLECULARES
1.3.5.1 REMOCAO E EXTRACAO DE DNA

As folhas utilizadas para a remocao da micobiota foram tratadas em até 12 horas apos a
coleta, seguindo a metodologia descrita por Yang et al., (2001) com modificacdes.
Resumidamente, 10g de folhas de cada individuo (n=50) foram colocados em tubos Falcon
estéreis (50ml), submergidas em uma solugdo tampédo PBS (1X, pH 7,4) e sonicadas por 10
minutos em um banho ultrassénico para que os microrganismos se desprendessem das folhas.
Ap0s a sonicacdo, as folhas foram removidas e a solugdo tampdo com os microrganismos foi
centrifugada a 3.600 RPM por 15 minutos. O pellet gerado na centrifugacao foi ressuspendido
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue™ e utilizado para a extracio do eDNA (environmental
DNA) contido na superficie das folhas. O eDNA extraido foi avaliado por eletroforese a 60V por
40 minutos em gel de agarose 1%, corado com Gelred™ e visualizado em luz ultravioleta,
posteriormente foi feita a quantificacdo do material extraido utilizando um Espectrofotémetro

NanoDrop™ (Thermo Scientific™).

1.3.5.2 AMPLIFICACAO POR PCR E SELECAO DAS AMOSTRAS

A etapa de amplificacdo foi realizada para selecionar as amostras a serem enviadas para
0 sequenciamento, a fim de garantir que essas amostras estavam sendo amplificadas com sucesso
na regido de interesse, uma vez que: a quantidade de DNA que se obtém da filosfera é
naturalmente baixa; e a amplificacdo do ITS de amostras de DNA ambiental podem ser
complexas de amplificar (Lambais, 2022).

Para a selecdo das amostras, foi realizada a amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2

utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR, na sigla em inglés), com o uso dos
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primers 2234C (Forward 5’GTTTCCGTAGGTGAACCTGC’3) e 3126T (Reverse
5*ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT’3) (Sequerra et al., 1997). A reacdo de PCR foi realizada
em volume de 25 uL contendo 12,5 ulL de MyTaq Mix (Bioline), 0,6 uL de cada primer (10 uM),
1 uL do eDNA extraido e 10,3 puL de agua deionizada ultrapura. A amplificacdo se inicia com a
desnaturacéo a 95 °C por 2 minutos, seguida de 33 ciclos com desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto,
anelamento a 56,7 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com extenséo final a 72 °C
por 5 minutos. As amplificacGes foram realizadas para todas as amostras, de ambas as espécies
(n=50). Foi incluido um controle negativo (amostra sem eDNA) no processo de amplificacao
para validar os resultados e garantir que ndo havia contaminagédo em nenhum dos reagentes.

Ao término das amplificagdes, 3 uL dos produtos de PCR foram corados com 3 pL de
Gelred™, aplicados em gel de agarose 1%, submetidos a eletroforese a 90 V por 35 minutos e
visualizados sob luz ultravioleta. A presenca de fragmentos maiores que 500 pb foi determinada
por biomarcador de 1kb. Os resultados foram utilizados para determinar as 3 amostras por
tratamento a serem enviadas para o sequenciamento, com base no sucesso da amplificacdo da

regido de interesse e quantidade de material vegetal para a producao de extratos (capitulo 2).

1.3.5.3 SEQUENCIAMENTO

Trinta amostras de eDNA foram enviadas para sequenciamento pela empresa Macrogen
Inc. (Seoul, South Korea), sendo 3 amostras para cada tratamento de fertilizacdo do solo, para
ambas as espécies lenhosas. Para a preparacdo das bibliotecas um teste de controle de qualidade
foi realizado pela empresa, para garantir que as amostras estavam aptas a serem sequenciadas.
As bibliotecas foram construidas a partir da amplificacdo da regido alvo ITS1 utilizando os
primers ITS1 (Forward 5’CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA’3) e ITS2 (Reverse
5‘GCTGCGTTCTTCATCGATGC’3) (White et al., 1990), usados comumente para estudar
comunidades fungicas a partir de amostras de eDNA, com ITS1 amplificando mais
Basidiomycota e ITS2 (seu complementar) direcionado a amplificar Ascomycota (Bellemain et
al., 2010). O sequenciamento foi realizado na plataforma Illumina Next Generation Sequencer
MiSeq PE300.

Todo o processamento dos dados brutos foi realizado no pacote DADAZ2 (verséo 1.28.0),
do programa estatistico R (Callahan et al., 2016). Devido a grande variagdo nos comprimentos
das sequéncias geradas na amplificacdo da regido ITS1 (Yang et al., 2018), o primeiro passo foi
a remocdo dos primers dos dados de sequenciamento com 0 uso da ferramenta cutadapt. Em

seguida, as amostras foram filtradas pela qualidade da sequéncia Phred > 20%, nimero de “erros
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esperados” em uma leitura (Bokulich et al., 2013) e tamanho minimo de 50pb, para eliminar
sequéncias falsas de comprimento muito baixo. As sequéncias forward e reverse foram
emparelhadas em uma Unica leitura e foi gerada uma tabela com ASVs (amplicon sequence
variants), uma versdo de mais alta resolucdo da tabela de Unidade Taxonémica Operacional
(OTU, na sigla em inglés), capaz de diferir sequéncias com um unico nucleotideo de diferenca
(Callahan et al., 2016). Em seguida, foi feita a remoc&o das chimeras e, a partir da tabela de
ASVs, foi gerada uma tabela de OTUs para a atribuicdo taxondémica utilizando o banco de dados
UNITE, através do método assingTaxonomy (Abarenkov et al., 2022) com grau de similaridade
> 70%.

1.3.6 AREA FOLIAR ESPECIFICA E ANALISE DE NUTRIENTES FOLIARES

As imagens das folhas digitalizadas logo ap6s as coletas foram processadas no programa
R (https://github.com/ThiagoRBM/Corte_calculo_area_foliar), com um script que binariza e
corta cada folha presente na imagem digitalizada para calcular a area foliar. Apds a secagem na
estufa, estas mesmas folhas foram pesadas para determinar o valor da area foliar especifica (AFE)
(&rea foliar/massa foliar seca).

Para as analises de nutrientes foliares, as folhas secas foram pulverizadas e parte do
material foi enviado ao laboratério de Andlise de solo, tecido vegetal e fertilizante da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Um processo de digestao nitrico perclérica foi realizada
para avaliacao dos teores de fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), aluminio (Al)
e enxofre (S), seguido da quantificacdo utilizando um espectrOmetro de emissdo Gtica com
plasma indutivamente acoplado (ICP- OES; Perkin EImer Modelo Optima 8300 DV). Os teores
de nitrogénio (N) foram avaliados por digestdo sulfdrica e quantificacdo pelo método de
Kjeldahl.

1.3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram feitas no programa estatistico R (versdo 4.3.1). Para testar a
normalidade dos dados foi feito um teste Shapiro-Wilk. Para avaliar como o0s tratamentos
afetaram a concentracdo de nutrientes foliares e a AFE, em relacdo ao controle, foi realizada uma
ANOVA-one way e um pos teste de Tukey HSD. Uma anélise de componentes principais (PCA)
foi realizada para verificar como os tratamentos se distribuem em funcédo das concentracdes de
nutrientes foliares e AFE.

Os dados de abundancia relativa dos fungos filosféricos, em diferentes niveis
taxondmicos e seus respectivos graficos, foram feitos a partir dos pacotes phyloseq (versao
1.44.0) (McMurdie & Holmes, 2013), microbiome (versdo 1.22.0) (Lahti & Shetty, 2012-2019)
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e ggplot2 (versdo 3.4.2). As analises de diversidade alfa foram feitas utilizando o pacote vegan
(versdo 2.6.4) para o calculo da riqueza observada, indice de diversidade de Shannon e
equitabilidade de Pielou. A partir dos resultados de cada analise foram realizadas 5.000
permutacdes e, em seguida, os dados de cada tratamento foram comparados em relacdo ao
controle, considerando o intervalo de confianga de 95% (Ho et al., 2018). Para as analises de beta
diversidade, as amostras foram inicialmente filtradas pela sua abundancia e prevaléncia, foram
mantidas apenas OTUs com pelo menos 5 contagens e que estavam presentes em ao menos duas
amostras. Assim, dados espuarios provenientes de variaveis de baixa qualidade ou néo
informativas foram removidos e mantidos aqueles com real efeito na comunidade (McMurdie &
Holmes, 2013; Tijs et al., 2020). Apos a filtragem dos dados, as leituras foram normalizadas
atraves da normalizacdo pela soma total. Para avaliar a distribui¢do das comunidades filosféricas
entre os tratamentos, para ambas as espécies hospedeiras, foi realizada uma Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) baseada na distancia de Bray-Curtis, seguida de uma
PERMANOVA. Uma analise Canonica de coordenadas principais (CAP) baseada em RDA e
distancia de Bray-Curtis, foi realizada para avaliar quais variaveis foram responsaveis pela
separacdo das comunidades filosféricas entre os tratamentos, seguida de uma ANOVA
permutacional com 999 permutacdes para calcular a significancia dos resultados (p < 0,05).

O pacote microeco (versdo 0.20.0) (Liu et al., 2021) foi utilizado para avaliar a
distribuicdo das OTUs através de um diagrama de Venn, com o numero de OTUs Unicas e
compartilhadas entre os tratamentos de adicdo de nutrientes. Para a abundancia diferencial, foi
realizada uma analise de espécies indicadoras com 9.999 permutacdes, utilizando o pacote
indicspecies (versdo 1.7.14) para identificar géneros diferencialmente abundantes associados a
um tratamento. A abordagem sugerida por De Céceres et al. (2010) traz o conceito de espécie
indicadora associada a um valor indicador (IndVal), que prediz o quanto cada espécie esta
associada a um grupo/tratamento ou a combinacdo destes. Para a atribuicao dos grupos funcionais
dos géneros de fungos encontrados, para ambas as espécies hospedeiras, foi utilizado o banco de
dados FungalTraits (P6lme et al., 2020). Através dos dados disponibilizados, utilizando a
categoria Primary lifestyle, foram feitas as designacdes de grupos funcionais e graficos de

distribuicéo destes grupos para cada tratamento de adi¢do de nutrientes.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 NUTRIENTE FOLIAR E AREA FOLIAR ESPECIFICA

A concentracdo de nutrientes foliares e AFE de Ouratea hexasperma e Styrax
ferrugineus estdo ilustradas na Tabela 2. As concentracdes foliares de N, K e Al, junto com a
AFE, ndo diferiram significativamente entre o controle e os tratamentos, para ambas as espécies.
A concentracéo foliar de S aumentou em todos os tratamentos quando comparados ao controle.
Para O. hexasperma, a concentracdo de P foliar ndo diferiu em nenhum tratamento, enquanto
para S. ferrugineus houve um aumento significativo nos tratamentos NP e P. Assim como a
concentragdo de Ca foliar, que aumentou nos tratamentos calagem, NP e P, para ambas as
espécies. A concentracdo de Mg foliar diminuiu significativamente nos tratamentos NP e P em

O. hexasperma e aumentou no tratamento calagem para ambas as espécies.

Tabela 2. Valores de nutrientes foliares e area foliar especifica (AFE), de Ouratea hexasperma e Styrax ferrugineus
para os tratamentos controle, calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P). Valores médios
+ desvio padrdo. Letras diferentes representam diferengas estatisticas entre os tratamentos. One-way ANOVA (p <

0,05).
Tratamento N (9/Kg) P (9/Kg) K (9/Kqg) Ca (9/Kg) Mg (9/Kg) S (9/Kg) Al (mg/Kg) AFE (cm?/g)
Ouratea hexasperma
Controle 11,32 +1,31% 0,50 + 0,052 2,93 + 0,602 6,84 + 1,428 1,95 +0,35° 0,70 +0,11° 102,40 + 29,302 67,32 + 8,222
Ca 12,02+1,68% 0,64 +0,12% 3,52 +1,15% 7,31+161a° 4,020,802 1,65 + 0,462 152,85 £ 195,10° 79,30 + 9,332
N 11,32 +2,24% 0,50 + 0,062 3,51+0,73% 6,40 + 0,682 1,87 +0,50¢ 1,41 +0,412 90,62 + 24,69° 68,98 + 9,142
NP 12,10 +0,98% 0,68 +0,15% 4,21+1,13% 11,33+2,75°  1,03+0,24" 1,640,312 90,28 + 22,202 77,40 + 9,482
P 11,26 +1,708 0,71 +0,29% 3,84+1,03% 11,19+324> 0,7 0,30 1,67 +0,112 93,72 + 478 70,35 + 6,112
Styrax ferrugineus
Controle 11,71+1,83% 0,6 % 0,09 2,82+0,68%  4,9+0,37" 146+0,14°  073+0,10° 312,18 +236,40° 49,47 + 4,20°
Ca 10,06 £0,98% 0,55 + 0,052 1,91 + 0,422 10,52 +2,39% 7,56 + 1,762 1,78 +0,432 186,60 + 42,792 57,23 + 10,762
N 10,32 +0,97% 0,54 + 0,022 2,33+0,372 4,50 + 0,47° 1,97 +0,38" 1,67 + 0,502 214,34 + 24,00° 51,16 + 5,672
NP 11,93+ 1,142 0,77 +0,07° 2,38+ 0,382 13,59+ 4,642 1,89+ 0,62 2,58 + 0,892 232,18 + 50,012 55,89 + 5,672
P 11,260,612 0,79 +0,08" 2,49 + 0,562 10,33+2,78% 1,42 +0,48" 1,94 +0,422 510,99 + 683,23% 58,92 +7,61%

A concentracdo dos diferentes nutrientes foliares e AFE, para cada uma das espécies,
foi analisada por uma PCA. Para O. hexasperma a porcentagem de explicacdo dos eixos é de
63%. O tratamento controle apresenta uma sobreposicdo com o tratamento N, onde ambos se
relacionam com o Al foliar. H& uma evidente sobreposic¢éo dos tratamentos NP e P, onde estes
se correlacionam com a concentracdo de Ca, K, Mn e P foliar. O tratamento com calagem €é o

mais distante dos demais, se correlacionando com a concentragéo de Mg foliar (Figura 2).
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Figura 2. Analise de componentes principais (PCA) para concentracao de nutrientes foliares e area foliar especifica
de Ouratea hexasperma nos diferentes tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C),
calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P). Eixos com explicagdo de 63% do total da
variacdo. AFE: &rea foliar especifica, Al: aluminio, Ca: célcio, K: potassio, Mg: magnésio, Mn: manganés, P:
fésforo. N e S foliar foram removidos da figura pois estavam correlacionados com P e Al foliar, respectivamente.

Para S. ferrugineus a explicacdo dos eixos chegou a 62%. Os tratamentos controle e N
estdo proximos, no mesmo quadrante, mas sem sobreposicdo e correlacdo com alguma variavel
foliar. Assim como para O. hexasperma, os tratamentos NP e P estdo sobrepostos e se
correlacionam com as concentragfes de N, P, Mn foliar e AFE. O tratamento calagem também
se correlacionou com Mg foliar e estd em um quadrante diferente dos demais tratamentos (Figura
3).
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Figura 3. Andlise de componentes principais (PCA) para concentracdo de nutrientes foliares e area foliar especifica
de Styrax ferrugineus nos diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem
(Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P). Eixos com explicacdo de 62% do total da variagdo.
AFE: area foliar especifica, Al: aluminio, Ca: calcio, Mg: magnésio, Mn: manganés, N: nitrogénio, P: fosforo, S:
enxofre. K foliar foi removido da figura pois estava correlacionado com Al foliar.

1.4.2 SEQUENCIAMENTO ITS1

A partir do sequenciamento da regido ITS1 do eDNA de fungos filosféricos de ambas
as espécies hospedeiras, em todos os tratamentos de adicdo de nutrientes e no controle, foram
obtidas 1.796.048 sequencias apos a filtragem inicial dos dados. Dessas 54,87% (985.568) sdo
sequencias referentes aos fungos identificados em O. hexasperma e 45,13% (810.480) sdo
sequencias referentes aos fungos hospedados em S. ferrugineus.

Apesar do grande nimero de sequencias, € importante salientar que nem todas as
réplicas enviadas para sequenciamento puderam ser analisadas, devido a ndo deteccdo de
produtos de PCR ap6s a amplificacdo, realizada pela empresa Macrogen. Foram enviadas 3
amostras de cada tratamento e espécie hospedeira (n= 30), contudo, s6 foi possivel realizar o
sequenciamento de 23 dessas amostras (Tabela Suplementar 2). Para evitar comprometer a
analise estatistica do trabalho, para o tratamento NP de O. hexasperma (n= 1) foi realizada apenas
a descricdo dos fungos filosféricos com os dados de abundancia relativa.

Apos a etapa de atribuicdo taxondmica, foram encontradas 3.079 OTUs para O.
hexasperma, com 2.569 OTUs classificadas pelo menos ao nivel de filo. Estas OTUs estdo
divididas em 7 filos, 27 classes, 83 ordens, 218 familias e 391 géneros entre o total de amostras

(n= 11). Ao nivel de espécie, 805 OTUs foram classificadas. Para S. ferrugineus foram
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encontradas 2.415 OTUs, sendo 2.128 OTUs classificadas com atribui¢do taxonémica pelo
menos ao nivel de filo. Estas OTUs estao divididas em 4 filos, 23 classes, 78 ordens, 166 familias

e 293 géneros entre o total de amostras (n= 12); 627 OTUs foram classificadas ao nivel de
espécie.

1.4.3 CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE FILOSFERICA E ABUNDANCIA
RELATIVA
O filo Ascomycota foi dominante em todos os tratamentos, para ambas as espécies

hospedeiras, com valores de abundancia acima de 89% (Figura 4; Figura 5). No tratamento
controle a abundancia relativa de Ascomycota foi de 97,3% para O. hexasperma e 98,4% para S.
ferrugineus. Basidiomycota foi o segundo filo mais abundante para ambas as espécies,
representando 10,6% de abundéncia relativa no tratamento N de O. hexasperma, mas com
abundancia relativa bem menos expressiva em S. ferrugineus, chegando a 3% no tratamento P.
Embora outros filos tenham sido encontrados, sua abundancia ndo chegou a 1% quando
agrupados.

Abundancia Relativa Ouratea hexasperma
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Figura 4. Abundancia relativa dos Filos de fungos filosféricos presentes em Ouratea hexasperma sob diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Filos com abundéancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P).
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Figura 5. Abundancia relativa dos Filos de fungos filosféricos presentes em Styrax ferrugineus sob diferentes
tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Filos com abundéncia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fdsforo (NP) e fosforo (P).

Dothideomycetes (91,3%), Eurotiomycetes (3,7%) e Sordariomycetes (1,9%) foram as
classes de fungos filosféricos mais abundantes no tratamento controle de O. hexasperma (Figura
6). Nos demais tratamentos, outras classes apresentaram aumento na abundéncia relativa, como
Tremellomycetes (5,3%), Cystobasidiomycetes (3,9%) e Agaricomycetes (1,5%) na calagem.
No tratamento N, Dothideomycetes (80%), Tremellomycetes (10,1%), Sordariomycetes (3,4%)
e Eurotiomycetes (2,5%) foram as classes mais abundantes. Nos tratamentos NP e P, as classes
mais abundantes foram Dothideomycetes (> 80%), Eurotiomycetes, Tremellomycetes e
Sordariomycetes.

Apesar da predominancia de fungos filosféricos pertencentes ao filo Ascomycota, as
classes Tremellomycetes, Cystobasidiomycetes e Agaricomycetes, que estdo entre as mais
abundantes nos tratamentos fertilizados, pertencem ao filo Basidiomycota.
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Figura 6. Abundancia relativa das Classes de fungos filosféricos presentes em Ouratea hexasperma sob diferentes
tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Classes com abundéancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fdsforo (NP) e fosforo (P).

Para os fungos filosféricos hospedados em S. ferrugineus, Eurotiomycetes (44,4%),
Dothideomycetes (29%) e Sordariomycetes (20,4%) foram as classes mais abundantes no
controle (Figura 7). Nos demais tratamentos Dothideomycetes foi a classe mais abundante (>
43,7%), seguido de Eurotiomycetes, com exce¢do do tratamento calagem. Sordariomycetes foi a
segunda classe mais abundante na calagem (26,6%). Nos tratamentos NP e P a abundancia
relativa de Sordariomycetes diminui quase duas (11,1%) a trés (7,7%) vezes, respectivamente,
do valor encontrado no tratamento controle.
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Figura 7. Abundancia relativa das Classes de fungos filosféricos presentes em Styrax ferrugineus sob diferentes
tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Classes com abundancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fdsforo (NP) e fosforo (P).
Dentre as ordens identificadas para O. hexasperma, Capnodiales foi a mais abundante
em quatro dos cinco tratamentos (Figura 8), com abundancia relativa de 52,3% no controle,
36,9% no tratamento N, 39,6% no tratamento NP e 33,5% no tratamento P. Apenas na calagem,
a ordem com maior abundancia relativa foi Pleosporales (29,4%). Em seguida,
Mycosphaerellales foi a ordem de segunda maior abundancia relativa em todos os tratamentos
(> 19%), sequida de Pleosporales (7,5%), Chaetothyriales (4%) e Tremellales (1,3%) no controle.



100

i
m

Abundancia Relativa [%)
8

25

1]

Abundancia Relativa Ouratea hexasperma

C Ca N NP P

Tratamentos

51

Ordem

. Amphisphasriales

Capnodiales

. Chastosphaeriales

. Chastothyrisles

. Dothideales

. Enythrobasidisles

. Helotizlez

. My oosphasrellales
Ostropales

. Cutros

. Pleocsporales

. Tremellales

. Trichosphaeriales

B zcecceicconizies

Figura 8. Abundancia relativa das Ordens de fungos filosféricos presentes em Ouratea hexasperma sob diferentes
tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Ordens com abundancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P).

Para S. ferrugineus, as ordens mais abundantes no tratamento controle foram
Chaetothyriales (46%), Mycosphaerellales (16,8%) e Sordariales (15,3%) (Figura 9). No
tratamento calagem, as ordens mais abundantes apresentam propor¢des bem semelhantes entre
si: Mycosphaerellales (28,9%), Hypocreales (25,9%) e Chaetothyriales (25%). Nos tratamentos
N e NP a ordem mais abundante foi Mycosphaerellales, com abundéncia relativa de 31,4% e

45%, respectivamente. No tratamento P a ordem mais abundante foi Chaetothyriales (42,6%),

seguida de Mycosphaerellales (25%) e Capnodiales (8,7%).
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Figura 9. Abundancia relativa das Ordens de fungos filosféricos presentes em Styrax ferrugineus sob diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Ordens com abundancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P).
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A familia mais abundante de fungos filosféricos hospedados em O. hexasperma, em
quatro dos cinco tratamentos, foi Cladosporiaceae (Figura 10). Com abundancia relativa de
53,4% no controle, 37,5% no tratamento N, 40,2% no tratamento NP e 35,4% no tratamento P.
Teratosphaeriaceae foi a segunda familia mais abundante nos tratamentos controle (22,6%), NP
(19,1%) e P (13,4%). Na calagem, a familia mais abundante foi Didymellaceae (23,8%) seguida
de Cladosporiaceae (22,1%).
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Figura 10. Abundancia relativa das Familias de fungos filosféricos presentes em Ouratea hexasperma sob diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Familias com abundancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fosforo (P).

Strelitzianaceae foi a familia de fungos filosféricos mais abundante em S. ferrugineus
em trés tratamentos: no controle (43,4%) e nos tratamentos N (25,5%) e P (39%) (Figura 11). No
tratamento calagem a familia mais abundante foi Nectriaceae (26,2%), seguida de
Strelitzianaceae (23%). No tratamento NP, a familia mais abundante foi Mycosphaerellaceae
com abundéancia relativa de 36,4%.
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Figura 11. Abundancia relativa das Familias de fungos filosféricos presentes em Styrax ferrugineus sob diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Familias com abundéancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).
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O género mais abundante na filosfera de O. hexasperma foi Cladosporium, com
abundancia relativa de 68,2% no controle, 49,8% no tratamento NP e 43,7% no tratamento P
(Figura 12). No tratamento calagem Cladosporium foi o segundo género mais abundante
(24,9%), sendo superado por Epicoccum, que apresenta abundancia relativa de 25,8%. No
tratamento N os géneros de maior abundancia relativa sdo Cladosporium (41%), Epicoccum

(11,6%) e Bullera (10,2%), sendo este ultimo pertencente ao filo Basidiomycota.
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Figura 12. Abundancia relativa dos géneros de fungos filosféricos presentes em Ouratea hexasperma sob diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Géneros com abundéancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fdsforo (NP) e fosforo (P).

Em S. ferrugineus, com excecdo da calagem, o género mais abundante em todos os

tratamentos foi Strelitziana (Figura 13), com abundancia relativa de 49,3% no controle, 32,7%

no tratamento N, 25,9% no tratamento NP e 47,3% no tratamento P. Na calagem, os dois géneros

mais abundantes sdo Phialoseptomonium com abundéancia relativa de 31,8% e Strelitziana com

abundancia de 27,9%.
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Figura 13. Abundancia relativa dos géneros de fungos filosféricos presentes em Styrax ferrugineus sob diferentes
tratamentos de adi¢éo de nutrientes no solo. Géneros com abundancia relativa < 1% foram agrupados na categoria
“Outros”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).

Os dados completos de riqueza e abundancia relativa das OTUs identificadas a partir do
nivel taxondmico de Filo, em O. hexasperma e S. ferrugineus, estdo disponiveis no material

suplementar (Tabela Suplementar 3 e 4, respectivamente).

