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RESUMO

O termo "Café especial" refere-se a uma categoria de café de alta qualidade, cultivado e
processado sob padrdes rigorosos para atender a mercados internacionais exigentes. A
qualidade sensorial do café ¢ influenciada por diversos fatores, como o ambiente, a genética da
planta, a microbiota, o manejo e o processo de torra. A microbiota desempenha um papel crucial
em todas as fases da producdo do café, desde o cultivo até a obtencdo do grao seco. Em nosso
estudo, utilizamos técnicas de sequenciamento de DNA e analises de bioinformatica para
investigar a diversidade microbiana no solo e nos frutos das variedades de Coffea arabica
Catuai e Paraiso, coletadas em campos experimentais da Empresa de Pesquisa Agropecudria de
Minas Gerais (EPAMIG), localizados nas cidades de Patrocinio e Sdo Gotardo, na regido do
Alto Paranaiba. Identificamos 9.554 variantes de sequenciamento de amplicons (ASVs)
bacterianas e 4.937 ASVs fungicas. Entre os resultados, destacam-se nove géneros fingicos
principais, incluindo produtores de metabdlitos secundarios como Aspergillus e Fusarium. A
andlise indicou a presenca do género Scedosporium no solo de Patrocinio, sugerindo possivel
contaminagao, além de géneros benéficos como Trichoderma e Humicola. O género bacteriano
Methylobacterium, conhecido por beneficiar o desenvolvimento vegetal, predominou nas
amostras de frutos. Embora tenhamos identificado uma rica diversidade de comunidades
microbianas nas variedades Catuai e Paraiso, as comparacdes entre amostras de solo e frutos
ndo revelaram diferengas estatisticamente significativas, sugerindo que outros fatores podem
estar influenciando a microbiota observada. A presenca de géneros fungicos potencialmente
patogénicos, como Aspergillus e Fusarium, requer atencao devido ao risco de producao de
micotoxinas, enquanto a predominancia de Methylobacterium nos frutos ressalta o potencial de
manipulacdo da microbiota para a melhoria do desenvolvimento vegetal e da qualidade do café.
Estes achados reforgcam a importancia de monitorar e gerenciar a microbiota no contexto da
producao de café especial, visando otimizar tanto a seguranga quanto a qualidade do produto

final.

Palavras-chave: Analise taxonomica. Bioinformatica. Microbioma.



ABSTRACT

The term "Specialty Coffee" refers to a category of high-quality coffee, cultivated and processed
under rigorous standards to meet demanding international markets. The sensory quality of
coffee is influenced by various factors such as the environment, plant genetics, microbiota,
management, and roasting process. The microbiota plays a crucial role in all stages of coffee
production, from cultivation to obtaining the dried bean. In our study, we used DNA sequencing
techniques and bioinformatic analyses to investigate the microbial diversity in the soil and fruits
of Coffea arabica varieties Catuai and Paraiso, collected from experimental fields of the
Agricultural Research Company of Minas Gerais (EPAMIG), located in the cities of Patrocinio
and Sdo Gotardo, in the Alto Paranaiba region. We identified 9,554 bacterial amplicon
sequencing variants (ASVs) and 4,937 fungal ASVs. Among the results, nine major fungal
genera stand out, including producers of secondary metabolites such as Aspergillus and
Fusarium. The analysis indicated the presence of the genus Scedosporium in the soil of
Patrocinio, suggesting possible contamination, as well as beneficial genera such as Trichoderma
and Humicola. The bacterial genus Methylobacterium, known to benefit plant development,
predominated in fruit samples. Although we identified a rich diversity of microbial communities
in Catuai and Paraiso varieties, comparisons between soil and fruit samples did not reveal
statistically significant differences, suggesting that other factors may be influencing the
observed microbiota. The presence of potentially pathogenic fungal genera such as Aspergillus
and Fusarium requires attention due to the risk of mycotoxin production, while the
predominance of Methylobacterium in fruits highlights the potential for manipulating the
microbiota to improve plant development and coffee quality. These findings reinforce the
importance of monitoring and managing the microbiota in the context of specialty coffee

production, aiming to optimize both the safety and quality of the final product.

Keywords: Bioinformatics; Microbiome; Taxonomic analysis.
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1 INTRODUCAO

O café ¢ uma das principais commodities agricolas do mundo, isto ¢, um produto
primario que ¢ comercializado em bolsas internacionais e negociados principalmente com base
em precos padronizados. O café ¢ cultivado em duas espécies principais: O café arabica (Coffea
arabica) e o café canéfora (Coffea canephora). Neste contexto, o Brasil destaca-se como o
principal produtor mundial de café, e de acordo com o monitoramento da safra brasileira de
café realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) em janeiro de 2024,
Minas Gerais desponta como o maior produtor de café arabica do pais. A estimativa da area
total de plantio no estado alcanga 1.526.200 hectares, o que corresponde a mais de 73% da area
agricola nacional dedicada a essa cultivar, resultando em uma producao de mais de 40 milhdes
de sacas. O café figura como um dos principais produtos primdrios exportados pelo Brasil, com
aregido do Alto Paranaiba assumindo o papel de segunda principal produtora dessa commodity
no estado.

Diferente do café commodity, os cafés especiais destacam-se por seus atributos
sensoriais, proporcionando uma experiéncia sensorial Unica e de qualidade superior
(SILVEIRA, et al. 2016). A avaliagdo desses cafés no Brasil ¢ realizada por meio da anélise
sensorial, conhecida como "teste de xicara". A Specialty Coffee Association (SCA) estabelece
critérios especificos para a avaliagdo sensorial, que € realizada por profissionais certificados
conhecidos como “Q-graders”. Essa avaliagdo torna-se mais rigorosa porque esses cafés
possuem qualidade superior ao padrdo de exportacdo, esta leva em consideragdo diversos
aspectos do café, como corpo, aroma e acidez. Os cafés com pontuagdo entre 75 e 79 pontos
sdao considerados commodities, enquanto aqueles com pontuagdo superiores a 80 pontos sao
classificados como cafés especiais (LINGLE, 2001, apud FIGUEIREDO, et al. 2013; SCA,
2024)

Sabe-se que o café ¢ fortemente influenciado por fatores ambientais, como: temperatura,
umidade do solo, incidéncia de radiagdo solar, altitude, micronutrientes disponiveis no solo,
entre outros (BARBOSA, et al. 2012). Também ocorre diferencas relativas ao desempenho da
cultivar utilizada, assim como carga genética e a microbiota componente do local. Existem
também fatores associados ao manejo da cultivar antes, durante e apos a colheita, como a

secagem do grao, a fermentacdo e o armazenamento.
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A microbiota desempenha um papel verdadeiramente vital em todos os estagios da
producdo de café, formando um ecossistema notivel e complexo que abriga uma
impressionante diversidade de espécies microbianas. Essa comunidade de microrganismos esta
presente desde o plantio inicial das mudas de café até as etapas avancadas do processamento,
desempenhando um papel ativo na rizosfera, na endosfera e na filosfera vegetal e exercendo
uma influéncia no desenvolvimento das plantas (LUCACIU, et al. 2019). Os fungos
micorrizicos sdo um exemplo dessa relacdo, eles estabelecem uma relagao simbiotica ficando
nas raizes das plantas, auxiliando de diferentes maneiras na obtencdo de nutrientes e agua e
contribuindo ativamente para o desenvolvimento vegetal (NARANJO-ORTIZ, et al. 2019a).

Além disso, esses microrganismos estao intrinsecamente envolvidos nos proprios frutos
do café durante a fermentagao, exercendo um impacto significativo no resultado do produto. A
principal contribuicdo ¢ realizada na degradacdo da mucilagem, produzindo véarias enzimas,
alcoois e acidos durante o processo de fermentacao, tanto a natural, que acontece durante o
processo de secagem do café¢ no terreiro, quanto a autoinduzida (HAILE, et al. 2019). A
mucilagem ¢ uma substancia gelatinosa, rica em agucares que envolve as sementes de café,
essas condi¢cdes podem fazer com que microrganismos indesejados também se desenvolvam,
podendo comprometer a qualidade final da bebida de café.

Estima-se que apenas uma pequena fragdo dos microrganismos pode ser identificada e
caracterizada por meio dos métodos tradicionais como cultivo em placas, devido as condigdes
seletivas e a composicdo especifica dos meios, entretanto, a abordagem independente de cultivo
oferece acesso a muitas espécies que ainda ndo foram previamente cultivadas ou catalogadas
(TORSVIK, et al., 2002; SCHLOSS, et al., 2004). Neste contexto, metodologias alternativas
para investigar a diversidade microbiana que ndo se apoiam na cultura in vitro, mas sim na
extracdo e sequenciamento de DNA de comunidades microbianas completas foram
desenvolvidas.

Uma das metodologias alternativas € o sequenciamento de nova geracao, € por meio da
abordagem de metabarcoding, € possivel a identificacdo automatizada de multiplas espécies a
partir de uma Unica amostra ambiental contendo DNA, como solo, agua, fruto ou fezes
(TABERLET, et al., 2012). Essa técnica utiliza o chamado "cédigo de barras de DNA", que ¢é
uma regido conservada do DNA entre os dominios, curta e pequenas regides altamente
variaveis, para identificar diferentes microrganismos (FAJARNINGSIH, 2016). Assim, a

