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RESUMO

PRATES JUNIOR., Paulo, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2014.
Comunidade de fungos micorrizicos arbusculares em diferentes sistemas de
manejo do cafeeiro. Orientador: Eduardo de S& Mendonca. Coorientadores: Maria
Catarina Megumi Kasuya e Raphael Braganca Alves Fernandes.

A agroecologia busca reduzir o impacto dos sistemas de cultivo, a dependéncia da
agricultura ao setor financeiro, bem como aumentar 0s servigos ecossistémicos, ao
melhorar o manejo de nutrientes e favorecer o uso do potencial bioldgico nos campos de
cultivo. Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) formam simbiose mutualistica com
as raizes e desempenham um importante papel na sanidade e eficiéncia de absor¢do de
nutrientes pelas plantas, além de melhorar a qualidade dos solos. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos das praticas de manejo e da variacdo temporal sobre a
comunidade de FMA em sistema de manejo agroecoldgico e convencional de cafeeiro e
fragmentos de mata, na zona rural de Araponga, Minas Gerais, Brasil. Amostras de solo
e sistema radicular foram coletadas em trés localidades distintas em trés diferentes
periodos do ciclo anual do cafeeiro (floragdo, granacao e colheita), na camada de 0-20
cm. Os sistemas radiculares foram diafanizados, corados e avaliados quanto a
percentagem de colonizagdo micorrizica. Os esporos foram extraidos pela técnica de
peneiramento Umido e quantificados, bem como avaliados em nivel molecular pela
técnica de PCR-DGGE. Os resultados observados indicaram diferengas em nivel de
percentagem de colonizagdo entre os fragmentos de mata (36,33%) quando comparados
aos sistemas agroecologico (25,47%) e convencional (25,04%), existindo variagdo
temporal relacionada ao estdgio fenologico do cafeeiro. Os fragmentos de mata
apresentaram percentagem de coloniza¢do micorrizica com pouca variagdo ao longo do
tempo, possivelmente, devido a maior disponibilidade de hospedeiros em estagios
fenoldgicos distintos. Por outro lado, ndo houve diferenga para a abundancia de esporos
entre os sistemas agroecologico (544,33), convencional (575,04) e fragmentos de mata
(468,59), existindo variacao temporal relacionada ao término do periodo chuvoso. Os
sistemas de manejo e o periodo fenologico da planta afetam a diversidade e distribuigao
de FMA. Os sistemas agroecoldgicos do cafeeiro, baseados em Sistemas Agroflorestais

e a adubagdo verde, favorecem a comunidade de FMA no solo. As andlises de
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componentes principais explicaram aproximadamente 45% da variabilidade dos dados
de DGGE e revelaram que a influéncia dos sistemas de cultivo sobre a comunidade de
FMA pode estar relacionado a adi¢ao de fertilizantes minerais e calagem. Os estudos
destes organismos em fun¢do de varidveis microclimaticas, propriedades fisico-

quimicas do solo, tipos e doses de agroquimicos devem ser investigados.



ABSTRACT

PRATES JUNIOR., Paulo, M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, February 2014.
Community of arbuscular mycorrhizal fungi in different management systems of
the coffee crop. Adiviser: Eduardo de S& Mendonga. Co-advisers: Maria Catarina
Megumi Kasuya and Raphael Braganca Alves Fernandes.

Agroecology aim to reduce the impact of farming systems, the dependence of
agriculture to the financial sector as well as the augment ecosystem services, by
improving nutrient management and promoting the use of biological potential in
cultivated fields. Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) form mutualistic symbiosis with
the roots and play an important role in the health and efficiency of nutrient uptake by
plants, they also improve soil quality. The aim of this study was to evaluate the effects
of management practices and temporal variation on the community of AMF in agro-
ecological and conventional management of coffee culture system and forest fragments
in the rural Araponga, Minas Gerais, Brazil. Samples of soil and roots were collected at
three different locations in three different periods of the annual cycle of the coffee
(flowering, grain filling and harvest) in the 0-20 cm layer. The root systems were
diaphanous, stained and evaluated for percentage of mycorrhizal colonization. Spores
were extracted by the technique of wet sieving and quantified and evaluated by PCR -
DGGE. The results indicated differences in percentage level of colonization between
forest fragments (36.33%) and agroecological (25.47%) and conventional (25.04%)
systems and absence of temporal variation related to the phenological stage of coffee
crop. The forest fragments showed levels of mycorrhizal colonization with little
variation over time, possibly due to greater availability of hosts at different phenological
stages. Moreover, there was no difference for the abundance of spores among
agroecological (544.33) and conventional systems (575.04) and forest fragments
(468.59), existing temporal variation related to the termination of the rainy season.
Management systems and the phenological period of the plant affect the diversity and
distribution of AMF. In coffee agroecosystems, based on Agroforestry and green
manure, benefit the community of AMF in the soil. The analysis of principal
components explained approximately 45% of data variability and DGGE revealed that

the influence of cropping systems on the AMF community may be related to the
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addition of chemical fertilizers and by the liming. The study of these organisms related
to microclimatic variables, physico-chemical properties of soil, types and rates of

agrochemicals should be investigated.
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1. INTRODUCAO

A artificializacdo dos sistemas naturais baseada nos fundamentos ¢ técnicas da
Revolucao Verde tem sido levada a niveis extremos em escala global, criando praticas de
manejo agricola pouco flexiveis que induzem a dependéncia econdmica da agricultura ao
setor economico e financeiro (PETERSEN et al., 2009). Contudo, a Agroecologia enquanto
pratica, ciéncia e/ou movimento (WEZEL et al., 2009) tem ganhado destaque (ALTIERI,
1999; GLIESSMAN, 2007), visto a necessidade de delinear sistemas agroalimentares mais
sustentaveis, os quais devem equilibrar a producdo de alimentos com a conservacdao dos
recursos naturais, juntamente com a ampliagdo da inclusdo social, seguranca alimentar e
autonomia dos agricultores. Deve, ainda, reduzir os impactos do excesso de fertilizantes e
agrotoxicos (SMITH e SMITH, 2011), melhorar o manejo dos nutrientes € aumentar o papel
de agentes biologicos do solo, tal como permitir uma grande diversidade e abundancia de

fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (CARDOSO e KUYPER, 2006).

Os FMA (Glomeromycota) sdo fungos biotréficos obrigatorios que se associam com
as raizes da grande maioria de plantas vasculares e outros vegetais basais, estabelecendo uma
relagdo simbidtica denominada de micorriza arbuscular (SOUZA et al., 2010). A origem da
associagdo ¢ estimada em cerca de 400 milhdes de anos e sua importancia ¢ relacionada a
produtividade dos ecossistemas, notadamente por favorecer a aquisicdo de nutrientes
(PARNISKE, 2008). Os FMA desempenham papel ecologico fundamental no manejo de
sistemas agricolas com baixo uso de insumos externos (MA et al., 2005), que buscam reduzir
os riscos de alteracdes onerosas/irreversiveis por meio da manuten¢do da resiliéncia dos
servicos ecossistémicos e atividades nutricionais relacionadas as plantas (GIANINAZZI et al.,

2010).

Em maior ou menor grau, a grande maioria das plantas formam micorrizas
arbusculares que tém reconhecido papel na fertilidade dos solos tropicais e na nutrigdao
mineral de plantas, pois apresentam efeitos significativos na absor¢do de nutrientes de baixa
mobilidade no solo, a exemplo de fésforo (P) e zinco (Zn) (CARDOSO e KUYPER, 2006;
CARDOSO et al., 2010), pois a rede de hifas acessa ions localizados longe da superficie das
raizes (SCHWEIGER e JAKOBSEN, 2000). Além disso, os FMA contribuem para um
melhor aproveitamento de fontes de nitrogénio (N) (ATUL-NAYYAR et al., 2009),

1



interferindo positivamente na relagdo rizobio-leguminosa, tornando-se importante em termos
econdmicos, uma vez que a dupla colonizacdo aumenta a fixacdo de N e traz economia com

os custos de aplicagao de um nutriente limitante (REIS et al., 2010).

A associagdo micorrizica arbuscular aumenta a area de exploragdo do solo e,
consequentemente, aumenta a absor¢do de agua e nutrientes pela planta (SMITH e READ,
1997). Essa caracteristica contribui para a promoc¢ao da saide humana por meio da melhoria
nutricional dos alimentos (SMITH e SMITH, 2011). Por exemplo, a ocorréncia de dietas
deficientes em micronutrientes nos paises em desenvolvimento, especialmente o Zn, cria
problemas de saude, devido a baixa disponibilidade em solos tropicais e em plantas
(CARDOSO e KUYPER, 2006), com evidéncias de maior absor¢do e disponibilidade deste
nutriente em plantas micorrizadas (LEHMANN et al., 2014). Cabe destacar, ainda, aumento
na tolerancia a estresse abiotico como seca, salinidade, tolerancia a metais pesados e também
protecdo contra estresses de natureza bidtica, diminuindo o uso de agrotoxicos que prejudicam

a satde humana e a qualidade ambiental (GIANINAZZI et al., 2010).