1.4.4 DIVERSIDADE ALFA
A diversidade alfa da filosfera de O. hexasperma néo apresentou grande variagdo entre
os tratamentos de adi¢cdo de nutrientes (Figura 14). A partir da analise de permutacdo, houve um
aumento no indice de Shannon e equitabilidade de Pielou apenas no tratamento P, quando
comparado com o controle. Ja para a filosfera de S. ferrugineus, foram observadas mais
diferencas (Figura 15). A partir do resultado das permutac6es, houve um aumento da riqueza nos
tratamentos calagem e N, o indice de Shannon também foi maior no tratamento N e no tratamento

P, j& a equitabilidade de Pielou aumentou nos tratamentos NP e P (Tabela Suplementar 5).
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Figura 14. Diferenca entre os valores dos indices de diversidade alfa da comunidade filosférica fingica de Ouratea
hexasperma nos tratamentos calagem (Ca), nitrogénio (N) e fosforo (P), comparados ao controle (C). Em ‘A)’
Riqueza Observada, em ‘B)’ Indice de Shannon e em ‘C)’ Equitabilidade de Pielou. Figura gerada a partir de 5.000
permutacdes e intervalo de confianca de 95%, barras verticais indicam esse intervalo.
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Figura 15. Diferenga entre os valores dos indices de diversidade alfa da comunidade filosférica fungica de Styrax
ferrugineus nos tratamentos calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + foésforo (NP) e fosforo (P), comparados ao
controle (C). Em ‘A)’ Riqueza Observada, em ‘B)’ Indice de Shannon e em ‘C)’ Equitabilidade de Pielou. Figura
gerada a partir de 5.000 permutagdes e intervalo de confianca de 95%, barras verticais indicam esse intervalo.
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145 DIVERSIDADE BETA

A filtragem dos dados referentes ao nimero de leituras e OTUs identificadas na filosfera
de O. hexasperma resultou na remogéo de 83% das OTUs; contudo, menos de 14,5% das leituras
foram removidas. Para S. ferrugineus foram removidas 65% das OTUs e menos de 6,5% das
leituras. Em ambos os casos, a filtragem resulta em dados com menos ruidos e menor
probabilidade de correlacbes espurias.

A comunidade filosférica fungica presente em O. hexasperma ndo difere na sua
composicao entre os tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. A analise de coordenadas,
PCoA, ndo mostrou uma evidente separacdo entre os tratamentos, resultado evidenciado pela
PERMANOVA (F= 1,23; R?= 0,38; p= 0,189) (Figura 16).

PERMANOVA: F = 1.23; R2=0.38; p = 0.189
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Figura 16. Anélise de Coordenadas Principais (PCoA), pela distancia de Bray-Curtis, da comunidade fungica
filosférica associada a Ouratea hexasperma. Porcentagem de explicagdo dos eixos 50,1%. Tratamentos: controle
(C) (n=2), calagem (Ca) (n=3), nitrogénio (N) (n=3) e fdsforo (P) (n=2).

Em S. ferrugineus a composicdo da comunidade de fungos filosféricos difere entre os
tratamentos. A PCoA mostrou uma leve separacdo dos grupos, especialmente do controle que se
encontra afastado dos demais tratamentos (Figura 17), com eixos somando uma explicacdo de
45,4% da variagdo encontrada e diferenca significativa na analise de PERMANOVA (F= 1,46;
R2=0,46; p=0,032). Apos a PCoA, foi realizada uma CAP baseada em RDA, para avaliar quais
variaveis foram responsaveis pela separacdo das comunidades filosféricas (Figura 18). Embora
os tratamentos diferenciem as comunidades (p= 0,03), formando grupos distintos e sem
sobreposicdo, nenhuma das variaveis relacionadas a concentragdo de nutrientes foliares e AFE

teve resultado significativo para a separacao encontrada (Tabela Suplementar 6).



60

034 PERMANOVA: F = 1.46; R? = 0.46; p = 0.032

0.2-

014 ° Tratamentos
§ ® S ® C
™~
O
= 00- * Ca
~ ® N
4
E NP

-0.1 P

-0.2 -

°
-0.3-
*013 -D:Z —U:'l CI:D U:‘I ULZ U‘.3
Axis.1 (28.7%)

Figura 17. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), pela distancia de Bray-Curtis, da comunidade fungica
filosférica associada a Styrax ferrugineus. Porcentagem de explicacdo dos eixos 45,4%. Tratamentos: controle (C)
(n=2), calagem (Ca) (n=3), nitrogénio (N) (n=3), nitrogénio + fosforo (NP) (n=2) e fésforo (P) (n=2).
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Figura 18. Andlise Candnica de Coordenadas Principais (CAP), baseada em RDA e distancia de Bray-Curtis, entre
a comunidade fungica filosférica associada a Styrax ferrugineus e as diferentes varidveis que influenciam a
separacdo das comunidades (p < 0,05). Porcentagem de explicacdo dos eixos 33,7%. Tratamentos: controle (C)
(n=2), calagem (Ca) (n=3), nitrogénio (N) (n=3), nitrogénio + fosforo (NP) (n=2) e fésforo (P) (n=2).
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1.4.6 DIAGRAMA DE VENN

Apos a filtragem dos dados restaram apenas 516 OTUs sequenciadas da filosfera de
Ouratea hexasperma. A partir dessas OTUs, foi gerado um diagrama de Venn para observar
quantas sdo as OTUs Unicas e compartilhadas entre cada um dos tratamentos de adi¢do de
nutrientes no solo (Figura 19). Em trés dos quatro tratamentos avaliados ndo foram encontradas
OTUs exclusivas, apenas na calagem héa a presencga de 3 OTUs Unicas desse tratamento. A maior
parte das OTUs (237) sdo compartilhadas entre os quatro tratamentos, seguida da interseccdo
entre N, Ce Ca (67 OTUs), P, Ne Ca (62 OTUs) e C, P, N (47 OTUs) (Tabela Suplementar 7).

Ca

47 67

237

22 62

Figura 19. Diagrama de Venn com 516 OTUs presentes na filosfera de Ouratea hexasperma, Unicas e
compartilhadas entre os tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca),
nitrogénio (N) e fésforo (P).

Apos a filtragem das sequencias de Styrax ferrugineus restaram 742 OTUs, das quais
184 foram compartilhadas entre todos os tratamentos de adi¢do de nutrientes e o controle (Figura
20). As OTUs exclusivas foram encontradas em maior quantidade nos tratamentos N e calagem,
com 20 e 19 OTUs, respectivamente. As intersec¢cfes com maior numero de OTUs
compartilhadas foram Ca, N, NP e P (47 OTUs) e Cae N (46 OTUs) (Tabela Suplementar 8).
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Figura 20. Diagrama de Venn com 742 OTUs presentes na filosfera de Styrax ferrugineus, Gnicas e compartilhadas
entre os tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N),
nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P).

1.4.7 ABUNDANCIA DIFERENCIAL

A andlise de espécies indicadoras revelou seis géneros de fungos diferencialmente
abundantes entre os tratamentos, o que explica a dissimilaridade encontrada nas comunidades
filosféricas de S. ferrugineus (p < 0,05) (Tabela 3). Para cada um dos géneros ha o valor ‘Indval
statistic’ (Stat), que diz respeito a quanto cada um deles esta associado ao tratamento, quanto
mais proximo de 1 mais fortemente associado (Figura 21). Strelitziana é o género mais
abundante, estando associado ao controle e ao tratamento P com abundancia relativa acima de
40% e valor Stat de 0,858. O segundo género diferencialmente abundante é Penidiellomyces,
com abundancia relativa acima de 0,50% nos tratamentos calagem e P e valor do Stat de 0,851.
O género com maior valor Stat € Aplosporella (0,929) estando associado ao controle e a calagem.
Parmotrema, Fusarium e Xenosonderhenioides ndo estdo presentes no controle, aparecendo

apenas nos tratamentos com adicéo de nutrientes.
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Tabela 3. Géneros de fungos filosféricos indicadores, hospedados em Styrax ferrugineus, diferencialmente
abundantes e associados aos tratamentos de fertilizacdo do solo. Indval statistic (Stat) mais alto indica maior relagdo
do género com o tratamento, seu valor maximo é 1. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N),
nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P). p < 0,05.

Género Tratamento Associado Indval statistic (Stat) Valor de p
Parmotrema NP 0,774 0,0135
Aplosporella C;Ca 0,929 0,0092
Strelitziana C;P 0,858 0,009
Fusarium Ca; N 0,834 0,0106
Penidiellomyces Ca; P 0,851 0,0123
Xenosonderhenioides N; P 0,796 0,0385
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Parmotrema Stat0.774 Aplosporella Stat 0.929 Fusarium Stat0.834  Xenosonderhenioides Stat 0.796

Figura 21. Abundancia relativa dos géneros de fungos filosféricos indicadores, hospedados em Styrax ferrugineus,
diferencialmente abundantes e associados aos tratamentos de fertilizacdo do solo. A) Abundancia Relativa de
Strelitziana; B) Abundancia Relativa de Penidiellomyces; C) Abundancia Relativa de Parmotrema, Aplosporella,
Fusarium e Xenosonderhenioides. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fdsforo
(NP) e fésforo (P). Valor de Stat mais alto indica maior relacdo do género com o tratamento, seu valor maximo é 1.
Asteriscos indicam diferencas significativas p < 0,05 *, p < 0,01**,

1.4.8 GRUPOS FUNCIONAIS
Através do banco de dados FungalTraits, foram feitas atribui¢des de grupos funcionais
(ao nivel de género) dos fungos filosféricos encontrados em O. hexasperma e S. ferrugineus.
Apbs a filtragem dos dados, 132 géneros foram encontrados na filosfera de O. hexasperma e

atribuidos a 13 grupos funcionais (Tabela Suplementar 9). O grupo funcional mais abundante foi
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‘Saprofito de Serapilheira’, representando mais da metade da abundéncia relativa nos tratamentos
controle (71,5%) e P (51,2%). Outro grupo abundante foi ‘Patégeno de Planta’, que apresentou
aumento expressivo da abundancia no tratamento calagem (53,9%) quando comparado ao
controle (23%). Outros grupos chamaram atencdo pelo aumento de abundancia no tratamento
calagem em relagdo ao controle, sendo representados por ‘Endofitico Foliar’, ‘Micoparasita’ ¢

‘Saprofito Ndo Especificado’. Fungos epifiticos foram pouco representativos em todos os

tratamentos, com abundancia relativa menor que 1,5% (Figura 22; Tabela Suplementar 10).
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Sapréfito de Serapilheira
Micoparasita

Patégeno de Planta
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Figura 22. Abundancia relativa dos grupos funcionais de fungos filosféricos hospedeiros de Ouratea hexasperma
sob diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N)
e fosforo (P).

Em S. ferrugineus, os 135 géneros de fungos restantes apos a filtragem dos dados foram
classificados em 13 grupos funcionais (Tabela Suplementar 11). O grupo funcional de ‘Fungos
Epifiticos’ apresentou baixa propor¢do em todos os tratamentos, variando de 4% no controle a
6,9% no tratamento NP. O grupo mais abundante foi ‘Patdgeno de planta’ (> 34,5%), seguido de
‘Saprofito de Serapilheira’, especialmente no tratamento NP (38,8%). O grupo ‘Nao
especificado’ também foi relevante, principalmente nos tratamentos calagem (33,4%), N (22,2%)
e NP (14,1%); essa classificacdo se refere aos géneros pouco conhecidos e para 0s quais ainda
ndo ha uma atribuicdo funcional (Figura 23; Tabela Suplementar 12).



65

100

. Parasita Animal
75 - Saprdfito de Esterco

B Epifitico

M endofitico Foliar

|: Liquenizado

Saprofito de Serapilheira
Micoparasita

Patégeno de Planta
Saprdfito de Solo

Mofo Fuliginoso

. N&o Especificado

B Saproéfito Nao Especificado
Saproéfito de Madeira

50 -

25

C Ca N NP P

Tratamentos

Abundancia Relativa (%)

Figura 23. Abundancia relativa dos grupos funcionais de fungos filosféricos hospedeiros de Styrax ferrugineus sob
diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N),
nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P).

1.5 DISCUSSAO

15.1 COMPOSIQAO DA FILOSFERA

Ao descrever os tdxons que ocorrem na filosfera de Ouratea hexasperma e Styrax
ferrugineus, a partir da analise do eDNA, estamos contribuindo com um dos primeiros trabalhos
sobre comunidades filosféricas do Cerrado e comunidades filosféricas fungicas do Brasil
(Fonseca et al., 2022). Visto a importancia desse microbioma na regulacdo da decomposicdo em
sistemas naturais (Osono, 2006), no recrutamento de novas plantas (Perea et al., 2020) e seu
papel na salde do hospedeiro e protecdo da planta contra mudancas ambientais (Gong & Xin,
2021; Jia et al., 2020), ha uma urgéncia em descrever e investigar quais fatores atuam no
estabelecimento dessas relagfes e como mudancas relacionadas a antropizacao irdo afetar a
comunidade filosférica fungica.

Ascomycota foi o filo mais abundante em todos os tratamentos, para ambas as espécies
hospedeiras (Figura 4; Figura 5). Esse resultado era esperado, embora a abundancia encontrada
nesse trabalho seja ainda maior do que o relatado em outros estudos (> 89%) (Izuno et al., 2016;
Kembel & Mueller, 2014; Li et al., 2022). O padrdo de dominancia dos fungos que habitam a
filosfera em sistemas tropicais, semiaridos, temperados e boreais sugere que esse é o principal
filo que caracteriza a filosfera (Davey et al., 2012; Izuno et al., 2016; Jumpponen & Jones, 2009;

Zhu et al., 2023). Possuindo muitos representantes sapréfitos (Jia et al.,, 2018), h4 uma
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sobreposicdo da micobiota presente na serapilheira, associada ao processo inicial de
decomposicdo, e habitando a superficie das folhas (Osono, 2006; Zhan et al., 2021),
demonstrando a importancia dos grupos presentes na filosfera na ciclagem de nutrientes e na
produtividade dos ecossistemas (Bashir et al., 2022).

A superficie foliar € um ambiente bastante desafiador, impondo varios filtros para que
as espéecies de microrganismos possam se fixar e se estabelecer (Koskella, 2020). A exposicao a
radiacdo solar, a acdo do vento, a perda de agua e a escassez de nutrientes sdo algumas dessas
barreiras (Bringel & Couée, 2015), com a sazonalidade também interferindo na composicéo dos
fungos que habitam as folhas (Gomes et al., 2018). Diferentes estratégias, como a producao de
compostos melanizados, sdo adotadas pelos microrganismos para resistir a tais condigoes.

Ao nivel de classe, Dothideomycetes, Eurotiomycetes e Sordariomycetes foram as mais
comuns em ambas as hospedeiras. Dothideomycetes foi a mais abundante em todos o0s
tratamentos de O. hexasperma (com abundancia acima de 80%) e em individuos de S. ferrugineus
nos tratamentos fertilizados. Essa classe é a mais vasta e ecologicamente diversa do Reino Fungi,
com histdrias de vida que incluem patdgenos, saprébios e fungos liquenizados (Kirk et al., 2008).
Possuindo varias ordens com espécies melanizadas, como Capnodiales e Pleosporales, séo
adaptadas a alta exposi¢do a radiacdo UV, dessecacdo e estresse nutricional (Pem et al., 2021;
Ruibal et al., 2009; Schoch et al., 2009), o que pode explicar sua alta predominancia na filosfera
de O. hexasperma, uma vez que essa espécie possui folhas glabras (Silva Junior, 2012) e,
portanto, oferece menor protecdo contra a radiacdo e perda de agua.

Assim como Dothideomycetes, Eurotiomycetes também possui representantes
melanizados conhecidos como ‘leveduras pretas’. Essas leveduras melanizadas, como as
pertencentes a ordem Chaetothyriales, sdo poli-tolerantes extremas (Gostinéar et al., 2010;
Gueidan et al., 2008) e gracas a sua parede celular espessa de multiplas camadas e producéo de
exopolissacarideos, que lhe conferem maior protecdo e habilidade de sobrevivéncia, sdo capazes
de explorar ambientes hostis expostos a radiacdo solar e estresse hidrico como a superficie de
rochas, o solo Antartico e a filosfera de uma grande diversidade de hospedeiras (Canini et al.,
2021; Gorbushina et al., 2008; Li et al., 2022; Selbmann et al., 2015).

A abundéancia de ambas as classes e sua domindncia em relacdo as demais,
especialmente de Dothideomycetes em O. hexasperma, indica que a superficie foliar favorece
classes de fungos resistentes as condi¢cdes adversas e que a resisténcia as condic¢des climaticas as
quais a filosfera é submetida, é um forte seletor para o estabelecimento dos grupos que irdo
dominar a superficie das folhas (Gomes et al., 2018). A resisténcia a radiacdo UV, como sugerido

por Kembel & Mueller (2014), pode ser importante para os fungos filosféricos. Além disso, a
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tolerancia a dessecacdo também pode contribuir para a composigdo da filosfera, especialmente
em espécies sempre-verdes de regides como o Cerrado, que possuem folhas de vida mais longa
e estdo mais expostas a altos niveis de radiacio UV (que pode atingir até 6,25 X 102 W cm™) e
um limitado periodo do ano com elevada umidade relativa do ar (Kisselle et al., 2002).

Sordariomycetes também foi relevante e, embora tenhamos menos informagdes sobre
sua ecologia, muitos de seus representantes sdo patdgenos de plantas ou saprofitos, podendo ser
encontrados como endofiticos e epifiticos (James et al., 2006; Rodriguez et al., 2009). Fungos
endofiticos foliares tem origem a partir da filosfera de sua hospedeira, penetrando nas folhas
através dos estdbmatos e iniciando uma associacdo endofitica (Cordier et al., 2012). Uma vez
dentro do tecido foliar, eventualmente alguns desses fungos podem passar ao carater patogénico
(Porras-Alfaro & Bayman, 2011). A presenca por si sO desses fungos ndo é indicativa de que a
planta esta passando por algum processo infeccioso, muitas vezes é necessario um fator que
desencadeie a patogenicidade (Johnson & Oelmiiller, 2009).

Tremellomycetes (Basidiomycota) chamou atencdo pelo aumento da abundancia em
todos os tratamentos fertilizados de O. hexasperma e abundancia > 1% nos tratamentos N, NP e
P de S. ferrugineus. Os fungos pertencentes a essa classe possuem habitos nutricionais que
incluem saprofitos, parasitas de animais, micoparasitas e fungos liquenizados (Millanes et al.,
2011) e parecem ser influenciados pelos tratamentos de fertilizacdo. Embora sejam necessarios
mais estudos para compreender melhor sua ecologia na filosfera e quais fatores podem ter
favorecido sua maior abundancia nos tratamentos, alguns desses fungos possuem uma gama de
defesas antagdnicas contra outros fungos (Prior et al., 2017), defesas estas que podem ter sido

estimuladas com a adi¢do de nutrientes no solo e favorecido seu crescimento.

1.5.2 CARACTERISTICAS FOLIARES E DIVERSIDADE FUNGICA

As ordens dominantes na filosfera de O. hexasperma foram Capnodiales e
Mycosphaerellales, enquanto na filosfera de S. ferrugineus foram Chaetothyriales,
Mycosphaerellales e Sordariales. A primeira hipotese previa que as comunidades filosféricas de
ambas as especies hospedeiras no tratamento controle teriam 0s mesmos grupos de fungos, em
nivel de ordem, dominando a filosfera (abundancia > 70%). Portanto, a primeira hipétese foi
parcialmente corroborada, sendo Mycosphaerellales a Unica ordem dentre as mais abundantes
compartilhadas entre as duas comunidades.

Um dos fatores que regulam as comunidades filosféricas € o espectro de economia foliar
das especies hospedeiras (Bashir et al., 2022; Kembel & Mueller, 2014). Ouratea hexasperma e

Styrax ferrugineus sdo espécies sempre-verdes, apresentando folhas com espectro mais
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conservativo, resultando em folhas de vida longa, com menor concentragéo de nutrientes e maior
investimento de massa por area foliar (Franco et al., 2005; Wright et al., 2004). Embora ambas
compartilhnem tais semelhancas, essas caracteristicas nao foram suficientes para que as mesmas
ordens fungicas fossem favorecidas nas duas comunidades filosféricas.

Espécies deciduas e sempre-verdes apresentam diferencas na sua composicdo
filosférica; comunidades de fungos de espécies deciduas tendem a ser mais semelhantes entre si
do que quando comparadas as comunidades de espécies sempre-verdes (Pajares-Murgo et al.,
2023). Espécies sempre-verdes permitem uma comunidade mais diversa, atingindo estagios
sucessionais estacionarios, pois fornecem maior diversidade de nichos para as espécies de fungos
devido ao tempo de vida da folha mais longo e auséncia de restricdes sazonais como a perda das
folhas (Flessa et al., 2012; Pajares-Murgé et al., 2023).

Além de espécies sempre-verdes possuirem comunidades mais distintas entre si,
Pajares-Murgd et al. (2023) argumentam que embora a montagem da comunidade fungica
filosférica seja fundamentada em uma resposta comum a certas caracteristicas foliares, outros
fatores como a quimica e a morfologia da folha tem um efeito particular na colonizacdo dos
fungos. Styrax ferrugineus possui folhas com tricomas e uma epiderme abaxial bastante rugosa,
enquanto O. hexasperma possui folhas glabras e epiderme lisa (Costa et al., 2021; Silva Junior,
2012), o que pode explicar a diferenca encontrada entre as ordens dominantes na filosfera. A
presenca de tricomas e epiderme rugosa forma um ambiente mais favoravel para a colonizacéo
microbiana, que tende a ocupar as regides da epiderme menos expostas a radiacdo UV e ao vento
e que apresentam maior umidade e acumulo de nutrientes (Kirschner, 2018). Devido as condi¢des
ambientais mais amenas associadas as estruturas fisicas das folhas, uma maior diversificacdo dos
grupos que ocupam a filosfera pode ser encontrada (Kim, 2019; Yadav et al., 2005).

Ao observar os indices de diversidade alfa, as comunidades filosféricas néo
apresentaram grandes variagcfes. Para O. hexasperma houve aumento do indice de diversidade
de Shannon e equitabilidade de Pielou no tratamento P, mas n&o foram observadas mudancas na
riqueza, o que indica uma variagdo ndo no numero de especies, mas na abundancia e distribuigédo
dos individuos. Esse resultado se assemelha ao encontrado no trabalho de dos Reis (2022), que
investigou a comunidade de fungos endofiticos de O. hexasperma sob 0s mesmos tratamentos de
adicdo de nutrientes no solo e ndo encontrou grandes variacdes na diversidade alfa das
comunidades.

A segunda hipdGtese afirmava que os tratamentos em que as plantas hospedeiras
apresentassem menor concentragdo de Al foliar, seriam aqueles com maior diversidade de

espécies. A diversidade alfa e beta de S. ferrugineus teve maior variagdo, com aumento da riqueza
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nos tratamentos Ca e N, indice de Shannon maior nos tratamentos N e P e maior equitabilidade
nos tratamentos NP e P, quando comparados ao controle. Embora existam diferengas entre as
comunidades e os tratamentos se diferenciem (p= 0,03), ndo houve diferenca significativa da
concentracdo de Al foliar entre os tratamentos nas duas espécies hospedeiras. Portanto, a segunda
hipotese foi rejeitada.

Os solos do Cerrado sdo conhecidos por sua alta concentracdo de Al e Fe, elementos
que em grandes quantidades séo fitotoxicos e tornam o fosforo presente no solo indisponivel para
a metabolizacéo pelas plantas e microrganismos (Reatto et al., 2008; Seguel et al., 2013; Shen et
al., 2011). Em um estudo com fungos filosféricos de uma floresta tropical, foi observada a
correlacdo entre o teor de Al foliar e a diversidade de fungos na superficie das folhas, aonde esse
elemento agia como filtro ambiental selecionando espécies que fossem resistentes e/ou tolerantes
a maiores concentracdes de Al (Kembel & Mueller, 2014). Estudos mostraram uma diminuicao
na concentracdo de Al foliar em S. ferrugineus no tratamento calagem e aumento da concentragéo
no tratamento NP de O. hexasperma (dos Reis, 2022; Martins, 2019), o que nédo foi observado
nesse trabalho.

A identidade da planta hospedeira é descrita como o fator que mais fortemente atua na
montagem das comunidades filosféricas, tanto de fungos quanto de bactérias (Lambais et al.,
2014; Li et al., 2022) e mesmo plantas espacialmente proximas umas das outras, apresentam
diferencas significativas na sua composicdo filosférica (Lambais et al., 2006). Em esséncia, 0s
tratamentos de fertilizacdo que levam a perda de espécies vegetais podem diminuir a diversidade
da filosfera no sistema.

Para além da identidade da planta hospedeira, outro fator importante para a montagem
da comunidade filosférica é a concentracdo de alguns elementos nas folhas como N, K e Al
(Darlison et al., 2019; Kembel & Mueller, 2014). A concentracdo de P foliar em S. ferrugineus e
Ca, Mg e S em ambas as hospedeiras, variou em relacdo ao controle, porém nenhum desses
elementos influenciou a diversidade beta de O. hexasperma ou foi capaz de explicar as diferencas
encontradas na diversidade beta de S. ferrugineus.