identificagcdo de comunidades de microrganismos diversos em amostras ambientais por meio
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de sequenciamento depende da utilizagdo de sequéncias taxondmicas distintivas de alta
qualidade. Essas sequencias devem ser abrangentes o bastante para cobrir um amplo grupo de
taxons, a0 mesmo tempo em que devem gerar amplicons suficientemente variaveis para
distinguir eficientemente entre as espécies presentes na amostra. (OP DE BEECK, et al. 2014).
Exemplos ja bem difundidos de genes alvo para a caracterizagao taxondmica sao 0s
genes ITS "Internal transcribed spacer” e 16S rRNA. O gene ITS, presente no RNA
ribossdmico (rRNA) é composto pelas regides ITS1, 5,8S e ITS2 e ¢ uma regido ndo codificante
altamente polimorfica com comprimento médio de 600 pb e se trata de um conhecido marcador
para caracterizar em nivel de espécie fungos e oomicetos (FAJARNINGSIH, 2016; OP DE
BEECK, ef al. 2014). Ja o gene 16S, ¢ um gene presente na regido codificadora do RNA
ribossomal, e contém nove regides que vao de V1 até V9 que demonstram consideravel
diversidade de sequéncias entre diferentes linhagens e espécies de bactérias (CHAKRAVORTY,
et al. 2007). A sua principal caracteristica € que este gene esta presente em todas as bactérias e
apresenta extrema conservagdo da sequéncia ao longo das geracdes, portanto, ¢ um alvo
universal para identificacao bacteriana (TRINGE & HUNGEHOLTZ, 2008; PATEL, 2001).
Desde a introdug¢do dos primeiros métodos praticos de sequenciamento de DNA nos
anos 70 por Frederick Sanger, houve um rapido aprimoramento na tecnologia, atualmente
existem diversas plataformas que utilizam diferentes tecnologias de sequenciamento. Uma das
mais utilizadas para a analise de microbiota € o sequenciamento de nova geracdao (NGS), que
diferentemente do método desenvolvido por Sanger se baseiam no sequenciamento de milhdes
de pequenos fragmentos de DNA em paralelo (NELSON, ef al. 2017; BEHJATI & PARTEY,
2013). Desta maneira o NGS ficou conhecido como o método “massivamente paralelo”, que
tinha capacidade de gerar dados robustos do sequenciamento na ordem de milhares a bilhdes
de sequéncias simultaneamente (MCCOMBIE, et al. 2019). Existem diferentes tipos de NGS
como ¢ o caso da tecnologia “Illumina”, que imobiliza fragmentos de DNA em uma superficie
em um sequenciamento paired-end (PE) que envolve sequenciar ambas as extremidades dos
fragmentos do gene analisado em forward e reverse, € em seguida, realiza amplificagdo por
PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) em superficie solida, com nucleotideos fluorescentes
resultando em pequenos agrupamentos de fragmentos de DNA idénticos (THOMAS, et al.
2012). A interpretagao bioldgica desse grande volume de dados gerado, requer analises
computacionais sofisticadas, como montagem de sequéncias, agrupamento taxonOmico €

elaboracdo de perfis taxondmicos (SCZYRBA, et al., 2017).
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O arquivo gerado no sequenciamento (read) ¢ do formato “.fastQ”, que ¢ uma extensao
do formato “.FASTA”, comumente utilizado para armazenar sequéncias de nucleotideos em
formato de texto. Esse formato amplia as funcionalidades do tradicional formato FASTA, ao
possibilitar a inclusdao de um fator de qualidade numérica associada a cada caractere na
sequéncia, denominado Phred score (Q) (COCK, et al. 2010). Este parametro de qualidade
varia de 0 a 40, onde quanto mais proximo de 40 estiver o Q do nucleotideo, maior sera a
confiabilidade do nucleotideo e menor a chance de ocorrer inser¢des erroneas (mismatches)
(BOKULICH, et al. 2012).

O processo ideal de analise dos dados de sequenciamento comega com o pré-tratamento
dos dados brutos e o controle de qualidade das leituras geradas (FADIJI, et al. 2020).
Inicialmente, as leituras brutas sdo agrupadas de acordo com o cddigo de barras caracteristico
e tem seus primers removidos.

A partir disso, os dados podem ser agrupados e mesclados para obter sequéncias
representativas, aqui chamadas de amplicon, com a remogao da sequéncia de codigo de barras
€ 0s primers, nesse processo também podem ser removidos os amplicons de baixa qualidade
gerados (LIU, ef al. 2021). Com isso, duas principais abordagens para sele¢do das sequéncias
representativa de alta qualidade pode ser usadas, sdo elas o agrupamento para a formagao das
unidades taxondmicas operacionais OTUs, que sdo sequencias com similaridade acima de um
determinado limite, geralmente definido como 97% (CHIARELLO, ef al. 2022), ou a remogao
de ruido para amplicon sequence variants (ASVs), que tem um limite de similaridade acima
99% em comparagdo com as OTUs, para isso existem varios algoritmos de remocao de ruido e
bancos de dados que podem ser usados para remover o erro associado, um ASV s6 pode ser
formado quando a sequéncia da amostra ¢ comparada com uma sequéncia de referéncia presente
em um banco de dados (CALAHAN. et al. 2016; LIU et al. 2021; WILDING, et al. 2023). Por
fim, € possivel obter uma tabela de recursos quantificando a frequéncia de cada recurso (OTU
ou ASV) em todas as amostras. Além disso, as sequéncias podem ser categorizadas a diferentes
niveis taxondmicos ou at¢ mesmo linhagem, permitindo uma visdo mais abrangente da
composi¢ao da microbiota (LIU, ef al. 2021).

Diversos indices de diversidade realcam a variedade ou uniformidade das espécies em
diferentes graus. O principal objetivo desses indices ¢ oferecer uma medida quantitativa da
diversidade biologica, permitindo comparagdes entre diferentes entidades biologicas ao longo

do tempo ou em diferentes locais (CLARKE, et al. 2001; ORTIZ-BURGOS, 2016).
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Dois principais parametros sdo aplicados para isso: Diversidade alfa (a) e diversidade
beta (B). A diversidade alfa reflete a diversidade microbiana especifica de cada amostra,
incluindo a medi¢do da riqueza (nimero de espécies) e da abundancia (nimero de individuos
por espécie) (LIU, ef al. 2021). O indice de Richness ¢ um dos principais indices usados para
analises de diversidade alfa e se baseia na medicdo total do nuimero de diferentes
microrganismos em uma amostra, contudo, as estimativas de riqueza s3o sensiveis as
proporgdes das espécies na comunidade amostrada (ROSWELL, et al. 2021). Seguido pelo
indice de Shannon, amplamente empregado na comparacdo da diversidade de diferentes
habitats. O indice de Shannon reflete a diversidade e mede a incerteza sobre a identidade das
espécies na amostra, assumindo que os individuos sdo amostrados aleatoriamente de uma
grande populagdo e que todas as espécies estdo representadas na amostra, obtendo uma
estimativa quantitativa da variabilidade e da equidade bioldgica presente na amostra (ORTIZ-
BURGQOS, 2016).

A diversidade beta () mede a dissimilaridade entre as amostras (BOKULICH, et al.
2012; WEIL, et al. 2016). A analise da diversidade beta ocorre ap6s a ordenacao dos dados de
acordo com a diversidade alfa. Para essa analise, ¢ comum utilizar matrizes para ordenar a
distancia entre as leituras, como a analise de coordenadas principais (PCoA), visando obter
representacoes visuais (WEI, et al. 2016; LIU, et al. 2020). As disparidades na diversidade
podem ser avaliadas por meio do método estatistico da anélise de variancia (ANOVA) e analise
de variancia permutacional multivariada (PERMANOVA), conforme abordado por WEI, et al.
(2016).

Nos tltimos anos, tem sido observado um notavel aumento no consumo global de café,
evidenciando uma crescente demanda por essa bebida estimulante e culturalmente significativa
em diversas regides do mundo. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), estima-se que o consumo global de café atingira a marca de 169,5 milhdes de sacas
para o ano de 2024. Diante desse contexto, os objetivos deste estudo visam explorar mais
profundamente a intera¢do entre a microbiota e o café, com foco em identificar os principais
microrganismos presentes no campo, compreender suas fungdes e impactos no

desenvolvimento das plantas e na qualidade final do produto.

2 OBJETIVOS



15

2.1  Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar e caracterizar a microbiota presente e atuante
durante a etapa de cultivo do café das variedades Paraiso e Catuai na regido do Alto Paranaiba,

utilizando métodos moleculares independentes de cultivo e andlises de bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair o DNA das amostras de solo e fruto e enviar para sequenciamento;

e Agrupar as sequéncias de DNA do microbioma do solo e fruto de duas variedades de café
presentes em dois campos experimentais em Amplicon Sequence Variants (ASVs) por meio
do Software R utilizando o pacote DADA2.

e C(lassificar taxonomicamente as ASVs utilizando o banco de dados Silva versdo 138 para
bactérias e UNITE para fungos.

e Identificar e caracterizar os principais géneros de bactérias e fungos presentes na microbiota
do solo e fruto café.

e Analisar e interpretar os resultados com base nos principais géneros microbianos
identificados, comparando a microbiota entre diferentes tipos de amostra (solo e fruto), entre

as variedades (Paraiso e Catuai) e entre diferentes locais (Patrocinio e Sdo Gotardo).

3 MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 4 amostras de solo e 4 amostras de frutos, em triplicata, das
variedades Paraiso e Catuai para a andlise da diversidade microbiana, essas amostras foram
coletadas nos municipios de Patrocinio e Sdo Gotardo, ambos no estado de Minas Gerais,
Brasil. Em Patrocinio, a coleta ocorreu na Fazenda EPAMIG (Latitude: 19°28'04.3"S;
Longitude: 46°17'31.5"W), enquanto em Sao Gotardo, a coleta ocorreu na Fazenda Shimada
(Latitude: 18°59'47.0"S; Longitude: 46°59'02.0"W), ambos sdo campos experimentais da
EPAMIG. As amostras de solo foram coletadas com o auxilio de uma pa de jardinagem e
transferidas para um saco plastico estéril. Foram coletadas amostras em triplicata bioldgica,
cada réplica foi formada por 9 subamostras, provenientes de trés plantas proximas (3

subamostras de cada planta, aproximadamente 100 g cada), coletadas na profundidade de 0 a
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20 cm. Ao final da coleta das 9 subamostras, elas foram homogeneizadas e 200 g da amostra
composta foram transferido para um novo saco plastico estéril. Esse procedimento foi realizado
em trés areas diferentes (sitios de coleta) escolhidos randomicamente dentro do mesmo talhao
(réplica bioldgica), e a cada troca de sitio de coleta o aparato de amostragem foi esterilizado
com alcool 70%. Os frutos foram coletados dos pés de café que o solo também foi padronizando
10 frutos por pé, totalizando 30 frutos por replicata biologica. Os solos e frutos coletados foram
acondicionadas e transportados no gelo até o laboratorio onde foram congelados (-20°C) para

analises futuras.

3.1  Extracido do DNA

O DNA das amostras de solo foi extraido utilizando o kit de extracao e purificagdo da
QIAGEN — DNeasy Power Soil Pro, conforme as orientacdes do fabricante. Ja para o fruto do
café, foi necessario a adaptacdo do protocolo do kit de extragdo de solo, devido a ndo
disponibilidade de um kit de extracao proprio para café. Para o caf¢ foi utilizada uma quantidade
de 5 frutos de café por amostra. Os frutos foram cortados em pedagos menores com o auxilio
de um bisturi estéril, e depois macerados com nitrogénio liquido, esta técnica permite que a
amostra se torne facilmente quebradica e preserva o material genético do calor gerado durante
friccdo, a fim de se obter uma amostra particulada que sera utilizada no kit (BURDEN, 2012).