Embora tenha multipla funcionalidade nos sistemas agricolas, a simbiose micorrizica
sofre influéncia de fatores, tais como: a) caracteristicas genéticas da planta, especialmente a
arquitetura da raiz; b) o genoma fungico, p.ex. a habilidade para absorver P eficientemente e a
perda para a planta sem comprometer o seu crescimento; ¢) a quimica do solo, especialmente
relacionada a disponibilidade de nutrientes imoveis como P e Zn; d) outros fatores que direta
ou indiretamente influenciam o crescimento da planta e do fungo, como temperatura, agua,
pH do solo, agregacdo das particulas do solo, etc (SMITH e SMITH, 2011). Portanto, a
ocorréncia e funcionalidade dos FMA inclui muitos fatores relacionados as praticas de manejo
das culturas (CARDOSO e KUYPER, 2006) como a calagem, consorcio com leguminosas,
manejo organico, monocultivo, dentre outros, que podem alterar as caracteristicas fisico-

quimicas e bioldgicas do solo (ANDRADE et al., 2009).

O conhecimento da complexidade de fatores tais como o preparo do solo, tratos
culturais e uso de agroquimicos que afetam as associagdes micorrizicas ¢ fundamental para
desenhar estratégias de manejo que focalizem uma agricultura sustentdvel (CARRENHO et

al., 2010). Neste contexto, ganha destaque os sistemas agroecoldgicos com baixos disturbios,



que mantenham plantas perenes e que favore¢am a rede de micélio por meio do cultivo

minimo (CARDOSO et al., 2010).

As informagdes sobre o papel das micorrizas em cafeeiros sdo escassas, com esforgos
realizados basicamente para a produ¢do de mudas nos anos de 1970 e 1980
(BHATTACHARYA ¢ BAGYARAIJ, 2002; TRINDADE et al., 2010), sendo necessarios
estudos que esclarecam os beneficios da micorrizagio (ANDRADE et al., 2009) ¢ a
incidéncia micorrizica em diferentes sistemas de manejo ao longo do tempo. Cabe destacar
que o cafeeiro apresenta elevada dependéncia micorrizica, sobretudo, em solos muito
intemperizados ¢ com baixa fertilidade (SIQUEIRA et al., 1998), sendo estes fungos
encontradas em plantas adultas no campo (CARDOSO et al, 2003; MULETA et al., 2008;
ARIAS et al., 2012 ), com grande incidéncia e riqueza (TRINDADE et al., 2010).

O cafeeiro (Coffea arabica L. e C. canephora Pierre) é cultivado em paises da Africa,
Asia e América Latina ¢ tem grande importincia econdmica, visto que é uma valorosa
commodity, sobreposto apenas pelo petréleo (ANDRADE et al., 2009), configurando-se como
uma significativa fonte de renda para uma populacdo em rdpido crescimento nos tropicos
(SIQUEIRA et al., 1998; BHATTACHARYA ¢ BAGYARAJ, 2002). O Brasil destaca-se
como o maior produtor e exportador e segundo maior consumidor mundial de café, no qual

Minas Gerais ocupa 54,25% da area cultivada no pais (CONAB, 2014).

Reconhecer e entender a estrutura e dindmica da comunidade de FMA ¢ um pré-
requisito necessario para identificar efeitos benéficos (CARDOSO e KUYPER 2006), no que
diz respeito a0 manejo, em uma melhor compreensdo em nivel de diversidade e sua relacdo
com a quantidade e qualidade de produgdo (TCHABI et al., 2008; GIANINAZZI et al., 2010)
e do ecossistema como um todo (CARRENHO et al., 2010). Portanto, justifica-se a realizagao
de pesquisas sobre a diversidade e composicdo de FMA em sistemas diversificados
comparados a sistemas convencionais de monocultura, visto que muitos trabalhos sao

inconclusivos (BAINARD et al., 2011).

A comunidade de FMA tem sido descrita, essencialmente, por meio de avaliagdes de
abundancia total de esporos, hifas intrarradiculares e comparagdes morfoldgicas de esporos
para identificagdo de espécies. Entretanto, as ferramentas moleculares tem melhorado

consideravelmente a possibilidade de identificar e monitorar os FMA em ecossistemas
3



(GIANINAZZI et al., 2010), o que pode contribuir significativamente para o entendimento
dos efeitos de praticas agricolas na diversidade e funcao destes organismos (IPSILANTIS, et
al, 2012). Portanto, cria-se flexibilidade para avaliar respostas que nao sdo evidenciadas pela

utilizacao de técnicas classicas (CARRENHO et al., 2010).

Diante do exposto e dado o valor de sistemas diversificados para a sustentabilidade
agricola, associado ao papel funcional dos FMA para a qualidade dos solos e nutri¢do mineral
de plantas, os objetivos do presente trabalho foram: a) avaliar os efeitos dos sistemas de
manejo convencional e agroecoldgico do cafeeiro, em comparagao com fragmentos de mata,
sobre a diversidade, ocorréncia e distribuicdo de FMA; b) avaliar o efeito temporal sobre a
diversidade, ocorréncia e distribuicdo de FMA em cafeeiro em sistemas convencionais e

agroecologicos em comparagdo com fragmentos de mata.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Area de estudo

O estudo foi conduzido na zona rural do municipio de Araponga, Zona da Mata, Minas
Gerais, Brasil, em areas originalmente recobertas por Mata Atlantica. A regido ¢ de clima
tropical, com temperatura média de 18 °C, precipitagdo média anual de 1.500 mm, periodo
seco de dois a quatro meses (maio a agosto), topografia com alta declividade de 20-45% e
elevacao variando de 200 a 1.800 m (CARDOSO et al., 2003) e o municipio de Araponga
com altitude média de 1.040m (IBGE, 2010). Os Latossolos Vermelho-Amarelo sdo os solos
predominantes, sdo profundos, intemperizados e bem drenados, acidos e com baixa fertilidade
natural (KER, 1995; SOUZA et al., 2012), embora, existam manchas de Cambissolos
latossolicos (CARVALHO, 2011).

A regido em estudo ¢ uma das principais produtoras de café do estado de Minas
Gerais, sendo que o processo historicamente ocorreu pelo sistema de monocultivo com
fragmentacdo da densa cobertura vegetal (NUNES et al. 2009) e, consequente degradagdo do
solo. Entretanto, alguns agricultores implementaram sistemas agroflorestais em suas lavouras
de café, a partir da introdug@o de diferentes espécies arboreas (DUARTE et al., 2008), visto o
processo de experimentagdo participativa, conduzido em parceria dos agricultores com o
Centro de Tecnologia Alternativas da Zona da Mata (CTA-ZM) e a Universidade Federal de
Vigosa (UFV). Em Araponga, a grande maioria das propriedades sdo minifindios, onde o solo
¢ pouco revolvido e ferramentas manuais sdo amplamente utilizadas, nas quais,
frequentemente, observa-se o cultivo do café consorciado com milho e/ou feijdo, além do
cultivo de pastagem, arroz, mandioca e cana-de-agticar (CARDOSO et al., 2001).

No presente estudo os sistemas de manejo do cafeeiro (Coffea arabica L.) avaliados
foram: a) dois sistemas agroflorestais sem uso de agrotdxico e com adubagdo mineral; b) um
plantio a pleno sol com adubacdo verde, uso de adubacdo mineral e sem uso de agrotoxico; c)
um plantio a pleno sol com uso de adubacao mineral e sem uso de agrotoxico; d) dois plantios
a pleno sol com adubagdo mineral e uso de agrotoxico. As caracteristicas e o historico das

areas amostradas sao apresentadas na TABELA 1.



2.2. Delineamento amostral

Foram utilizadas trés unidades amostrais (S1, S2 e S3) para analises comparativas em

trés sistemas: (1) fragmento de mata, (2) manejo convencional e (3) manejo agroecoldgico.

Em cada uma dos sistemas foram selecionados trés pontos amostrais em trés diferentes

periodos do ciclo anual do cafeeiro: a) floragao, novembro de 2012; b) granacao, marco de

2013 e ¢) colheita, julho de 2013; totalizando 81 amostras, conforme o desenho amostral

apresentado na FIGURA 1.
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Figura 1: Esquema do desenho amostral para os sistemas agroecologico e convencional de
cafeeiro e fragmentos de mata nas trés localidades amostradas, de acordo com as
caracteristicas sumarizadas na TABELA 1.