Em trabalhos com diferentes periodos de coleta pds-fertilizagdo (recém fertilizado e
anos apos a Ultima adicdo de nutrientes), diversos padrdes foram encontrados ao se comparar a
concentragédo dos nutrientes foliares de O. hexasperma e S. ferrugineus nas parcelas controle e
fertilizadas (Costa, 2019; dos Reis, 2022; Jacobson, 2009; Martins, 2019). A maior parte dos
nutrientes suplementados ndo esta sendo acumulado nas folhas, mas sendo usado na construgédo
de mais Orgéos fotossintéticos (Bucci et al., 2006) e reprodutivos através do aumento da floragdo

de algumas espécies (Mello, 2019). Contudo, o principal investimento foi observado na
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modificacdo do sistema hidraulico (Costa et al., 2021), uma vez que a suplementacdo de
nutrientes limitantes pode aumentar o estresse hidrico das espécies vegetais (Zhang et al., 2018).

Sabe-se que a morfologia e anatomia das folhas tem grande influéncia no
estabelecimento das comunidades filosféricas (Kim, 2019); a auséncia de cera epicuticular,
presenca de tricomas e células secretoras ativas sdo caracteristicas anatbmicas que auxiliam o
crescimento das comunidades filosféricas (Thapa & Prasana, 2018). Essas caracteristicas sdo
importantes pois fornecem maior suprimento de nutrientes para a filosfera, através da excrecéo
de compostos organicos pelas folhas (Leveau & Lindow, 2001).

Costa et al. (2021) demonstraram que a adi¢do de nutrientes no solo leva a alteracdo
anatomica das folhas de S. ferrugineus, que pode ser resultado de um efeito residual das adigdes
de nutrientes a longo prazo, reduzindo a espessura da epiderme abaxial em todos os tratamentos
fertilizados em relacdo ao controle. Folhas com epiderme mais espessa sao menos colonizadas
por bactérias, provavelmente devido a maior dificuldade de transporte e liberacdo de compostos
necessarios para o desenvolvimento da comunidade microbiana (Yadav et al., 2005). Assim
como ocorre com as bactérias que ocupam a filosfera, a diminuicdo da espessura da epiderme de
S. ferrugineus pode favorecer a comunidade fangica, tornando mais facil o acesso aos recursos
providos pelas folhas. Com o aumento de recursos, alguns grupos de fungos seréo favorecidos,
enquanto hd um aumento da competicdo e antibiose entre fungos e bactérias (Kirschner & Chen,
2010), levando a modificacdo das comunidades que ocupam a filosfera nos diferentes tratamentos
de adicdo de nutrientes e explicando, a0 menos parcialmente, a alteracdo encontrada na
diversidade beta de S. ferrugineus. Para O. hexasperma, que demonstra ter uma comunidade
filosférica menos responsiva a adicdo de nutrientes, ndo houve alteracdo na anatomia foliar
(Costa et al. 2021).

1.5.3 ABUNDANCIA DIFERENCIAL

A calagem é uma préatica de manejo comum em areas agricultaveis do Cerrado e tem
como objetivo elevar o pH do solo, tornar os cations e elementos como o fésforo mais disponiveis
para as plantas de cultivo e eliminar a presenca de elementos toxicos como o ferro e 0 aluminio
(Miranda et al., 2007). Essa pratica tem efeitos a longo prazo e mesmo ap0s a sua interrupgéo €
possivel observar alteracGes no sistema. Os estudos anteriores realizados na area do projeto de
fertilizacdo indicaram que o tratamento com calagem resultou nas diferencas mais marcantes em
relacdo ao controle e outros tratamentos, incluindo mudancas drasticas na composicdo dos
microrganismos do solo, mudancas nas comunidades arbustivas-herbaceas com perda de

diversidade e aumento nas taxas de decomposigdo, invasdo bioldgica de espécies exdticas e
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alteracfes no perfil metabolémico de espécies lenhosas (Martins 2019; Mello 2019; Silveira et
al. 2021a). Silveira et al. (2021b) compararam a diversidade de bactérias e genes ligados ao ciclo
do nitrogénio, entre o tratamento controle e calagem e encontraram uma reducéo significativa na
multifuncionalidade do solo. Em razdo das diferencas profundas observadas na calagem, em
diferentes objetos de estudos, era esperado que a filosfera também respondesse de maneira mais
proeminente no tratamento calagem.

Devido a preferéncia de nicho, espécies indicadoras podem ser utilizadas como
indicadores ecoldgicos de condicdes de habitat ou relacionados a mudangas ambientais (Carignan
& Villard, 2002). Em estudos que investigaram a composi¢do da filosfera, 0 uso de espécies
indicadoras foi importante para identificar quais tdxons estavam mais fortemente correlacionados
a um grupo de amostras (Miura et al., 2019; Mogouong et al., 2021; Rogers et al., 2018). Em
relacdo aos grupos que se diferenciam entre os tratamentos, a terceira hipdtese previa que ambas
as espécies hospedeiras submetidas a calagem teriam uma maior frequéncia de géneros
diferencialmente abundantes, em relacdo ao controle e demais tratamentos. Essa hipotese foi
parcialmente corroborada, com individuos de S. ferrugineus nos tratamentos calagem e P
apresentando o maior nimero de géneros diferencialmente abundantes.

O género mais abundante em S. ferrugineus foi Strelitziana; relacionado aos tratamentos
controle e P, possui habito de vida endofitico e patdgeno de planta (Crous et al., 2015). Contudo,
em um estudo que avaliou a importancia dos fungos filosféricos para a tolerancia a seca de
arvores neotropicais, Strelitziana foi um dos géneros com potencial efeito positivo na resisténcia
a seca (Cambon et al., 2022).

Penidiellomyces, Aplosporella e Fusarium foram os trés géneros associados ao
tratamento calagem, com IndVal de 0,851, 0,929 e 0,834, respectivamente. Penidiellomyces é
descrito como fungo epifitico e saprofito de serapilheira, porém carece de mais dados sobre sua
ecologia (Duarte et al., 2017). Aplosporella é um fungo patdégeno de planta, frequentemente
associada ao cancro e morte de espécies lenhosas (Zhu et al., 2018), embora A. javeedii também
seja um endofitico de plantas saudaveis (Jami et al., 2014) e produza metabdlitos secundarios
com acdo antiflngica (Gao et al., 2020). Fusarium € o género mais estudado dentre os seis
diferencialmente abundantes. Encontrado em associagdo com diferentes tecidos vegetais, possui
espécies muito benéficas como agentes de controle biolégico, mas € conhecido principalmente
por sua patogenicidade em plantas (Karlsson et al., 2021). Além disso, é responsavel por infectar
diferentes espécies vegetais em sistemas naturais e de plantio, produzindo também micotoxinas
e modificando a producdo de metabolitos da planta hospedeira durante o processo de infeccdo
(Maetal., 2013).
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Embora seja possivel apontar os géneros mais associados com cada tratamento, a maior
parte dos estudos com esses géneros sao focados na sua taxonomia e filogenia (Crous et al., 2015;
Duarte et al., 2017; Videira et al., 2017; Wijayawardene et al., 2018). A auséncia de estudos
anatdmicos sobre as folhas das espécies hospedeiras no tratamento calagem e a falta de
informagdes relacionadas a ecologia dos géneros fangicos dificulta qualquer inferéncia do
motivo da alteracdo da abundancia nos diferentes tratamentos. S80 necessarios estudos mais
aprofundados para compreender como ocorre a relacdo hospedeira-fungo e quais fatores atuam

no estabelecimento dessa relacao.

1.5.4 GRUPOS FUNCIONAIS

Embora tenham sido coletados e sequenciados fungos essencialmente filosféricos, esse
grupo funcional foi minoritério na filosfera de ambas as hospedeiras. Muitos fungos classificados
como endofiticos iniciam seu ciclo de vida na filosfera, adentrando o tecido foliar atraves dos
estdmatos, hidatodios ou cortes feitos nas folhas (Cordier et al., 2012). Existe uma gama de
fungos com estilos de vida intermediarios entre fungos com crescimento principalmente interno
e crescimento exclusivamente na filosfera (Kirschner, 2018). A classificacdo utilizada pode
considerar outras formas de vida como predominante dentro dos géneros observados e talvez por
isso a proporcao de fungos filosféricos e endofiticos tenha se mostrado tdo baixa.

Fungos costumam ter caracteristicas ecoldgicas conservadas ao nivel de género (Zanne
et al., 2020) porém, diferentes estratégias troficas, que levariam a diferentes grupos funcionais,
podem ocorrer no mesmo género e ha casos em que a mesma espécie possui diversas funcoes
(Selosse et al., 2018). Assim, ao estudar esses grupos e tirar inferéncias ecoldgicas, € importante
considerar que ha uma variacao entre as possiveis classificacdes que um género pode receber.

O grupo funcional Patégeno de Planta foi relevante na filosfera de ambas as hospedeiras,
0 que ndo necessariamente implica que as plantas estejam passando por um processo infeccioso.
Por exemplo, os géneros Strelitziana e Fusarium sdo descritos como patdgenos, mas ambos ja
foram encontrados como endéfitos de folhas sem causar nenhum sintoma da doencga (Hardoim
etal., 2015; Shetty et al., 2016). Diferentes trabalhos mostram evidéncias de que fungos descritos
como fitopatdogenos podem ser isolados de tecidos vegetais saudaveis, aonde exercem uma
associacdo como endofiticos (Rodriguez et al., 2009). A mudanca de hébito endofitico para
patdgeno normalmente acontece quando as espécies hospedeiras sdo submetidas a algum estresse
(Slippers & Wingfield, 2007). A fertilizagdo com nitrogénio tem sido associada ao aumento da
suscetibilidade a doencas fungicas em plantas cultivadas e nativas (Veresoglou et al., 2013), o

que ndo parece ocorrer com as duas espécies hospedeiras investigadas.
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Os grupos de saprofitos de serapilheira e saprofitos de madeira também foram
abundantes na filosfera de O. hexasperma e S. ferrugineus, respectivamente. Os microrganismos
filosféricos, especialmente os fungos, podem ser considerados como 0S primeiros
decompositores das folhas ja que sdo responsaveis pelo processo inicial de ciclagem de
nutrientes, decompondo as folhas ainda vivas e permanecendo até a fase inicial da decomposicao
da serapilheira, quando s&o substituidos por fungos decompositores do solo (Kirschner, 2018).
A elevada abundancia de grupos saprofitos reflete sua relevancia para a composi¢do da
comunidade filosférica de ambas as espécies hospedeiras, independente do tratamento de

fertilizag&o do solo.

1.6 CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo a investigar comunidades filosféricas em areas naturais do
Cerrado e os efeitos da adicdo de nutrientes ao solo na composi¢do dessas comunidades.
Nenhuma varidvel relacionada a concentracdo de nutrientes foliares explicou a variacdo
encontrada entre os tratamentos, o0 que parece ser explicado por fatores estruturais das folhas. As
alteracOes observadas na filosfera de S. ferrugineus parecem estar mais relacionadas as alteracdes
anatomicas nas folhas e requerem investigacdo adicional para avaliar o real efeito de cada
caracteristica estrutural na montagem da comunidade fangica filosférica. Embora a adi¢cdo de
nutrientes tenha efeito sobre diversas variaveis, conforme relatado em estudos anteriores, a
identidade da hospedeira desempenha um papel significativo na estruturacdo da comunidade
filosférica de O. hexasperma.



74

CAPITULO 2 — EFEITO DA ADICAO DE NUTRIENTES NO SOLO NA
METABOLOMICA FOLIAR DE STYRAX FERRUGINEUS E SUA
INFLUENCIA NA FILOSFERA

2.1 INTRODUCAO

As plantas produzem uma série de compostos quimicos denominados metabolitos
primarios e secundarios (Taiz et al., 2017). Os metabdlitos primarios estdo mais associados a
sintese de aminoacidos e hormonios, desempenhando diferentes fungdes no crescimento e
desenvolvimento das espécies vegetais (Fernie & Pichersky, 2015). Enquanto metabolitos
secundarios sdo mais associados a producdo de compostos de defesa, pigmentos e sinalizacéo
entre plantas e outros organismos, atuando no estabelecimento das relacdes interespecificas e
respostas a fatores abioticos (Erb & Kliebenstein, 2020; Hartmann, 2007; Herms & Mattson,
1992).

A partir da sua via de biossintese, os metabdlitos secundarios séo divididos em grupos
quimicamente distintos: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (Kabera et al., 2014; Zhao et
al., 2023a). Os terpenos sdo formados por moléculas de carbono ligadas formando cadeias de
isopreno; sdo compostos menos dispendiosos de serem produzidos e, em geral, sdo volateis
(Tholl, 2015). Os compostos fenolicos sdo reconhecidos pela presenca de um anel aromatico
hidroxilado, e muitos apresentam propriedades antioxidante e antimicrobiana (Panche et al.,
2016; Yakhlef et al., 2018). Alcaloides possuem um &tomo de nitrogénio em um anel
heterociclico, o que os tornam dispendiosos de serem produzidos, uma vez que muitas espécies
de plantas estdo em ambientes limitados por nitrogénio (Elser et al., 2007; Taiz et al., 2017,
Vitousek et al., 2010).

Desempenhando um papel fundamental na resposta a estimulos ambientais, diferentes
fatores irdo atuar na producéo desses compostos (Akula & Ravishankar, 2011; Figueiredo et al.,
2008). Por exemplo, a herbivoria por insetos pode estimular a producdo e emissdo de metabolitos
secundarios relacionados a defesa, produzindo compostos volateis que atraem os predadores dos
seus herbivoros (Clavijo Mccormick et al., 2014), o excesso de radiacdo UVB promove a
producdo e acimulo de moléculas fotoprotetoras como flavonoides, que sdo capazes de absorver
a radiacdo e proteger os fotossistemas das plantas (Banerjee & Roychoudhury, 2016; Silva et al.,
2014).

As condicdes edaficas interferem fortemente na producéo de metabolitos secundarios
(Yang et al., 2018), que podem atuar como um estressor abiotico para as plantas (Verma &
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Shukla, 2015). Solos com alta salinidade, maiores concentragdes de elementos toxicos e pouca
disponibilidade de &gua, induzem a planta a produzir metabolitos secundarios em resposta a
fatores estressantes, sendo comum o acumulo de antocianinas e flavonoides (Akula &
Ravishankar, 2011; Borges et al., 2017). A fertilizacdo do solo com N, P e K altera uma série de
metabdlitos produzidos por espécies cultivadas (Heimler et al., 2017), com diminuigdo
significativa na concentracdo de flavonoides para diversas plantas (Stefanelli et al., 2010). A
adicdo de N aumenta a concentracdo de alcaloides em até 17% em Lupinus angustifolius,
enquanto sua limitacdo, juntamente com P, levam a uma maior concentracdo de quercetina,
kaempferol e isorhamnetina em Arabidopsis e tomate (Barldg, 2002; Stewart et al., 2001).

Mudancas no pH e disponibilidade de nutrientes no solo também alteram a
metabolémica foliar de espécies nativas, que irdo responder de maneiras distintas a entrada de
nutrientes no sistema (Martins, 2019). Ao avaliar espécies do dossel e sub-dossel de uma floresta
tropical, em diversos regimes de fertilizagdo, Gargallo-Garriga et al. (2017) reportaram que
diferentes nutrientes limitam diferentes espécies de diferentes maneiras e que as mudancas
observadas no metaboloma variam de acordo com o nicho que a planta ocupa e sua adaptacéo a
longo prazo as mudancas edaficas.

Além do solo, alguns microrganismos podem modular a producdo de metabdlitos
secundarios das plantas que, por outro lado, podem influenciar na composi¢do do microbioma
vegetal (Mastan et al., 2019). As interacBes planta-microrganismo, seja na rizosfera ou na
filosfera, sdo moldadas por um ambiente quimico onde o metaboloma da planta hospedeira e o
microbioma se influenciam mutuamente (Firdkova et al., 2007; Gaube et al., 2023; Pavarini et
al., 2012). Na rizosfera, alguns flavonoides sdo produzidos para a atragao de fungos e bactérias
simbiontes, através da quimiotaxia (Hassan & Mathesius, 2012). Apds o estabelecimento desta
relacdo ja foi relatada a producdo de compostos de defesa e moléculas indutoras de crescimento
nas plantas (Glick et al., 2007; Hazzoumi et al., 2015).

Microrganismos filosféricos produzem uma série de metabdlitos com acédo
antimicrobiana, sendo capazes de impedir a proliferacdo de fitopatégenos (Miiller et al., 2016).
Um exemplo desses metabolitos sdo os compostos organicos volateis (VOCs, na sigla em inglés)
produzidos por fungos filosféricos que podem inibir o crescimento de outras espécies de fungos
(Al-Maawali et al., 2021), demonstrando seu potencial como agentes de controle biologico
(Strobel et al., 2011). A presenca de fungos filosféricos também afeta a producéo de VOCs pelas
plantas, tanto nas folhas (Saunier et al., 2020), como no néctar produzido pelas flores, sendo

capazes de alterar a preferéncia dos polinizadores (Rering et al., 2018).
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Para identificar a influéncia dos microrganismos no metaboloma da sua hospedeira, um
estudo de supressdo da comunidade epifitica foi realizado com Sambucus nigra (Gargallo-
Garriga et al., 2016). Os resultados mostram um impacto significativo da auséncia dos
microrganismos filosféricos na metaboldmica das folhas e flores, revelando uma mudanca
especialmente em metabolitos epifiticos como terpenoides e fendlicos (Gargallo-Garriga et al.,
2016). Estudos como esse, sobre a influéncia dos microrganismos da filosfera na producéo de
metabolitos secundarios de seus hospedeiros, sdo mais recentes e muitos dos mecanismos que
estdo envolvidos nessa relacdo ainda sdo desconhecidos (Bacon & White, 2016; Gaube et al.,
2023). Um maior foco nas interacbes metabdlicas de plantas lenhosas e respectivos
microrganismos filosféricos garante uma melhor compreensdo de como essas relacdes sdo
estabelecidas e quais fatores irdo influencia-las (Bacon & White, 2016; Trivedi et al., 2020).

A metabolémica é uma abordagem que pode ajudar na elucidacdo dos processos e
interacGes envolvendo planta-filosfera (Zhang et al., 2023). O uso de técnicas de espectrometria
de massa em estudos de ecologia quimica esta crescendo nos ultimos anos, fornecendo novas
abordagens para responder questdes ecoldgicas e se mostrando uma técnica promissora para a
deteccdo de mudancas que as vezes nao sdo expressas no fenotipo das espécies (Pefiuelas &
Sardans, 2009; Peters et al., 2018; Poulin & Pohnert, 2019).

Plantas nativas do Cerrado produzem uma variedade de compostos, especialmente
fendlicos, conferindo a muitas delas propriedades medicinais (de Giffoni de Carvalho et al.,
2019; Guarim Neto & Morais, 2003). Contudo, apesar da elevada riqueza de moléculas
produzidas e complexas interacGes bioquimicas neste sistema, estudos de ecologia quimica no
Cerrado sdo pouco abrangentes (Novaes et al., 2013), especialmente quando se trata de interacéo
planta-microrganismo.

Compreender como a producdo de metabdlitos de uma espécie é modificada em fungéo
das alteracGes edaficas e como isso se relaciona com a comunidade microbiana associada, é
importante para esclarecer como as interagcGes ocorrem em sistemas naturais e quais as possiveis
consequéncias que atividades antropicas (como maior deposicdo de nutrientes ao solo) podem
trazer para a interacdo microrganismo-planta e interagdes em sistemas terrestres (Hong et al.,
2016; Liu et al., 2020; Park et al., 2014).
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2.2 OBJETIVOS E HIPOTESES

2.2.1 OBJETIVO GERAL E HIPOTESES

A fertilizacdo do solo em é&reas naturais leva a uma mudanca na producdo dos
metabolitos das espécies vegetais (Gargallo-Garriga et al., 2017; Martins, 2019) e essas
mudancas podem dificultar a simbiose microrganismo-planta (Wang et al., 2022), porém pouco
se sabe sobre como a filosfera é impactada por essas alteraces no perfil metabdlico da planta.
Assim, o objetivo deste estudo foi compreender os efeitos da adi¢do de nutrientes no solo na
metabolémica foliar de uma espécie lenhosa do Cerrado e se ha correlacdo com as mudancas
encontradas na comunidade filosférica flngica.

As condigdes edéaficas podem modificar o metaboloma das espécies vegetais (Karimi et
al., 2020; Yuan et al., 2020). A pratica da calagem em solos naturais do Cerrado leva a drasticas
mudancas no pH, disponibilidade de nutrientes no solo e reducdo da presenca de elementos
fitotoxicos como o Al (Jacobson, 2009; Mello, 2019). Dentre todos os tratamentos do projeto de
fertilizacdo, a calagem é o que apresenta maior efeito na metabolémica foliar de espécies
lenhosas (Martins, 2019). Dessa forma, a primeira hipotese a ser testada é que: (1) o tratamento
calagem é o que apresenta a metaboldmica foliar mais distinta em comparacdo ao tratamento
controle.

O perfil metabdlico das espécies hospedeiras exerce influéncia nas comunidades
filosféricas (Xu et al., 2022), especialmente na comunidade bacteriana, que pode ser favorecida
pela producdo e excrecdo de alguns metabdlitos por parte das plantas (Gaube et al., 2023).
Estudos com a comunidade fingica sdo mais escassos, porém esses organismos também sdo
afetados pela producdo de metabdlitos de suas hospedeiras (Huang et al., 2023). Assim, a
segunda hipotese é que: (I1) as comunidades filosféricas de Styrax ferrugineus (ao nivel de
ordem) terdo correlacdo com os metabdlitos secundarios produzidos nos diferentes tratamentos

de adicéo de nutrientes no solo.

2.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e ldentificar como a producdo de metabolitos foliares muda em relagdo aos
tratamentos de adicdo de nutrientes no solo;
e Determinar a correlacdo entre a producdo de metabdlitos e mudangas na
comunidade filosférica fungica de Styrax ferrugineus, sob diferentes tratamentos de
adicdo de nutrientes no solo.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 AREA DE ESTUDO

As coletas foram feitas em uma area de cerrado stricto sensu, localizada na Reserva
Ecoldgica do Roncador do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), no
Brasil central (15° 56” S; 47° 53'N). Esta reserva se encontra na Area de Protecdo Ambiental
(APA) Gama e Cabeca de Veado, possuindo mais de 10.000 hectares de protecdo ambiental
continua. Segundo a classificacdo de Képpen, o clima da regido é tropical com inverno seco
(Aw), com uma distribuicdo sazonal da chuva (Alvares et al., 2013). A estacdo seca ocorre de
abril a setembro e a estacdo chuvosa ocorre nos meses de outubro a margo, com precipitagéo
média anual em torno de 1.450 mm, temperatura média de 22 °C e umidade relativa do ar
variando entre estacdes, podendo chegar a 80% nos meses de chuva e abaixo dos 20% no auge
da estacdo seca (Cavararo, 2004).

O cerrado stricto sensu é caracterizado pela presenca continua de gramineas, junto com
0 estrato arboreo e arbustivo, com cobertura lenhosa variando de 10% a 60% (Eiten, 1994). A
area possui solo do tipo Latossolo Vermelho sendo bem drenado, profundo, com pH é&cido,
elevada quantidade de 6xidos de ferro e aluminio, porém limitado em nutrientes como o fésforo
(EMBRAPA, 2006).

2.3.2 EXPERIMENTO DE ADIQAO DE NUTRIENTES NO SOLO

O projeto fertilizacdo teve inicio no ano de 1998 (Kozovits et al., 2007), com aplicacdes
bianuais de nutrientes no solo até 2006, sendo retomada em novembro de 2017 e aplicacdo
posterior em marco de 2018. A aplicacdo de fertilizantes se deu da seguinte forma: Tratamento
nitrogénio (N): adicdo de 100 kg/ha anuais de sulfato de aménio ((NH4)2S0a); tratamento fésforo
(P): adicdo 100 kg/ha anuais de superfosfato simples 20% - Ca (H2POas)2 + CaS04.2H20;
tratamento nitrogénio e fosforo (NP): adicdo de sulfato de amdnio e superfosfato simples 20%;
tratamento calagem (Ca): adicdo de 4 t/ha ao ano, na forma de 60% de calcario dolomitico
(CaO+MgO) + 40% de gesso agricola (CaS04.2H20) e controle (C) onde ndo houve adicéo de
nutrientes. A aplicacdo dos fertilizantes foi feita a lango sobre a camada de serapilheira e sem
revolvimento do solo. A adi¢éo de célcio foi feita apenas no inicio da estagdo chuvosa pois, antes
da retomada da adigdo de nutrientes em 2017, foi realizada uma anéalise do solo e ainda havia
efeito residual da ultima calagem feita em 2006. Cada um dos cinco tratamentos estdo
representados em quatro parcelas de 15 x 15 m distribuidas de forma aleatoria e com distancia
minima entre elas de 10 metros (Kozovits et al., 2007; Jacobson, 2009). As propriedades do solo
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medidas nos anos de 2015, 2018 e 2021, em cada um dos cinco tratamentos séo apresentadas na
tabela 1 (capitulo 1).

2.3.3 ESPECIE SELECIONADA
Com base nos resultados do capitulo anterior, Styrax ferrugineus foi selecionada para
investigacao da metaboldmica foliar e sua relagdo com as mudancas observadas na comunidade

filosférica.

2.3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A coleta foi realizada no dia 30 de setembro de 2022, concomitantemente com a coleta
do capitulo anterior. Foram amostrados cinco individuos por tratamento (n= 25), onde folhas
maduras e completamente expandidas foram removidas aleatoriamente, buscando fazer uma
amostra representativa de toda a copa das arvores. As folhas foram removidas utilizando luvas
cirtrgicas estéreis (trocadas ap6s cada amostragem) e imediatamente colocadas em sacos
plasticos estéreis e armazenadas em caixa térmica com gelo, por até 12 horas até o processamento
das amostras. Todo o material vegetal coletado foi seco em estufa 40 °C até atingir peso constante
e posteriormente foi pulverizado com o uso de um moinho para posterior obtencdo dos extratos

foliares.