Foram utilizadas 4 amostras de solo e 4 amostras de frutos, em triplicata, totalizando 24
extragdes ao todo (12 de solo e fruto). O DNA extraido teve sua qualidade analisada em duas
frentes, utilizando eletroforese em gel de agarose horizontal, para verificar possiveis
degradacdes do mesmo durante o processo de extracdo. Com visualizagao das amostras sob luz
ultravioleta no transiluminador. Em seguida foi atestada a eficiéncia da extragdo através da
quantificagdo do DNA, utilizando medidas de absorbancia na regido do ultravioleta de 260 nm

com o aparelho espectrofotometro NanoDrop 2000 da Thermo Fisher.

3.2 Sequenciamento

As amostras de DNA extraidos foram enviadas para sequenciamento parcial dos genes

16s rRNA e ITS, para identificagdo de bactérias e leveduras, realizado em plataforma Illumina

NovaSeq PE250 pela empresa NovoGene America (https://www.novogene.com/us-en/),
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localizada na cidade de Sacramento, Estado da California, Estados Unidos da América.
Utilizando-se de primers universais para a regido V3 e V4 do gene 16S e para a regido ITS1 e
ITS2 no gene ITS (CHAKRAVORTY, et al. 2007; MARTIN, et al. 2005). Como foram
avaliadas duas regides de interesse, uma para bactérias e uma para fungos, ao final foram

obtidos 48 arquivos de sequenciamento fastQ (24 arquivos para cada gene).

3.3 Softwares e recursos

Para o tratamento e analise dos dados, foi utilizado o programa R, com o suporte da
interface RStudio. Essa escolha proporciona um ambiente integrado, flexivel e altamente
eficiente, que facilita o desenvolvimento e execucdo de analises estatisticas e a criagdo de
graficos de forma agil e precisa, permitindo a adi¢do de funcionalidades por meio de diversos
pacotes de extensoes disponiveis na CRAN “Compreensive R Archive Network” (R CORE
TEAM. 2024).

No RStudio, as andlises se iniciaram com o carregamento das principais bibliotecas
necessarias para a analise da microbiota utilizando o comando "/ibrary()". Estas bibliotecas
incluem: dada?2, Phyloseq, mctoolsr, microbiome e Vegan. Além disso, para suportar futuras
manipulagdes, também integraremos as bibliotecas: Biostrings, ggplot2, Knitr, Magrittr,
readxl, dplyr e pairwiseAdonis. Com recursos especificos que complementam as
funcionalidades das bibliotecas principais, fornecendo fung¢des projetadas para facilitar a

manipulacdo dos dataframes de forma pratica e eficiente.

34 Tratamento dos dados

Para uma andlise preliminar inicial dos dados brutos, foi necessario delimitar o diretdrio
de trabalho onde estavam localizados os arquivos de sequenciamento, ja descompactados, e
organizados de maneira ordenada, a fim de facilitar as avaliagdes. Utilizando o comando
“Sort()”, os arquivos foram ordenados com base em um padrdo comum no nome do arquivo
.fastq. No processo de sequenciamento, as leituras foram geradas e identificadas ao final do
nome como " 1" e " 2". Essas identifica¢cdes indicam o sentido do sequenciamento, onde " 1"

corresponde ao primer forward e " 2" ao primer reverse, elucidando a direcao da leitura.
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Com as amostras devidamente organizadas, o comando “plotQualityProfile()” foi
utilizado para gerar uma visualizacdo grafica que nos permite avaliar a qualidade e o ruido
associado a cada sequenciamento. Esse grafico ¢ fundamentado no Phred score de cada
nucleotideo da sequéncia. Para a filtragem, foi estabelecido um valor de Q > 20, para filtrar os
mismatches presentes em cada leitura, com o auxilio do comando “FilterAndTrim()”, as regides
que serdo truncadas da sequéncia, isso €, as sequéncia que nao satisfagam o valor minimo de
Q, serdo removidas, com isso esses erros serdo detectados e tratados de maneira a gerar uma
leitura mais fidedigna as sequencias bioldgicas verdadeiras. (CALAHAN, et al. 2016)

Logo apds, utilizando o comando "learnErrors()", foram estimados os erros de
sequenciamento, visando detectar e corrigir imprecisdes nos ASVs e com o comando
“plotErrors()”, pode-se averiguar a estimativa da frequéncia do erro associado a cada
nucleotideo (NARAYAN, ef al. 2020). Apos a conclusdo desse processo de aprendizagem dos
erros, um algoritmo foi utilizado para realizar inferéncias sobre as amostras. Para isso, foi
empregado o comando "dada()", o qual nos permite fazer dedugdes sobre as amostras com base
nos parametros do modelo de erro desenvolvido e na composi¢ao inferida (CALLAHAN, et al.
2016).

Assim, as fitas forward e reverse foram unidas usando o comando "mergePairs()", o
que proporciona sequéncias completas e livres de ruido, representando tanto as leituras diretas
quanto seus complementos reversos. A partir disso, as sequencias podem ser agrupadas em
ASVs com o comando "makeSequenceTable()", gerando uma tabela de recursos contendo as
contagens e a frequéncia de cada ASV em cada uma das amostras, para posterior analise de
taxonomia. (WEI, ef al. 2016). A presenca das chamadas sequenciais quiméricas formadas pela
unido artificial de partes desconectadas do amplicon, também comprometem a qualidade da
leitura e, portanto, devem ser removidas usando a funcdo “removeBimeraDenovo()”
(CHIARELLO, et al. 2022

Torna-se imprescindivel recorrer a um banco de dados de referéncia para a identificagdo
das sequéncias unicas presentes em cada amostra, visando a sua classificacao a diferentes niveis
taxondmicos. Com o comando "assignTaxonomy()", as sequéncias uUnicas podem ser
devidamente alinhadas ao banco de dados Silva versdo 138.1 para as ASVs de 16S, enquanto
paraas ASVsde ITS, foi utilizado o banco de dados UNITE versao 9.0. Além disso, foi aplicado

o comando "addSpecies()" para obter informagdes de afiliacdo a nivel de espécie, possibilitando
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assim a afiliagdo taxondmica precisa dos microrganismos em questdo (BECKERS, et al. 2017;
CHIARELLDO, et al. 2022).

ApoOs a obtengdao das matrizes resultantes da afiliagdo taxondmica, o comando
"phyloseq()" foi utilizado para gerar um objeto Phyloseq, consolidando e organizando os dados.
Este objeto engloba as sequéncias de nucleotideo fundidas, as ASVs e suas respectivas
associagdes taxondmicas. Em seguida, o comando "write.table()" foi empregado para exportar
os dados em formato de texto separado por tabula¢des. Esses arquivos .txt podem ser
posteriormente convertidos em .xIsx utilizando o Excel, o que facilita a visualizagdo ¢

manipulagdo dos dados.

3.5 Analise dos dados

As andlises dos dados tratados também foram realizadas no R. Com o comando
“load taxa_table()”, os arquivos criados anteriormente foram carregados para as proximas
analises. Assim, com a fungao “plot_diversity()” foi utilizado para plotar os indices de richness
e Shannon em um grafico. Além disso, foi possivel empregar o comando
"summarize_taxonomy()" na variavel para agrupar as ASVs de acordo com diversos niveis
taxondmicos de nosso interesse. Neste caso, optou-se por realizar o agrupamento nos niveis de
filo e género. Dessa forma, podemos utilizar as caracteristicas a serem testadas, que
determinamos no arquivo de mapeamento, juntamente com as varidveis de alinhamento
taxondmico, para gerar diferentes graficos que representam as composi¢des de taxons nessas
condi¢des. Para produzir graficos de calor, empregaremos o comando "plot ts heatmap()",
enquanto para graficos de barras, foi utilizado o comando "plot taxa bars()".

Utilizando os comandos '"calc dm()" e '"calc ordination()", uma matriz de
dissimilaridade da tabela de tixons foi calculada, a partir do indice de Bray-Curtis, para
obten¢do das coordenadas das amostras testadas como pontos em um espago de ordenacao
especifico. Isso permite visualizar esses pontos em graficos, para auxiliar a compreender a
relacdo entre as diferentes amostras. Para isso, foi empregado o método PCoA (Andlise de
Coordenadas Principais) para estimar a distdncia entre as amostras. Em seguida, com o
comando "plot ordination()", uma visualizagdo grafica dos processos anteriormente descritos

foi gerada.



20

Para as analises estatisticas, primeiro foi avaliada a homogeneidade entre as matrizes,
calculando os indices de dissimilaridade utilizando “vegdist()”. Com “anova()”, foi realizado
uma analise de variancia do modelo gerado. Para comparar a dispersao e a homogeneidade entre
os diferentes grupos, o comando “betadisper()” foi utilizado, seguido por um teste de Tukey
com “tukeyHSD()” para comparar as variaveis entre os diferentes grupos. Em seguida, foi

aplicado o teste “adonis2()” para realizar uma PERMANOVA usando matrizes de distancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a conclusdo da etapa de processamento dos dados, foram identificados um total
de 9554 ASVs para o gene 168, relacionado a comunidade bacteriana, e 4937 ASVs para o gene
ITS, associado a comunidade fungica. Foi estabelecido um critério de representatividade
minima de 1% em relacdo a populacao total do grupo taxondmico, somando-se a populacao de
todas as amostras analisadas, para que os dados fossem incluidos nos graficos. Grupos que nao
atendiam a esse critério foram agrupados em uma categoria denominada “Other”. Para
determinar as principais popula¢des predominantes nas amostras analisadas, adotou-se como
critério que esses grupos que apresentam uma representatividade minima de pelo menos 10%
em relagdo a populagdo total em termos relativos em ao menos alguma das amostras, conforme
evidenciado no mapa de calor. Este critério foi selecionado para enfatizar as espécies ou grupos
taxondmicos que exercem uma influéncia significativa na composi¢do geral da microbiota
estudada, permitindo uma analise mais detalhada e relevante das comunidades microbianas

presentes.