O critério para enquadramento do plantio de café na categoria sistema de manejo

agroecologico reconheceu o processo de transicdo agroecologica e ocorreu quando o

agricultor adotou praticas como aduba¢do verde e manejo das plantas espontaneas ou a

implantacdo de sistema agroflorestal e a reducdo do uso de agroquimicos, principalmente,

agrotoxicos.



Tabela 1: Caracteristicas dos sistemas agroecoldgico, convencional e fragmento de mata em trés localidades (S1, S2 e S3) estudadas em
Araponga, Minas Gerais, Brasil.

Sistemas e Localidades

Caracteristicas
das areas S1 . St S1 S2 S2 S2 L, S3 S3
agroecoldgico . ” fragmento L .1 8 o fragmento | S3 agroecolégico . « | fragmento de
i convencional de mata* agroecologico convencional de mata* convencional mata*
Area a mais de Mata, pastagem,
Uso anterior Pastagem 40 cultivada com | Pastagem Pastagem Pastagem S/ milho, feijdo, arroz Pastagem S/
cafeeiro de sequeiro.
Em N Parcela maior com Parcela 1 e 2 com 20
recuperagdo | 14 anos e a menor Aprox. 30 anos de idade ¢ a
Idade do sistema | Aprox. 11 anos | Aprox. 40 anos natural com 7 anos. Aprox. 8 anos Prox. Aprox. 30 anos Aprox. 30
. anos parcela 3 com 17
aprox. 13 Recepa realizada -
anos de idade
anos. em 2006
. . , Catuai Vermelho, , ,
Esl?eme ¢ Catuai Catuai Vermelho N/A Catuai Amarelo e | Catucai Vermelho N/A Catucai Vermelho e Catuai N/A
variedade Vermelho Oeiras Amarelo Vermelho
AP Acanenty 12X1,5m | 1,4X3elX2 Parcela 01 ¢ deo
entre as plantas N/A 0,62 ha Aprox. 1,3 ha N/A espagamento ¢ de 3,5X 1,5 N/A
de café 2,5 X 1 m. Parcela
¢ cale 033X 1m.
Parcela 01 com 0,75
Area total (ha) | Aprox.0,1 ha | Aprox.0,56ha | “Prox-0.6 0,62 ha Aprox. 1,3 ha S/ ha; parcela 02 com |\ oy o S/
v t ha ’ v 0,25 ha e parcela 03 '
com 0,23 ha.
80 g/planta de
NPK 20-5-2 + 1- 150 g/planta de
150 g/planta 150 g/planta de 2X por ano + 2,5 NPK 20-5-20 ou 50g/planta de NPK 150 g/planta
kg de cama de 20-0-20 3x por ano 20-5-20, esterco
~ de NPK 20-5- | NPK 20-5-20 ou - - . . de NPK 20-5-
Adubagio N/A frango + adubagdo | + adubagdo foliar N/A bovino e calagem a N/A
20 ou 20-0-20 | 20-0-20 3X por ; . R 20 ou 20-0-20
foliar (sulfato de (sulfato de zinco, cada trés anos (100
3X por ano ano . 3X por ano
zinco, cloreto de

potassio e acido
borico).

cloreto de potéssio
e acido borico).

g/cova).




Bananeira, feijao
de porco
(Canavalia
ensiformis) e 12

Parcela 01,
principais espécies:
Rollinia silvatica,

espécies arboreas,
Nectandra
Adubo verde: com destaque para .
rigida).Jacaranda ~
lablabe Solanum macropus macrantha Nao, mas,
(Dolichos Dunal (54%), ’ havia
lablab L.) por dentre outras como Eucalyptus sp. consodrcio com
’ Nao N/A . Nao N/A Parcela 02, principal . ix N/A
. 3 anos, Annona crassiflora espécic: banancira milho e feijdo
Consoércio seguido por 2 Mart., Sparattos pecie: nas
. . (Musa sp.). Parcela .
anos de plantio permavermicosum, RO entrelinhas.
Sx . 03, principais
de feijdo. Cecropia .
espécies: Inga
pachystachy, uruguensis €
Senna ocidentalis, guens
; . Colubrina
Cajanus cajan, andulosa
Machaerium & ’
stipitataum.
Herbicida;
fungicida para
controle de
Phoma; inseticida
Agrotoxicos Nio Nio N/A Nao para controle da N/A Nao Herbicida N/A
mosca-das-raizes e
cigarrinha-do-
cafeeiro, aplicados
anualmente.
Capina manual | Capina manual L Capina manual uma | Aplicagdo de
. . . Aplicagdo de .
Manejo da e/ou rogadeira, | e/ou rogadeira, . o . vez por ano. Adota a herbicida e
~ . . Capina manual 2-3 | herbicida e capina L . .
vegetaciao entre as linhas | entre as linhas de N/A N/A pratica de manejo da | capina manual N/A
A , . vezes por ano. manual 2-3 vezes ~
espontinea de café, quatro café, quatro or ano vegetagao duas vezes por
vezes por ano. | vezes por ano. P ) espontinea. ano.

'Fonte: Alves (2013) e informagdes levantadas junto a familia do agricultor.
*Fonte: Oliveira (2013) e informagdes levantadas junto a familia do agricultor.

* Informagdes levantadas junto a familia do agricultor.

N/A =Nao se aplica.
S/1 = Sem informagao



Tabela 2: Caracteristicas quimicas e granulométricas da camada de 0-20 cm das amostras de solos para o periodo de floragao e colheita.

Unidade pH P K ca??  Mg? A H+Al SB t T \% m MO  P-rem szflsril
Amostral H,0O - mg.dm>---- cmol,.dme™ % dag kg mg. L'
Floracao — novembro de 2012

Agroecologico S1 494 1,60 8867 0,78 023 0091 10,77 123 2,14 12,00 1030 4230 507 14,70 Argila
Convencional S1 547 0,53 96,00 2,09 0,553 036 8,37 2,86 322 1123 2623 9,70 570 19,23 Argila

Mata S1 444 1,63 3667 018 009 130 8,93 0,36 1,66 929 383 7850 431 18,13 Argila
Agroecolégico S2 5,19 1560 71,00 256 0,65 023 6,70 3,39 3,62 10,09 3357 687 4,10 30,87 Argila
Convencional S2 4,96 1,83 77,67 082 024 1,04 7,67 1,27 231 893 13,87 4833 3,38 21,53 Argilo-arenosa

Mata S2 462 130 2667 0,14 005 137 1247 026 1,62 12,72 2,03 83,67 744 1190 Argila
Agroecolégico S3 4,99 233 176,00 166 037 033 8,97 2,48 281 1145 2133 1253 545 15,90 Argila
Convencional S3 555 123 9533 1,01 033 023 6,57 1,59 1,82 815 19,70 12,00 3,93 17,43 Argila

Mata S3 465 2,77 2800 016 009 162 1533 032 195 1566 2,10 8333 9,67 9,57 Argila

Colheita — julho de 2013

Agroecolégico S1 503 790 139,00 120 033 104 1057 1,89 293 1245 1557 3647 543 7,53 Argila
Convencional S1 5,25 6,47 104,67 2,08 0,60 0,88 9,73 2,94 3,82 12,68 25,07 25,73 5,42 8,57 Argila

Mata S1 460 133 2733 0,19 015 147 9,00 0,40 1,87 9,40 423 7887 4,52 6,50 Argila
Agroecologico S2 527 1130 4567 2,13 059 036 6,70 2,84 320 9,54 2887 1423 3,53 15,67 Argila
Convencional 2 476 500 7567 054 019 1,63 8,77 0,93 2,55 969 957 6350 3,36 9,40 Argilo-arenosa

Mata S2 445 1,57 2067 0,10 011 1,76 12,43 026 2,02 12,70 2,03 87,10 732 6,33 Argila
Agroecologico S3 509 423 15867 143 037 0,75 9,40 2,21 2,95 1432 18,57 26,93 5,08 6,80 Argila
Convencional S3 506 557 9533 134 038 120 1037 1,96 3,17 1233 1597 4037 590 5,93 Argila

Mata S3 459 1,83 2933 014 0,14 153 12,87 035 1,88 1346 263 8143 7,62 527 Argila

Extratores utilizados: SB= soma de bases trocaveis 9

P, K, Zn, Cu = Extrator Mehlich 1

A", Ca*" e Mg*" = Extrator KCI 1 mol.L"!
H+Al = Extrator Acetato de Ca 0,5 mol. L’
pH 7,0 pH em agua, relagdo 1:2,5