2.3.5 OBTENCAO DE EXTRATOS

Os extratos foram produzidos utilizando acetato de etila como solvente extrator em um
extrator acelerado por solvente ASE-150 (Dionex™ ASE™ 150 Accelerated Solvent Extractor).
Para cada uma das amostras, folhas trituradas foram adicionadas na cela do ASE-150 e os
seguintes parametros foram designados: temperatura de extracdo em 50 °C, com tempo de
extracdo de 3 minutos por ciclo, com a execucao de 2 ciclos estaticos, lavagem de 60% do volume
da cela, e 100 segundos de tempo de purga. As extracdes resultantes destes processos foram
concentradas em um evaporador rotativo (Buchi-150), transferidas para frascos de vidro de 20

mL pesados anteriormente e mantidos em capela quimica sob exaustdo até peso constante.

2.3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSA
As andlises de espectrometria de massas foram realizadas em dois equipamentos
distintos, gerando dois grupos de dados: de alta resolugcdo e de baixa resolugdo. De modo
simplificado, a resolugdo de massa ¢ a diferengca de massa minima entre dois picos espectrais
(Xian et al., 2012). Equipamentos de alta resolugédo (ex: Orbitrap) possuem medi¢Oes de massas
mais exatas, em até quatro casas decimais, enquanto equipamentos de baixa resolucdo (ex:

IonTrap) apresentam uma precisdo de “massa inteira”, sendo menos precisos na diferenciacao
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dos ions (Junot et al., 2014).

As analises em baixa resolucdo foram feitas em triplicata, o que permitiu a analise
metabolémica e anotacbes dos metabdlitos presentes em Styrax ferrugineus. Devido a pouca
disponibilidade de equipamento, as analises em alta resolucdo foram feitas com um pool de

amostras, permitindo apenas a anotacdo dos metabdlitos de S. ferrugineus.

2.3.6.1 ESPECTROMETRIA DE MASSA DE BAIXA RESOLUCAO

Os individuos selecionados foram 0os mesmos enviados para 0 sequenciamento da regido
ITS1 (capitulo 1), sendo 3 individuos para cada um dos tratamentos de adi¢cdo de nutrientes no
solo (n= 15). Inicialmente, para cada uma das amostras, 3 mg de extrato bruto foram
solubilizados em 3 mL de metanol de modo a obter uma concentracdo final de 1 mg/mL.
Posteriormente, as solu¢des foram homogeneizadas em um vortex durante 30 segundos, seguido
de banho ultrassénico por 5 minutos. Aliquotas de 1 mL foram coletadas de cada uma das
amostras com auxilio de seringa, filtradas através de membrana de 0,22 pm e posteriormente
analisadas em HPLC-MS/MS (HPLC Shimadzu lonTrap amaZon Speed — Bruker) no modo
de ionizagdo positivo. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm
de tamanho de particula), com um fluxo de 1 mL/min, injetando 20 pL de amostra, uma fase A
(H20, 0,1 % écido férmico) e fase B (metanol, 0,1 % &cido férmico) em um gradiente B de 5%
a 100% - 30min, seguido de 13 minutos para lavagem e estabilizacdo da coluna. Toda a analise
foi realizada no Laboratério Multiusuario de Espectrometria de Massas - LMEM, da
Universidade de Sdo Paulo — USP.

2.3.6.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA DE ALTA RESOLUCAO

A partir dos extratos brutos dos mesmos individuos da anélise anterior, foi feito um pool
de amostras para cada um dos tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo (n=5). Para isso, foram
pesados 3 mg de cada um dos trés individuos de um mesmo tratamento (totalizando 9 mg de
extrato bruto por tratamento) e solubilizados em 9 mL de metanol de modo a obter uma
concentragéo final de 1 mg/mL. As amostras foram homogeneizadas em um vortex durante 30
segundos, seguido de banho ultrassénico por 5 minutos. Uma aliquota de 1 mL foi transferida
para um tubo do tipo eppendorf e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado (800 pL) em um vial, o padrdo interno foi adicionado (p-fluoro-DL-fenilalanina,
concentragdo final de 2 pg/mL), homogeneizado em vortex por 10 segundos e analisado em

UHPLC Dionex Ultimate 3000 acoplado a espectrometro de massas Orbitrap Q Exactive Plus
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(Thermo Fisher Scientific, USA) com fonte de ionizagéo por electrospray, no modo de ionizagao
positivo e negativo. Foi utilizada uma coluna Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 um
de diametro de particula), com fluxo de 0,350 mL/min, injetando 5 uL de amostra, uma fase A
(95% H20 e 5% metanol com 0,1% de &cido férmico) e fase B (95% metanol e 5% H>O com
0,1% de &cido formico), com um gradiente linear de 35% a 100% de B em 6 minutos, 100% de
B isocratico por 13 minutos, gradiente linear de 100% a 35% de B em 0,1 minuto e por fim 35%
de B isocratico por 3 minutos. Toda a analise foi realizada no Laboratorio de apoio ao

desenvolvimento tecnoldgico da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ.

2.3.7 ANOTACAO DE METABOLITOS E ANALISE METABOLOMICA

Os arquivos com os dados gerados nos itens 2.3.6.1 e 2.3.6.2, foram convertidos para o
formato ‘. mzXML’ através do software MsConvert. Em seguida, duas abordagens distintas foram
realizadas: 1) os dados brutos foram utilizados para anotacdo de metabolitos presentes em S.
ferrugineus sem nenhuma mineracdo dos dados ou filtragem de ions por prevaléncia. Essa
abordagem foi utilizada para reportar o maior nimero de metabdlitos presente em S. ferrugineus,
sem excluir aqueles que estavam presentes em poucas amostras. 2) Em uma fase posterior, apenas
0s dados de baixa resolucgéo (descritos no item 2.3.6.1) foram processados no software MZmine

e utilizados para analise metaboldmica.

2.3.7.1 CONSTRUCAO DE REDES MOLECULARES E ANOTACAO DE METABOLITOS

Para a construcdo de redes moleculares e anotacdes dos metabolitos presentes em Styrax
ferrugineus, os dados de baixa e alta resolucdo foram carregados, separadamente, na plataforma
Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS). As anotacdes dos metabdlitos
foram feitas a partir da comparacdo dos espectros de fragmentacdo dos ions (MS/MS) com as
bibliotecas espectrais do GNPS (Wang et al., 2016). Para ambos os dados, os parametros
utilizados foram os padrdes sugeridos pela plataforma, com uma tolerancia a massa do ion
precursor definida em 2,0 Da e uma tolerancia ao ion do fragmento MS/MS de 0,5 Da para 0s
dados de baixa resolugédo e 0,05 Da para os dados de alta resolucdo. Os espectros das redes
moleculares foram pesquisados nas bibliotecas espectrais, onde as correspondéncias mantidas
entre os espectros de rede e 0s espectros da biblioteca deveriam ter uma pontuagéo acima de 0,7
e pelo menos 6 picos correspondentes.

Apos a analise no GNPS, foi construida uma tabela com os metabolitos sugeridos
através da comparagdo dos dados MS/MS com as bibliotecas espectrais. Foram reportados os

valores para m/z percursor, nome do metabdlito e sistema simplificado de introducéo de dados
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moleculares em linha (Smile, na sigla em inglés) fornecidos pelo GNPS. Também foi reportado
a formula molecular, obtida na plataforma ChemSpider (ChemSpider, 2023) e a classificacdo
quimica de cada metabdlito (via metabolica, superclasse e classe) estd de acordo com o banco de
dados NP Classifier (Kim et al., 2021). Por fim, foi realizada uma busca na literatura de trabalhos
que reportam fungdes j& descritas - para cada um dos metabolitos sugeridos - seja em relacdo a

planta com o meio ambiente ou outros organismos, ou uso humano das substancias isoladas.

2.3.7.2 PROCESSAMENTO DE DADOS PARA ANALISE METABOLOMICA

Os dados de baixa resolucdo, no formato .mzXML’, foram processados no software
MZmine considerando os dados MS1, utilizando os modulos de deteccdo de massa (RT 2,4-43
min, centrdide), construtor de cromatograma (MS nivel 1; altura minima 5,0x10°; tempo minimo
0,1 min; m/z tolerancia 0,5 m/z), deconvolugéo dos espectros (Noise amplitude), agrupador de
picos isotopicos (m/z tolerancia 0,5 m/z; RT tolerdncia 1 min), alinhamento de dados (Join
aligner; m/z tolerancia 0,5 m/z; RT tolerancia 0,5 min) e gap-filing (intensidade tolerancia 20%;
m/z tolerancia 0,5 m/z; RT tolerancia 0,5 min). Ap6s o processamento dos dados, foi gerado uma
tabela no formato ‘.csv’ com valor m/z e tempo de retencéo (RT, na sigla em inglés), identificacéo
da amostra, tratamento e intensidade do pico.

2.3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% (p <0,05)
e foram feitas no programa estatistico R, exceto para a filtragem dos dados.

Para evitar a variabilidade técnica encontrada em dados metabolémicos, os dados
gerados a partir do processamento realizado no MZmine, foram inicialmente filtrados por desvios
padrdes relativos (RDS) (Wu & Li, 2016), utilizando um filtro de 10% na plataforma
MetaboAnalyst (Xia & Wishart, 2016). Em seguida, para ajustar a distribuicdo dos dados e
aproxima-la de uma distribuicdo Gaussiana, as amostras foram normalizadas por logio € pelo
grupo de referéncia (PQN) utilizando o tratamento controle (Li et al., 2016).

Para verificar como os tratamentos de adi¢cdo de nutrientes no solo se distribuem em
funcdo do conjunto de ions detectados, foi realizada uma anélise de componentes principais
(PCA). Para avaliar a variacdo dos ions entre os tratamentos, foi realizado o teste ANOVA one-
way seguido de um pds teste de Tukey. Os ions que apresentaram diferencas significativas entre
tratamentos foram usados em uma segunda PCA, para obter uma melhor compreensé@o de como
esses fons se comportaram com 0s tratamentos.

Utilizando os dados da comunidade filosférica de S. ferrugineus, filtrados por
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abundancia e prevaléncia, gerados no capitulo anterior, as seguintes analise foram realizadas:
andlise Canonica de coordenadas principais (CAP) baseada em RDA e distancia de Bray-Curtis,
para avaliar quais ions foram significativos na separacdo das comunidades filosféricas entre os
tratamentos, seguida de uma ANOVA permutacional com 999 permutacdes para calcular a
significancia dos resultados. Um gréafico de abundéncia relativa das ordens de fungos entre
tratamentos foi gerado utilizando o pacote ‘ggplot2’. Para o teste de correlacdo entre ions e
fungos filosféricos (ao nivel de ordem) foram realizadas correlagcdes de ordem de classificacéo
de Spearman, através da funcdo ‘rcorr’ no pacote Hmisc, seguido de correcdo de Benjamini-
Hochberg para ajustar o valor de p e eliminar eventuais falsas correlagdes (Benjamini &
Hochberg, 1995). As relacdes significativas foram visualizadas no software Cytoscape versao
3.10.1 (Shannon et al., 2003).

2.4 RESULTADOS

2.4.1 ANOTAGCAO DE METABOLITOS

Diferentes metabolitos foram anotados através da comparacdo dos espectros MS/MS
com as bibliotecas espectrais do GNPS. A analise dos dados de baixa resolucdo sugeriram a
presenca de 35 metabdlitos, enquanto a analise dos dados de alta resolugcdo sugeriram a presenca
de 45 metabdlitos. Eliminando os metabolitos em comum entre as andlises, foi sugerida a
presenca de 62 metabdlitos em S. ferrugineus (Tabela 4).

Dos metabdlitos sugeridos, de acordo com a classificacdo quimica recebida, a maior
parte deles sdo flavonoides (14), seguido dos terpenoides (9) e acidos graxos (7), além de
carboidratos (4), &cidos fendlicos (3), lignanas (3), esteroides (1) e fenilpropanoide (1). Embora
apenas um metabolito tenha sido classificado como alcaloide, outros cinco compostos
nitrogenados foram sugeridos.

Dentre as funcdes descritas para esses metabdlitos, a maioria apresenta acdo anti-
inflamatoria e/ou antioxidante e suas pesquisas tem como foco 0 uso na satde humana. Foram
reportados 17 metabolitos com algum tipo de acdo antimicrobiana, dos quais nove apresentam
acdo antibacteriana. Phytosphingosine, 9,10-DiIHOME, alpha,alpha-Trehalose, Loliolide,
Catechin e 13-Keto-9Z,11E-octadecadienoic acid sdo metabolitos que atuam na interacdo da
planta com outros organismos. Baccatin I1l e Sarmentoside B séo reportados sendo produzidos
tanto por plantas quanto por microrganismos. Também foi sugerida a presenca de Citreoviridin,
uma micotoxina encontrada no género Penicillium, 13-Docosenamide, (Z)- sendo produzido por

Diaporthe schini e Haematommic acid que € produzido por fungos liquenizados.
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Tabela 4. Metabolitos anotados para Styrax ferrugineus a partir da comparacao dos espectros MS/MS de alta e baixa resolugdo com as bibliotecas espectrais do GNPS. Para
cada um dos 62 metabolitos, sdo reportados o precursor m/z informado pelo GNPS, nome do metabdlito, férmula molecular, identificador Smile, classificacdo quimica e
propriedades descritas. As informacdes sobre classificagdo quimica (Via metabdlica / Superclasse / Classe quimica) estdo de acordo com o banco de dados NP Classifier
(https://npclassifier.ucsd.edu/). As propriedades descritas indicam funcGes reportadas na literatura para cada um dos metabdlitos.

Precursor

Via metabdlica /

m/z Metabolito Férmula Molecular Smile Superclasse / Propriedades descritas
Classe quimica
Acidos graxos /
o CCCCc(co)coc(=0)ccececece Esteres graxos / Propriedade antifingica
371.33 Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester C22H4204 (=0)OCC(CC)CCCC Diésteres de (Hernandez-Ceja et al., 2021)
cera|Monoésteres de cera
Astracalin: C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=0) Chiguimatos e Propriedades antioxidante, anti-
449 117 gain, CorHacO C3=C(C=C(C=C302)0)0)0[C fenilpropanoides / inflamatdria, anticancer,
: Kaempferol-3-0-alucoside 21ria0 @H]4[C@@H]([C@H](C@@ Flavonoides / neuroprotetiva e cardioprotetiva
P g H]([C@H](04)C0)0)0)0)0 Flavondis (Riaz et al., 2018)
213972 1-Hexadecanoyl-sn-glycerol; CusH3s0s CCCCcccececececececececc(=0) ('g‘lﬁgcr);I?[:?c)j(i%Ss// Propriedade anticancer
1-palmitoyl-sn-glycerol OC[C@H](CO)0 Monoacilglicerois (Ngo etal., 2020)
286.2 Piperine CiH1sNO O=C(C=CC=Cc(c2)cc(O3)c(0 Alcaloides / F:ﬁ?::ﬁi?:ﬁ: a:rﬂz;%:ﬁ 222
: P 17H1elNLs C3)c2)N(C1)CCCCl Alcaloides de lisina / * g
- Lo (Haq et al., 2020)
Alcaloides de piperidina
9,10-Dihydroxy-12Z-octadecenoic acid; CCCCCIC=C\CC(C(CCCCCC Acidos graxos / Rfﬁﬂﬁfe'Qtf.rﬁﬁi?]ﬁfﬂteafﬂi”%‘é
315.253 C18H3404 y g P 9

9,10-DiHOME

CC(=0)0)0)0

Octadecanoides /
Outros octadecanoides

fitopatogénicos
(Battilani et al., 2018)
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0=C10C=2C=C30C(C4=CC(

Chiguimatos e
fenilpropanoides /

Propriedade antibacteriana

387.1 Moluccanin C20H180s 0OC)=C(0)C(0C)=C4)C(0C3= Cumarinas|Lignanas / -
CC2C=C1)CO Cumarinolignanas | (Alimboyoguen et al., 2014)
Cumarinas simples
Chiguimatos e
N Cclce(c(c(c1C(=0)0)0)C=0) fenilpropanoides / Sintetizado por fungos do género
195.029 Haematommic acid CoH70s (e} A_cidos fendlicos (C6-C1)/ Parmotrema
Acidos fendlicos simples (Torres-Benitez et al., 2017)
C(C1(C)C(0)=0)C(C=52)([H]) Terpenoides / Propriedades antiviral e
4710 Glycyrrhetinate; Enoxolone; Glycyrrhetinic CaoHasO C(CCC2(C(C3([HDC(=0)Ch)( Trite? enoides / antibacteriana
' acid sorlasia C)CCCCOOA(HNC(CC 1 eno‘? des oloananos  (Huang etal, 2016; Zhao etal,
CC(0)4)C)(C)CCL P 2014)
Methyl 2-{[6-O-(beta-D-xylopyranosyl)-beta- CCO @Cg?égl[é%%[ﬁ]%gg?gg [ _ N »
469 132 D-glucopyranosyl]oxy}benzoate; C1oH26012 @H](0)[C@H](O)[C@H]30)[ ) Propgﬁ:ﬁg :Pgll-m;&rgitona
Gaultherin C@@H](O)[C@H](O)[C@H]2 K
0)C=CC=C1
e~ _ _ Propriedades anti-inflamatoria e
291.0 trans-Resveratrol C14H1203 C1=CC(=CC=CL/C=C/C2=CC( - anticancerigena

=CC(=C2)0)0)0

(Wenzel & Somoza, 2005)
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501.1

Isorhamnetin 3-galactoside

C22H22012

Chiquimatos e
fenilpropanoides /
Flavonoides /
Flavonois

Protecéo contra UV-B
(Santin et al., 2018)

291.086

(-)-Epicatechin

C15H1406

C1[C@H]([C@H](0C2=CC(=
CC(=C21)0)0)C3=CC(=C(C=
C3)0)0)0

Chiquimatos e
fenilpropanoides /
Flavonoides /
Flavan-3-ols

Propriedades antibacteriana,
anti-inflamatéria e antioxidante
(Prakash et al., 2019)

177.04

D-Glucuronic acid

CsH1007

[C@@H]1([C@@H]([C@H](
OC([C@@H]10)0)C(=0)0)0)
@)

Carboidratos /
Sacarideos /
Monossacarideos

Propriedades antibacteriana,
anti-inflamatéria
(Shahbazi et al., 2018)

365.105

Melibiose

C12H22011

Carboidratos /
Sacarideos /
Dissacarideos |
Polissacarideos

Producéo de glicose
(Eloh et al., 2016)

601.089

Procyanidin B2

C30H26012

O[C@@H]([C@@H](C1=CC=

C(0)C(0)=C1)02)CC3=C2C([

Ce@Hl4[Ca@@H](0)[C@@H

](C5=CC=C(0)C(0)=C5)0C6=

CAC(0)=CC(0)=C6)=C(0)C=
C30

Chiquimatos e
fenilpropanoides /
Flavonoides /
Proantocianinas

Propriedades anti-inflamatéria
e antibacteriana
(Huang et al., 2022; Martinez-
Micaelo et al., 2015)
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C[C@@H]1CC[C@@]2(CC[C
@]3(C)C(=CC[C@@H]4[C@
@15(C)C[C@@H](0)[C@H](

Terpenoides /
Triterpenoides /

Propriedades antidiabética, anti-

473.363 Corosolic acid C30Ha4s04 0)C(C)(C)[C@@H]5CC[C@@  Triterpenoides Ursane e mflaga:;c;]rl; 2 an(t)liT)orals
134C)[C@@H]2[C@H]1C)C(O Taraxastane "
)=0
Acidos graxos / Propriedades anti-inflamatéria e
. N CCCCC/C=C\C/C=C\CC/C=C\ Acidos Graxos e antiterogénica
277.216 Pinolenic acid C18H3002 CCCC(=0)0 ' Conjugados / (Takala et al., 2022)
Acidos graxos insaturados
C[C@]12CC[C@@H](C([C@ Propriedades antiviral,
@H]1CC[C@@]3([C@@H]2C antimicrobiana, antidiabética,
439.357 Oleanolic acid C3oH4303 C=C4[C@]3(CC[C@@]5([C@ - anti-inflamatoria,
H]4CC(CC5)(C)C)C(=0)0)C) hepatoprotetora, gastroprotetora
C)(C)C)O (Castellano et al., 2022)
Chiquimatos e
fenilpropanoides / Propriedades antioxidantes e
149.06 Cinnamic acid CoHsO2 - Fenilpropanoides (C6-C3) antimicrobiana
/ Acidos cindmicos e (Sova, 2012)
derivados
Derrusnin: Chiquimatos e
1 a C RN A7 oLl COclec(OC)c2¢(0OC)e(- fenilpropanoides / )
395.053 3-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-4,5,7-trimethoxy-2H Ci19H1607 c3cceac(c3)0C04)c(=0)oc2cl Cumarinas /
chromen-2-one . .
Cumarinas simples
Propriedades antioxidante, anti-
443.388 Betulin C3oHs002 - - inflamatéria e anticancerigenas

(Kaur et al., 2022)
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0=C1C2C=C3COC(0C3C450

Terpenoides /
Diterpenoides /

429.26 Ingenol-3,4-5,20-diacetonide C26H3605 C(OC5C(=CC14C(C)CcceC2Ch Diterpenoides -
(C)c)e)(e)ey(e)e Ingenanos|Diterpenoides
tetraciclicos
C[C@H]i[C@@H]([C@H]([C
@H]([C@@H](01)OC[C@@ Chiguimatos e
. H]2[C@H]([C@@H]([C@H]([ fenilpropanoides / Propriedade anticancerigena

633.143 Rutin CarHz0016 C@@H](02)0C3=C(0C4=CC Flavonoides / (Satari et al., 2021)

(=CC(=C4C3=0)0)0)C5=CC( Flavondis

=C(C=C5)0)0)0)0)0)0)0)0

leCC(fC(CfClCZ:C(C(:O) Chiquimatos e Propriedades antioxidante,

C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0 fenilpropanoides / anticolinérgica, antidiabética e
465.103 Spiraeoside C21H20012 )O[C@H]4[C@@H]([C@HI([ = ides / ial '

C@@H]([C@H](04)CO)0)O) avonoides antiglaucomatosa

0 Flavonois (Durmaz et al., 2023)
COC1=C(C=CC(=C1)C2=C(C( o
. . =0)C3=C(C=C(C=C302)0)0) fegirll;)?glp?r?g?(i:s / Propriedade anti-inflamatéria

479.12 Isorhamnetin-3-glucoside C22H22012 O[C@H)4[C@@H]([C@H](C Flavonoides / (Ahn et al., 2020)

@@H]([C@H](04)CO)0)0)O Flavonbis K

)O

C(C1c(Cc(c(c(or)oceac(c(c Carboidratos / Modula a composicéo do

689.214 Stachyose CatHaO21 (C(02)0CC3c(C(Cc(c(o3)0cCc4s Sacarideos / microbioma intestinal de

(C(C(C(04)C0)0)0)CO)0)0)
0)0)0)0)0)0)0)0

Polissacarideos

mamiferos
(Zhao et al., 2021)
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Regula o crescimento

- . Ccccecececececececececec[caH|( ) microbiano e tem
3183 Phytosphingosine C1eHasNO: [C@H]([C@H](CO)N)O)O acdo antimicrobiana
(Glenz et al., 2022)
NCGC00380545-01; 3-{(E)-2-[4-(beta-D- OCC10C(0C2=CC(=C(C=C2)\ Chiquimatos e
591168 Glucopyranosyloxy)-2- CasHa0 C=C\C3=CC(=CC(=C3)0C40 fenilpropanoides / )
' hydroxyphenyl]vinyl}-5-hydroxypheny! beta- 20Tz C(CO)C(0)C(0)C40)0)0)C(O Estilbendides /
D-glucopyranoside )C(O)C10 Estilbenos monoméricos
(1S,4aS,5R,7S)-1-(beta-D- C[C@@]1i(C[C@@H](O)[C@] Tervenoides /
Glucopyranosyloxy)-4a,5-dihydroxy-7- 2(0)\Cc=C/O[C@@H](O[C@@ Monofer enoides /
533.163 methyl-1,4a,5,6,7,7a- C24H30012 H]30[C@H](CO)[C@@H](O)] Monotef enoides .
hexahydrocyclopenta[c]pyran-7-yl (2E)-3-(4- C@H](0O)[C@H]30)C12)0C(= iri déF; des
hydroxyphenyl)acrylate O)\C=C\C4=CC=C(0)C=C4
Cyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid, 6- CC1C(OC(C)=0)C(OC(=0)C2 Terpenoides /
561158 (acetyloxy)-5-(benzoyloxy)-1- CoeHaO =CC=CC=C2)C\3C1C(0\C=C3 Monoterpenoides / )
' (hexopyranosyloxy)-1,4a,5,6,7,7a-hexahydro- 25303 C(0)=0)0C40C(Co)C(0)C(O Monoterpenoides
7-methyl- )C40 iridoides
f Acidos Graxos / . I
9S-Hydroxy-10E,12Z,15Z-octadecatrienoic CC/C=C\C/C=C\C=C\[C@H]( e Propriedade antiflngica
271.23 acid C1sHx00 CCCCCCCC(=0)0)0 Octadecandides / (Christopher et al., 2023)
Outros octadecanoides
NCGC00169628-03; 1-Naphthaleneheptanoic CCC(C)C(=0)O[C@H]1CC\C Policetideos /
431.24 acid, 1,2,6,7,8,8a-hexahydro-beta,delta- CasHss06 =C2\C=C/[C@H](C)[C@H](C Policetideos ciclicos / i

dihydroxy-2-methyl-8-(2-methyl-1-
oxobutoxy)-, (betaR,deltaR,1S,2S,8S,8aR)-

C[C@@H](O)C[C@@H](O)C
C(0)=0)[C@@H]12

Monacolinas e derivados
de Monacolina
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454.293