4.1  Fungos

4.1.1 Filos flngicos
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Figura 1 - Grafico de barras que representa a distribui¢ao da abundancia relativa dos filos de fungos identificados
nas amostras, classificadas de acordo com diferentes pardmetros: Fazenda (Cat — Catuai; Pat - Patrocinio),

Variedade de café¢ (Par — Paraiso; Sgot - Sdo Gotardo) e Tipo de amostra (Solo e Fruta)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 2 - Mapa de calor que apresenta a distribuicdo dos principais filos de fungos identificados nas amostras em

diferentes parametros, incluindo: Fazenda, Variedade de café e Tipos de amostra
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De acordo com a Figura 2, o grupo "Incertae sedis" representou 11,3% da populacao
total nas amostras de fruto da variedade Catuai colhida em Sao Gotardo. A expressao "Incertae
sedis", ¢ proveniente do latim e significa "assento incerto", ¢ ¢ comumente encontrada em

diferentes niveis da hierarquia taxondmica. Ela ¢ utilizada para designar espécies ou grupos que
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tém uma posi¢ao ainda incerta na classificacdo taxondmica, ou seja, individuos cujo tdxons
ainda ndo foram corretamente definidos (REDELINGS, ef al. 2019)

Também observamos a presenca significativa de ASVs com filos ainda nao
identificados, representados pela sigla "NA". Essas sequéncias ainda nao foram identificadas e,
portanto, sao agrupadas nesse conjunto, embora sejam de origens distintas. Com excecao das
amostras de fruto da variedade Catuai colhida em Patrocinio e de todas as amostras de solo, o
grupo "NA" representou mais de 10% da populacdo total nas amostras de frutos. Isso indica
que, apesar da conhecida maior diversidade microbiana no solo, a nivel de filo, a maior parte

dos organismos nao identificados nas nossas amostras estava presente no fruto.

4.1.1.1 Asmycota

Em todas as amostras, o filo mais abundante foi o dos ascomicetos, representando mais
de 60% da populacao total em cada uma delas. Em particular, nas amostras de solo de
Patrocinio, essa representacao chegou a 90%. O filo Ascomycota representa um dos principais
grupos de fungos existentes na natureza. Morfologicamente caracterizado pela producdo de um
corpo frutifero distintivo, conhecido como ascoma, que contém os esporos (PRIETO, et al.
2013). Em termos de diversidade de espécies, o filo Ascomycota ¢ o maior entre os fungos. Sua
presenca ¢ praticamente ubiqua, podendo ser encontrada tanto em habitats terrestres quanto
aquaticos. Devido ao seu meio de reprodugdo, esses fungos tém a capacidade de se propagar
por uma variedade de meios e de se adaptar a diversos modos de vida, incluindo o parasitismo
oportunista, 0 que torna esses organismos também importantes agentes patogénicos em
diferentes condigdes, tanto para animais como para plantas (MAHARACHCHIKUMBURA, ef
al. 2021). Assim, constatamos que o filo Ascomycota estd amplamente presente e representado
nas diferentes amostras de ITS, tanto em amostras de solo quanto de fruto, bem como entre

diferentes fazendas e variedades.

4.1.1.2 Basidiomycota

Outro filo que se mostrou consideravelmente presente ¢ o filo Basidiomycota, que se

destaca como o segundo filo de fungos mais rico em espécies, com mais de 40.000 espécies ja

descritas (HE ef al., 2022). Entre os diferentes clados presentes em sua linhagem, os
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basidiomicetos apresentam distribui¢des ambientais distintas, podendo estar presente em estado
saprofitos, realizando o papel de degradadores de matéria organica, em relagdo simbiotica na
rizosfera de plantas ou até como parasitas facultativos (NARANJO-ORTIZ, ef al. 2019b; HE,
et al. 2022) A principal caracteristica do grupo ¢, assim como os ascomicetos, a producdo de
células reprodutoras chamadas basidios, que geralmente produzem quatro esporos sexuais
(NARANJO-ORTIZ, et al. 2019b).

Junto, ambos os filos Ascomycota e Basidiomycota, formam o sub-reino Dikarya, seus
membros sdo marcados por um ciclo reprodutivo que inclui fusdo de hifas segmentadas,
produzindo células binucleadas durante o processo, além de apresentarem ergosterol na

estrutura da membrana (NARANJO-ORTIZ, et al. 2019; HE, et al. 2022).
4.1.2 Géneros fungicos

Figura 3 - Grafico de barras que representa a distribuicdo da abundéancia relativa dos géneros de fungos
identificados nas amostras, classificadas de acordo com diferentes parametros: Fazenda (Cat — Catuai; Pat -

Patrocinio), Variedade de café (Par — Paraiso; Sgot - Sdo Gotardo) e Tipo de amostra (Solo e Fruta)
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Figura 4 - Mapa de calor que apresenta a distribui¢do dos principais géneros de fungos identificados nas amostras

em diferentes parametros, incluindo: Fazenda, Variedade de café e Tipos de amostra.
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De acordo com a Figura 4, pode-se observar detalhadamente que a representatividade
das ASVs ainda ndo identificadas ¢ significativamente maior do que qualquer um dos grupos
de ASVs identificados em frutos. Agrupados como "Other" estdo todos os outros diversos ASVs
de géneros distintos que ndo tiveram representatividade acima de 1% da populagao total para
aparecerem no grafico. Portanto, esse agrupamento também demonstra uma grande quantidade
de ASVs. Isso indica uma maior diversificagdo de espécies tanto nas amostras de solo de Sao
Gotardo quanto na amostra de solo da variedade Catuai de Patrocinio. H4 excecdes apenas nas
amostras de solo da variedade Catuai em Patrocinio, que apresentam como populagdo
dominante os fungos do género Scedosporium (45,1%), seguidos por fungos do género
Trichoderma (23,4%). Na amostra de solo da variedade Catuai colhida em S3o Gotardo, a
populagdao dominante ¢ do género Fusarium (21,4%), com baixa presenca de fungos ainda nao

classificados em ambas as amostras.

4.1.2.1 Fusarium

O género fungico mais comum identificado nas ASVs foi o Fusarium, encontrado em
todas as amostras, com uma representacao inferior a 10% apenas nas amostras de frutos da
regido de Sao Gotardo e na amostra de solo da variedade Catuai de Patrocinio. Em todas as
outras amostras, esse género estava presente em mais de 10%, sendo mais abundante nos frutos

da variedade Catuai na regido de Patrocinio, representando 23% da populacdo total de ASVs,
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seguido pelo solo também da variedade Catuai de Patrocinio, compondo 21,4% da populacdo
total de ASVs.

O género Fusarium ¢ comumente encontrado no solo e tem uma distribui¢do global
abrangente, estando presente em diversas regioes ao redor do globo. Esses fungos geralmente
habitam areas onde ha presenca de matéria organica, mas também podem ser encontrados
associados a raizes, plantas em decomposi¢ao, além de ocorrerem no ar, na agua e até mesmo
parasitando insetos (MANDEEL, 2006; NIKITIN, ef al. 2023). De acordo com MANDEEL
(2006) e NIKITIN, ef al. (2023), esses fungos colonizam uma variedade ampla e complexa de
ambientes, influenciando a fun¢do, forma e estrutura dos ecossistemas. A diversidade
taxondmica em diferentes areas ¢ principalmente determinada por fatores climaticos, fisico-
quimicos do solo e tipo de vegetacao.

Para Fusarium e outros fungos, a sequéncia de DNA ¢ mais frequentemente usada para
diferenciar espécies filogenéticas. As diferengas nas sequéncias entre as espécies sao indicativas
do isolamento genético de espécies individuais (MUNKVOLD, et al. 2021). Vérias espécies
dentro deste género exibem variagdes significativas em suas caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e ecoldgicas. Por esse motivo, a andlise da sequéncia de DNA ¢ frequentemente
empregada para distinguir entre as espécies, pois as diferengas nas sequéncias fornecem
indicacdes do isolamento genético entre as espécies individuais (MUNKVOLD, et al. 2021;
NIKITIN, ef al. 2023). Os individuos ndo patogénicos desempenham atividades de controle
bioldgico, competindo por recursos e induzindo resisténcia em espécies patogénicas, o que
beneficia a produtividade das plantas (HARMAN, et al. 2003). Por outro lado, como patdégenos
de plantas, eles sdo responsaveis por problemas como podriddo de raizes e caules, murcha
vascular e decomposicdo de frutas, resultando em significativas perdas econdmicas
(RAMPERSAD, 2020; SERANI, et al. 2007). Ainda, as espécies patogénicas costumam figurar
entre e os principais produtores de micotoxinas, podendo causar multiplas doengas em animais
e terem efeitos fitotoxicos. (MUNKVOLD, et al. 2021; SERANI, et al. 2007).

Além de serem capazes de causar traqueomicose no cafeeiro, pesquisas revelaram que
varias espécies de Fusarium colonizam naturalmente frutos de café em diferentes estagios de
maturacdo (CALDWELL, et al., 2023; SERANI, et al., 2007). Segundo SILVA, et al. (2000),
a ocorréncia desses fungos filamentosos em graos de café esta associada a reducao na qualidade
da bebida. Ja que ele pode causar contaminacdo por micotoxinas em diferentes etapas da

colheita (NIKITIN, et al. 2023; SILVA, et al. 2000). Portanto a presenga desses organismos nas
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amostras observadas pode representar uma futura fonte de contaminagdo e por em risco a

qualidade do café.

4.1.2.2 Scedosporium

Conforme previamente comentado, foi identificado o género Scedosporium como
populacdo predominante em uma das amostras de solo em Patrocinio, representando quase
metade da populacdo fungica identificada nessa amostra. Esse género ¢ composto por fungos
filamentosos saprofitos geralmente encontrados em solos abundantes em nutrientes e com baixa
oxigenagdo, como pantanos, manguezais ¢ fundos de lagoas (CORTEZ, et al. 2008;
ROUGERON, et al. 2018). As espécies de Scedosporium sao comumente encontradas em
climas temperados e menos frequentemente encontradas nos tropicos e sao capazes de tolerar
altas concentracdes de sal, também ha correlagdes da sua presencga e atividade com o aumento
da concentracdo de nitrogénio e a acidifica¢dao do solo (ROUGERON, et al. 2018; MOUHAIJIR,
et al. 2020)

Além disso, diversas espécies de Scedosporium t€m sido historicamente associadas a
locais fortemente influenciados pela a¢cdo humana, sendo possivel encontrar espécies desse
grupo em esgotos, solos industriais e agricolas (ROLLIN-PINHEIRO, et al. 2020). Com isso
bem estabelecido, podemos dizer que a presenga destes microrganismos no solo, podem servir
como um indicador da qualidade desse solo. De acordo com CORTEZ e seus contribuintes
(2008), a recorrente deteccdo de espécies de Scedosporium em solos contaminados e adguas
poluidas, tornou este género em objeto de estudo para a sua aplicagdo como agente de
biorremediacdo. Foi descoberto sobre a bioquimica metabolica desses fungos, que eles sao
capazes de degradar compostos alifaticos e aromaticos, normalmente encontrados em locais
poluidos (ROLLIN-PINHEIRO, ef al. 2020).