CTC (t) = Capacidade de Troca Catidnica Efetiva

CTC (T) = Capacidade de Troca Cationica a pH 7,0
V = indice de saturagdo de bases

m = indice de saturacdo de aluminio



2.4. Colonizacao micorrizica

As raizes armazenadas e conservadas em solucdo de formol, alcool e acido
acético foram lavadas, diafanizadas com KOH 10% (p:v) por 6-10 dias, lavadas em
agua corrente e, posteriormente, tratadas com H,O, 30% (5 minutos), seguida por
imersdo em HCIl 1% (v:v) por 5 minutos, coradas com azul de tripano 0,05% em
lactoglicerol (v:v) por 12h a temperatura ambiente (PHILLIPS ¢ HAYMAN 1970).
Realizada a coloragdo, as raizes foram armazenadas em lactoglicerol (p:v)
(BRUNDRETT et al., 1996) até a quantificagdo da colonizagdo. Esta avaliacdo ocorreu
com o auxilio de laminas com marcac¢des quadriculadas, observando 100 pontos de
intersecdo entre os fragmentos de raizes e as linhas (presenca = sim, auséncia = ndo) em
trés repeticdes para cada amostra, conforme a presenga de estruturas flngicas
(arbusculos, hifas e vesiculas) observada sob o microscépio optico (GIOVANNETTI e

MOSSE, 1980).

2.5. Extracao e quantificacio de esporos de FMA

Para a quantificagio dos esporos (abundancia total) foram utilizados 100 cm’ de
solo. Os esporos foram separados pelo método de peneiramento imido (GERDEMANN
e NICHOLSON, 1963) em peneiras de malha 0,42 e 0,044 mm, seguido por
centrifugacdo em agua e solug¢do de sacarose 50%. A contagem de esporos foi realizada
em placas de Petri com canaletas, sob um estereomicroscopio, com aumento de até 40

VEZCES.

2.6. Analises moleculares

A partir dos esporos obtidos de 50 cm’ de solo, pela técnica de peneiramento
umido, o DNA total da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares foi extraido
com o kit Power Soil DNA, MoBio (MoBio Laboratories, Carslbad, CA, USA) de
acordo com as orientagdes do fabricante e pequenas adaptacdes nas seguintes etapas do
protocolo: (1) utilizagdo de aliquota de 600 pL da suspensdao de esporos; (7)
transferéncia de 700 pL do sobrenadante para o tubo de coleta; (10) transferéncia de 750

pL do sobrenadante para o tubo de coleta.
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Realizada a extragdo, as solu¢des de DNA foram aquecidas a 60 °C por 10
minutos, agitadas em vortex por 5 segundos e centrifugas por 5 segundos, visando a
melhor homogeneiza¢do. Em seguida, obteve-se uma amostra composta (45 uL) pela
mistura de 15 pL da solugdo de DNA obtida para cada um dos trés pontos amostrais em
cada uma dos sistemas (fragmento de mata, manejo convencional e manejo
agroecologico) das trés areas (S3, SI e S2), nos trés diferentes periodos de tempo,
totalizando 27 amostras. Em seguida, foram adicionados 90 pL de agua MilliQ® estéril
a solucao de DNA (45 pL) com novo ciclo de aquecimento, 60 °C por 10 minutos,
agitacdo em vortex por 5 segundos e microcentrifugacao de 5 segundos.

Retirou-se uma aliquota de 3 puL. em trés repeticdes para efetuar a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), com utilizagdo da enzima GoTaq® Flex DNA Polimerase
(Promega, Madison, USA) em 50 pL de tampao (20 mM Tris-HCIl; 50 mM KCI; pH
8,4), conforme as recomendagdes do fabricante. As amostras consistiam em 3 uL do
DNA extraido dos esporos juntamente com 200 uM dos quatro desoxinucleosideos
trifosfatados; 1,5 mM MgCl,; 0,2 uM de cada primer; 1,25 U da enzima GoTaq Flex
DNA polimerase e 0,8 puL (0,8 pg uL™) de albumina bovina acetilada (BSA, Promega)
para otimizar a acdo da polimerase. A primeira amplificagdo da fracdo de DNA
correspondeu ao rDNA 18S dos fungos micorrizicos arbusculares, com os primers
AM1(5’- GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA - 3’) (HELGASON et al., 1998) combinado
com o primer universal para eucariotos NS31 (5’- TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC -
3’) com obtengdo de fragmentos de 580 pb (SIMON et al., 1992).

As amplificacdes dos fragmentos de DNA por meio da técnica de PCR
ocorreram em um termociclador (Mastercycle epgradient, Eppendorf), mediante as
seguintes etapas: a) um primeiro ciclo de 1 min. a 94 °C, 1 min. a 66 °C e 1,5 min. a 72
°C; b) 30 ciclos de 30s a 94 °C, 1 min. a 66 °C e 30s a 72 °C e c) extensao final de 10
min. a 72 °C. A confirmacao do produto amplificado foi efetuada com aliquotas de 5 puL
dos produtos das reagdes de PCR, submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
(p:v), corados com brometo de etidio e visualizado sob luz UV no fotodocumentacio
Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi) para a verificagdo da presenga
de bandas indicativas do DNA gendmico dos esporos.

A segunda amplificacdo, Nested PCR, buscou a obtencdo de fragmentos

menores de DNA para a realizagdo da técnica de eletroforese em gel com gradiente
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desnaturante (DGGE), utilizando-se uma aliquota de 1 uL. do produto da reagdo do
primeiro PCR previamente diluida em 9 puL de dgua MilliQ® estéril. Neste caso, foram
utilizados 0s primers NS31-GC (5°-
CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCAA
G TCTGGTGCC-3’) (KOWALCHUK et al, 2002) e Glol (5
GCCTGCTTTAAACACTCTA-3") (CORNEJO et al., 2004), mediante a utilizacdo da
mesma mistura descrita para a primeira reagao de PCR. As amplificagdes ocorreram em
termociclador nas seguintes etapas: a) desnaturagao inicial do DNA por 5 min. a 94 °C;
b) seguido por 35 ciclos com desnaturagdo por 45s a 94 °C; c) pareamento por 45s a 52
°C e extensdo por 1 min. a 72 °C. Os produtos foram verificados por eletroforese em gel
de agarose (1,5% p:v) corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultra-
violeta no fotodocumentador Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi.

Os produtos obtidos da segunda amplificacao foram utilizados para a analise de
DGGE (Modelo DCode™ System — BIO-Rad California USA), conforme a
metodologia descrita por Liang et al. (2008), com pequenas modificacdes. Utilizaram-se
gel de poliacrilamida (37,5:1 acrilamida: bisacrilamida) a 8% (p:v) em tampao Tris-
acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris/acido acético/EDTA, pH 8,0), o gradiente foi obtido
com o Formador de Gradiente Hoefer SG50 (Armersham Biosciences) e pela mistura de
duas solugdes estoque de poliacrilamida, sendo a condicdo de 100% de desnaturagdo
composta de ureia 7 mol L' (Sigma, Cat#U5378) e formamida a 40% (v/v) (Sigma,
Cat#F9037) e a de 0% de desnaturagdo sem estes reagentes. O gradiente final do gel
obtido pela mistura das solugdes variou de 35 a 50%.

A eletroforese ocorreu com uso do tampao TAE 1X a temperatura constante de
60 °C a 80 V por um periodo de 10 min., seguidos de 60 V por 20 horas. Os géis foram
corados apods o término da eletroforese por 30 min. em solugdo 1X de SYBR GOLD"
(Sigma Aldrich), conforme as recomendac¢des do fabricante. As imagens obtidas dos
géis foram observadas sob luz ultra-violeta, capturadas e digitalizadas pelo sistema de
fotodocumentagao Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).

As imagens foram analisadas com o programa Bionumerics®, que permitiu a
constru¢do de dendrogramas para avaliar a similaridade entre as comunidades de FMA,
referentes a distancia e o padrdo de bandas correspondentes ao gene 18S rDNA de

FMA, conforme a presenca/auséncia de regides amplificadas.
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2.7. Analises estatisticas

Para avaliar a abundancia total de esporos (dados transformados para log.(X)) e
a percentagem de colonizacdo micorrizica foi realizado o teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov), seguido pela andlise para experimentos em parcelas
subdivididas (sistemas, periodos e localidades, respectivamente) e médias comparadas
pelo teste de Tukey, com a utilizagdo do programa estatistico Assistat 7.7.