1-Palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-PE

C21H44NO7P

496.34

PC(0:0/16:0);

2-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine

C24Hs0NO7P

) Componente da membrana
celular

335.22

11. B.-Prostaglandin E2

C20H3205

Atua na permeabilidade da
membrana celular, floracdo e
- crescimento das plantas
(Groenewald & Van Der
Westhuizen, 2005)

609.231

339.099

Baccatin 11

Cs1H38011

CC(=0)O[C@H]1C(=0)[C@]2

(OIC@@H](O)C[C@H]30C[

C@@]3(OC(C)=0)[C@H]2[C

@H](OC(=0)c2cceccc2)[C@]2(

O)C[C@H](O)C(C)=C1C2(C)
C

Terpenoides /
Diterpenoides /
Diterpenoides taxanos |
Diterpenoides
tetraciclicos

Percursor de taxol, produzido
por plantas e fungos, com acéo
anticancerigena
(Chakravarthi et al., 2013)

Angoletin

C18H2004

Chiquimatos e
fenilpropanoides /
Flavonoides /
Chalconas

COcl1c(C)c(0)c(C)ec(O)c1C(=0

Atividade inibitoria contra
)CCclcccecl

transcriptase reversa do HIV
(Chinsembu, 2019)

409.382

Epilupeol

C3oHs00

CC(=C)[C@@H]1CCI[C@]2(C
)CC[C@I3(C)[C@H](CCIC@
@H]4[CR@]5(C)CC[C@@H]
(O)C(C)(O[C@@H]5CC[C@
@]34C)[C@@H]12

Pouca atividade contra células
tumorais
(Puapairoj et al., 2005)

Terpenoides /
Triterpenoides /
Triterpenoides lupano
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Mucic acid

0=C(O)[C@@H](O)[C@H](O

Acidos graxos /
Acidos Graxos e

Atua no ajuste osmotico da soja

228.071 CeH100s )[C@H](O)[C@@H](O)C(=0) . tolerante a salinidade
O . Comu_gados / (Yang et al., 2017)
Hidroxiacidos graxos
COC1C(0)C(O[C@H]2CC[C
. g@g&%g%g%ég}?é@% Terpenoides / Metabolito encontrado em
665.317 Sarmentoside B Ca4H48013 C(:O)OC3)[C@@]2(C)C[C_@ Esteroides / plantas e microrganismos
H]40C(C)=0)OC(C)C10C(C) Cardenolideos (Wibowo et al., 2019)
=0
C([C@@H]I[C@HI([C@@H]( i 5
CoMCONOIICoet  Coomoss A et
387.115 alpha,alpha-Trehalose C12H2:01 2[C@@H]([C@HI([C@@HI( Sacarideos / rémes
C@H](OZ)COZ)O)O)O)O)O)O) Dissacarideos (Lunn et al., 2014)
Terpenoides /
L CC1CCC2(C(=0)0O)CCce3(C)C Triterpenoides / L . .
439,357 Ursolic acid CaoHeaOs (CCCAC5(C)CCC(O)C(C)(C)  Triterpenoides Ursane e (&ﬁﬁgﬁggﬁﬁm%i)
C5CcCc43c)cacic Taraxastane N
Terpenoides /
o CC1(C)CCC2(C(=0)0)CCCy( . THepenoites/ | Agdo inibitoria contra o-
455.352 Sumaresinolic acid Ca0H4g04 C)C(=CCCAC5(C)CCC(0)C(C) Tme‘? eroides Ursano o glucosidase
(C)C5C(0)CC43C)C2C1 ﬂ. (Hoang et al., 2022)
araxastane
. C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0) fegirlnglrzr?g?(sj:s / Propriedades antioxidantes, anti-
464.38 Isoquercetin CaiH0012 C3=C(C=C(C=C302)0)0)0C4 prop inflamatérias e anticancerigena

C(C(C(C(04)C0O)0)0)0)0)0

Flavonoides /
Flavondis

(Di Camillo Orfali et al., 2016)
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Hyperoside

C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)
C3=C(C=C(C=C302)0)0)0[C

Chiguimatos e
fenilpropanoides /

Propriedades antibacteriana,

465.103 C21H20012 @HJ4[C@@H]([C@H]([C@H Flavonoides / antl-lrg‘ll\?;]atgzlgle ggtzltzL;moral
1([C@H](04)C0O)0)0)0)0)0O Flavondis g N
COC1=C(C=CC(=C1)[C@H]2[
C@@H]3CO[C@H]([C@@H] Chiguimatos e . . -
\-Pinoresinol alucosid 3C02)C4=CC(=C(C=C4)O[C fenilpropanoides / Provavel efeito anabolico em
519.187 (-)-Pinoresinol glucoside C26H32011 - doengas Gsseas
' @H]5[C@@H]([C@H]([C@@ Lignanas / (Park et al., 2020)
H]([C@H](O5)CO)0)0)O)OC)  Lignanas furofuranoides N
(0]
Chiguimatos e Propriedades antibacteriana,
) COclccc([C@H]20C[C@@H] - . - -
404.207 Eudesmin CasHoeO6 3[C@@H](cAcec(OC)c(OC)cA) fenlll_p_ropanm;ies / anti mflanzjatc_ma e efeito
OC[C@H]23)cc10C ) ignanas/ sedativo
Lignanas furofuranoides (Patel & Patel, 2022)
Tribuloside: C1=CC(=CC=C1C=CC(=0)0C Chiquimatos e Molécula promissora para
593.13 ' CaoHacO C2C(C(C(C(02)0C3=C(0C4= fenilpropanoides / inibicdo da infeccéo por SARS-
' kaempferol-3-O-(6-p-coumaroyl)-glucoside S0ria6ts CC(=CC(=C4C3=0)0)0)C5=C Flavonoides / CoV-2
C=C(C=C5)0)0)0)0)0 Flavonois (Mishra et al., 2021)
Terpenoides / Media a resposta de defesa de
197.117 Loliolide CuH160s CC1(CC(CC2(C1=CC(=0)02) Apocarotenoides / tomate e Arat,)|d0p5|s contra
c)o)c Apocarotenoides herbivoros
P (Murata et al., 2019)
CCclc(C)c2ce3[nH]c(cecdnc(C(
. CCC(=0)0c\c=C(/c)ccee(c Propriedade contra o virus da
871.593 Pheophytin A CssH72N4Os )CCCC(C)CCCC(C)C)CAC)ch - hepatite C

C(C(=0)0C)C(=0)c5c(C)c(cel
n2)[nH]c45)c(C)c3C=C

(Wang et al., 2009)
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Tocopherol

CC1=C(C2=C(CC[C@@](02)(

Vitamina E com propriedade

431.38 C29Hs002 C)CCC[C@H](C)CCC[C@H]( - antioxidante
C)CCCC(C)C)C(=C10)C)C (Engin, 2009)
_ Chiguimatos e
0=C(O[C@@H]1C[C@](0)(C fenilpropanoides / : L
535,048 3,4-di-O-galloylquinic  acid CotH20014 (—OZO)C[C@@H](O)[C@H]l Acidos fenlicos (C6-C1)/ Potencial agente antiftingico
OC(=0)clcc(O)c(0)c(O)cl)cle - o (Sannomiya et al., 2022)
Galotaninos|Acidos
¢(0)c(0)c(0O)c1 . !
fendlicos simples
C1C(C(0OC2=C1C(=CC(=C2C3 Chiquimatos e
Procvanidin B1 C(C(OC4=CC(=CC(=C34)0)0 fenilpropanoides / Propriedade anticancerigena
577.135 Y CaoHz012 )C5=CC(=C(C=C5)0)0)0)0)0 Flavonoides / (Lei et al., 2023)
)C6=CC(=C(C=C6)0)0)0O Proantocianinas
Propriedades antioxidante e
865.201 Procyanidin trimer CusHssO1s ] . regulacio da fluidez da
' membrana celular
(Verstraeten et al., 2005)
Chiquimatos e
. . Atua na defesa da planta contra
Catechin C1C(C(0C2=CC(=CC(=C21)0 fenilpropanoides / . -
291.086 Ci15H1406 )0)C3=CC(=C(C=C3)0)0)0 Flavonoides / herblvqros mastigadores
(Li et al., 2022)
Flavan-3-ols
. o COclcc(=0)oc(C=CC=CC=CC Policetideos / Micotoxina encontrada em
447.202 Citreoviridin C23H3006 (C)=CC2(C)OC(C)C(C)(0)C2 Policetideos lineares / Penicillium

0)c1C

Polienos lineares

(Shiratori et al., 2017)
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9-Ox00TrE

CCIC=C\C/C=C\C=C\C(=0)C

Acidos graxos /
Octadecanoides /

Propriedade antimicrobiana

275.2 CsH260 CCCcccc(=0)o Outros octadecanoides (Tang et al., 2020)
Atua na resposta da planta contra
295207 13-Keto-9Z, 11E-octadecadienoic acid CasHaaOs CCCCCC(=0)/C=CIC=CICCC _ infecoes fangicas
cceec=o)o (Feng et al., 2007)
CC10c(0c2c(0)c(cyoc(oc Chiquimatos e
Kaempferol-3-O-galactoside-6"-rhamnoside- C30C(0C4=C(OC5=CC(0)=C fenilpropanoides /
739.209 3"*-rha CasHaoO1s C(0)=C5C4=0)C4=CC=C(0)C Flavonoides / )
=C4)C(0)C(0)C30)C20)C(0) FlavonGis
C(O)Cc10
o OCclccccclO[C@@H]10[C@ feﬁi?laglgsg?(sj:s/ Convertido em salicilaldeido por
287.113 Salicin C13H1507 H](CO)[C@@H](O)[C@H](O) 4 ., ProP insetos herbivoros especializados
Acidos fenolicos (C6-C1)/
[C@H]1O Acidos fenolicos simples (Boeckler etal., 2011)
Atividade antimicrobiana,
675.674 13-Docosenamide, (Z)- CosHasNO ) ) sintetizado por fungos do género
' Diaporthe
(dos Reis et al., 2019)
COclc(O)c2c(=0)cc(OC)c3c4c Policetideos /
547.16 Hypocrellin A CaoH26010 (OC)ce(0)c5e(=0)c(0C)cbe(c( Policetideos arométicos Potencial antibacteriano

¢1C(C(C)=0)C(C)(0)CB)c23)c
54

policiclicos

(Suetal., 2011)
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2.42 METABOLOMICA
A mineragdo dos dados metabolomicos de S. ferrugineus no MZmine, seguido da
filtragem RDS, resultou em 236 ions (nomeados como ‘metabolite > € um numero sequencial
atribuido ainda nos dados brutos). Utilizando uma PCA para observar como os tratamentos de
adicdo de nutrientes no solo se distribuem em funcéo desses ions, com 48% de explicacdo dos
eixos, € possivel observar algumas alteragdes de acordo com os tratamentos (Figura 24). O
tratamento NP ndo se sobrepbe ao controle, mas se sobrepfe ao tratamento N, enquanto a

calagem, o tratamento P e o controle estdo mais relacionados.

b Treatment
. ® C
1 ™
L4 o Ca
® N
NP
0 -
P
2
&
o~ - -
o 1
o
°
,2 -
_3 - ®
T T 1 T
0 3 6 9
PC1 (36%)

Figura 24. Andlise de componentes principais (PCA) dos 236 ions detectados atraves da anélise metaboldmica de
Styrax ferrugineus nos diferentes tratamentos de adigdo de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem
(Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP) e fésforo (P). Eixos com explicacdo de 48% do total da variagdo.

Dos 236 ions detectados ap6s a mineracdo dos dados, apenas nove apresentam
diferencas significativas entre os tratamentos, representando 3,81% do total de ions (Tabela 5).
Os tratamentos que mais diferem sdo a calagem e o P com 6 e 7 ions, respectivamente, variando
em relacdo a pelo menos um dos demais tratamentos. Ja em relacéo ao controle, pouca variacao
foi encontrada, apenas os metabolite 150, metabolite_ 41 e metabolite_253 apresentaram
variagdo entre o controle e a0 menos um dos tratamentos.

Nenhum dos ions que apresentam diferencas significativas estavam entre os metabolitos
sugeridos através da analise realizada nas bibliotecas espectrais do GNPS, portanto, suas

identidades ndo puderam ser esclarecidas.
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Tabela 5. fons de Styrax ferrugineus que diferiram significativamente entre os tratamentos de adicdo de nutrientes
no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fésforo (P). Letras
diferentes representam diferencas estatisticas entre os tratamentos, p < 0,05. Anova One-way.

ID ion Precursor (m/z) RT (min) p value C Ca N NP P
metabolite_150 465 33,31 0,000 a a b b
metabolite_26 351 3,15 0,013 ab a b ab b
metabolite_41 517 31,69 0,011 b ab ab a a
metabolite_51 186 3,15 0,008 ab a b ab b
metabolite_23 445 15,71 0,023 ab ab a b ab
metabolite_32 370 32,13 0,025 ab ab ab a b
metabolite_34 465 34,12 0,026 ab a ab ab b
metabolite_253 409 15,45 0,032 b a ab ab ab
metabolite_151 381 31,97 0,037 ab a ab ab b

Embora o metaboloma ndo apresente grande variagdo em relacdo aos tratamentos de

adicdo de nutrientes ao solo, ao observar a PCA apenas com os ions que diferiram é possivel

notar que os tratamentos séo diferentes entre si, com exce¢do dos tratamentos N e P (Figura 25).

Com uma porcentagem de 74% de explicacdo dos eixos, a calagem se mostra isolada dos demais

tratamentos, enquanto o controle e o NP também néo apresentam sobreposicdes.
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Figura 25. Analise de componentes principais (PCA) dos 9 ions de Styrax ferrugineus que apresentam diferencas
significativas entre os tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca),
nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P). Eixos com explicacdo de 74% do total da variacéo.

Metabolite_34 néo foi plotado por sua alta correlagdo com metabolite_151.
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2.4.3 METABOLOMICA E COMUNIDADES FILOSFERICAS
Uma CAP baseada em RDA, foi realizada para avaliar quais dos 9 ions foram
significativos na separacdo das comunidades filosféricas de S. ferrugineus. A ANOVA
permutacional mostra que a separacdo das comunidades entre os tratamentos € significativa (p=
0,004), apenas com uma pequena sobreposicao entre a calagem e o tratamento NP (Figura 26).

Seis dos ions foram significativos na separagdo dos tratamentos (Tabela 6).
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Figura 26. Andlise Candnica de Coordenadas Principais (CAP), baseada em RDA e distancia de Bray-Curtis, entre
a comunidade filosférica associada a Styrax ferrugineus e os ions que influenciam a separacdo das comunidades (p
< 0,05). Porcentagem de explicagdo dos eixos 43,7%. Tratamentos: controle (C) (n=2), calagem (Ca) (n=3),
nitrogénio (N) (n=3), nitrogénio + fosforo (NP) (n=2) e fosforo (P) (n=2). Metabolite_51 ndo foi plotado por sua
correlacdo com metabolite_26.

Tabela 6. Resultados da ANOVA com 999 permutagdes. Realizada ap6s a analise Canénica de Coordenadas
Principais (CAP) baseada em RDA e distancia de Bray-Curtis dos ions de Styrax ferrugineus e sua explicacdo da
diferenga entre as comunidades filosféricas (p < 0,05). Asteriscos indicam diferencas significativas p < 0,05 *, p <
0,01** e p < 0,001***

ID ion Pr(>r)
Metabolite_150 0,221
Metabolite 26 0,024*
Metabolite_41 0,007**
Metabolite 51 0,098
Metabolite_23 0,001***
Metabolite 32 0,014*
Metabolite_34 0,033*
Metabolite_253 0,002**

Metabolite_151 0,211
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A partir dos dados filtrados por prevaléncia e abundancia, foi gerado um gréfico com a
abundancia relativa das ordens de fungos presentes na filosfera de S. ferrugineus (Figura 27). As
ordens mais abundantes no controle foram Chaetothyriales (48,5%), Mycosphaerellales (17,5%)
e Sordariales (16,6%). O tratamento calagem, ndo apresentou dominancia de apenas uma ordem,
sendo as mais abundantes Mycosphaerellales (29,3%), Chaetothyriales (26,6%) e Hypocreales
(24,1%). No tratamento N as ordens mais abundantes também foram Mycosphaerellales (31%),
Chaetothyriales (28,8%) e Hypocreales (17,3%). Assim como no tratamento NP, onde as ordens
mais abundantes foram Mycosphaerellales (42,4%), Chaetothyriales (25%) e Hypocreales
(11,4%). O tratamento P teve como ordens mais abundantes Chaetothyriales (44%),
Mycosphaerellales (25%) e Capnodiales (8,7%).

Sordariales diminuiu em abundancia nos tratamentos fertilizados em relagédo ao controle
(16,6%), variando de 4,9% no tratamento N a 0,6% no tratamento NP. Ao contrario de
Tremellales, que aumentou em abundéncia nos tratamentos com adi¢do de nutrientes, com
abundancia relativa de 0,45% no controle e chegando a 1,8% no tratamento P. Hypocreales
também teve maior abundancia nos tratamentos fertilizados, no controle representa 1,9% da
abundancia relativa, enquanto nos tratamentos calagem, N e NP representa 24,1%, 17,3% e
11,4%, respectivamente. As demais ordens também variaram em abundéncia entre os tratamentos

e suas porcentagens sao apresentadas no material suplementar (Tabela Suplementar 13).

NP P
Figura 27. Abundéancia relativa das Ordens de fungos filosféricos, filtrados por abundancia e prevaléncia, presentes
em Styrax ferrugineus sob diferentes tratamentos de adigdo de nutrientes no solo. Ordens com abundancia relativa

< 0,5% foram agrupados na categoria “Others”. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio
+ fésforo (NP) e fésforo (P).
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2.4.4 CORRELACAO: FUNGOS E IONS

Buscando encontrar correlagcdes e reconhecer padrfes entre as diferentes ordens de
fungos filosféricos e os ions de S. ferrugineus, foi realizada uma andlise de correlacdo de
Spearman. Os padrGes gerais encontrados demonstram que o0s ions metabolite 26,
metabolite_41, metabolite_150, metabolite_51 e metabolite_32 possuem um maior nimero de
correlagbes, das quais a maioria sdo positivas para os ions metabolite_26, metabolite 41 e
metabolite 51. Os metabolite_253 e metabolite_34 sdo os ions com menor numero de
correlacdes, sendo a maioria correlacdes negativas (Figura 28).

Alguns padrdes sdo encontrados em relagéo as diferentes classes de fungos. Ao observar
as classes mais diversas nesse conjunto de dados (Dothideomycetes e Sordariomycetes), em
geral, sdo estabelecidas correlacdes negativas com os ions. As classes observadas do lado
esquerdo do grafico demonstram uma prevaléncia de correlagdes positivas, variando no mesmo
sentido que os ions. Porém, a resposta dentro de cada ordem é individual; algumas ordens se
correlacionam com quase todos os ions, enquanto outras como Capnodiales, Dothideales,
Asterinales, Trichosphaeriales, Sordariales e Glomerellales se correlacionam com um ou poucos

fons (Tabela Suplementar 14).
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2.5 DISCUSSAO

2.5.1 METABOLITOS DE STYRAX FERRUGINEUS

A anotacdo de 62 metabdlitos presentes nas folhas de Styrax ferrugineus revela a
diversidade de moléculas que essa espécie € capaz de produzir. Estudos relataram a presenca de
terpenos e especialmente lignanas (Pauletti et al., 2000; Xia et al., 2023), que também foram
sugeridos neste estudo, além da presenca de um alcaloide e outros metabdlitos reportados pela
primeira vez para essa espécie. Técnicas de espectrometria de massas, aliadas a ferramentas como
0 GNPS, sdo importantes na compreensdo do metaboloma vegetal. O uso dessas técnicas
combinadas permite uma anotacdo mais rapida de metabdlitos e podem ser usadas como uma
primeira abordagem no estudo de diversidade quimica e, posteriormente, guiar trabalhos de
isolamento e elucidacdo de novas moléculas (Wang et al., 2016).

Apesar da baixa abundancia dos géneros Penicillium (0,01%), Diaporthe (0,01%) e
Parmotrema (0,1%) (capitulo 1), foi sugerida a presenca de Citreoviridin, 13-Docosenamide,
(2)- e Haematommic acid, metabdlitos produzidos tipicamente por esses fungos (Pitt & David
Miller, 2017; Prasher & Manju, 2019; Torres-Benitez et al., 2017). Sua presenca pode ser um
indicativo de que esses metabdlitos estdo sendo produzidos em quantidades significativas, uma
vez que o método utilizado para a fragmentacdo de ions (MS2) considerava apenas 0s trés mais
intensos de cada scan (Zuo et al., 2021).

Além dos metabdlitos produzidos por fungos, também foi sugerida a presenca de
Baccatin 11l e Sarmentoside B. Ambos ja foram descritos tanto em plantas quanto em
microrganismos (Chakravarthi et al., 2013; Wibowo et al., 2019), tornando dificil diferenciar se
os metabolitos sdo de origem vegetal, um desafio recorrente em analises metabolémicas com
foco na interacdo planta-microrganismo (Castro-Moretti et al., 2020). Outros desafios sdo: 1)
elucidar se a presenca de inUmeros compostos descritos como antimicrobianos, interferem na
colonizacdo de diferentes espécies na filosfera e 2) compreender os processos fisiologicos e
bioguimicos das plantas na producao desses metabdlitos (Chen et al., 2019).

Complementar a esses exemplos, Phytosphingosine e 9,10-DiIHOME sdo descritos
como reguladores da interagdo planta-microrganismo, possuindo agdo antimicrobiana e
moldando a composicao das espécies presentes na planta hospedeira (Battilani et al., 2018; Glenz
et al., 2022). Embora estudos em casa de vegetacdo e cultivo de fungos filosféricos seja uma
abordagem importante, € dificil reproduzir esses estudos com plantas nativas (Peters et al., 2018).

O desenvolvimento de futuros trabalhos multibmicos, integrando metabolémica, genémica e
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protedmica, serdo importantes para a elucidagédo de como essas interagdes sdo estabelecidas
(Chen et al., 2019).

2.5.2 METABOLOMICA

A andlise metabolémica das folhas de S. ferrugineus mostra que, mesmo sob condicdes
edéaficas distintas, as diferencas observadas entre tratamentos ndo levaram a uma mudanca total
do perfil metabdlico (figura 24). Do total de ions detectados, 3,8% variaram significativamente
com os tratamentos de adicdo de nutrientes no solo, enquanto um trabalho realizado na mesma
area com Blepharocalyx salicifolius revelou uma mudanca de 12% dos ions (Martins, 2019),
embora as analises de PCA e PLS também nao demonstrem uma mudanca total do metaboloma
(dados ndo publicados).

Mudancas drésticas no perfil metabolémico ndo eram esperadas pois muitos metabdlitos
secundarios comuns desempenham papéis fisioldgicos fundamentais - como a regulacdo de
metabolitos primarios - que ndo estdo diretamente relacionados com a resposta a fatores externos
(Raguso et al., 2015). Além da prdpria constituicdo genética da planta, sua histéria evolutiva é
importante para compreender como serdo as respostas a adigdo de nutrientes no sistema. Styrax
ferrugineus é uma espécie bastante adaptada ao cerrado sensu stricto, regido de solos
predominantemente oligotroficos, portanto, possivelmente apresenta menor adaptabilidade a
maior disponibilidade de nutrientes (da Veiga & Habermann, 2013; Habermann & Bressan,
2011).

A maior parte dos trabalhos que avaliaram os efeitos da adi¢do de nutrientes no solo na
metabolémica foliar de espécies vegetais tem como foco plantas de cultivo (Alseekh et al., 2018;
Kusano et al., 2011; Zhao et al., 2023b). Os estudos realizados com espécies nativas demonstram
que as respostas metabdlicas a entrada de nutrientes se d& de acordo com a adaptacdo de longo
prazo ao uso diferencial dos recursos que a espécie desenvolve (Gargallo-Garriga et al., 2017).
Ou seja, as respostas sdo espécie dependente, variando de acordo com a estratégia ecoldgica e
nutrientes adicionados (Bardy et al., 2023), o que poderia explicar as poucas alteracdes
encontradas em S. ferrugineus.

Ao avaliar apenas o0s ions que apresentaram mudancas significativas, é possivel observar
que os tratamentos P e calagem sdo os que mais diferem dos demais tratamentos de adi¢do de
nutrientes (Tabela 5). Com esse resultado, é possivel investigar onde S. ferrugineus tem maior
plasticidade e quais compostos vao estar efetivamente respondendo a maior disponibilidade de

nutrientes no solo. A primeira hipotese predizia que o tratamento calagem € 0 que apresenta a
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metabolomica foliar mais distinta em comparacao ao controle. Contudo, os tratamentos P e NP
foram os que mais se diferenciaram do controle, rejeitando a primeira hipétese deste estudo.