No entanto, as espécies de Scedosporium também sdao reconhecidas como agentes
patogénicos com relevancia clinica, estando associadas a uma ampla variedade de doengas em
seres humanos, desde infecgdes superficiais até casos mais invasivos. Os locais mais comuns
de infec¢do flngica por este género incluem seios da face, articulagdes, olhos e, em casos mais
graves, pulmoes e o cérebro (CORTEZ, ef al. 2008). Além disso, a sua parede celular contém
moléculas que desempenham papéis cruciais na viruléncia e patogenicidade, sendo juntamente

com o Aspergillus, um dos géneros de fungos mais frequentemente associados a colonizagao
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fingica em pacientes com fibrose cistica (ROLLIN-PINHEIRO, ef al., 2020). Adicionalmente,
varias infec¢oes locais relacionadas a acidentes, como micetoma subcutaneco, infecgdes Osseas

e articulares, ou ceratite, sao causadas pela inoculagdo traumatica de certos elementos fungicos

(MOUHAUIIR, et al., 2020).

4.1.2.3 Trichoderma

Observou-se uma consideravel presenca de fungos do género Trichoderma nas amostras
de solo da regido de Patrocinio, acompanhando a populacdo de Scedosporium. Esses
microrganismos sao fungos esporulados de vida livre e sio comumente encontrados na rizosfera
em solos agricolas, sendo um importante componente da micoflora, em alguns casos sendo
encontrados também em porgdes pertencentes a filosfera e podendo serem até mesmo
encontrados associados a endosfera, podendo desenvolver-se como organismos endoéfitos
oportunistas (GUZMAN-GUZMAN, et al. 2018).

Sabe-se que no solo, as espécies do género Trichoderma competem por nutrientes com
outros microrganismos. Ao longo da evolucdo, desenvolveram-se uma variedade de
mecanismos que garantem o sucesso desse género nesse cenario, como a producdo de uma
ampla diversidade de substancias antibidticas e o micoparasitismo, onde esses individuos
parasitam outros fungos patogénicos (HARMAN, et al. 2003). Uma vez que atingem um fungo
competidor, hd uma projecdo das suas hifas em torno formando uma estrutura similar a um
involucro, liberando diferentes enzimas degradadoras da parede celular (GUZMAN-
GUZMAN, et al. 2018). Essa capacidade de associagdo as raizes das plantas e enquanto
compete com microrganismos patogénicos, torna o género um importante agente de controle
bioldgico de fungos fitopatogénicos no solo e como produtores de antibidticos para a industria
(DRUZHININA, et al. 2006). Sugerindo uma possivel competi¢do significativa entre os
géneros Trichoderma, Scedosporium, Fusarium, Aspergillus e Humicola no solo das amostras
coletadas em Patrocinio.

Ademais, estes microrganismos também desenvolveram estratégias benéficas de
comunicagdo interespécies através de compostos quimicos, que incluem a secre¢do de
moléculas efetoras e metabdlitos secundarios que alteram a expressdo genica das plantas
habitadas, proporcionando melhora de produtividade e indugao tolerancia aos estresses bioticos

e abidticos (GUZMAN-GUZMAN, et al. 2018; ALFIKY, et al. 2021). No que diz respeito ao
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crescimento das plantas associadas ao Trichoderma, ALFIKY e colaboradores (2021) sugerem
que o efeito pode ocorrer tanto de forma direta, por meio da acdo das moléculas moduladoras
liberadas pelo simbionte, quanto de forma indireta, relacionada a modificagdo do ambiente ao
redor da planta. Essa modificagdo pode envolver a alteracao de parametros fisico-quimicos do

solo, resultando em um aumento da disponibilidade de nutrientes para as plantas.

4.1.2.4 Aspergillus

Foi observado que o género fingico Aspergillus representava 12,9% das ASVs
encontradas nas amostras de solo da variedade Paraiso, na regido de Patrocinio. Embora
também tenham sido encontradas em outras amostras, sua presenca ndo excedeu 10% da
populagdo total. Além disso, nas amostras de solo da variedade Paraiso em Sdo Gotardo,
Aspergillus foi identificado em uma proporcao de 9% das ASVs, permanecendo abaixo do
limite estabelecido de 10%.

Esse género ¢ composto por fungos filamentosos ubiquos, que podem levar diferentes
estilos de vida, como: endofitos, saprofitos e fitopatdgenos oportunistas. (NJI, ef al. 2023). Os
membros desse grupo estdo disseminados em diferentes ecossistemas, numa vasta gama de
zonas ambientais e climaticas, crescendo em plantas, matéria organica em decomposi¢ado, solos
e até mesmo ambientes aquaticos (ABDEL-AZEEM, et al. 2016; PAULUSSEN, et al. 2016).
A presenca de espécies de Aspergillus em diversos ambientes ¢ afetada por varios fatores, tais
como o microclima, a disponibilidade de substratos e a atividade de 4gua, além das complexas
interacdes ecologicas com outros organismos presentes nesses locais, favorecendo cepas mais
patogénicas devido a desafios ecoldgicos. (ABDEL-AZEEM, et al. 2016; PAULUSSEN, ef al.
2016; FRISVAD, et al. 2015). Ha registros de que algumas espécies produzem e secretam uma
grande quantidade de enzimas extracelulares que aumentam sua capacidade de utilizar uma
ampla variedade de recursos organicos, o que pode explicar os diferentes estilos de vida
observado dentro desse genéro, como o mutualismo, o parasitismo e o saprofitismo (POWELL,
et al. 2013). Além disso, os aspergilli produzem esporos que facilmente se espalham pelo ar e
sdo altamente tolerantes ao estresse ambiental.

De acordo com FRISVAD, et al. (2015), as espécies de Aspergillus t€ém caracteristicas
sexuais amplamente diferentes, e sdo quase tao divergentes molecularmente quanto os humanos

sdo dos peixes. Isso fundamenta a falta de caracteristicas comuns para enquadrar esses
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individuos na identifica¢do taxondmica, tornando métodos moleculares com um dos principais
meio de distinguir as espécies atualmente.

Os aspergilli estdo entre os fungos capazes de biossintetizar uma ampla variedade de
metabolitos secundarios estruturalmente heterogéneos, usando para isso substratos como:
aminoacidos, acetil-CoA e malonil-CoA, esses metabdlitos sdo de grande importancia industrial
e terapeutica, como por exemplo antibioticos (SOLTANI, 2016).

Segundo VADLAPUDI e colaboradores (2017), em uma pesquisa que utilizou diversos
bancos de dados para investigar a diversidade de metabolitos secundarios produzidos por varias
espécies de fungos do género Aspergillus, foram identificados 807 metabolitos distintos dentro
deste género. Além disso, este estudo revelou a produgdo de 60 micotoxinas diferentes por 35
espécies de Aspergillus. Desta maneira, isso coloca o género Aspegillus como um dos mais
importantes, devido a muitas espécies estarem entre os maiores produtores de micotoxinas,
estas tendo um sério impacto na satide humana, animal e vegetal. As principais micotoxinas
produzidas pelas espécies de Aspergillus incluem: aflatoxinas, esterigmatocistina, ocratoxinas,
fumonisinas, patulina, gliotoxina e acido ciclopiazonico (VARGA, et al. 2015).

E de conhecimento que espécies produtoras de micotoxinas sio contaminantes naturais
encontrados em diferentes alimentos, e nos graos e nas cerejas de café, ndo é diferente estando
expostos a contaminagdo e consequente colonizagdo por microrganismos durante diferentes
fases de desenvolvimento da planta, até colheita, transporte e armazenamento (VIEGAS, et al.
2017). Apesar disso, foi observado na Figura 4 que o género Aspergillus nao tinha
representatividade significativa nas amostras de fruto, estando concentrados exclusivamente no

solo.

4.1.2.5 Humicola

Outro grupo que se mostrou presente nas amostras de solo de Patrocinio, representando
11,3% da populacao total identificada, foi o género Humicola. Este género foi primeiramente
relatado por Traaen em 1914, e compreende espécies fungicas termofilias conidioforicas, que
geralmente possuem esporos pigmentados e de paredes espessas, podendo ser formadas em
hifas terminais ou laterais (IBRAHIM, et al. 2021; WANG, et al. 2019). Devido a sua
classificacdo desafiadora, o principal método utilizado atualmente para diferenciar espécies

dentro desse género ¢ por meio de métodos moleculares. Isso se deve ao fato de que as espécies
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desse género ndo apresentam caracteristicas especificas que englobem todos os seus membros,
além de alguns individuos serem morfologicamente muito semelhantes (JIANG, et al., 2016).

A maioria das espécies do género Humicola sdo isoladas do solo, embora também
possam ser encontradas em locais abundantes em matéria organica, como materiais vegetais em
decomposi¢do, podendo decompor substratos naturais complexos. (IBRAHIM, et al. 2021).
Também podem ser isoladas de ambientes de habitacdo humana como ambientes residenciais e
até mesmo em animais domésticos (WANG, ef al. 2019). Fora que, algumas espécies
pertencentes a esse grupo sdo micoparasitas que colonizam e invadem as estruturas de
sobrevivéncia ou hifas de outras espécies de fungo, podendo também sendo possiveis de serem
isoladas em amostras pertencentes a outros géneros fungicos (IBRAHIM, et al. 2021). Com
isso as espécies pertencentes a esse grupo demonstram ser um importante agente de controle
bioldgico em plantas pela sua capacidade de antagonizar outros microrganismos no solo e se
apresentam assim como fertilizantes organicos em potencial (WANG, et al. 2019).

Apesar de tudo, ndo hé uma literatura rica e abrangente descrevendo os principais
comportamentos desse género em interagdes no holobionte vegetal. Contudo, o género ¢ alvo
de interesse farmacéutico devido a sua capacidade de produzir compostos bioativos
estruturalmente diversos, como cerebrosideos, terpendides, xantonas, xantoquinonas, entre

outros compostos. (IBRAHIM, et al. 2021).