O padrao de similaridade e intensidade das bandas presentes nos géis de DGGE
foi avaliado pelo indice de Sorensen-Dice, seguido pela analise de agrupamento
utilizando o método da varidncia minima (Ward) para a constru¢do de dendrogramas,
com auxilio do programa Bionumerics 5.1. A matriz de similaridade obtida foi utilizada
juntamente com as variaveis, caracteristica quimica do solo, na analise de componentes
principais (PCA) por distancia euclidiana e transformacgdo logaritmica dos dados (log.

(X+1)) pelo programa Canoco (Canoco 4.5., Biometris, Wageningen, Holanda).
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3. RESULTADOS

3.1.Percentagem de colonizacio micorrizica e abundancia de esporos

A percentagem de coloniza¢do micorrizica nos sistemas de manejo convencional
e agroecologico ndo diferiram entre si € mostraram-se distintos dos fragmentos de mata,
0s quais tiveram maior percentagem de colonizacdo (FIGURA 2). Houve variacao
temporal para a percentagem de colonizagdo, pois no periodo de floracao e colheita a
percentagem de colonizacao foi maior que no periodo de granagdo. As localidades S1,
S2 e S3 nado apresentaram diferenca para a percentagem de coloniza¢do micorrizica,
visto que os sistemas de manejo agroecologico e convencional e fragmentos de mata
tiveram padrdo semelhante nas trés localidades. A localidade S1 apresentou a maior
média de percentagem de colonizagdo durante a floracdo, tanto para o sistema de

manejo convencional e agroecoldgico quanto para o fragmento de mata.

100 1~
80 A
60 A

40

Colonizagao Micorrizica (%)

20 A

Floragdo Granagdo Colheita Floragdo Granacio Colheita Floragdo Granagio Colheita
S1 S2 S3
BN Fragmento de Mata [ Agroecolégico B Convencional

Figura 2: Percentagem de coloniza¢do do sistema radicular de cafeeiro agroecoldgico e
convencional e espécies de fragmento de mata, em trés periodos e trés
localidades.

Os sistemas agroecologico, convencional e fragmento de mata nao apresentaram
diferencas para a abundancia de esporos (FIGURA 3). Entretanto, houve diferenca

sazonal, com menor numero de esporos observados no periodo floragdo quando
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comparado ao periodo de granacdo e colheita. A diferenca entre periodo de floragdo
comparado ao periodo de granagdo e colheita foi maior nos sistemas de cultivo
agroecologico e convencional, contrastando com os fragmentos de mata, os quais
apresentaram menor variacdo. As localidades S1 e S2 (geograficamente mais proximas
entre si) apresentaram padrao semelhante para o nimero de esporos e se distinguiram de
S3. Cabe destacar que as localidades S1 e S2 nos sistemas agroecoldgico e
convencional apresentaram maior média para a abundancia de esporos diferindo de S3.
Por outro lado, o fragmento de mata S2 apresentou a menor média para a abundancia de

esporos, diferindo apenas de S3.
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B Fragmento de Mata [ Agroecolégico EEEE Convencional

Figura 3: Numero de esporos nas amostras de solo em cultivo de cafeeiro agroecologico
e convencional e fragmento de mata em trés periodos e trés localidades.

3.2.Analises moleculares e multivariada

A analise da comunidade de FMA por meio da técnica de PCR-DGGE permitiu
a obtencdo e comparacao entre os perfis de migracdo das bandas, com utilizacdo do
indice de Sorensen-Dice e analise de agrupamento pelo método da varidncia minima

(Ward). Os agrupamentos foram separados por periodos, buscando avaliar o efeito da
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temporalidade e foram representados graficamente por meio de dendrogramas
(FIGURAS 4, 5 ¢ 6).

No periodo de floragdo (chuvoso, novembro de 2012), os sistemas
(agroecologico, convencional e fragmento de mata) formaram trés grupos (FIGURA 4),
com maior proximidade entre os fragmentos de mata e os sistemas de manejo
agroecologico. Dentro dos sistemas fragmento de mata e manejo convencional as
localidades S3 e S1 mostraram-se mais relacionadas, contrastando com o agroecoldgico,
na qual as duas dreas com sistemas agroflorestais (S3 e S2) mostraram-se mais

relacionadas, com aproximadamente 50% de similaridade.

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
DGGE

'11 .

Mata S3- Floragédo (R2)
Mata S3- Floragao (R3)
Mata S1- Floragédo (R3)
Mata S3 - Floragéo (R1)
Mata S1- Floragao (R1)
Mata S1- Floragao (R2)
Mata S2 - Floragéo (R1)
Mata S2 - Floragéo (R2)
Mata S2- Floragédo (R3)
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l

Agroecoldgico S3 - Floragéo (R2)
Agroecolégico S2 - Floragéo (R2)
Agroecoldgico S2 - Floragéo (R3)
Agroecolégico S2 - Floragéo (R1)
Agroecolégico S3 - Floragéo (R1)

Agroecolégico S3 - Floragéo (R3)
Agroecolégico S1 - Floragéo (R2)
Agroecoldgico S1 - Floragéo (R3)
Agroecolégico S1 - Floragéo (R1)

Convencional S3 - Floragéo (R3)
Convencional S2 - Floragéo (R2)
Convencional S3 - Floragéo (R1)
Convencional S3 - Floragéo (R2)
Convencional S1 - Floragéo (R2)

Convencional S2 - Floragéo (R1)

Convencional S1 - Floragéo (R3)
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100
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Figura 4: Dendrograma demonstrando a similaridade existente entre fragmentos de mata
e sistemas de manejo agroecoldgico e convencional do cafeeiro durante a fase
de floragdo, novembro de 2012, por meio do indice de Sorensen-Dice,
calculado pelo padrao de bandas obtidas pela técnica de PCR-DGGE.

16



No periodo de granacdo (final do periodo chuvoso), a andlise resultou em um
grupo composto por todas as areas de mata juntamente com o sistema de manejo
agroecologico S2 (FIGURA 5); outro grupo composto pelos sistemas de manejo
convencional SI e S2 e um terceiro grupo formado pelos sistemas de manejo
agroecoldgico S1 e S3 juntamente com o convencional S3. Os fragmentos de mata S1 e
S3 apresentam maior semelhanga entre si quando comparado com S2. Entretanto, S1 e

S2 nos sistemas de manejo agroecologico e convencional apresentaram maior

similaridade.
Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
DGGE
50 100

' Agroecolégico S1 - Granagao (R1)
|

Agroecolégico S1 - Granagao (R3)
Agroecolégico S1 - Granagao (R2)

Convencional S3 - Granagéo (R2)

Convencional S3 - Granagéo (R3)
Agroecolégico S3 - Granagao (R2)
Agroecolégico S3 - Granagao (R3)
Agroecolégico S3 - Granagao (R1)

98

Convencional S3 - Granagéo (R1)
Convencional S1 - Granagao (R1)
Convencional S1 - Granagéo (R3)
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Convencional S2 - Granagao (R1)
Convencional S2 - Granagao (R2)
Convencional S2 - Granagéo (R3)
Mata S1 - Granagéo (R1)
Mata S1 - Granagéo (R2)
Mata S1 - Granagéo (R3)
Mata S3 - Granagéo (R1)
Mata S3 - Granagéo (R3)
Mata S3 - Granagéo (R2)

Agroecoldgico S2 - Granagao (R1)
Agroecolégico S2 - Granagao (R2)

Agroecolégico S2 - Granagao (R3)
Mata S2 - Granagéo (R1)
Mata S2 - Granagéo (R2)
Mata S2 - Granagéo (R3)

Figura 5: Dendrograma demonstrando a similaridade existente entre fragmentos de mata
e sistemas de manejo agroecoldgico e convencional do cafeeiro durante a fase
de granacdo, margo de 2013, por meio do indice de Sorensen-Dice, calculado
pelo padrao de bandas obtidas pela técnica de PCR-DGGE.

No periodo de colheita (periodo seco, julho de 2013) manteve-se o padrao de
maior proximidade entre S1 e S3 nos fragmentos de mata (FIGURA 6). Os sistemas de
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manejo convencional se agruparam com uma repeticdo do agroecologico S3 e, sendo
outro grupo composto pelas demais amostras dos sistemas agroecoldgicos. Dentro do
sistema de manejo agroecologico, o S2 formou um grupo distinto e S3 e Sl se
agruparam. No sistema de manejo convencional S1 e S3 formaram um subgrupo.

A andlise de agrupamento mostrou que os grupos formados variaram entre
periodos, indicando a dindmica da comunidade de FMA. De modo geral, os sistemas
agroecologicos apresentaram padrdo intermedidrio de similaridade entre os fragmentos
de mata e os sistemas de manejo convencional.