A adicdo de P no solo esté relacionada com o aumento da producdo de compostos
fenolicos em espécies que estdo sob alta exposicdo solar, o que poderia estar relacionado com
maior poder antioxidante necessario nessas condicbes (Csepregi & Hideg, 2018; Gargallo-
Garriga et al., 2017). Porém, em um estudo realizado anteriormente na &rea do projeto
fertilizacdo, ndo foram encontradas variagdes significativas na concentracdo de fenolicos totais
em S. ferrugineus (Jacobson & Bustamante, 2019). A fertilizacdo com P, em algumas espécies,
também esté associada ao aumento da concentragdo de P foliar, que se correlaciona & uma maior
producdo de metabolitos de base de purina (Gargallo-Garriga et al., 2017; Mayor et al., 2014).
Styrax ferrugineus apresenta um aumento na concentracdo de P foliar nos tratamentos NP e P
(capitulo 1; Castro, 2023) e talvez o aumento da concentracdo de metabolitos de base purina
também possa estar ocorrendo nessa espécie. Embora seja uma indicacdo de que esse grupo de
metabdlitos possa estar sendo alterado, mais estudos sdo necessarios para elucidar com precisao

quais compostos estdo variando entre tratamentos.

2.5.3 METABOLOMICA FOLIAR E FUNGOS FILOSFERICOS

A segunda hipotese desse capitulo predizia que as comunidades filosféricas de S.
ferrugineus (ao nivel de ordem) teriam correlacdo com ao menos um grupo de metabdlitos
secundarios produzidos nos diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Ao observar
os resultados da correlacdo é possivel observar a interacéo entre a comunidade de fungos e alguns
fons, corroborando a segunda hipétese.

No capitulo anterior, ao avaliar como a comunidade filosférica se relaciona com a
composicdo elementar das folhas, ndo foi encontrada nenhuma resposta significativa, enquanto
0s ions tiveram uma resposta na separacdo das comunidades por tratamento. Os metabdlitos
produzidos pelas plantas podem afetar ndo sé a composicédo da sua comunidade filosférica (Xu
et al., 2022), mas também impactar outras interagdes como a de herbivoros foliares (Karifiho-
Betancourt, 2018). Os resultados deste trabalho s&o uma primeira indicagdo de que ha uma
mudancga na quimica foliar que interage com a comunidade filosférica, e demandam anélises
posteriores para elucidar quem estd mudando e se os efeitos se restringem apenas a associagdo
planta-fungo.

As correlacGes entre as ordens de fungos e ions revelam a complexidade dessa interagéo,
com ordens respondendo a um ion especifico, enquanto outras sao influenciadas mutuamente por

mais de um ion. Entender quais correlagcbes ocorrem € um primeiro passo para a descoberta de
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causa e efeito (Peters et al., 2018), pois existe uma dualidade entre quem esta influenciando e
quem ¢ influenciado. A planta pode estar produzindo metabdlitos e afetando as comunidades
filosféricas, mas os fungos também podem produzir metabdlitos que alteram a resposta
metabolica da planta (Gargallo-Garriga et al., 2016; Zhang et al., 2023).

Estudos de adicdo de nutrientes a longo prazo sao fundamentais para compreender como
0s sistemas naturais serdo afetados pelas mudancas antropicas causadas pela lixiviacdo de
fertilizantes para areas naturais ou a maior deposicao de nutrientes por via atmosférica (Liu et
al., 2023; Shibata et al., 2015). No Cerrado, diferentes trabalhos demonstram os impactos das
alteracbes edaficas em diversas escalas de observacdo, desde ciclagem de nutrientes e
funcionamento do ecossistema, até mudancas intraespecificas de caracteristicas morfoldgicas de
espécies lenhosas (Castro, 2023; Jacobson et al., 2011; Kozovits et al., 2007).

Uma das mudancas mais proeminentes sdo aquelas que ocorrem na comunidade de
espécies do estrato lenhoso e herbaceo-arbustivo, onde é observada ndo sé a perda de espécies,
mas também a invasdo de gramineas exoticas, especialmente nos tratamentos NP, P e calagem
(Lannes et al., 2016; Mello, 2019). Trabalhos anteriores observaram que algumas espécies tem
uma diminuicdo na abundancia, enquanto outras aumentam (Castro, 2023; Jacobson, 2009).
Alteragdes na comunidade microbiana do solo também foram estudadas e hd uma dréstica
mudanca na abundancia dos grupos das parcelas fertilizadas (Silva, 2012; Silveira, 2020).

O processo de eutrofizacdo do solo traz consequéncias também para aquelas espécies
gue conseguem permanecer no sistema. As respostas das plantas a esse processo € multifatorial,
por exemplo, foram observadas mudangas na anatomia foliar, anatomia da madeira e em
diferentes atributos das folhas, assim como estratégias de uso de nutrientes (Bucci et al., 2006;
Castro, 2023; Costa et al., 2021). A quimica foliar e producdo de metabolitos também foram
alterada com os diferentes tratamentos de adicdo de nutrientes no solo (Jacobson & Bustamante,
2019), o que pode levar a alteracdes nas interagdes que ocorrem tanto acima quanto abaixo do
solo (Martins, 2019).

Ao observar as relagfes entre plantas e fungos endofiticos, ndo foi encontrada grande
variagdo da comunidade fungica em O. hexasperma e Caryocar brasiliense Camb.
(Caryocaraceae) (dos Reis, 2022). Resultado parcialmente discordante ao encontrado nesse
trabalho, onde as comunidades filosféricas de S. ferrugineus variaram significativamente,
especialmente quando relacionadas aos ions, enquanto em O. hexasperma ndo houve variacéo.

Um perfil metabolémico ou redes de interagdes por si s6 ndo trazem uma compreensao
completa das interaces que estdo ocorrendo; integrar dados multibmicos pode trazer uma visdo

mais holistica da regulacdo dos microrganismos associados a filosfera e sua relacdo com o
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metaboloma de sua hospedeira (Peters et al., 2018; Tang et al., 2023). Observar as correlagdes
dos ions com o0s grupos mais abundantes e representativos de fungos (por exemplo,
Dothideomycetes e Sordariomycetes) pode ser um caminho a ser seguido em trabalhos futuros,

uma vez que a resposta desses grupos € muito determinante para o sistema.

2.6 CONCLUSAO

Neste capitulo foram investigados os efeitos da adicdo de nutrientes no solo na
metaboldmica foliar de S. ferrugineus e sua correlacdo com fungos filosféricos. O metaboloma
das folhas ndo sofreu drasticas mudancas, com apenas 3,81% dos ions variando entre 0s
tratamentos, indicando que S. ferrugineus pode ser uma espécie menos responsiva a maior
disponibilidade de nutrientes. Estudos anteriores realizados na area demonstram diferentes
efeitos da eutrofizacdo do solo, que védo desde a perda de espécies, até mudancas na ciclagem de
nutrientes. Dentre as espécies que persistem no sistema, as correlagdes observadas entre as
diferentes ordens de fungos e a metabolémica foliar de S. ferrugineus sdao um indicativo de que
as interacbes também sdo afetadas, podendo ter impacto em longo prazo afetando links
importantes para a manutencdo da diversidade de interacGes e espécies na filosfera. Estudos
posteriores sdo necessarios para elucidar quais sdo os metabdlitos que estdo variando e se eles
interferem apenas na relacdo planta-fungo ou também podem interferir em outras interacdes, por

exemplo entre plantas e herbivoros.
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CAPITULO 3 — ENSAIO BIOLOGICO DE EXTRATOS DE FOLHAS
CONTRA FUNGOS FITOPATOGENICOS

3.1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de produtos antifingicos de origem sintética, denominados como
agrotoxicos, tem levado a resisténcia de inimeros patdgenos (Zhao et al., 2021), que com o passar
do tempo se tornam mais dificeis de serem controlados pelos produtos atualmente disponiveis
(Brauer et al., 2019; Cowen, 2008). O descobrimento e uso de moléculas naturais com principios
bioativos vem ganhando interesse pelo seu impacto reduzido no meio ambiente, sendo moléculas
biodegradaveis que ndo persistem no sistema e evitam danos a outras espécies nao-alvo (Castillo
etal., 2012; Nega, 2014).

Um dos grandes mercados mundiais que se beneficia diretamente pelo descobrimento
de novas moléculas € a agricultura (Fisher et al., 2018), que perde milhdes de ddlares por ano em
plantacGes ou mercadoria pos-colheita que foram contaminadas por algum fitopatégeno (Fones
et al., 2020; Tripathi & Dubey, 2004). A contaminacdo por doencgas de origem fungica é
especialmente preocupante devido a resisténcia natural desses microrganismos e tempo
prolongado de tratamento para total controle da doenca nas culturas afetadas (Hahn, 2014).

A descoberta de novos fungicidas a partir de espécies vegetais se mostra bastante
promissora para a agricultura (Sparks et al., 2017) e, embora poucos fungicidas de origem
botanica sejam registrados e comercializados, inimeros trabalhos reportaram o isolamento e
caracterizacdo de isolados de plantas com propriedades antifingicas (Yoon et al., 2013). O Brasil
representa um grande potencial na descoberta de produtos com acdo antimicrobiana (P6voa
Violante et al., 2012; Silva et al., 2009), especialmente pelo grande nimero de espécies de plantas
e o potencial de novas moléculas a serem descritas (Beech et al., 2017; Khameneh et al., 2019;
Myers et al., 2000).

Um levantamento sobre plantas medicinais que ocorrem no Brasil avaliou 98 espécies,
das quais 78 sdo nativas do Brasil, 20 sdo endémicas do pais e apenas 6 dessas espécies nao
ocorrem no Cerrado, revelando a importadncia do bioma ndo sé para a conservacdo da
biodiversidade, mas também para a descoberta de novas moléculas bioativas (de Queiroz et al.,
2023). Diferentes trabalhos realizados com extratos, fragdes ou substancias isoladas dessas
plantas medicinais demonstram seu potencial antifingico contra 40 espécies de fungos (de

Queiroz et al., 2023). Além disso, o Brasil é 0 mercado mais atrativo do mundo para bioinsumos
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devido ao Programa Nacional de Bioinsumos, que incentiva o uso e registro de produtos oriundos
do patrimdnio genético nacional (Togni et al., 2019).

Dentre os fungos de importancia econémica, Fusarium se destaca pela gama de espécies
de plantas que € capaz de infectar (por exemplo, algoddo, soja, tomate, feijdo, arroz) e pela
producdo de micotoxinas como tricotecenos e fumonisinas que tornam os alimentos improprios
para consumo (Ma et al., 2013). Os géneros Botrytis e Colletotrichum sdo responsaveis
principalmente pelas perdas pds colheita; quando infectam plantios de morangos podem causar
a perda de 80% e 50% da producao anual, respectivamente (Luminare, 2022). A infeccdo por
Corynespora pode acometer cultivos como soja e tomate e um dos sintomas produzidos é a perda
das folhas e consequente diminuicdo da produtividade em até 50% (Godoy et al., 2016). A
descoberta de moléculas de origem vegetal, capazes de controlar o crescimento desses fungos, é

fundamental para a producdo agricola e constitui uma alternativa menos danosa aos ecossistemas.

3.2 OBJETIVOS E HIPOTESE

3.2.1 OBJETIVO GERAL E HIPOTESE

Diferentes estudos relatam o potencial antimicrobiano de metabdlitos produzidos por
espécies vegetais (Achilonu & Udensi, 2022; Vaou et al., 2021) e como o Cerrado pode ser
fundamental na descoberta dessas moléculas (De Toledo et al., 2011; Novaes et al., 2013; Pévoa
Violante et al., 2012). Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a atividade antimicrobiana dos
extratos de folhas de uma espécie lenhosa do Cerrado, submetida a diferentes tratamentos de
adicdo de nutrientes no solo, contra 4 géneros de fungos fitopatogénicos.

Styrax ferrugineus, e outras espécies do género, apresentam resultados promissores na
producdo de moléculas antifungicas (Jaradat, 2020; Pauletti et al., 2006), assim a hipotese deste
estudo (1) foi que o extrato de folhas de S. ferrugineus, no tratamento controle, apresenta

atividade antifungica moderada a alta em pelo menos um género de fungo testado.

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a atividade antimicrobiana de extratos de folhas de uma espécie lenhosa
do Cerrado em 4 géneros de fungos fitopatogénicos;
» Investigar se a atividade antimicrobiana é alterada com os diferentes tratamentos de

adicdo de nutrientes ao solo;
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS
Os extratos utilizados foram obtidos a partir do método descrito no capitulo 2, item

2.3.5. Foram testados cinco individuos de Styrax ferrugineus por tratamento (n= 25).

3.3.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS E CULTIVO
Para os ensaios biolégicos foram selecionados 4 géneros de fungos de importancia
econdmica na regido do Distrito Federal, responséveis por danos nos cultivos de morango,
algodédo e soja: Botrytis, Colletotrichum, Corynespora e Fusarium (Dean et al., 2012; Luminare,
2022; Rondon & Lawrence, 2021). Os fungos foram cedidos pelo Departamento de
Fitopatologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade de Brasilia. Isolados de todos
0s géneros foram cultivados em meio solido batata-dextrose agar (BDA) e armazenados em

ambiente controlado a 25 °C e fotoperiodo 12:12.

3.3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Para cada amostra, 3 mg do extrato bruto foram pesados e ressuspendidos em 300 uL
de dimetilsulfoxido (DMSQO), obtendo uma concentracdo final de 10 mg/mL (Noriler et al.,
2018). Como controle positivo foi utilizado o fungicida Cercobin & uma concentracéo de 1 ppm,
para todos os géneros de fungos. O controle negativo foi feito apenas com DMSO. Os testes
foram realizados em placas de petri 49 X 12 mm com meio de cultura BDA, o extrato foi filtrado
utilizando um filtro 0,22 um e 100 pL foram adicionados na superficie da placa e espalhados
com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. Em seguida, um disco de micélio (5 mm) foi adicionado
no centro da placa.

As leituras para medir a porcentagem de inibicdo foram realizadas quando, pelo menos
uma amostra, atingia o tamanho total da placa de petri. As leituras de Botrytis sp. e Fusarium sp.
ocorreram 4 dias ap0s o teste, as leituras de Corynespora sp. ocorreram 5 dias ap6s o teste e as
leituras de Colletotrichum sp. ocorreram 14 dias ap6s o teste. O experimento foi conduzido em
quintuplicata e se repete duas vezes. Os diametros das coldnias dos fitopatdgenos foram medidos

e convertidos em porcentagem de inibicdo através da seguinte formula:

Porcentagem de inibigéo (%) = [(Cc - Ct)/Cc] X 100

onde Cc é o crescimento micelial do fitopatdgeno na placa do controle negativo (apenas

DMSO) e Ct € o crescimento micelial do fitopatdgeno na placa testada (fungicida e 5 tratamentos
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de adigéo de nutrientes) (Ruangwong et al., 2021). De acordo com a porcentagem de inibicdo a
atividade antifangica foi classificada como baixa (50-59%), moderada (60-69%) e alta (>70%)
(Noriler et al., 2018).

3.3.4 ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados da inibi¢ao fangica foram analisados através de uma ANOVA one-way.
Diferencas estatisticamente significativas entre as amostras tratadas foram determinadas pelo
teste de Tukey, com nivel de probabilidade de 95% (p <0,05).

3.4 RESULTADOS

Cinco extratos de folhas de S. ferrugineus, obtidos de individuos sob diferentes
tratamentos de adicdo de nutrientes ao solo, foram testados contra quatro géneros de fungos
fitopatogénicos. Dentre 0s géneros avaliados, Botrytis foi o (nico em que 0s extratos
apresentaram porcentagens de inibicdo maiores do que o observado no tratamento com Cercobin
e atividade antiflngica alta (Figura 29). As amostras de Botrytis testadas com Cercobin tiveram
uma porcentagem de inibicdo de 32,3%, sendo maior que o extrato do tratamento controle
(22,2%), enquanto os extratos dos tratamentos N (48,8%), NP (57,6%), P (54,1%) e calagem
(72,3%) apresentaram porcentagem de inibig&o significativamente maiores quando comparadas
ao antiflngico. O extrato do tratamento calagem foi o Unico com alta atividade antifingica.

Fusarium Colletotrichum
30 30

20
20

10
10

0
0 -10

P Cercobin C Ca N P Cercobin

Corynespora Botrytis
30 100

% Inibigdo

Tratamentos
20 mc
L ca

jﬁaiﬁéﬁ _Illl.%m

P Cercobin P Cercobin

% Inibigdo

Figura 29. Média de inibicdo do crescimento (em %) dos patdégenos Fusarium, Colletotrichum, Corynespora e
Botrytis na presenca de 100 ul de extratos de folhas de Styrax ferrugineus coletadas sob diferentes tratamentos de
adi¢des de nutrientes ao solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fésforo (NP),
fosforo (P) e fungicida Cercobin. Letras diferentes representam diferencas estatisticas, p < 0,05 e as barras
representam o desvio padrdo. Anova One-way.
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Para as demais espécies, ndo foram encontradas grandes porcentagens de inibicdo e
diferencas entre o Cercobin e o0s extratos dos tratamentos (Tabela Suplementar 15). A
porcentagem de inibicdo de Fusarium chegou a 17,4% no tratamento N, para Corynespora a
inibicdo maxima foi de 8,33% também no tratamento N, enquanto Colletotrichum possui 0s
resultados mais variaveis, de 7,27% de inibicdo no tratamento calagem até 8,51% e 17,2% nos
tratamentos NP e Cercobin, respectivamente. Para todos os géneros de fungos, os extratos do

tratamento controle tiveram uma inibicéo equivalente ao antifungico Cercobin.

3.5 DISCUSSAO

Todos os géneros de fungos avaliados sdo de importancia agricola para a regidao do
Distrito Federal (DF), pois infectam culturas relevantes para a producéo local. A soja € o maior
setor agricola do DF e no ano de 2022 teve um valor bruto da producéo (VBP) de R$1,23 bilhdes
(EMATER-DF, 2023a), sendo responsavel por 36,33% de toda a producdo de grandes culturas
do DF (EMATER-DF, 2023b). As culturas de tomate e morango no DF representam 16,45% e
3,11%, respectivamente, da producdo de olericolas e correspondem a um VBP de mais de
R$110.000.000, cada (EMATER-DF, 2023b).

No Brasil, durante a safra de 2003/2004 a producdo de soja foi afetada em larga escala
por um fungo e os prejuizos chegaram a US$2 bilhGes, tanto pelo plantio que nédo foi colhido,
como pelos gastos feitos para o controle quimico do fitopatogeno (MAPA, 2022). Perdas como
essa sdo significativas e a busca por moléculas que podem diminuir o impacto de doengas
fangicas nas espécies de cultivo é de demasiada urgéncia.

Além de sua importancia para o DF, a espécie Botrytis cinerea, duas espécies do género
Fusarium (F. graminearum e F. oxysporum) e Colletotrichum spp. sdo listados como 0s
patdgenos fangicos de maior relevancia econémica e cientifica (Dean et al., 2012), devido aos
danos causados em diversas hospedeiras que levam a prejuizos econémicos.

A hipotese deste capitulo prediz que o extrato de folhas de S. ferrugineus, no tratamento
controle, apresenta atividade antifingica moderada a alta em pelo menos um género de fungo
testado. Embora os extratos de S. ferrugineus tenham inibido o crescimento de Botrytis, com
atividade antifungica baixa (50-59%) nos tratamentos NP e P e alta (>70%) no tratamento
calagem, ndo foi encontrada atividade antifingica dos extratos de folhas do tratamento controle
para nenhum género de fungo. Assim, a hipotese foi rejeitada.

Os extratos do tratamento controle apresentarem uma taxa de inibicdo contra todas as

espécies de fungos avaliadas, com porcentagens abaixo de 20% e iguais as médias observadas
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para o fungicida. Testes bioldgicos com fungos consideraram as moléculas promissoras com
porcentagem de inibig&o de crescimento acima de 40% (lantas et al., 2021; Quiroga et al., 2001),
portanto, os extratos do controle de S. ferrugineus nao apresentaram atividade antifungica contra
os fungos avaliados.

Trabalhos reportaram que o extrato bruto e, principalmente, moléculas nor-ligndides e
lignanas isoladas das folhas de S. ferrugineus, apresentam atividade antifingica (Pauletti et al.,
2000), o que ndo foi observado nesse trabalho. O uso de substancias isoladas e extratos brutos se
diferem, pois é dificil analisar a atividade bioldgica e elucidar todas as interacdes e mecanismos
de acdo entre os metabolitos que compdem os extratos brutos (Vaou et al., 2021). Extratos brutos
sd0 uma mistura complexa de inimeros metabdlitos priméarios e secundarios que podem
apresentar antagonismo ou sinergismo entre si (Radulovi et al., 2013; Vaou et al., 2021), podendo
reduzir ou potencializar, respectivamente, sua acdo antiflngica.

Fusarium é um fungo bastante dificil de ser controlado, com alguns tipos de fungicidas
sendo moderadamente eficazes, o melhor método para reduzir as infecges por esses fungos é a
implementacao do cultivo rotativo e arar a terra (Dean et al., 2012). Colletotrichum foi o género
com respostas menos padronizadas, o que pode ser um reflexo da sua tolerancia ao extrato
utilizado. Em sistemas de plantio ha uma dificuldade em controlar a antracnose, uma doenga
vegetal causada por espécies de Colletotrichum, pois esses fungos desenvolveram resisténcia
contra muitas classes de antifungicos (Cortaga et al., 2023). Corynespora também se mostrou
pouco responsiva aos extratos. Algumas espécies pertencentes a esse género sdo responsaveis
por doencas da soja e do algoddo, trazendo prejuizos para os sistemas de cultivo no Brasil e
causando preocupacdo pela sua resisténcia recente aos fungicidas disponiveis (Rondon;
Lawrence, 2021).

Os extratos de S. ferrugineus oriundos dos tratamentos de adicdo de nutrientes
apresentaram acdo antifangica consideravel ( > 45%) contra Botrytis, 0 que pode indicar que as
mudancas metaboldmicas encontradas no capitulo anterior podem afetar os metabdlitos bioativos
da planta. Trabalhos futuros devem ser feitos para elucidar qual ou quais moléculas séo
responsaveis por essa alta porcentagem de inibicdo encontrada no tratamento calagem. O
fracionamento do extrato bruto e analises em alta resolugdo sdo estratégias que podem ser
utilizadas para o isolamento e confirmagé@o das moléculas responsaveis por inibir o crescimento
de Botrytis (Eugster et al., 2011).

O Cerrado é um importante detentor de novas moléculas com capacidade de inibi¢do de
diferentes patdgenos (Rocha et al., 2022; Valli et al., 2018), inimeros trabalhos foram realizados

com espécies arboreas que apresentam capacidade antifingica, antimicrobiana, larvicida e
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antileishmania (da Cruz et al., 2022; Morais et al., 2020; Silva et al., 2020). A investigagdo dos
extratos de folhas de S. ferrugineus nos diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes, contra
uma gama maior de fungos, pode resultar no descobrimento de um antifingico que pode ser
utilizado para diminuir o impacto de fitopatdgenos em sistemas agricolas. Esses resultados
também destacam a importancia de estudos ecologicos mais aprofundados para compreender se
a mudanga no potencial antimicrobiano dos extratos brutos também vdao interferir na sua

interacdo com microrganismos que habitam a superficie e o interior das folhas.