4.1.2.6 Strelitziana

Ainda nas amostras de fruto da regido de Patrocinio, foi identificado ASVs do género
Strelitziana em ambas as amostras. Esse género fungico ¢ recém-descoberto, sendo
primeiramente descritos em 2006, tendo poucas espécies descritas até o presente momento.
Como resultado, ha pouca literatura disponivel sobre esse género, pois ¢ relativamente novo.
Isso contribui para uma certa incerteza na classificagdo filogenética desses individuos, bem
como nas interacdes ambientais associadas a este género (RANA, et al., 2019).

As caracteristicas morfoldgicas ainda ndo foram totalmente determinadas, entretanto
ZHANG e seus colaboradores (2010), fizeram uma breve descrigdo de algumas caracteristicas
de algumas espécies identificadas, e essas incluem: conidios eretos e solitarios, subcilindricos,

de coloracao marrom-claros e surgem de micélios aéreos e/ou vegetativos.



31

4.1.2.7 Colletotrichum

Foi identificada o género Colletotrichum em ambas as amostras de fruto em Sao Gotardo
e uma populacdo significativa (11,2%) na variedade Catuai em Patrocinio. Este ¢ um amplo
género de fungos ascomicetos, composto por espécies com diversos estilos de vida. No entanto,
ele ¢ predominantemente reconhecido pelas espécies fitopatogénicas endofiticas, apesar de
também englobarem individuos saproéfitos no género, que infectam culturas agronomicas de
grande importancia, resultando em perdas econdmicas significativas em decorréncia da reducao
da produtividade (JAYAWARDENA, ef al. 2016; SILVA, et al. 2020). Muitas das espécies sao
conhecidas por causar diferentes doengas em vérias culturas vegetais ao redor do mundo, como
antracnose e ferrugem, para isso usam diferentes estratégias para invadir o tecido do hospedeiro,
desde uma fase inicial de crescimento dentro das células até uma fase destrutiva fora das células,
formando varias estruturas de infecgdo especializadas e assim afetando uma ampla variedade
de culturas alimentares e ornamentais (PERFECT, et al., 1999). Ademais, a presenca de uma
ampla variedade de espécies de Colletotrichum como parasitas endofitos aumenta a
complexidade na compreensdo da especificidade do hospedeiro (CANNON, et al., 2012).
Sendo relatado por JI e seus colaboradores (2022), a presenga e a manifestacdo da infeccao
desses fungos em muitas plantas da familia Rosaceae, variam desde podridao pos-colheita de
frutos e mancha foliar a desfolha prematura, além disso a ndo manifestagdo em plantas

assintomaticas ¢ um dos principais responsaveis pela propagacao dessa praga.

4.1.2.8 Geastrum

Nas amostras de solo da regido de Sdo Gotardo foi identificado fungos do género
Geastrum, tendo uma populacdo relevante na variedade Catuai (10,1%). Fungos pertencentes a
este género, ja foram descritos em todos os continentes do mundo. Tendo as caracteristicas
fisico-quimicas do solo como fatores determinantes na diversidade e distribui¢ao das espécies,
apresentando capacidade de colonizar uma ampla variedade de ambientes, sendo
costumeiramente encontrado em locais ricos em material vegetal em decomposi¢do, como
hiimus da floresta e pastagens (TRIERVERLER-PEREIRA, ef al. 2014; SANTANA, et al.
2020; WANG, et al. 2023). A principal caracteristica morfoldgica desse grupo ¢ o seu

exoperideo com estrutura em forma similar a de uma estrela, com raios curvados para tras que
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abrem um espago ao redor do endoperidio (KARUN, ef al., 2014). Além de desempenharem
um papel na decomposicao de matéria organica esses individuos também sdo capazes de formar
associacdes micorrizicas benéficas para as plantas, sendo inclusive empregados devido a
capacidade de aumentar a absor¢ao de nutrientes pelas raizes no solo (SANTANA, et al., 2020;
WANG, et al. 2023). De maneira oposta, aos fungos do género do Scedosporium esses

microrganismos podem servir como um bom indicador de qualidade do solo.

4.1.2.9 Cladosporium

Identificados em ambas as amostras de fruto de S3o Gotardo, representando 12,4% da
populacdo total para a variedade Paraiso ¢ 16,2% para a variedade Catuai. As espécies
pertencentes ao género Cladosporium tém uma distribui¢do global e sdo encontradas em uma
variedade locais, sendo um dos agrupamentos flingicos mais abundantes no ar e sendo
frequentemente isolados de materiais organicos (BENSCH, et al., 2012). Certas espécies podem
atuar como patdégenos em vdrias culturas, podendo colonizar lesdes foliares como invasores
secundarios, muitas vezes causadas por fungos patogénicos de plantas e, causando uma ampla
gama de doengas em plantas de significancia econdmica, que frequentemente recebem nomes
diversos de acordo com os sintomas observados na planta (OGOREK, etal.,2012; BENSCH,
et al., 2012). Essas espécies também sdao reconhecidas como micoparasitas. Recentemente,
PEREIRA, et al. (2024) identificaram a presenca de diversas espécies de Cladosporium em
folhas de café infectadas pela ferrugem-do-cafeeiro (Hemileia vastatrix), evidenciando a
atividade parasitaria de diferentes microrganismos desse género em um dos principais
patogenos do café. E importante destacar que a ferrugem é uma das principais ameacas a
producdo global de café, resultando anualmente em perdas econdmicas significativas. Além

disso, seu controle representa um desafio consideravel para os produtores.

4.1.3 Diversidade alfa de fungos
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Figura 5 - Indice de Richness para fungos, classificado por Fazenda, Variedade de Café e Tipo de Amostra
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De acordo com o indice de riqueza (Figura 5), as amostras de solo exibiram um maior
nimero de ASVs, indicando uma maior variedade de espécies em comparagdo com as amostras
de fruto. A amostra que apresentou a maior riqueza de espécies foi a amostra de solo da
variedade Catuai de S3o Gotardo, com uma média de 694 ASVs por amostra. Por outro lado, a
amostra de fruto da variedade Paraiso, também de Sdo Gotardo, demonstrou a menor riqueza.
Esses resultados revelam uma tendéncia em que as amostras de fruto tendem a ter menos de
250 ASVs, enquanto as amostras de solo possuem mais de 400 ASVs, ou seja, possuem maior

riqueza de espécies.

Figura 6 - Indice de Shannon para fungos, classificado por Fazenda, Variedade de Café e Tipo de Amostra
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Conforme evidenciado pelo indice de Shannon (Figura 6), a média da complexidade do
microbioma em ambas as amostras de solo de Sdo Gotardo € superior a 4, indicando uma maior
diversidade de espécies e um maior numero de espécies raras. A amostra de solo da variedade
Paraiso de Patrocinio apresenta um valor médio ligeiramente inferior, em torno de 3,9. Por outro
lado, ambas as amostras de fruto de Patrocinio exibem uma diversidade superior a 3, superando
até mesmo a amostra de solo da variedade Catuai. Esses resultados sugerem que a complexidade
do microbioma na amostra de solo da variedade Catuai ¢ relativamente baixa em comparagao
com as outras amostras de solo. Essa interpretacao esta alinhada com as observagdes feitas no
mapa de calor (Figura 4), no qual foi constatado que aproximadamente 60% da populacao

fingica era composta por apenas dois géneros.

4.1.4 Diversidade beta de fungos

Figura 7 - Grafico de PCoA (Analise de Coordenadas Principais) da Diversidade Beta para fungos: Comparagao
entre Solo e Fruto por Fazenda/Variedade de Café
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O teste de PERMANOVA aplicado a nossa matriz de distancias revelou um valor de p
> 0,05 ao comparar as categorias de Fazenda/Variedade. No entanto, ao se considerar o tipo de
amostra (solo e fruto), obteve-se um valor de p = 0,001, indicando uma diferenca
estatisticamente significativa entre ambos os ambientes. Esses resultados sugerem que a maior
disparidade entre os parametros testados esta relacionada ao tipo de amostra, evidenciando uma

distin¢do estatistica na composi¢ao fungica entre os diferentes tipos de amostra.
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Figura 8 - Grafico de PCoA (Analises de Coordenadas Principais) da Diversidade Beta para fungos: Analise
Abrangente com comparagdo entre todos os pardmetros: Tipos de Amostra, Fazenda e Variedade de Café
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na analise da matriz de distancia, que compara todas as variaveis testadas (Figura 8),
observa-se uma clara distin¢do entre as diferentes amostras, com as triplicatas agrupadas muito
proximas na matriz de distancia de PCoA. No entanto, na analise estatistica por PERMANOVA,
constatou-se que o valor de p > 0,05 estava presente em todas as comparacdes possiveis. Isso
sugere que, apesar do claro distanciamento na matriz de dissimilaridade, ndo héa diferenca
estatisticamente significativa entre amostras especificas quando consideramos todos os

parametros avaliados.

4.2 Bactérias

4.2.1 Filos bacterianos
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Figura 9 - Grafico de barras que representa a distribuicao da abundancia relativa dos filos de bactérias identificados
nas amostras, classificadas de acordo com diferentes parametros: fazenda (Cat — Catuai; Pat - Patrocinio),

variedade (Par — Paraiso; Sgot - S0 Gotardo) e tipo de amostra (Solo e Fruta)
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Figura 10 - Mapa de calor que apresenta a distribui¢do dos principais filos de bactérias identificados nas amostras

em diferentes parametros, incluindo: Fazenda, Variedade de café e Tipos de amostra
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Fonte: Elaborado pelo autor

De acordo com a Figura 10, foram identificados trés filos principais acima do limite
minimo estabelecido em qualquer uma das amostras. Nas amostras de fruto, o filo predominante
foi o Proteobacteria, representando mais de 75% da populagao em todas as amostras, chegando
a 90% na amostra de fruto da variedade Paraiso de Sao Gotardo. Em seguida, o filo

Actinobacteria representou mais de 10% da populacdo em quase todas as amostras, exceto
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naquela em que as proteobactérias representaram 90%, onde as Actinobactérias ficaram abaixo
de 10%. O filo Chloroflexi estava subrepresentado nas amostras de fruto, e em nenhuma das
amostras chegou a representar ao menos 1% da populacao.

Para as amostras de solo, os trés filos estavam presentes, com Actinobacteria e
Chloroflexi sendo os mais abundantes. Nas amostras de solo, as Actinobactérias representaram
mais de 40% da populagdo em todas as amostras, enquanto o Chloroflexi teve uma
representacdo acima de 30% em todas as amostras de solo de Patrocinio e na amostra da
variedade Catuai de Sao Gotardo, representando menos de 30% apenas na amostra da variedade
Paraiso de Sdo Gotardo (23,3%). Apesar de serem predominantes nas amostras de fruto, as
proteobactérias também tiveram uma representacao significativa na microbiota do solo, exceto
na amostra de solo de Patrocinio da variedade Paraiso, representando mais de 10% da

comunidade em todas as outras amostras de solo.