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

DGGE
50 10
J_AB_A_A_A_A_‘_A_A_A_AB

Agroecolégico S2 - Colheita (R1)

o5 100 Agroecolégico S2 - Colheita (R3)
Agroecolégico S2 - Colheita (R2)

Agroecolégico S3 - Colheita (R2)

f8e 100 Agroecolégico S1 - Colheita (R1)

Agroecolégico S1 - Colheita (R3)

Agroecolégico S1 - Colheita (R2)
Agroecolégico S3 - Colheita (R3)
Convencional S1 - Colheita (R2)
Convencional S2 - Colheita (R1)
Convencional S3 - Colheita (R1)
Convencional S3 - Colheita (R3)
Convencional S1 - Colheita (R1)
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Convencional S2 - Colheita (R3)
Convencional S3 - Colheita (R2)

Agroecolégico S3 - Colheita (R1)

Convencional S1 - Colheita (R3)
Mata S1 - Colheita (R1)
Mata S2 - Colheita (R1)
Mata S3 - Colheita (R1)
Mata S2 - Colheita (R3)
Mata S2 - Colheita (R2)
Mata S1 - Colheita (R2)
Mata S1 - Colheita (R3)
Mata S3 - Colheita (R2)
Mata S3 - Colheita (R3)

Figura 6: Dendrograma demonstrando a similaridade existente entre fragmentos de mata
e sistemas de manejo agroecoldgico e convencional do cafeeiro durante a
fase de colheita, julho de 2013, por meio do indice de Sorensen-Dice,
calculado pelo padrao de bandas obtidas pela técnica de PCR-DGGE.

A andlise de componentes principais foi realizada separadamente para o periodo

de floragdo (chuvoso, novembro de 2012 — FIGURA 7) e colheita (periodo seco, julho
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de 2013 — FIGURA 8) e complementou os resultados da anélise de agrupamento. Nota-
se a formacdo de trés grupos distintos, no qual os fragmentos de mata formaram um
grupo mais coeso em ambos os periodos, enquanto os sistemas agroecologico e
convencional mostraram-se mais dispersos. Neste caso, os fragmentos de mata em
ambos os periodos, distinguiu-se dos sistemas de cultivo do cafeeiro, principalmente
pelas variaveis matéria organica (MO), teores de Al e H+Al e indice de saturagio de
aluminio (m). De outro modo, a soma de bases trocaveis (SB), o fosforo remanescente
(P-rem), K, indice de saturacdo de bases (V), Ca’", Mg®", capacidade de troca catidénica
efetiva (t) contribuiu para distinguir a comunidade de FMA dos sistemas de cultivo dos

fragmentos de mata.
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Figura 7: Analise de componentes principais com base nos perfis de PCR-DGGE para a
comunidade de FMA e atributos quimicos dos solos em cultivo de cafeeiro
agroecologico e convencional e fragmentos de mata, durante o periodo de
floragao da cultura.
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Figura 8: Analise de componentes principais com base nos perfis de PCR-DGGE para a
comunidade de FMA e atributos quimicos dos solos em cultivo de cafeeiro
agroecologico e convencional e fragmentos de mata, durante o periodo de
colheita da cultura.

No periodo de floragdo a andlise para as variaveis ambientais explicou 45,9% da
variabilidade dos dados do DGGE, sendo que o primeiro eixo explicou 28,9% e o
segundo 19,8%, no qual a diferenciagdo da comunidade de FMA nos sistemas
agroecologicos ocorreu, principalmente, pela quantidade de fésforo disponivel (P),
enquanto o sistema convencional sofreu maior influéncia do pH.

No periodo de colheita a analise explicou 44,1% da variabilidade dos dados do
DGGE, sendo que o primeiro eixo explicou 31,4% e o segundo 19,4%, no qual os
sistema de manejo agroecoldgico sofreram maior influéncia da capacidade de troca
cationica a pH 7,0 (T). De outro modo, os sistemas de manejo convencional sofreram
influéncia do Mg, capacidade de troca catidnica efetiva (t) e do fosforo remanescente

(P-rem).
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4. DISCUSSAO

A diferenca na percentagem de colonizagdo micorrizica entre os sistemas
agroecologico e convencional em comparacdo aos fragmentos de mata pode se
relacionar ao menor efeito da variacdo temporal, possivelmente, pela maior diversidade
e abundancia de plantas hospedeiras em estagios fenologicos distintos. A percentagem
de colonizagdo micorrizica foi afetada pelo periodo de amostragem, diferenciando-se do
estudo realizado em cafeeiro arborizado e a pleno sol em Vitéria da Conquista, Bahia,
Brasil (BONFIM et al., 2010) e cafeeiro organico e convencional em Santo Antonio do
Amparo, Minas Gerais, Brasil (THEODORO et al., 2003), no qual ambos avaliaram
apenas o periodo seco e chuvoso. Durante o periodo de floracao e colheita, nos sistemas
de manejo agroecoldgico e convencional, a percentagem de colonizagdo foi maior
quando comparada ao periodo de granagdo, indicando o efeito do estagio fenoldgico do
cafeeiro sobre a simbiose (FIGURA 2). Espera-se que durante o periodo de granagao do
cafeeiro ocorra alteracdo na colonizacdo micorrizica (SILVE, 2011), devido o maior
consumo de fotossintatos que sdo transportados das folhas para os frutos, ocasionando
menores aliquotas para as raizes (BONFIM et al., 2010), desfavorecendo a colonizacdo
radicular.

A menor percentagem de colonizacdo micorrizica durante a granagdo (margo de
2013) foi percebida nos sistemas de manejo agroecologico e convencional, porém os
fragmentos de mata apresentaram percentagem de micorrizagao relativamente estavel ao
longo dos trés periodos. Esse resultado difere do encontrado por ZANGARO et al.
(2013), que demonstraram a existéncia de maior colonizacdo radicular durante a
primavera e verao € menor durante o outono e inverno, em florestas do bioma Mata
Atlantica no Sudeste do Brasil, porém, no referido trabalho a amostragem foi realizada
na camada de solo de 0 a 5 cm. Existem evidéncias que as camadas mais profundas do
solo, abaixo de 35 cm, possam estocar mais que 50% da biomassa de FMA (HIGO et
al., 2013), permitindo grande colonizacdo de raizes nestas profundidades. Assim, as
diferencas na percentagem de colonizacdo podem ocorrer, também, pela utilizacdo de
diferentes profundidades de amostragem, com avaliagdo de camadas de solo com
dinamica distinta, seja pelos atributos fisico-quimicos ou microbioldgicos

A auséncia de diferenca na percentagem de colonizagao entre as localidades (S1,

S2 e S3) e padrdo semelhante dentro de cada sistema durante os trés periodos, reforca o
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argumento do papel do estdgio fenologico das plantas sobre a dindmica da simbiose. Por
outro lado, a maior média de percentagem de colonizagdo para a localidade S1 nos
sistemas agroecologico, convencional e fragmento de mata evidencia que caracteristicas
locais como eventos de dispersao e atributos ambientais como as caracteristicas do solo
sdo relevantes em nivel de colonizagdo. Existem indicagcdes que com a remog¢do do
efeito das praticas agricolas, a distancia geografica e a heterogeneidade ambiental
tenham consideravel influéncia sobre a comunidade de FMA (van der GAST et al.,
2011).

De qualquer modo, a maior coloniza¢do micorrizica nem sempre corresponde a
beneficios para a planta hospedeira (SMITH et al., 2011), visto que existe um
continuum de relagdes que vai desde o mutualismo até o parasitismo (JOHNSON et al.,
1997). Além disso, ocorrem diferengas quanto ao héabito simbiotico destes fungos, por
exemplo, enquanto Glomeraceae ¢ reconhecida pela grande percentagem de colonizagio
de raizes o que favorece a protecdo contra patégenos, Gigasporaceae apresenta grande
quantidade de hifas extrarradiculares que favorece a absor¢cdo de nutrientes
(MAHERALI e KLIRONOMOS, 2007), tendo, ainda, variagdes funcionais em nivel de
espécie (OPIK et al., 2006). Portanto, em termos de beneficios nutricionais para as
plantas, a biomassa destes organismos e a sua distribui¢do no solo podem ser mais
importantes que a percentagem de colonizagdo das raizes, por conseguinte, trabalhos
futuros devem considerar estas questdes.