3.6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram testados 5 extratos brutos de folhas de Styrax ferrugineus contra
quatro géneros de fungos fitopatogénicos. As porcentagens de inibi¢do dos extratos foram baixas
e apenas Botrytis, em todos os tratamentos de adi¢do de nutrientes e calagem, apresentou inibicéo
maior que 40%. Mudancas metaboldmicas podem afetar os metabdlitos bioativos de S.
ferrugineus, resultando em maior inibicdo dos extratos dos tratamentos fertilizados. Os resultados
encontrados destacam a importancia do Cerrado para a descoberta de novas moléculas que podem
ser utilizadas como antifungicos e demandam trabalhos futuros para o isolamento da(s)
substancia(s) e elucidagéo do seu mecanismo de acao.
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4. CONCLUSAO GERAL

A adicéo de nutrientes no solo altera a comunidade filosférica fingica, a metabolémica
foliar e potenciais extratos com agdo antimicrobiana de uma espécie lenhosa do Cerrado. A
comunidade filosférica de Ouratea hexasperma ndo responde aos tratamentos de adi¢do de
nutrientes e estd muito relacionada a identidade do hospedeiro, revelando a importancia de cada
espécie de planta na diversidade de fungos do sistema, sustentando comunidades proprias com
diferentes fungos presentes. A comunidade filosférica fungica de Styrax ferrugineus foi alterada
de acordo com os tratamentos de adigdo de nutrientes e mudangas na anatomia foliar, que vem
de um efeito residual da fertilizacdo a longo prazo. A metaboldémica foliar de S. ferrugineus
também foi alterada em funcdo dos tratamentos e foi observada uma correlacdo entre a
abundancia dos fungos filosféricos (ao nivel de ordem) e os ions detectados, sendo um primeiro
indicativo que as interacdes entre a filosfera e sua hospedeira séo impactadas por mudancas nas
condicOes edaficas. Por fim, a alteracdo do metaboloma de S. ferrugineus tem efeito no
potencial antimicrobiano dos seus extratos foliares, onde o0s extratos dos tratamentos
fertilizados inibiram consideravelmente o crescimento de Botrytis, um género de fungo de
importancia econdmica para a agricultura. Portanto, a adi¢&o de nutrientes em solos do Cerrado
impacta ndo s6 as espécies que permanecem no sistema, mas também as interacbes que estas
estabelecem, podendo ter consequéncias a longo prazo na comunidade local e suas funcdes

ecossistémicas.
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5. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1. Altura e circunferéncia (a altura do solo) dos individuos de Ouratea hexasperma e Styrax
ferrugineus amostrados em cada parcela e seus respectivos tratamentos. Controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N),
nitrogénio + fosforo (NP) e fésforo (P)

Espécie Tratamento Parcela  Individuo Altura(m) Circunferéncia (cm)
Ouratea hexasperma C 1C 159 1 16
Ouratea hexasperma C 11C 1078 1 15
Ouratea hexasperma C 5C 1702 1,2 12
Ouratea hexasperma C 1C 33 11 17
Ouratea hexasperma C 5C 1741 15 17
Ouratea hexasperma Ca 20 Ca 2774 0,9 10
Ouratea hexasperma Ca 20 Ca 2841 1,1 13
Ouratea hexasperma Ca 20 Ca 2850 1,2 18
Ouratea hexasperma Ca 12 Ca 464 19 43
Ouratea hexasperma Ca 17 Ca 932 0,9 13
Ouratea hexasperma N 2N 1333 1 13
Ouratea hexasperma N 10N 2479 11 16
Ouratea hexasperma N 10N 2611 1,2 13
Ouratea hexasperma N 14 N 790 4.3 10
Ouratea hexasperma N 14 N 734 1,5 15
Ouratea hexasperma NP 13 NP 618 1,2 16
Ouratea hexasperma NP 13 NP 684 1 17
Ouratea hexasperma NP 6 NP 1832 0,9 10
Ouratea hexasperma NP 13 NP 576 1 29
Ouratea hexasperma NP 13 NP 627 1,3 11
Ouratea hexasperma P 15P 303 0,8 30
Ouratea hexasperma P 9P 2156 1,6 27
Ouratea hexasperma P 19P 2697 2,7 36
Ouratea hexasperma P 4P 1182 15 16
Ouratea hexasperma P 15P 283 0,9 14

Styrax ferrugineus C 21C 3500 3 22
Styrax ferrugineus C 21C 3501 3 22
Styrax ferrugineus C 21C 3502 3 22
Styrax ferrugineus C 1C 163 1,7 20
Styrax ferrugineus C 1C 28 2,3 19
Styrax ferrugineus Ca 12 Ca 510 2,9 23
Styrax ferrugineus Ca 3Ca 1590 1,9 19
Styrax ferrugineus Ca 20 Ca 2828 2 22
Styrax ferrugineus Ca 3Ca 1474 1,6 16
Styrax ferrugineus Ca 3Ca 1553 2,2 23
Styrax ferrugineus N 14 N 771 3 26
Styrax ferrugineus N 14N 818 1,6 19
Styrax ferrugineus N 10N 2486 2,7 24
Styrax ferrugineus N 14N 718 2,1 20
Styrax ferrugineus N 7N 2067 2,8 28




Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus
Styrax ferrugineus

NP
NP
NP
NP

W U U U T

16 NP
13 NP
8 NP
16 NP
8 NP
15 P
4P
9P
4P
4p

3601
660
2381
433
3700
253
1264
2145
1298
1309

2,6
2,3
3,9
1,2
3,5
1,7

1,6
1,5

20
16
20
15
18
41
14
12
12
11
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Tabela Suplementar 2. Individuos de Ouratea hexasperma e Styrax ferrugineus que tiveram eDNA da superficie
das folhas sequenciado na regido ITS1, pela empresa Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). Tratamentos: controle
(C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fésforo (P)

Espécie Tratamento Individuo
Ouratea hexasperma C 33
Ouratea hexasperma C 1741
Ouratea hexasperma Ca 464
Ouratea hexasperma Ca 2841
Ouratea hexasperma Ca 2850
Ouratea hexasperma N 1333
Ouratea hexasperma N 790
Ouratea hexasperma N 2479
Ouratea hexasperma NP 684
Ouratea hexasperma 1182
Ouratea hexasperma P 2156

Styrax ferrugineus C 3501
Styrax ferrugineus C 3502
Styrax ferrugineus Ca 2828
Styrax ferrugineus Ca 510
Styrax ferrugineus Ca 1590
Styrax ferrugineus N 2486
Styrax ferrugineus N 771
Styrax ferrugineus N 818
Styrax ferrugineus NP 2381
Styrax ferrugineus NP 3601
Styrax ferrugineus P 2145
Styrax ferrugineus P 253
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Tabela Suplementar 3. Atribuicdo taxondmica de sequéncias ITS1 fungicas obtidas da filosfera de Ouratea
hexasperma em diferentes tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Para cada sequéncia sdo informadas a
abundancia por amostra. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e
fésforo (P)

Link de acesso

https://docs.google.com/spreadsheets/d/15-Fxnbww-
a_S1aUICAG6IzYG2T4XYCbWhbI_VxTkeWIcU/edit?usp=sharing

Tabela Suplementar 4. Atribuicdo taxondmica de sequéncias ITS1 fingicas obtidas da filosfera de Styrax
ferrugineus em diferentes tratamentos de adi¢cdo de nutrientes no solo. Para cada sequéncia sdo informadas a
abundancia por amostra. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e
fésforo (P)

Link de acesso

https://docs.google.com/spreadsheets/d/1bJbOsTgXXJTnceZQyf2L HdIftfQeb6QV-
EFOIHQ1hCs/edit?usp=sharing

Tabela Suplementar 5. indices de diversidade de Ouratea hexasperma e Styrax ferrugineus em diferentes
tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio +
fésforo (NP) e fésforo (P)

Equitabilidade de

Tratamento Riqueza indice de Shannon .
Pielou
Ouratea hexasperma
Controle 550 + 100 3,38+0,64 0,54 +0,08
Ca 584 + 166 3,96 +0,78 0,62 +0,10
N 615+ 73 4,01+0,35 0,62 + 0,04
P 668 + 123 4,3+0,30 0,67 + 0,06
Styrax ferrugineus

Controle 399+ 74 3,90+£0,10 0,65 £ 0,00
Ca 498 + 15 3,96 £ 0,51 0,64 £ 0,08
N 553 + 50 4,32+0,33 0,69 £ 0,05
NP 501 + 164 4,10+0,23 0,66 + 0,00
P 445+ 21 4,20 + 0,05 0,69 + 0,00

Tabela Suplementar 6. Resultados da ANOVA com 999 permutacgdes, realizada apds Analise Canfnica de
Coordenadas Principais (CAP) baseada em RDA e distancia de Bray-Curtis, das varidveis relacionadas a
concentragdo de nutrientes foliares e area foliar especifica (AFE) de Styrax ferrugineus e sua explicacdo da diferenca
entre as comunidades filosféricas dos tratamentos de adicéo de nutrientes no solo (p < 0,05)

Variaveis I Pr(>r)
P (g/kg) 0,1334 0,527
Ca (9/kg) 0,4356 0,077
Mg (g/kg) 0,3635 0,133
S (9/kg) 0,4176 0,092

Al (mg/kg) 0,3011 0,180
SLA (cm?/g) 0,0882 0,633
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Tabela Suplementar 7. Contagem de OTUs presentes na filosfera de Ouratea hexasperma, Unicas e compartilhadas
entre os tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Dados obtidos apo6s a filtragem das amostras por abundancia e
prevaléncia. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N) e fésforo (P)

Tratamentos  NUmerode OTUs  Abundancia

P 0 0
N 0 0
Cc 0 0
Ca 3 122
P&N 12 2040
P&C 4 309
P&Ca 16 11028
N&C 10 3422
N&Ca 28 17333
C&Ca 8 1300
P&N&C 47 41917
P&N&Ca 62 49552
P&C&Ca 22 5567
N&C&Ca 67 33069
P&N&C&Ca 237 609377

Tabela Suplementar 8. Contagem de OTUs presentes na filosfera de Styrax ferrugineus, Unicas e compartilhadas
entre os tratamentos de adicdo de nutrientes no solo. Dados obtidos apo6s a filtragem das amostras por abundancia e
prevaléncia. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e fésforo (P)

Tratamentos Namero de OTUs  Abundéancia
C 2 100
Ca 19 1033
N 20 1460
NP 3 557
P 2 124
Ca&C 15 3655
Ca&N 46 7360
Ca&NP 28 3383
Ca&P 29 3369
N&C 30 3234
NP&C 9 836
NP&N 25 1807
P&C 6 2037
P&N 20 1264
P&NP 11 1781
Ca&N&C 28 4787
Ca&NP&C 8 1413

Ca&NP&N 26 22922
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Ca&P&C 8 2579
Ca&P&N 33 11968
Ca&P&NP 24 6193
P&N&C 10 1719
NP&N&C 16 1678
P&NP&C 4 223
P&NP&N 12 964
Ca&NP&N&C 26 7794
Ca&P&N&C 28 7699
Ca&P&NP&C 9 1749
Ca&P&NP&N 47 12553
P&NP&N&C 14 5022
Ca&P&NP&N&C 184 637690

Tabela Suplementar 9. Grupos funcionais atribuidos aos géneros de fungos filosféricos de Ouratea hexasperma
em diferentes tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Para cada género é informado o valor da abundancia
relativa em cada um dos tratamentos. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N) e fésforo (P)

Tratamentos
Género Grupo Funcional C Ca N P
Acrodontium Patogeno de Planta 0,02 001 0,09 0,00
Aequabiliella Patogeno de Planta 0,00 0,00 0,02 0,09
Aleurodiscus Saprofito de Madeira 0,02 0,08 0,00 0,04
Alternaria Patdgeno de Planta 161 305 251 6,11
Antarctolichenia Epifitico 0,03 004 002 0,05
Atrocalyx Saprofito de Madeira 0,00 0,02 0,00 0,01
Aureobasidium Mofo Fuliginoso 031 0,02 005 0,17
Australosphaerella Patogeno de Planta 001 000 005 0,01
Bipolaris Patdgeno de Planta 0,06 016 008 0,61
Brycekendrickomyces Patogeno de Planta 0,01 0,00 0,05 0,08
Bullera Saprdfito ndo especificado 0,01 240 10,73 0,95
Camptophora Epifitico 0,00 0,00 0,00 0,12
Capnodiales_gen_Incertae_sedis Né&o especificado 002 022 016 0,12
Carcinomyces Micoparasita 0,74 141 050 0,40
Catenulostroma Patogeno de Planta 064 054 063 101
Ceramothyrium Saprofito de Serapilheira 0,04 0,02 0,09 0,16
Chaetothyrina Epifitico 0,00 001 0,03 0,07
Chytridiomycota_gen_Incertae_sedis Né&o especificado 0,02 0,01 0,00 0,04
Cippumomyces N&o especificado 0,01 0,00 0,02 0,08
Cladophialophora Saprofito de Solo 0,02 003 0,09 0,01

Cladosporium

Saprdfito de Serapilheira

70,24 27,03 44,04 48,97

Coriolopsis Saprofito de Madeira 0,04 010 0,06 0,07
Crassiparies Saprdfito de Serapilheira 0,04 005 0,01 0,0
Curvularia Patogeno de Planta 0,04 018 005 0,17
Cutaneotrichosporon Parasita Animal 0,05 011 004 0,22
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Cyanodermella
Daedalea
Dendryphiella
Diaporthe
Didymella
Digitodochium
Dimennazyma
Dinemasporium

Elsinoaceae_gen_Incertae_sedis

Epicoccum

Erythrobasidiales_gen_Incertae_sedis

Erythrobasidium
Euteratosphaeria
Exopassalora
Filobasidium
Fonsecazyma
Fungi_gen_Incertae_sedis
Fusarium
Genolevuria
Gyrographa
Haniomyces
Hannaella
Hymenopleella
Kalmusia
Kockovaella
Kurtzmanomyces
Lacrymaria
Lapidomyces
Leptosillia
Libertella
Malassezia

Malasseziaceae _gen_Incertae_sedis

Montagnula
Myriangium
Neoceratosperma
Neochaetothyrina
Neodevriesia
Neokalmusia
Neopestalotiopsis
Neophaeomoniella
Neostrelitziana
Neovaginatispora
Nigrospora
Orbilia
Papiliotrema
Papulaspora

Sapréfito de Madeira
Saprofito de Madeira
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Saprofito de Madeira
Epifitico
Saprofito de Serapilheira
Nao especificado
Patdgeno de Planta
Nao especificado
Micoparasita
Patdgeno de Planta
Patogeno de Planta
Saprofito ndo especificado
Saprdfito ndo especificado
N&o especificado
Patogeno de Planta
Saprofito ndo especificado
Liquenizado
Saprofito de Madeira
Parasita Animal
Saprofito de Madeira
Saprofito de Madeira
Epifitico
Saprdfito ndo especificado
Saprofito de Serapilheira
Saprdfito ndo especificado
Patogeno de Planta
Patogeno de Planta
Saprofito de Solo
Né&o especificado
Saprofito de Madeira
Parasita Animal
Saprofito de Serapilheira
Saprdfito ndo especificado
Patogeno de Planta
Saprofito de Madeira
Patogeno de Planta
Patégeno de Planta
Patogeno de Planta
Saprofito de Madeira
Saprofito de Serapilheira
Saprofito de Madeira
Micoparasita
Saprofito de Madeira

0,13
0,08
0,00
0,00
0,16
0,02
0,03
0,01
0,00
6,72
0,00
0,12
0,03
0,10
0,01
0,02
0,05
0,01
0,04
0,01
0,07
0,42
0,01
0,07
0,03
0,00
0,00
0,02
0,05
0,12
0,01
0,01
0,00
0,09
0,05
0,00
0,02
0,02
0,15
0,00
0,08
0,04
0,80
0,01
0,10
0,92

0,04
0,04
0,00
0,00
0,08
0,00
0,03
0,00
0,00
27,99
0,03
3,96
0,03
0,16
0,16
0,32
0,02
0,20
0,12
0,07
0,12
1,15
0,02
0,17
0,02
0,02
0,05
0,22
0,00
0,09
0,01
0,02
0,20
0,04
0,09
0,00
0,02
0,02
1,51
0,03
0,13
0,05
2,04
0,01
0,21
0,21

0,18
0,07
0,01
0,03
0,24
0,01
0,01
0,02
0,01
12,44
0,02
0,31
0,00
0,21
0,04
0,35
0,03
0,05
0,06
0,01
0,00
0,40
0,00
0,02
0,00
0,01
0,03
0,16
0,00
0,69
0,01
0,01
0,08
0,12
0,11
0,01
0,01
0,03
0,67
0,00
0,05
0,06
1,23
0,01
0,13
0,08

1,60
0,06
0,02
0,02
0,95
0,00
0,00
0,04
0,03
9,51
0,01
0,18
0,02
0,42
0,81
3,51
0,67
0,08
0,12
0,01
0,02
0,25
0,05
0,20
0,18
0,01
0,00
0,41
0,05
0,00
0,04
0,03
0,01
0,13
0,15
0,31
0,01
0,01
0,42
0,09
0,00
0,02
0,94
0,02
0,02
0,02
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Paracamarosporium
Paraconiothyrium
Paradictyoarthrinium
Paramycosphaerella
Paraphaeosphaeria
Parapyrenochaeta
Passalora

Peltaster
Penidiellomyces
Penidiellopsis
Peniophora
Periconia
Pestalotiopsis
Phaeococcomyces

Phaeococcomycetaceae_gen_Incertae_sedis

Phaeodothis

Phaeomoniellales_gen_Incertae_sedis

Phaeosclera
Phaeosphaeria
Phanerodontia
Phlebiopsis
Phloeospora

Preussia
Pseudocercospora
Pseudochaetosphaeronema
Pseudocladosporium
Pseudopithomyces
Pseudoramichloridium
Pseudoteratosphaeria
Punctulariopsis
Pyrenochaetopsis
Pyronema
Quixadomyces
Rhodosporidiobolus
Schizophyllum
Selenophoma
Septobasidium
Simplicillium
Spegazzinia
Sporobolomyces
Stagonosporopsis
Stemphylium
Stomiopeltis
Strelitziana
Symmetrospora
Talaromyces

Sapréfito de Madeira
Saprofito de Madeira
Sapréfito de Madeira
Patdgeno de Planta
Sapréfito de Madeira
Saprofito de Madeira
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Epifitico
Parasita Animal
Sapréfito de Madeira
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Saprdfito ndo especificado
N&o especificado
Saprofito de Madeira
N&o especificado
Saprdfito de Serapilheira
Saprofito de Serapilheira
Saprofito de Madeira
Saprofito de Madeira
Patogeno de Planta
Saprofito de Esterco
Patogeno de Planta
Saprofito de Serapilheira
Patogeno de Planta
Patogeno de Planta
Saprofito de Solo
Patogeno de Planta
Saprofito de Madeira
Endofitico Foliar
Saprofito de Solo
Epifitico
Saprdfito ndo especificado
Saprofito de Madeira
Saprofito de Madeira
Parasita Animal
Parasita Animal
Saprofito de Madeira
Micoparasita
Patogeno de Planta
Patégeno de Planta
Epifitico
Patégeno de Planta
Epifitico
Saprdfito ndo especificado

0,01
0,03
0,00
0,03
0,15
0,01
1,42
0,02
0,19
0,38
0,06
0,27
0,02
0,16
0,01
0,02
0,00
0,06
0,09
0,00
0,03
0,01
0,00
1,30
0,08
0,00
0,06
0,02
1,75
0,21
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,10
0,02
0,01
0,01
0,00
0,11
0,00
0,01
2,86
0,23
0,01

0,00
0,05
0,01
0,04
0,30
0,01
1,18
0,00
0,49
0,11
0,03
0,48
0,01
0,03
0,00
0,04
0,02
0,00
0,26
0,00
0,06
0,21
0,09
0,02
0,13
0,04
0,15
0,02
2,48
0,64
1,39
0,05
0,00
0,00
0,05
0,06
0,03
0,01
0,06
0,01
0,20
0,04
0,05
2,46
0,83
0,01

0,01
0,09
0,02
0,22
0,14
0,02
1,52
0,04
0,21
0,21
0,03
0,35
0,09
0,08
0,00
0,04
0,10
0,01
0,09
0,01
0,03
0,22
0,02
0,01
0,07
0,00
0,18
0,04
4,83
0,26
0,01
0,03
0,01
0,00
0,01
0,09
0,01
0,01
0,03
0,04
0,13
0,00
0,02
1,48
0,39
0,01

3,53
0,07
0,00
0,08
0,03
0,06
0,44
0,04
0,19
0,24
0,04
0,16
0,04
0,31
0,05
0,00
0,00
0,06
0,03
0,01
0,00
0,29
0,00
0,45
0,68
0,02
0,40
0,01
1,70
0,76
0,00
0,33
0,07
0,01
0,00
1,13
0,06
0,13
0,01
0,03
0,01
0,01
0,33
1,54
0,20
0,15
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Teratosphaericola
Teratosphaeriopsis
Toxicocladosporium
Tremella
Trichomerium
Vishniacozyma
Vuilleminiaceae_gen_Incertae_sedis
Xenocamarosporium
Xenocylindrosporium
Xenodevriesia
Xenopenidiella
Xenosonderhenia
Xenoteratosphaeria
Zasmidium
Zeloasperisporium

Soma das Abundancias

Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Micoparasita
Endofitico Foliar
Saprofito de Solo
Nao especificado
Saprofito de Madeira
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Saprdfito de Serapilheira
Saprofito de Serapilheira
Patdgeno de Planta
Patogeno de Planta
Patdgeno de Planta

0,01
0,01
0,70
0,01
0,04
0,04
0,01
0,03
0,02
0,03
0,13
0,00
0,30
3,37
0,89

100

0,00
0,00
0,40
0,02
0,00
0,05
0,04
0,03
0,00
0,01
0,12
0,03
0,11
6,84
5,00

100

0,03
0,01
0,43
0,13
0,02
0,03
0,00
0,04
0,02
0,00
0,09
0,07
0,35
9,59
0,59

100

0,01
0,08
0,36
0,03
0,05
0,06
0,00
0,04
0,10
0,01
0,04
0,00
0,40
1,37
2,62

100

Tabela Suplementar 10. Abundancia Relativa dos grupos funcionais de fungos filosféricos de Ouratea
hexasperma, em cada um dos tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca),

nitrogénio (N) e fésforo (P)

Tratamentos
Grupo Funcional C Ca N P
Parasita Animal 0,96 1,43 0,79 1,02
Saprofito de Esterco 0,00 0,09 0,02 0,00
Epifitico 054 147 069 121
Endofitico Foliar 0,04 1,39 0,03 0,05
Liquenizado 0,01 007 001 0,01
Saprdfito de Serapilheira 71,53 29,83 4585 51,18
Micoparasita 09 560 1,13 0,66
Patégeno de Planta 23,04 5388 37,99 29,81
Saprdfito de Solo 0,11 0,16 0,19 0,46
Mofo Fuliginoso 0,31 0,02 0,05 0,17
Né&o Especificado 0,12 0,36 0,37 1,03
Saprofito Nao Especificado 0,29 3,28 11,45 6,60
Saprofito de Madeira 2,08 2,42 1,43 7,80
Soma 100 100 100 100
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Tabela Suplementar 11. Grupos funcionais atribuidos aos géneros de fungos filosféricos de Styrax ferrugineus em
diferentes tratamentos de adigdo de nutrientes no solo. Para cada género é informado o valor da abundancia relativa
em cada um dos tratamentos. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio + fosforo (NP) e

fésforo (P)

Tratamentos
Género Grupo Funcional C Ca N NP P
Acrodontium Patdgeno de Planta 0,000 0,000 0,006 0,049 0,006
Aequabiliella Patdgeno de Planta 0,000 0,004 0,010 0,000 0,004
Agaricostilbomycetes_gen_lIncertae_sedis N&o especificado 0,091 0,202 0,021 0,082 0,192
Alternaria Patdgeno de Planta 0,299 0,540 0,466 0,338 0,424
Antarctolichenia Epifitico 1538 2,097 2921 2,270 2,733
Aplosporella Patdgeno de Planta 0,019 0,014 0,000 0,000 0,000
Arthonia Liquenizado 0,000 0,002 0,162 0,000 0,080
Atrocalyx Saprofito de Madeira 0,003 0,025 0,004 0,000 0,012
Aureobasidium Mofo Fuliginoso 0,072 0,086 0,261 0,047 0,053
Australosphaerella Patogeno de Planta 0,041 0,016 0,044 0,060 0,017
Austroafricana Saprdfito de 0,014 0,009 0,000 0,000 0,000
Serapilheira
Batcheloromyces Patogeno de Planta 0,000 0,010 0,008 0,009 0,000
Bipolaris Pat6geno de Planta 0,019 0,070 0,025 0,036 0,035
Boekhoutia Epifitico 0,030 0,001 0,015 0,000 0,000
Brycekendrickomyces Pat6geno de Planta 0,000 0,000 0,006 0,000 0,007
Camptophora Epifitico 0,056 0,633 0,018 0,023 0,043
Canoparmelia Liguenizado 0,000 0,006 0,000 0,045 0,031
Capnodiales_gen_Incertae_sedis Né&o especificado 0,109 0,075 0,000 0,036 0,072
Carcinomyces Micoparasita 0,203 0,173 0,637 1,099 0,428
Catenulostroma Patdgeno de Planta 0,453 0,744 0,945 0,256 0,716
Ceramothyrium Saprdfito de 0,743 0,102 1,327 0,122 0,743
Serapilheira
Chytridiomycota_gen_Incertae_sedis Né&o especificado 0,006 0,034 0,064 0,054 0,005
Cladophialophora Saprofito de Solo 0,172 0,255 0,043 0,170 0,579
Cladosporium Saprofito de 3,544 7,777 6,990 7,069 10,632
Serapilheira
Colletogloeum Saprofito de 0,419 0,005 0,004 0,005 0,000
Serapilheira
Colletotrichum Patdgeno de Planta 0,095 0,029 0,000 0,000 0,000
Crassiparies Saprdfito de 0,003 0,013 0,002 0,005 0,008
Serapilheira
Curvularia Patogeno de Planta 0,000 0,018 0,000 0,005 0,011
Cutaneotrichosporon Parasita Animal 0,046 0,032 0,097 0,191 0,078
Cyanodermella Saprofito de Madeira 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000
Cyphellophora Saprofito de 0,000 0,016 0,000 0,000 0,000
Serapilheira
Daedalea Saprofito de Madeira 0,000 0,000 0,007 0,015 0,000
Dendryphiella Patdgeno de Planta 0,019 0,003 0,003 0,006 0,008
Didymella Patogeno de Planta 0,914 1,227 0,057 0,528 0,061
Elsinoaceae_gen_Incertae_sedis Né&o especificado 0,128 0,081 0,123 0,025 0,084
Epicoccum Patogeno de Planta 0,958 2,317 1,686 1,447 1,975
Erythrobasidium Micoparasita 0,334 0,360 0,296 0,136 0,316
Eudimeriolum Patogeno de Planta 0,019 0,082 0,133 0,015 0,032
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Euteratosphaeria
Fellomyces

Filobasidium
Fonsecazyma

Fungi_gen_Incertae_sedis
Fusarium
Genolevuria

Gnomoniopsis
Hannaella
Hermetothecium
Hymenopleella
Kalmusia
Kockovaella
Kurtzmanomyces

Lacrymaria
Lapidomyces

Lecophagus
Lophiostoma
Lophiotrema
Magnibotryascoma

Malassezia
Malasseziaceae_gen_Incertae_sedis
Montagnula

Myriangium

Neoceratosperma

Neocoleroa
Neodevriesia
Neopestalotiopsis
Neophaeomoniella
Neostrelitziana
Neovaginatispora
Nigrospora

Occultifur

Orbilia
Papiliotrema
Papulaspora
Paraconiothyrium
Paramycosphaerella
Parapenidiella
Paraphaeosphaeria
Parapyrenochaeta

Patégeno de Planta

Saprofito nao
especificado
Sapréfito nao
especificado
Saprdfito nao
especificado
Né&o especificado