4.2.1.1 Proteobacteria

Dentre todos os filos identificados pelas anélises (Figura 12), o mais significativo foi o
das proteobactérias, encontrado em todas as amostras. O filo Proteobacteria ¢ uma das maiores
divisdes dentro dos procariontes e ¢ amplamente conhecido como o filo mais ubiquo e
predominante nos ambientes naturais, ainda sdo reconhecidos como o maior filo dentro do
dominio das bactérias, sendo também predominantes em locais frequentemente afetado por
atividades antropicas (LEAO, et al. 2022; RIZZATTI, et al. 2017; GUPTA, 2000). Entre as
amostras avaliadas, as proteobactérias representaram mais de 10% da populagao total em todas
as amostras, com excecao da amostra de solo colhida em Patrocinio da variedade Paraiso, que
apresentou uma representacdo abaixo do limite estabelecido. Destaca-se ainda que essas
bactérias foram mais abundantemente encontradas nas amostras de frutos, representando mais
de 75% da comunidade total em todas as amostras.

Inicialmente descritos por STACKEBRANDT, et al. em 1988, esse filo foi agrupado
com base em uma caracteristica comum: sua colora¢do gram-negativa roxa, resultante da
presenca de lipopolissacarideos na membrana externa. Foi proposta a nomenclatura
Proteobacteria para o grupo, inspirada em Proteus, o deus grego capaz de assumir diversas
formas, remetendo assim a uma das principais caracteristicas desse grupo, sua grande

diversidade morfologica. Devido a incerteza do parentesco dos membros e a falta de
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caracteristicas comuns, o “Comité Internacional de Bacteriologia Sistemdtica” posteriormente
decidiu renomear o filo Proteobacteria, e este é atualmente conhecido como Pseudomonadota,
tendo o seu designio anterior utilizado muitas vezes como sindnimo (GUPTA, 2000). Este filo
¢ subdividido em diversos grupos como por exemplo: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gamaproteobacteria, Zetaproteobacteria, entre outros (RIZZATTI, et al. 2017). A grande
diversidade de caracteristicas dentro deste filo levou a estabelecimento de suas divisdes
principalmente por meio da investigacdo do parentesco molecular entre seus diferentes
componentes (RIZZATTI, et al. 2017). Com isso, o filo Pseudomonadota se destaca por sua
complexidade e importancia bioldgica, incluindo diversos patdgenos humanos, animais e
vegetais, bem como patdgenos oportunistas, além de cepas de microrganismos que podem
resistir aos tratamentos antibacterianos atualmente disponiveis (LEAO, et al. 2022; GUPTA,

2000).

4.2.1.2 Actinobacteria

O filo das actinobactérias destacou-se como o grupo predominante nas amostras de solo,
representando mais de 40% da populagao total identificada em todas as amostras. Além disso,
também estdo significativamente presentes nas amostras de frutos, ficando apenas atras do filo
das Proteobactérias em termos de abundancia. Apenas a amostra de fruto da cultivar Paraiso,
de Sao Gotardo, ndo atingiu o limite minimo de 10% de representagdo da populagao total.

O filo Actinobacteria ¢ um dos maiores e mais antigos filos dentro do dominio de
bactérias, o filo € composto principalmente por bactérias gram-positivas com alta constitui¢ao
de guanina e citosina no material genético, este constitui um dos maiores filos dentro do reino
das bactérias (LAWSON, 2018; VERMA, et al. 2013; GOHAIN, et al. 2020). Seus membros
variam de organismos anaerobicos e unicelulares a linhagens aerdbicas, filamentosas,
formadoras de micélio, e formadoras de esporos (LEWIN, et al. 2016). Convencionalmente,
pensava-se que eram um grupo intermediario de fungos e bactérias, mas posteriormente os
taxonomistas os alocaram no dominio das bactérias devido as suas propriedades unicas
(GOHAIN, et al. 2020).

Entre seus pares € possivel encontrar organizacdes distintas para o material gndmico,
tendo a presenca de genoma circular em alguns membros € do genoma linear em outros.

(VERMA, et al. 2013). As actinobactérias demonstram uma vasta diversidade de caracteristicas
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morfologicas, fisiologicas e metabolicas, resultado de sua considerdvel heterogeneidade
genomica (GOHAIN, et al. 2020). Por essa razdo, o gene 16S tem sido fortemente utilizado
para determinar as afiliagdes taxonomicas e avaliar o grau de proximidade filogenética entre os
membros desse grupo (VERMA, et al. 2013)

Como microrganismos de vida livre, s3o abundantes em ambientes de solo, sendo este
o habitat com maior diversidade, especialmente aqueles com pH mais elevado, e em
ecossistemas marinhos (LEWIN, et al. 2016). O faixa de pH ideal para o crescimento de
actinobactérias varia de pH 6,0 a pH 9,0 (GOHAIN, et al. 2020). Isso refor¢a a maior presenca
e distribuicao desses organismos em nossas amostras.

Outros fatores fisico-quimicos, também afetam a diversidade e densidade populacional
desses individuos em seus habitats, como: temperatura, pH, umidade do solo. Tendo a umidade
como um dos fatores mais determinantes para o crescimento de actinobactérias (LEWIN, ef al.
2016). Adicionalmente, as Actinobactérias estdo intimamente ligadas as plantas, tanto na
rizosfera quanto como endoéfitos, sendo mais diversificadas em ambientes tropicais (QIN, et al.
2019; LEWIN, et al. 2016).

De acordo com LEWIN, ef al. (2016), as associagdes mais bem definidas entre plantas
e Actinobactérias incluem a relagdo simbiotica entre bactérias fixadoras de nitrogénio e plantas
actinorrizicas, facilitando a colonizacao precoce das plantas durante a sucessao primaria. Além
disso, ha a contribuicao das bactérias na inibi¢do de agentes patogénicos por meio da produgao
de metabolitos secundarios, induzindo a supressdo desses agentes ao ativar o sistema

imunologico das plantas.

4.2.1.3 Chloroflexi

O filo Chloroflexi ¢ o segundo filo mais abundante nas amostras de solo, representando
mais de 20% da populagdo total em todas as amostras. Porém, este filo esta sub representado
nas nossas amostras de fruto, representando em todas as mostras menos de 1% da populagao
total. Assim, como outros filos bacterianos, os membros desse filo estio amplamente
distribuidos e sdo encontrado em uma variedade de habitats, com uma abundancia comparavel
a do filo Proteobacteria (YAMADA, et al., 2009). Embora ndo possuam as estruturas de

membrana tipicas do grupo, o filo Chloroflexi ¢ geralmente composto por bactérias filamentosas
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gram-negativas, e possui uma ampla diversidade de morfologias e fungdes ecologicas
(SUTCLIFFE, 2010; SPIERS, et al. 2015; WARD, et al. 2019).

Os membros desse filo sdo notavelmente abundantes nos mais diversos ambientes
anaerdbicos, além de também habitarem ambientes extremos como fontes termais (WARD, et
al. 2019; SPEIRS, et al. 2015). Ambientes ricos em moléculas inorganicas, como monoxido de
carbono e hidrogénio, provenientes de fontes geotérmicas e atmosféricas, tendem a ser
propicios para o crescimento destes individuos (ISLAM, et al. 2019). O filo Chloroflexi se
destaca também pela capacidade dos seus membros de apresentarem um metabolismo
anaerobio facultativo versatil, conferindo-lhes uma vantagem competitiva em relacao a outros
organismos em ambientes extremos (PETREGLIERI, et al. 2023). Os Chloroflexi que nao
habitam locais tdo extremos sdo conhecidos por degradar polimeros complexos como
carboidratos e aminodcidos (PETRIGLIERI, et al. 2023). Os Chloroflexi também sao
encontrados em abundancia em ecossistemas anaerdbicos fortemente influenciados pela agao
humana (YAMADA, et al. 2009).

Segundo WEST-ROBERTS, et al. (2021), o filo Chloroflexi foi dividido em varios
subgrupos com base em estudos de crescimento em meio de cultura, incluindo Cloroflexia,
Dehalococcoidia, Ktedonobacteria, Thermoflexia entre outros. Apesar de ocuparem o mesmo
filo, cada subgrupo apresenta uma particularidade inica que os subdividem entre si, e geram
vantagens ecoldgicas distintas, por exemplo: temos redutores de haloalcanos na classe
Dehalococcoidia, formadores de esporos na classe Ktedonobacteria, e fotossintetizantes na
classe Cloroflexia e termofilicos na classe Thermoflexia (WEST-ROBERTS, et al. 2021). Isso
permite os membros desse grupo ocuparem os mais diversos nichos ecoldgicos, tornando este

um dos mais bem sucedidos grupos bacterianos.

4.2.2 Géneros bacterianos
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Figura 11 - Gréfico de barras que representa a distribuicdo da abundancia relativa dos géneros de bactérias
identificados nas amostras, classificadas de acordo com diferentes parametros: Fazenda (Cat — Catuai; Pat -

Patrocinio), Variedade (Par — Paraiso; Sgot - Sdo Gotardo) e Tipo de amostra (Solo e Fruta)
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Figura 12 - Mapa de calor que apresenta a distribui¢do dos principais géneros de bactérias identificados nas

amostras em diferentes pardmetros, incluindo: Fazenda, Variedade de café e Tipos de amostra
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.2.1 Methylobacterium

O grupo bacteriano mais proeminente em todas as amostras de fruto foi o das
metilobactérias, representando mais de 60% da populacdo em cada uma delas. O género

Methylobacterium foi proposto por PATT, et al. (1976) e € composto por bactérias Gram-
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negativas pertencentes a familia Alphaproteobacteria. E um género de bactérias onipresentes
na natureza e sao comumente encontrados na atmosfera, no solo ¢ no filosfera (VERDE, et al.
2016). Bactérias pertencentes a esse gé€nero podem crescer de forma heterotréfica, usando
compostos organicos simples que contenham um ou mais atomos de carbono (PATT, et al.
1976). Com isso, a maioria dos membros do género Methylobacterium sao denotados como
individuos metilotréficos facultativo (ZHANG, et al. 2021).