A avalia¢do da abundancia de esporos nao indicou diferengas entre os sistemas
agroecologico, convencional e fragmento de mata na camada de solo de 0-20 cm
(FIGURA 3), entretanto, pode existir diferengas significativas em camadas mais
profundas, sobretudo em sistemas agrofloretais de café¢ (CARDOSO et al. 2003;
MULETA et al., 2008), nos quais a zona rizosférica das arvores atingem maiores
profundidades no perfil do solo. Destaca-se também consideravel diversidade de
espécies de FMA nas camadas de solo de 20-70 cm, nas quais determinadas espécies
podem esporular preferencialmente (OEHL et al., 2005). Neste caso, estudos futuros
sobre a dindmica de FMA precisam considerar a amostragem de solo em camadas mais
profundas (ARIAS et al., 2012), bem como na serapilheira.

Ressalta-se que em todos os sistemas de cultivos de cafeeiro avaliados, a

presenca de plantas espontineas foi consideravelmente alta, visto que o controle
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(capina, rocada ou uso de herbicidas) ¢ oneroso. Além disso, o uso de agrotoxicos ¢é
uma pratica pouco difundida entre os cafeicultores da regido e o solo é pouco revolvido,
evitando o rompimento da rede de hifas que sdo importante fonte de indculos. A
incidéncia de plantas espontaneas pode favorecer a abundancia e composi¢cdo da
comunidade de FMA nas areas de cultivo de café¢ (ARIAS et al., 2012), pois
determinada planta pode associar-se com fungos de diferentes taxons devido o baixo
grau de especificidade (PARNISK, 2008; SMITH et al, 2011), garantindo a
permanéncia destes fungos no ambiente. Estudos sobre o papel de FMA em plantas
espontaneas sdao escassos (MASSENSSINI et al., 2014) e precisam ser considerados,
sobretudo, em trabalhos realizados em condi¢des naturais como este em questao.

Os resultados evidenciaram o efeito temporal sobre a abundancia de esporos,
visto a menor esporulagdo durante o periodo chuvoso e aumento com o inicio da estagao
seca, corroborando com resultados sobre variagdes sazonais na abundancia de esporos
(GUADARRAMA e ALVAREZ-SANCHEZ, 1999; ARIAS et al., 2012; ZANGARO et
al., 2013), com indicios de que ocorre maior crescimento vegetativo do fungo no
periodo chuvoso, enquanto o numero de esporos diminui devido a germinagdo
(MULETA et al., 2007). E possivel que o estresse hidrico durante a estagdo seca possa
favorecer a esporulacao (BONFIM et al., 2010), uma vez que os esporos sao estruturas
de resisténcia, que possibilitam a manutencao destes organismos no ambiente.

Em sistema agroflorestal de café¢ e area de mata no México, ARIAS et al. (2012)
discutiram a respeito do papel da fenologia das plantas e de fisiologia das raizes sobre a
grande abundancia de esporos durante a estagdo seca. Entretanto, no presente estudo
evidenciou-se que embora o estagio fenologico da planta exerca influéncia sobre a
abundancia de esporos, fatores ambientais como menor umidade do solo durante o
periodo seco, que induzem ao estresse hidrico, pode se sobrepor ao referido efeito.
Desta forma, para a abundancia de esporos a fenologia da planta parece ser menos
importante (ZANGARO et al., 2013), pois soma-se a outros fatores ambientais.

Destaca-se que S1 e S2 ndo apresentaram diferenga para a abundancia de
esporos, entretanto, sdo localidades espacialmente proximas, levantando a possibilidade
dos efeitos edafoclimaticos locais exercerem papel relevante em nivel de abundancia de
esporos ¢ ciclos populacionais de FMA. De qualquer modo, aspectos relacionados a

distribui¢@o e biogeografia destes organismos ainda é pouco entendido, porém, aspectos
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como manejo do solo, heterogeneidade ambiental e distdncia geografica parecem
determinar a distribuicao espacial da comunidade de FMA (van der GAST et al., 2011).

Embora a abundancia de esporos seja uma importante fonte de inoculo e
represente aspectos do historico da comunidade de FMA isto nem sempre representa
ganhos em termos funcionais para os agroecossistemas. Neste caso, € preciso
reconhecer que em ecossistemas mais equilibrados o fungo pode investir mais em
energia para o crescimento vegetativo do que para a produgio de esporos (STUMER e
SIQUEIRA, 2011, HIGO et al., 2013), ou ainda apresentar abundancia de esporos e ter
colonizacdo, distribuicdo de hifas no solo ou mesmo biomassa relativa reduzida
(DOUDS JR. e MILLNER, 1999).

A técnica de PCR-DGGE indicou diferencas na distribuicio dos FMA em
funcdo do sistema de manejo do cafeeiro, com os sistemas agroecologicos exibindo
nivel intermedidrio de similaridade entre os fragmentos de mata e os sistemas
convencionais, que podem relacionar-se a beneficios de praticas como a implantacdo de
sistemas agroflorestais e uso da adubacdo verde na manutencdo da biodiversidade de
FMA. Salienta-se a existéncia de experiéncias exitosas com estas praticas na Zona da
Mata de Minas Gerais, Brasil, principalmente, em termos de reducdo de insumos e
melhoria na qualidade dos solos (DUARTE et al., 2008; SOUZA et al., 2012),
minimizando os impactos negativos da agricultura (BAINARD et al., 2011). Sabe-se,
ainda, que espécies de adubo verde favorecem o aumento do potencial de indculo destes
fungos, configurando-se como pratica importante em areas de monocultivo permanente,
a exemplo de café (COLLOZI FILHO ¢ CARDOSO, 2000; SANCHEZ et al., 2009),
com implicacdes importantes em nivel de microclima, efeito rizosférico e
disponibilizagdo de nutrientes para a cultura de interesse.

Existem evidéncias que técnicas de manejo convencional baseado no
monocultivo € menor cobertura do solo sdo responsaveis por selecionar espécies menos
eficientes e diminuir a diversidade (DOUDS JR. e MILLNER, 1999; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), interferindo negativamente na estrutura da comunidade de FMA,
sem necessariamente reduzir a abundancia de esporos ou a coloniza¢do micorrizica,
conforme indicagdes de PCR-DGGE observadas neste trabalho. E preciso reconhecer,
ainda, que os efeitos deletérios dos sistemas convencionais podem ser maiores em

cultivos anuais (HELGASON et al., 1998; TCHABI et al., 2008; SCHNEIDER et al.,
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2011) devido a praticas como o constante revolvimento do solo que rompe a rede de
hifas e expde estruturas fingicas a radia¢do, variagdes de umidade e predadores
(CARRENHO et al., 2010).

O fator temporal afetou a comunidade de FMA, possivelmente pela alteracao de
variaveis como temperatura ¢ umidade do solo. Neste caso, o agrupamento do sistema
agroecologico S2 (Sistema Agroflorestal) com os fragmentos de mata durante o periodo
de granacao pode estar associado a caracteristicas microclimaticas (p.ex. luz,
temperatura ¢ umidade do solo) (GUADARRAMA ¢ ALVAREZ-SANCHES, 1999;
HELGASON e FITTER, 2009) devido ao sombreamento, que pode influenciar a
fenologia da planta hospedeira e biota associada, e, consequentemente, modular
favoravelmente a composicao e a diversidade da comunidade de FMA.

Cabe ressaltar que o aumento da diversidade de FMA nos campos de cultivo ¢
um aspecto grandemente desejavel para melhorar a sustentabilidade dos cultivos (MA et
al., 2005), com fortes indicagdes de que a presenca de fungos filogeneticamente
distintos evita a exclusao competitiva e favorece a coexisténcia, permitindo a
complementaridade de fungdes, a exemplo da maior absor¢ao de nutrientes e resisténcia
a patogenos (MAHERALI e KLIRONOMOS, 2007). Sugere-se que a menor
diversidade associada a fertilizagdo dos solos pode selecionar espécies agressivas de
FMA, capazes de drenar mais fotoassimilados das plantas hospedeiras (JOHNSON,
1993; DOUDS JR. e MILLNER, 1999), deslocando a relacio para o lado do
parasitismo. Deste modo, ganha destaque os sistemas agroecoldgicos de produgdo de
café, com baixos distirbios, que possam manter a cobertura do solo e favorecer a rede
de micélio por meio do cultivo minimo.

Nao obstante, as analises de componentes principais revelaram que muito dos
efeitos dos sistemas de cultivo sobre a comunidade de FMA podem relacionar-se a
alteragdes nas caracteristicas quimicas do solo devido a adi¢do de fertilizantes minerais
e calagem. Os resultados observados reforcam o argumento que a mudanga no padrao
da comunidade de FMA pode ndo ser resultado da monocultura por si apenas, mas
reflete a influéncia das praticas agricolas intensivas baseadas em agroquimicos
(HELGASON et al., 1998), somado a fatores microclimaticos como o nivel de

cobertura do solo.
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Dentre os efeitos das praticas agricolas, merece destaque o excesso de
fertilizantes soltveis aplicados em campo, principalmente P, visto que a sua
disponibilidade pode afetar a relacdo simbidtica entre planta ¢ FMA (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), conforme a quantidade de P utilizada, frequéncia de aplicagdo e
nivel original de P no solo (THEODORO et al., 2003), além das espécies de planta e
fungo envolvidos na simbiose (BHATTACHARYA e BAGYARAJ, 2002).