Patogeno de Planta

Sapréfito nao
especificado
Endofitico Foliar

Parasita Animal
Né&o especificado
Sapréfito de Madeira
Saprofito de Madeira
Epifitico
Saprofito nao
especificado
Saprdfito de
Serapilheira
Saprofito nao
especificado
Parasita Animal

Saprofito de Madeira
Sapréfito de Madeira

Saprofito de
Serapilheira
Saprofito de Solo

Né&o especificado
Saprofito de Madeira
Parasita Animal

Saprdfito de
Serapilheira
Patégeno de Planta

Patégeno de Planta
Patégeno de Planta
Patégeno de Planta
Patégeno de Planta
Sapréfito de Madeira

Saprdfito de
Serapilheira
Micoparasita

Saprofito de Madeira
Micoparasita
Sapréfito de Madeira
Saprofito de Madeira
Patdgeno de Planta
Patogeno de Planta
Saprofito de Madeira
Saprofito de Madeira

0,258
0,000

0,014
0,097

0,016
0,000
0,123

0,000
0,037
0,400
0,000
0,006
0,000
0,070

0,032
0,046

0,000
0,006
0,000
0,000

0,096
0,021
0,000
0,019
0,112

0,000
0,052
0,028
0,000
0,889
0,057
0,177

0,000
0,086
0,000
18,744
0,025
0,005
0,042
0,032
0,000

0,775
0,005

0,014
0,141

0,003
0,022
0,428

0,008
0,100
0,197
0,004
0,048
0,040
0,063

0,027
0,160

0,003
0,000
0,072
0,045

0,016
0,007
0,033
0,129
0,406

0,003
0,149
0,419
0,004
0,501
0,070
0,195

0,000
0,239
0,044
0,815
0,033
0,002
0,000
0,066
0,021

0,696
0,000

0,034
0,237

0,012
0,018
0,310

0,005
0,060
0,515
0,000
0,004
0,006
0,059

0,036
0,057

0,005
0,009
0,000
0,000

0,025
0,006
0,014
0,218
0,726

0,009
0,059
0,039
0,020
1,261
0,118
0,198

0,025
0,606
0,015
6,389
0,036
0,024
0,008
0,078
0,010

0,192
0,018

0,087
0,060

0,000
0,000
0,106

0,000
0,037
0,236
0,018
0,000
0,071
0,021

0,058
0,028

0,000
0,012
0,010
0,000

0,321
0,015
0,017
0,177
23,676

0,000
0,018
0,450
0,000
0,539
0,036
0,291

0,000
0,338
0,116
0,631
0,000
0,012
0,049
0,014
0,000

0,431
0,000

0,032
0,943

0,000
0,007
0,628

0,000
0,119
0,228
0,000
0,013
0,011
0,055

0,208
0,053

0,010
0,023
0,000
0,002

0,013
0,005
0,000
0,088
0,288

0,036
0,109
0,094
0,000
1,418
0,104
0,202

0,012
0,129
0,060
4,955
0,033
0,000
0,000
0,035
0,000
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Parmelinella
Parmotrema
Parmularia
Passalora
Penidiella
Penidiellomyces
Penidiellopsis
Periconia
Pestalotiopsis
Phaeococcomyces

Phaeococcomycetaceae _gen_Incertae_sedis
Phaeodothis

Phaeophleospora

Phaeosclera

Phaeosphaeria

Phialoseptomonium
Phloeospora

Preussia
Pseudocercospora
Pseudochaetosphaeronema

Pseudocladosporium
Pseudopithomyces
Pseudoramichloridium
Pseudoteratosphaeria
Punctulariopsis
Pyronema
Quixadomyces
Radulidium

Ruinenia

Selenophoma

Septobasidium

Setophoma
Stachybotriaceae_gen_Incertae_sedis
Stagonosporopsis

Stomiopeltis

Strelitziana

Symmetrospora

Teichospora

Teratosphaericola
Titaea

Toxicocladosporium
Tremella

Liquenizado
Liquenizado
Epifitico
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta
Epifitico
Parasita Animal
Patdgeno de Planta
Patdgeno de Planta

Saprofito nao
especificado
Nao especificado

Saprofito de Madeira
Patdgeno de Planta

Saprdfito de
Serapilheira
Saprofito de
Serapilheira
Né&o especificado

Patdgeno de Planta
Saprofito de Esterco
Patdgeno de Planta

Saprdfito de
Serapilheira
Patdgeno de Planta

Patogeno de Planta
Saprofito de Solo
Patogeno de Planta
Saprofito de Madeira
Saprofito de Solo
Epifitico
Saprofito ndo
especificado
Epifitico
Sapréfito de Madeira
Parasita Animal
Patégeno de Planta
N&o especificado
Patégeno de Planta
Epifitico
Patogeno de Planta
Epifitico
Saprofito de

Serapilheira
Patogeno de Planta

Saprofito ndo
especificado
Patogeno de Planta

Micoparasita

0,003
0,000
2,301
1,790
0,000
0,104
0,175
0,088
0,000
0,258

0,000
0,008
0,022
0,000

0,125

2,187
0,120
0,000
0,228
0,008

0,045
0,056
0,022
1,336
0,000
0,002
0,013
3,378

0,006
0,411
0,023
0,524
0,000
0,000
0,000
52,689
0,005
0,000

0,072
0,014

0,080
0,024

0,034 0,013 0,162
0,005 0,002 0,098
1,692 2,578 4,350
2,713 2,705 1,672
0,013 0,000 0,047
0,944 0,250 0,095
0,284 0,464 0,156
0,121 0,138 0,159
0,038 0,062 0,127
0,138 0,749 0,193
0,035 0,056 0,038
0,000 0,000 0,014
0,000 0,018 0,007
0,003 0,022 0,010
0,105 0,122 0,041
32,790 21,894 13,604
0,009 0,000 0,020
0,000 0,006 0,021
0,828 1,294 0,807
0,048 0,069 0,095
0,039 0,007 0,047
0,095 0,105 0,079
0,334 0,129 0,071
0,958 2,149 0,728
0,014 0,018 0,020
0,025 0,010 0,006
0,022 0,037 0,049
0,021 0,838 0,002
0,024 0,013 0,026
0,581 0,565 0,409
0,020 0,077 0,118
0,581 0,137 0,146
0,000 0,014 0,007
0,008 0,031 0,000
0,006 0,008 0,000
28,030 32,786 25,591
0,023 0,016 0,009
0,021 0,004 0,199
0,030 0,125 0,057
0,066 0,000 0,000
0,136 0,064 0,054
0,064 0,085 0,012

0,264
0,002
2,192
2,141
0,026
0,550
0,422
0,103
0,000
0,082

0,000
0,039
0,000
0,006

0,100

4,650
0,011
0,013
0,227
0,031

0,002
0,080
0,084
0,940
0,005
0,010
0,005
2,017

0,027
1,430
0,061
0,196
0,000
0,016
0,000
48,547
0,004
0,000

0,051
0,000

0,070
0,064
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Tremellaceae_gen_Incertae_sedis Na&o especificado 0,000 0,000 0,007 0,000 0,008
Trichomerium Endofitico Foliar 0,571 0,754 0,602 0,488 1,465
Trimorphomyces Micoparasita 0,000 0,004 0,003 0,018 0,000
Veronaea Patdgeno de Planta 0,110 0,013 0,013 0,028 0,000
Verrucoccum Liquenizado 0,158 0,002 0,000 0,004 0,011
Vishniacozyma Néo especificado 0,017 0,072 0,016 0,000 0,018
Xenocamarosporium Saprdéfito de Madeira 0,014 0,014 0,011 0,004 0,019
Xenodevriesia Patdgeno de Planta 0,017 0,061 0,060 0,048 0,054
Xenopenidiella Saprdfito de 0,073 0,082 0,117 0,042 0,103
Serapilheira
Xenosonderhenia Saprofito de 0,126 4,032 0,751 7,193 0,973
Serapilheira
Xenosonderhenioides Saprofito de 0,000 0,010 0,032 0,000 0,021
Serapilheira
Xenoteratosphaeria Pat6geno de Planta 0,836 1,755 2,233 0,920 3,090
Zasmidium Patdgeno de Planta 0,120 0,036 0,153 0,101 0,048
Zeloasperisporium Pat6geno de Planta 0,000 0,000 0,004 0,012 0,000
Soma das Abundéncias 100 100 100 100 100

Tabela Suplementar 12. Abundancia Relativa dos grupos funcionais de fungos filosféricos de Styrax ferrugineus,
em cada um dos tratamentos de adi¢do de nutrientes no solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio
(N), nitrogénio + fosforo (NP) e fosforo (P)

Tratamentos

Grupo Funcional C Ca N NP P
Parasita Animal 0,50 0,57 0,92 0,68 0,99
Saprofito de Esterco 0,00 0,00 0,01 0,02 0,01
Epifitico 405 548 638 6,89 556
Endofitico Foliar 0,57 0,76 0,61 0,49 1,47
Liquenizado 0,16 005 018 031 0,39
Saprofito de Serapilheira 5,38 12,90 10,40 38,81 13,11
Micoparasita 0,02 0,64 1,06 1,38 0,88
Patogeno de Planta 62,25 42,42 47,61 34,66 60,99
Saprdfito de Solo 0,63 0,63 0,21 0,57 0,68
Mofo Fuliginoso 0,07 0,09 0,26 0,05 0,05
N&o Especificado 2,97 3340 2221 14,10 5,26
Saprofito Nao Especificado 4,00 1,04 2,28 0,52 3,81
Saprdfito de Madeira 19,39 2,03 7,88 1,54 6,80

Soma 100 100 100 100 100
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Tabela Suplementar 13. Ordens encontradas na filosfera de Styrax ferrugineus, ap6s a filtragem das amostras por
abundancia e prevaléncia, em diferentes tratamentos de adi¢éo de nutrientes ao solo. Para cada ordem é mostrado o
valor de sua abundancia relativa por tratamento. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio
+ fésforo (NP) e fésforo (P)

Ordem C Ca N NP P
Chaetothyriales 48,51 26,60 28,79 25,03 44,08
Mycosphaerellales 17,50 29,28 30,96 4241 24,99
Sordariales 16,59 0,64 4,89 0,55 4,24
Capnodiales 3,34 7,38 5,78 6,43 8,73
Pleosporales 3,17 4,74 2,81 2,95 3,07
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis 2,91 0,02 0,64 0,00 1,57
Asterinales 1,95 1,56 1,98 4,10 1,92
Hypocreales 1,89 2412 17,26 11,41 3,93
Lichenostigmatales 1,58 2,03 3,02 2,39 2,33
Dothideales 0,51 0,56 0,65 0,40 1,16
Tremellales 0,45 0,88 1,08 1,15 1,84
Erythrobasidiales 0,41 0,36 0,24 0,11 0,29
Myriangiales 0,29 0,33 0,29 0,37 0,15
Trichosphaeriales 0,15 0,16 0,15 0,24 0,16
Malasseziales 0,10 0,02 0,02 0,32 0,02
Agaricostilbales 0,09 0,07 0,07 0,04 0,07
Glomerellales 0,09 0,02 0,00 0,00 0,00
Agaricostilbomycetes_ord_Incertae_sedis 0,08 0,09 0,02 0,06 0,17
Tubeufiales 0,08 0,11 0,08 0,03 0,26
Orbiliales 0,08 0,20 0,48 0,25 0,12
Trichosporonales 0,04 0,03 0,07 0,18 0,06
Ostropales 0,03 0,05 0,08 0,14 0,01
Agaricales 0,03 0,02 0,03 0,04 0,16
Amphisphaeriales 0,02 0,41 0,08 043 0,08
Septobasidiales 0,02 0,01 0,06 0,09 0,05
Russulales 0,02 0,03 0,03 0,05 0,01
Botryosphaeriales 0,02 0,01 0,00 0,00 0,00
Dothideomycetidae_ord_Incertae_sedis 0,02 0,08 0,10 0,01 0,03
Fungi_ord_Incertae_sedis 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00
Filobasidiales 0,01 0,01 0,03 0,07 0,03
Lecanorales 0,01 0,04 0,04 0,54 0,34
Cystobasidiomycetes_ord_Incertae_sedis 0,00 0,02 0,01 0,01 0,00
Chytridiomycota_ord_Incertae_sedis 0,00 0,02 0,05 0,05 0,00
Pezizales 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01
Arthoniales 0,00 0,00 0,12 0,00 0,06
Chaetosphaeriales 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
Corticiales 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00
Cystobasidiales 0,00 0,00 0,02 0,00 0,01
Diaporthales 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
Helotiales 0,00 0,00 0,00 0,05 0,01
Phaeomoniellales 0,00 0,01 0,02 0,00 0,00

Polyporales 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
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Sakaguchiales 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
Venturiales 0,00 0,00 0,01 0,00 0,03
Xylariales 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00
Zeloasperisporiales 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00

Tabela Suplementar 14. Ordem dos fungos filosféricos de Styrax ferrugineus e sua correlacdo com ions. Os valores
de correlacdo indicam se a correlacdo é positiva ou negativa. O termo 'p_adjust' refere-se ao valor p corrigido pelo
método Benjamini-Hochberg (p < 0,05)

Correlagéo p_adjust
Tremellales (interage com) metabolite_23 -0,346 0,023
Tremellales (interage com) metabolite_150 -0,632 0,000
Tremellales (interage com) metabolite_51 0,548 0,000
Tremellales (interage com) metabolite_26 0,523 0,000
Tremellales (interage com) metabolite_32 -0,465 0,001
Tremellales (interage com) metabolite_41 0,835 0,000
Dothideomycetidae_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_150 -0,320 0,037
Dothideomycetidae_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_23 -0,391 0,009
Capnodiales (interage com) metabolite_51 -0,348 0,022
Capnodiales (interage com) metabolite_253 -0,393 0,009
Capnodiales (interage com) metabolite_26 -0,401 0,007
Agaricostilbomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_34 -0,342 0,025
Agaricostilbomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_150 0,364 0,016
Agaricostilbales (interage com) metabolite_253 -0,310 0,045
Agaricostilbales (interage com) metabolite_34 -0,372 0,014
Septobasidiales (interage com) metabolite_41 0,762 0,000
Septobasidiales (interage com) metabolite_32 -0,455 0,002
Septobasidiales (interage com) metabolite_51 0,669 0,000
Septobasidiales (interage com) metabolite_150 -0,336 0,028
Septobasidiales (interage com) metabolite_26 0,681 0,000
Malasseziales (interage com) metabolite_253 0,501 0,000
Malasseziales (interage com) metabolite_34 0,380 0,011
Malasseziales (interage com) metabolite_41 -0,606 0,000
Asterinales (interage com) metabolite_41 -0,608 0,000
Zeloasperisporiales (interage com) metabolite_51 0,530 0,000
Zeloasperisporiales (interage com) metabolite_41 0,558 0,000
Zeloasperisporiales (interage com) metabolite_32 -0,759 0,000
Zeloasperisporiales (interage com) metabolite_150 -0,418 0,005
Zeloasperisporiales (interage com) metabolite_26 0,538 0,000
Filobasidiales (interage com) metabolite_150 -0,592 0,000
Filobasidiales (interage com) metabolite_41 0,815 0,000
Filobasidiales (interage com) metabolite_51 0,575 0,000
Filobasidiales (interage com) metabolite_26 0,560 0,000
Filobasidiales (interage com) metabolite_32 -0,472 0,001
Filobasidiales (interage com) metabolite_23 -0,360 0,017
Corticiales (interage com) metabolite_32 -0,491 0,001

Corticiales (interage com) metabolite_41 0,554 0,000
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Trichosporonales (interage com) metabolite_34
Venturiales (interage com) metabolite_51
Venturiales (interage com) metabolite_23
Venturiales (interage com) metabolite_41
Venturiales (interage com) metabolite_26
Agaricales (interage com) metabolite_51
Agaricales (interage com) metabolite_32
Agaricales (interage com) metabolite_26
Agaricales (interage com) metabolite_41
Agaricales (interage com) metabolite_150
Sordariales (interage com) metabolite_32
Sordariales (interage com) metabolite_151
Lecanorales (interage com) metabolite_34
Lecanorales (interage com) metabolite_26
Lecanorales (interage com) metabolite_32
Lecanorales (interage com) metabolite_41
Lecanorales (interage com) metabolite_150
Lecanorales (interage com) metabolite_51
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_150
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_26
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_32
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_41
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_51
Phaeomoniellales (interage com) metabolite_23
Pleosporales (interage com) metabolite_150
Pleosporales (interage com) metabolite_23
Pleosporales (interage com) metabolite_34
Pleosporales (interage com) metabolite_26
Pleosporales (interage com) metabolite_253
Pleosporales (interage com) metabolite_51
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_34
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_41
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_32
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_150
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_26
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_23
Botryosphaeriales (interage com) metabolite_51
Chaetothyriales (interage com) metabolite_41
Chaetothyriales (interage com) metabolite_150
Chaetothyriales (interage com) metabolite_32
Chaetothyriales (interage com) metabolite_151
Tubeufiales (interage com) metabolite_151
Tubeufiales (interage com) metabolite_32
Tubeufiales (interage com) metabolite_253
Lichenostigmatales (interage com) metabolite_34

Lichenostigmatales (interage com) metabolite_150

0,721
0,310
-0,440
0,453
0,309
0,459
-0,341
0,456
0,715
-0,337
0,516
-0,673
0,400
0,363
-0,641
0,728
-0,577
0,398
-0,406
0,588
-0,442
0,450
0,586
-0,542
0,468
0,496
-0,564
-0,408
-0,443
-0,442
-0,318
-0,812
0,698
0,869
-0,711
0,519
-0,742
-0,467
0,324
0,889
-0,640
-0,526
0,350
-0,359
0,403
-0,306

0,000
0,045
0,003
0,002
0,046
0,002
0,026
0,002
0,000
0,028
0,000
0,000
0,007
0,016
0,000
0,000
0,000
0,008
0,006
0,000
0,003
0,002
0,000
0,000
0,001
0,001
0,000
0,006
0,002
0,003
0,039
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,035
0,000
0,000
0,000
0,021
0,018
0,007
0,048
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Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_151
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_26
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_253
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_32
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_23
Dothideomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_51
Helotiales (interage com) metabolite_41

Helotiales (interage com) metabolite_32

Helotiales (interage com) metabolite_150

Polyporales (interage com) metabolite_151

Polyporales (interage com) metabolite_150

Polyporales (interage com) metabolite_51

Polyporales (interage com) metabolite_32

Polyporales (interage com) metabolite_253

Polyporales (interage com) metabolite_26

Polyporales (interage com) metabolite_41

Cystobasidiales (interage com) metabolite_32

Cystobasidiales (interage com) metabolite_23

Cystobasidiales (interage com) metabolite_51

Cystobasidiales (interage com) metabolite_41

Cystobasidiales (interage com) metabolite_150

Cystobasidiales (interage com) metabolite_26

Sakaguchiales (interage com) metabolite_26

Sakaguchiales (interage com) metabolite_41

Sakaguchiales (interage com) metabolite_51

Sakaguchiales (interage com) metabolite_23

Sakaguchiales (interage com) metabolite_253

Sakaguchiales (interage com) metabolite_150

Sakaguchiales (interage com) metabolite_151

Sakaguchiales (interage com) metabolite_34

Russulales (interage com) metabolite_151

Russulales (interage com) metabolite_32
Cystobasidiomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_151
Cystobasidiomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_34
Cystobasidiomycetes_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_253
Erythrobasidiales (interage com) metabolite_150

Erythrobasidiales (interage com) metabolite_32

Erythrobasidiales (interage com) metabolite_34

Myriangiales (interage com) metabolite_34

Myriangiales (interage com) metabolite_150

Myriangiales (interage com) metabolite_23

Myriangiales (interage com) metabolite_41

Myriangiales (interage com) metabolite_26

Myriangiales (interage com) metabolite_253

Myriangiales (interage com) metabolite_51

Orbiliales (interage com) metabolite_151

-0,775
0,381
0,378
0,436
-0,458
0,392
0,598
-0,406
-0,346
0,305
-0,435
0,578
-0,753
0,411
0,582
0,516
-0,336
-0,855
0,831
0,475
-0,680
0,822
-0,731
-0,661
-0,737
0,459
-0,356
0,450
0,397
-0,443
0,786
-0,759
0,352
-0,867
-0,490
0,564
0,422
-0,434
-0,501
0,510
0,397
-0,501
-0,551
-0,488
-0,583
0,436

0,000
0,011
0,012
0,003
0,002
0,009
0,000
0,006
0,023
0,049
0,003
0,000
0,000
0,006
0,000
0,000
0,028
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,019
0,002
0,008
0,002
0,000
0,000
0,020
0,000
0,001
0,000
0,004
0,003
0,000
0,000
0,008
0,000
0,000
0,001
0,000
0,003
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Orbiliales (interage com) metabolite_34
Orbiliales (interage com) metabolite_41
Orbiliales (interage com) metabolite_150
Orbiliales (interage com) metabolite_51
Orbiliales (interage com) metabolite_26
Orbiliales (interage com) metabolite_32
Dothideales (interage com) metabolite_41
Dothideales (interage com) metabolite_32
Dothideales (interage com) metabolite_26
Arthoniales (interage com) metabolite_51
Avrthoniales (interage com) metabolite_26
Arthoniales (interage com) metabolite_150
Avrthoniales (interage com) metabolite_23
Pezizales (interage com) metabolite_41
Pezizales (interage com) metabolite_51
Pezizales (interage com) metabolite_26
Pezizales (interage com) metabolite_253
Pezizales (interage com) metabolite_151
Ostropales (interage com) metabolite_151
Ostropales (interage com) metabolite_41

Chytridiomycota_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_150
Chytridiomycota_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_32
Chytridiomycota_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_23
Fungi_ord_lIncertae_sedis (interage com) metabolite_253

Fungi_ord_Incertae_sedis (interage com) metabolite_41

Diaporthales (interage com) metabolite_151
Diaporthales (interage com) metabolite_253
Diaporthales (interage com) metabolite_34
Amphisphaeriales (interage com) metabolite_23
Amphisphaeriales (interage com) metabolite_26
Amphisphaeriales (interage com) metabolite_151
Amphisphaeriales (interage com) metabolite_51
Amphisphaeriales (interage com) metabolite_32
Glomerellales (interage com) metabolite_23
Glomerellales (interage com) metabolite_34
Glomerellales (interage com) metabolite_150
Hypocreales (interage com) metabolite_253
Hypocreales (interage com) metabolite_32
Hypocreales (interage com) metabolite_41
Hypocreales (interage com) metabolite_151
Chaetosphaeriales (interage com) metabolite_51
Chaetosphaeriales (interage com) metabolite_26
Chaetosphaeriales (interage com) metabolite_253
Chaetosphaeriales (interage com) metabolite_151
Chaetosphaeriales (interage com) metabolite_23
Xylariales (interage com) metabolite_151

-0,332
0,475
-0,502
0,658
0,678
-0,818
-0,401
0,430
-0,330
0,559
0,528
-0,760
-0,506
-0,389
-0,566
-0,584
-0,491
0,534
0,565
-0,489
-0,310
-0,324
-0,374
0,652
-0,437
0,343
-0,762
-0,644
0,526
-0,331
0,788
-0,325
-0,426
0,309
-0,387
0,593
-0,465
-0,688
0,414
0,466
-0,439
-0,441
-0,346
0,482
0,418
0,329

0,030
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,003
0,031
0,000
0,000
0,000
0,000
0,009
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,001
0,045
0,035
0,013
0,000
0,003
0,025
0,000
0,000
0,000
0,031
0,000
0,034
0,004
0,045
0,010
0,000
0,001
0,000
0,005
0,001
0,003
0,003
0,023
0,001
0,005
0,031
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Xylariales (interage com) metabolite_51
Xylariales (interage com) metabolite_253
Xylariales (interage com) metabolite_26
Xylariales (interage com) metabolite_41
Xylariales (interage com) metabolite_23
Xylariales (interage com) metabolite_150
Trichosphaeriales (interage com) metabolite_23
Mycosphaerellales (interage com) metabolite_151
Mycosphaerellales (interage com) metabolite_32
Mycosphaerellales (interage com) metabolite_150

-0,677
-0,360
-0,685
-0,494
0,360
0,320
0,544
0,615
-0,750
-0,379

0,000
0,017
0,000
0,001
0,018
0,037
0,000
0,000
0,000
0,012

Tabela Suplementar 15. Valores médios e desvio padrdo da porcentagem de inibi¢do dos patégenos Fusarium,
Colletotrichum, Corynespora e Botrytis na presenca de 100 pl de extratos de folhas de Styrax ferrugineus coletadas
sob diferentes adi¢fes de nutrientes ao solo. Tratamentos: controle (C), calagem (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio +
fésforo (NP), fosforo (P) e fungicida Cercobin. Letras diferentes representam diferencas estatisticas, p < 0,05. Anova

One-way.
Tratamento  Fusarium (%)  Colletotrichum (%)  Corynespora (%) Botrytis (%)
Controle 17,0 £ 0,982 5,91 + 6,932 7,05 + 3,362 22,2 +1,05¢
Ca 13,1 +1,502 - 7,27 £ 4,062 5,12 £ 5,302 72,3+ 3,118
N 17,4 + 1,692 -4,95 + 6,432 8,33 £ 5,442 48,8 +3,33°
NP 14,7 +£1,232 8,517,572 2,32 +2312 57,6 + 2,60
P 16,2 + 2,762 -1,63 + 7,832 2,60 £ 2,752 54,1 + 2,70°
Cercobin 13,4 + 2,362 17,2 + 4,602 7,16 + 8,862 32,3+2,28°
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