O género Methylobacterium ¢ um dos principais componentes dos microbiomas
vegetais, onde alguns podem produzir substancias benéficas para a plantas (ZHANG, et al.
2021; VERDE, et al. 2016). Pode interagir com as plantas de diversas maneiras, estando
presente em todas as areas componentes do holobionte vegetal, tanto na rizosfera, habitando o
solo em que a planta se encontra, como na superficie das plantas e endéfitos habitando dentro
da planta, conforme descrito por ZHANG, ef al. (2021). De acordo com WELLNER e seus
colaboradores (2011), a diversidade e o nimero de individuos do género Methylobacterium sao
influenciados principalmente pelas espécies de plantas e pelo ambiente, o que indica uma
adaptagdo de espécies para plantas especificas

Apesar de existirem na rizosfera, podendo fixar nitrogénio e solubilizar elementos como
fosforo e ferro que beneficiam o desenvolvimento vegetal, a diversidade da comunidade
Methylobacterium no solo € influenciada pelo proprio desenvolvimento das plantas (ZHANG,
etal. 2021; VERDE, et al. 2016). Foi relatado que esses individuos preferem habitar a filosfera,
sendo atraidos pelo fluxo de compostos carbdnicos simples que passam pelos estdmatos, o que
pode resultar na formacdo de um biofilme bacteriano que protege a folha contra a exposi¢ao
direta aos raios solares e o estresse hidrico (ZHANG, et al., 2021). Refor¢cando assim a
predominancia populacional desse género em nossas amostras de fruto.

Os membros deste género sdo frequentemente encontrados vivendo como endoéfitos
(ARDANOV, et al. 2012). Nessa condigdo, produzem auxinas e citocininas, hormonios vegetais
que estimulam a divisdo celular ou o alongamento das plantas (KUMAR, et al. 2016),
resultando no aumento da germinacao das sementes, expansao da area foliar, crescimento em
altura e nimero de entrends (ZHANG, ef al. 2021). Além disso, contribuem para a resisténcia
das plantas contra varios tipos de estresses bidticos e abidticos, como exposi¢do a metais no
solo (ARDANOV, et al. 2012). Por fim, existem poucos relatos de doencas em seres humanos
causadas por espécies de Methylobacterium, sugerindo uma baixa patogenicidade para os

humanos (TRUANT, et al. 1998).
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4.2.3 Diversidade alfa de bactérias

Figura 13 - Indice de Richness para bactérias, classificado por Fazenda, Variedade de Café e Tipo de Amostra
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Fonte: Elaborado pelo autor

Como esperado, a analise taxondmica revelou um niimero significativamente maior de
ASVs associadas ao solo, conforme ilustrado na Figura 13. Conforme destacado por BARUCH,
et al. (2021), as bactérias assumem um papel central no microbioma do solo, influenciando uma
variedade de parametros, como diversidade de espécies, interacdes ecoldgicas etc. Enquanto as
amostras de solo exibiram mais de 1400 ASVs identificadas, as amostras de fruto apresentaram
menos de 250 ASVs por amostra. Essa discrepancia evidencia a predominancia das bactérias

no solo em termos de riqueza.

Figura 14 - indice de Shannon para bactérias, classificado por Fazenda, Variedade de Café e Tipo de Amostra
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O indice de Shannon (Figura 14) reitera os resultados observados na Figura 13,
destacando a complexidade da microbiota bacteriana no solo para ambas as variedades em
ambas as fazendas. Todas as amostras de solo analisadas apresentaram um indice de Shannon
acima de 6, indicando uma diversidade consideravel de espécies. Apesar de conterem menos
ASVs em comparacdo com as amostras de solo, tanto as amostras de fruto de Patrocinio quanto
a amostra de fruto da variedade Catuai de S3o Gotardo registraram um indice de Shannon acima
de 2,5. A amostra da variedade Catuai de Patrocinio, em particular, registrou o maior indice de
Shannon (3,19), enquanto a amostra da variedade Paraiso de Sdo Gotardo apresentou a menor
complexidade (2,24), sugerindo uma menor diversidade de espécies. Esse resultado ¢
corroborado pelo mapa de calor de géneros para bactérias (Figura 12), que revelou apenas dois
géneros representando mais de 80% da populacdo total para essa amostra, indicando uma baixa
diversidade e uma alta dominancia.

E interessante observar que o mapa de calor (Figura 12), também valida nossos
resultados para o solo, onde uma parcela significativa da populacao ¢ agrupada como "Other",
representando diversos géneros distintos com uma presenga inferior a 1% da populacio,

sugerindo a presenca de espécies raras nas amostras de solo.

4.2.4 Diversidade beta de bactérias

Assim como observado para os fungos, a ANOVA revelou um valor de p > 0,05 para os
parametros fazenda e variedade. No entanto, para o tipo de amostra, o valor de p observado foi
de 1,12x10°"?, indicando uma diferenca estatisticamente significativa entre os tipos de amostra
para as bactérias. Isso sugere que as populagdes bacterianas em amostras de solo e fruto sao

distintas entre si, conforme evidenciado pela anélise estatistica.
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Figura 15 - Grafico de PCoA (Anaélise de Coordenadas Principais) da Diversidade Beta para bactérias: Comparacao

entre Solo e Fruto por Fazenda/Variedade de Café
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Fonte: Elaborado pelo autor

Assim como para fungos, o teste de PERMANOVA aplicado a nossa matriz de distancias
revelou um valor de p > 0,05 ao compararmos as categorias de Fazenda/Variedade, indicando
que nao ha diferenga estatisticamente significativa esses dois parametros. No entanto, ao
considerarmos o tipo de amostra (solo e fruto), obtivemos um valor de p = 0,001, evidenciando
uma diferenca estatisticamente significativa em ambos os ambientes, € possivel observar essa
distingdo entre o tipo de amostra na Figura 15. Esses resultados destacam que a maior
disparidade entre os pardmetros testados esta relacionada ao tipo de amostra, sugerindo uma
distingdo estatistica na composi¢do do microbioma para bactérias entre os diferentes tipos de

amostra analisados.
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Figura 16 - Grafico de PCoA (Analises de Coordenadas Principais) da Diversidade Beta para bactérias: Analise

Abrangente com comparagdo entre todos os pardmetros: Tipos de Amostra, Fazenda e Variedade de Café
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na andlise da nossa matriz de distancia, que compara todas as variaveis testadas (Figura
8), examinamos a significancia estatistica das diferencas entre as amostras em relacdo a uma
série de parametros por PERMANOVA. Observou-se que o valor de p foi consistentemente
maior que 0,05 em todas as comparacdes possiveis, resultado similar ao encontrado na nossa
matriz de distincia para fungos. Esse resultado sugere que assim como em fungos, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre amostras especificas quando consideramos todos

os parametros avaliados.

5 CONCLUSAO

Neste estudo, empregamos marcadores genéticos especificos (16S e ITS) para
caracterizar o microbioma presente em amostras de solo e frutos de C. arabica, das variedades
Paraiso e Catuai, coletadas em fazendas nas regides de Patrocinio e Sdo Gotardo, ambas na
regido do Alto Paranaiba. A utilizagdo de técnicas avancadas de sequenciamento de DNA e
ferramentas de bioinformatica permitiu-nos explorar microrganismos que nao seriam
detectaveis por métodos tradicionais de cultivo. Contudo, a falta de taxonomia para a maioria
das linhagens ndo cultivadas limita nossa capacidade de estudar os organismos em niveis
taxondmicos mais baixos (PETRIGLIERI, et al. 2023). Esta limita¢ao torna-se um desafio ao
tentar realizar a identificacdo em diferentes niveis taxondmicos, especialmente a nivel de

espécie, devido a escassez de identificadores em bancos de dados atualizados, resultando na



47

classificagdo de muitas leituras como "Incertae sedis" ou "NA", principalmente para bactérias,
onde apenas um género foi identificado em grande parte da populagdo.

No que diz respeito ao gene ITS, identificamos nove géneros fungicos distintos. Dentre
os diversos géneros, destacam-se aqueles reconhecidos por sua capacidade de produzir uma
ampla variedade de compostos metabodlicos, tais como micotoxinas € enzimas essenciais para
interagdes mutualisticas e parasiticas. Aspergillus e Fusarium s3o exemplos notaveis, os quais
sdo foram identificados predominantemente no solo. A presenga de Fusarium e Aspergillus
pode representar uma preocupagdo, pois as micotoxinas que esses géneros produzem, podem
representar possiveis fontes de contaminagao durante processamento € assim comprometer a
qualidade final do café. Porém, diferentes espécies dentro desses géneros podem estabelecer
relacdes benéficas na rizosfera, parasitando insetos, produzindo compostos metabdlicos
benéficos para as plantas e competindo com diferentes microrganismos no solo. Com isso, ndo
¢ possivel determinar o tipo de relacdo estabelecida na rizosfera, j4 que ndo ¢ possivel
determinar as espécies presentes nas amostras.

Além disso, identificamos o género Scedosporium em amostras de solo de Patrocinio,
associado historicamente a solos contaminados por atividades humanas, sugerindo uma
possivel baixa qualidade do solo nessa regido. Também encontramos o género Colletotrichum,
causador de diversas doengas em plantas. Embora ndo haja relatos estabelecendo sua interagao
com C. arabica, sua ampla variedade de espécies e complexidade na interacdo parasita-
hospedeiro sugerem a possibilidade de atividade prejudicial a planta. Por outro lado,
identificamos géneros fungicos benéficos, como Trichoderma, Geastrum, Cladosporium e
Humicola, conhecidos por promover o desenvolvimento saudéavel das plantas, competindo por
nutrientes com patogenos e exercendo controle bioldgico sobre doencas. A fazenda de
Patrocinio ¢ um conhecido campo experimental da EPAMIG, entdo podemos supor que a
discrepancia observada nos resultados para fungos observados nessa fazenda possa ser atribuido
a algum experimento que estava sendo realizado a época em que foi coletada as amostras.

Para o gene 1685, identificamos trés filos bacterianos diferentes, com destaque para o
género Methylobacterium, associado ao desenvolvimento vegetal saudavel, predominante em
amostras de frutos. No entanto, a analise das ASVs em amostras de solo revelou uma
predominancia de leituras classificadas como "NA", especialmente nos filos Actinobacteria e
Chloroflexi. Por fim, através da andlise estatistica concluimos que o tipo de amostra foi o

parametro que apresentou a maior diferenca estatistica entre as amostras, tanto para bactérias
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quanto para fungos, indicando uma clara distingdo na composi¢ao microbiana entre o solo e os

frutos.
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