A influéncia do P nos sistemas agroecologicos de cafeeiro durante o periodo de
floragao pode estar associada a adubacdao organomineral e/ou adubagdo verde. Neste
caso, ¢ necessario reconhecer os efeitos, principalmente, de fertilizantes organicos
quimicamente ricos, os quais podem inviabilizar o aproveitamento da simbiose, uma
vez que a simples substitui¢do de fertilizantes quimicos por adubos organicos ndo
garante a micorrizacdo (TRINDADE et al., 2010). Por outro lado, a matéria organica,
sobretudo em camadas de solo mais profundas, pode ser importante para manter uma
maior diversidade e abundancia destes organismos nestas profundidades, uma vez que
tem papel importante na aeracdo e umidade do solo, além da biomassa de raizes, (HIGO
et al., 2013), os quais afetam significativamente a fisiologia destes fungos.

A influéncia do pH nos sistemas convencionais de cafeeiro durante o periodo de
floracdo pode estar relacionado a pratica da calagem, frequentemente entendida como
benéfica para a colonizagdo, por eliminar fatores fungistaticos (SIQUEIRA ¢ COLOZZI
FILHO, 1986), além de favorecer a maior ocorréncia de plantas espontaneas que
estimulam diferentes espécies de FMA (ANDRADE et al., 1995). Entretanto, embora
seja reconhecida grande plasticidade fenotipica destes organismos com relagdo ao pH,
uma vez que sao encontrados em solos com pH variando de 3 a 10 (MOREIRA ¢
SIQUEIRA, 2006), existem estudos que apontam modificagdes nas populacdes de FMA
devido a calagem (SIQUEIRA et al., 1990).

No periodo de colheita, a capacidade de troca catidnica a pH 7,0 (T) e o K
influenciaram os sistemas de manejo agroecologico e estes receberam significativas
porcdes deste elemento via fertilizantes minerais. De qualquer modo, embora o K seja
requerido em grandes quantidades pelo cafeeiro, informagdes relacionadas aos efeitos
de sua disponibilidade sobre os FMA sdo escassas, principalmente, em condi¢des de

campo.

26



Os fatores quimicos do solo como a disponibilidade de Ca*" ¢ Mg®" tém sido
reconhecidos como aspectos importantes para os FMA, em nivel de germinagdo de
esporos ¢ colonizagdo de plantas (SIQUEIRA et al, 1990), sendo que estes
influenciaram a comunidade destes organismos nos sistemas convencionais,
principalmente no periodo de colheita.

Embora se perceba tendéncias de variacdo na diversidade de FMA em fungdo de
caracteristicas quimicas do solo, as correlagdes sdo complexas e podem sofrer influéncia
de variaveis nao levantadas, especialmente a umidade, aeracdo e temperatura do solo.
Deste modo, o estudo destes organismos em fung¢do das propriedades fisico-quimicas do

solo, tipos e doses de agroquimicos devem ser investigados.
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5. CONCLUSOES

Os sistemas de manejo e o estagio fenologico da planta afetam a diversidade e

distribuicao de FMA.

Os sistemas agroecologicos do cafeeiro, baseados em sistemas agroflorestais e

adubagdo verde sdo capazes de favorecer a comunidade de FMA no solo.
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APENDICES



APENDICE A - Anilise estatistica em parcelas subdivididas para a percentagem de

colonizacao

Tabela 1A: Andlise em parcela subdividida para percentagem de colonizagdo
micorrizica do sistema radicular de cafeeiro agroecoldgico e
convencional e fragmento de mata em trés periodos e trés localidades.

Graus de

Liberdade Soma de Quadrado
Quadrado Médio

Fonte de Variacao F

Sistemas 2 2211,40074 1105,70037 11,8111 **
Residuo 6 561,69037 93,61506
Parcelas 8 2773,09111
Periodo 2 3157,08667 1578,54333 10,8732 **
Interagdo Categoria 4 1067,93926  266,98481 1,8390 ns
X Periodo
Residuo 12 1742,12296 145,17691
Subparcelas 26 8740,24000
Localidades 2 610,20074 305,10037 2,2117 ns
Interagdo Categorias
X Localidades 4 273,85185 68,46296 0,4963 ns
Interagdo Periodos X 4 2056,58815  514,14704 3,7272 *
Localidades
Interagdo Categorias
X Periodos X 8 1448,53926 181,06741 1,3126 ns
Localidades
Residuo 36 4966,06000 137,94611
Total 80 18095,48000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01) pelo teste de Tukey
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (01 =< p < 05) pelo teste de Tukey

ns ndo significativo (p >=.05)



Tabela 2A: Percentagem de colonizacdo do sistema radicular de cafeeiro agroecologico e
convencional e espécies de fragmento de mata, em trés periodos e trés

localidades.
Sistema Periodo Localidade
Colonizagao Colonizagao N
o, o, Colonizagdo %
Agroecologico 25,47b Floracio 35,82a S1 30,31 a
Convencional 25,04 b Granacio 20,71 b S2 25,11 a
Fragmento de 36332 Colheita 30,302 s3 31,41 a
Mata

As médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 3A: Percentagem de colonizacdo do sistema radicular de cafeeiro agroecologico e
convencional e espécies de fragmento de mata para a interacdo entre periodos
e localidades.

Localidade*
Periodo
S1 S2 S3
Colonizagio % Colonizagio % Colonizagdo %
Floraciao (Nov. 2012) 47,12 aA 26,72 aB 33,62 Aab
Granacao (Mar. 2013) 17,99 bA 20,07 aA 24,08 aA
Colheita (Jul. 2013) 25,82 bA 28,56 aA 36,52 aA

*Ver detalhes na TABELA 01. As médias seguidas pela mesma letra minuscula (colunas) e maitsculas
(linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.



APENDICE B — Anilise estatistica em parcelas subdivididas para o nimero de

€sporos

Tabela 1B: Andlise em parcela subdividida para abundancia de esporos no
solo em sistema agroecologico e convencional de cafeeiro e
fragmento de mata em trés periodos e trés localidades.

Graus de
Fonte de Liberdade Soma de  Quadrad F
Variacao Quadrado o Médio
Sistemas 2 0,06927 0,03464 1,2805 ns
Residuo 6 0,16230 0,02705
Parcelas 8 0,23157
Periodo 2 1,74938 0,87469 38,2961 **
Interagdo Sistema X 4 0,17861 0,04465 19551 ns
Periodo
Residuo 12 0,27408 0,02284
Subparcelas 26 2,43365
Localidades 2 0,34728 0,17364 6,7431 **
Interacdo Sistemas s
X Localidades 4 0,86352 0,21588 8,3834
Interagdo Periodos
X Localidades 4 0,16206 0,04051 1,5733 ns
Interagdo Sistemas
X Periodos X 8 0,19839 0,02480 0,9630 ns
Localidades
Residuo 36 0,92703 0,02575
Total 80 4,93193

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01) pelo teste de Tukey
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (01 =< p < 05) pelo teste de Tukey

ns ndo significativo (p >=.05)



Tabela 2B: Numero de esporos nas amostras de solo em cultivo de cafeeiro
agroecologico e convencional e fragmento de mata em trés periodos e trés

localidades.
Sistemas Periodos Localsldade
N° de esporos N° de esporos N de
€sporos
Agroecologico 544,33a Floracio 317,48 b S1 607,41 a
Convencional 575,04 a Granacio 715,70 a S2 566,93 a
Fragmento de 468,59 a Colheita 554,78 a s3 413,63 b
Mata

As médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para atender o pressuposto de normalidade os dados foram transformados para log.(x).

Tabela 3B: Numero de esporos das amostras de solo em cultivo de cafeeiro
agroecologico e convencional e fragmento de mata para a interacdo entre

sistemas e localidades.

Localidade*
Sistema
S1 S2 S3
N° de esporos N° de esporos N° de esporos
Agroecologico 575,44 abA 537,03 aA 302,00 bB
Convencional 645,65 aA 602,56 aA 309,03 bB
Fragmento de mata 407,38 bAB 331,13 bB 549,54 aA

*Ver detalhes na Tabela 01. As médias seguidas pela mesma letra minuscula (colunas) e maitsculas
(linhas) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



