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RESUMO

SILVA, Nina Morena Régo Muniz, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, julho de
2017. Diversidade microbiana e microbiota solubilizadora de fosfato em solos de
cafezais organicos em sistemas agroflorestais e a pleno sol. Orientador: Raphael
Braganca Alves Fernandes. Coorientadores: Irene Maria Cardoso, Gilberto de
Oliveira Mendes, Mauricio Dutra Costa.

Em solos tropicais, os micro-organismos solubilizadores de fosfatos desempenham
papel relevante, uma vez que a maior parte do P encontra-se indisponivel para a
absorcdo, limitando o crescimento das plantas. Nesse contexto, os sistemas
agroflorestais, pelo favorecimento a maior quantidade e diversidade de micro-
organismos no solo quando comparados com a monocultura apresentam potencial
de proporcionar mais P disponivel para as culturas agricolas, reduzindo as perdas de
P para as formas nao labeis. Assim, o trabalho teve como objetivos avaliar a
dinamica e diversidade de comunidades microbianas totais e solubilizadoras de
fosfato em solos de cafezais agroecolégicos organicos composto por SAF e
monocultivo (Capitulo 1), e avaliar o potencial de solubilizacdo de diferentes fontes
de P por grupos de micro-organimos naturalmente presentes nesses manejos
agroecolégicos (Capitulo 2). Os tratamentos avaliados foram trés diferentes
manejos de cafezais agroecolégicos da Mata-MG (Coffea ardbica L., variedade
Catuai vermelho): cafezal em sistema SAF, com adubacdo de cama de frango
(SAF¢f); cafezal a pleno sol, com adubacdo de cama de frango (PScr) e cafezal em
sistema SAF com adubacdo natural (SAFya). Os solos foram analisados quanto a
caracterizacdo quimica, assim como quanto ao fracionamento sequencial de P,
contagem da microbiota total cultivavel e da microbiota solubilizadora de fosfato, e
a analise da diversidade genética das populacGes de bactérias e fungos. Também
realizou-se a avaliagdo do potencial de solubilizacdo de diferentes fontes

inorganicas de P (Cas(POs),, AIPO,4, FePO, e fosfato natural de Araxd), a atividade



enzimaticas das fosfatases acidas e alcalinas. Maior concentracdo de bactérias em
relacao ao de fungos foi observada tanto na contagem dos micro-organismos totais,
guanto da microbiota solubilizadora, porém os fungos tendem a apresentar maior
eficiéncia na solubilizagdo. A diversidade microbiana foi maior nos cafezais sob SAF.
Micro-organismos solubilizadores de P foram identificados em todos os
tratamentos e representaram 1,2; 0,9; 3,2% das bactérias totais para SAFc, PScr e
SAFya, respectivamente. Para os fungos esse valor chegou a 30% em SAFNA e em
torno de 2,5% para SAF¢ e PSce. Conclui-se que os fungos solubilizadores de P
demonstraram ser sensiveis ao tipo de manejo utilizado. O potencial de
solubilizacdo de fontes inorganicas e natural de P pela microbiota nativa do solo ndo
foi influenciado de forma significativa pelos diferentes manejos analisados. Porém
as fontes de P utilizadas interferiram, seguindo a tendéncia decrescente das médias
Cas3(PO4), > AIPO; > FePO, > P-Araxda, confirmando que os mecanismos da
solubilizacdo de fosfato dependem tanto das espécies de fungos e bactérias quanto
das diferentes fontes de fosfato. Nas analises das atividades enzimaticas em todos
os tratamentos as atividades da fosfatase acida foram maiores que a alcalina. Os
cafezais sob SAFs apresentaram as maiores concentra¢des de P, sendo o SAF
organico em torno de duas vezes mais que o SAF com adubacgdo natural, o que pode
estar associado a idade do sistema, onde sistemas mais velhos tendem a ter
maiores concentra¢des de P-soma. A maior fracao foi a de P-residual, que foi a
Unica que diferiu estatisticamente entre os tratamentos, sendo maior nos cafezais
sob SAFs. Os resultados encontrados aqui sugerem que a microbiota do solo possui
capacidade na solubilizacdo de fontes insoluveis de fosfato, utilizando diferentes

mecanismos.

Palavras-chave: micro-organismos do solo, solubilizacdo de fosfato, sistemas
agroflorestais, fracionamento sequencial de P, diversidade microbiana.



ABSTRACT

SILVA, Nina Morena Régo Muniz, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, July, 2017.
Microbial diversity and phosphate solubilizing microbiota in organic coffee soils in
agroforestry systems and complete sun. Adviser: Raphael Braganca Alves
Fernandes. Co-advisers: Irene Maria Cardoso, Gilberto de Oliveira Mendes, Mauricio
Dutra Costa.

In tropical soils phosphate solubilizing microorganisms play a relevant role, since
most of the P is unavailable for absorption, limiting plant growth. In this context,
agroforestry systems (AFS) - by favoring the greater quantity and diversity of
microorganisms in the soil when compared to monoculture, have the potential to
provide more available P for agricultural crops, reducing losses of P to non-labile
forms. The objective of this work was to evaluate the dynamics and diversity of total
microbial communities and phosphate solubilizers in organic agroecological coffee
soils composed of AFS and monoculture (Chapter 1) and to evaluate the potential of
solubilization of different sources of P by micro groups -organisms naturally present
in these agro-ecological management (Chapter 2). The evaluated treatments were
three different managements of agro-ecological coffee plantations of Mata-MG
(Coffea arabica L., Catuai red variety): coffee in AFS, with chicken manure (SAFc);
Coffee in full sun, with chicken manure (PS¢f) and coffee in AFS with natural
fertilization (SAFya). Soils were analyzed for chemical characterization, as well as for
the sequential fractionation of P, counts of the total cultivable microbiota and
phosphate solubilizing microbiota, and analysis of the genetic diversity of bacterial
and fungal populations. Of solubilization of different inorganic sources of P
(Caz(P0Oy4),, AIPO,4, FEPO4 and natural phosphate of Araxd), the enzymatic activity of
acid and alkaline phosphatases. Higher concentration of bacteria in relation to fungi
was observed both in the counts of total microorganisms and in the solubilizing
microbiota, but the fungi tend to present greater solubilization efficiency. The
microbial diversity was higher in coffee plants under AFS. P-solubilizing
microorganisms were identified in all treatments and represented 1.2; 0.9; 3.2% of
the total bacteria for SAF¢r, PScr and SAFwa, respectively. For fungi, this value
reached 30% in SAFNA and around 2.5% in SAFCF and PSCF. It was concluded that

the solubilizing fungi of P showed to be sensitive to the type of management used.



The potential for solubilization of inorganic and natural sources of P by native soil
microbiota was not significantly influenced by the different managements analyzed,
but the sources of P used interfered, following the decreasing trend of the means
Ca3(P0O4), > AIPO4 > FePO4 > P-Araxd, as showed in other works and confirming that
the mechanisms of phosphate solubilization depend on fungal and bacterial species
as well as on different phosphate sources. In the analyzes of the enzymatic activities
in all the treatments the acid phosphatase concentrations were higher than the
alkaline. Analyzing the sum (P-sum) of the fractions obtained by the sequential
fractionation of P, the coffee plants under SAFs presented the highest
concentrations of P, with organic SAF being around twice as much as the SAF with
natural fertilization, which may be associated to the age of the system, where older
systems tend to have higher P-sum concentrations. The largest fraction was P-
residual, which was the only one that differed statistically among the treatments,
being higher in the coffee plantations under SAFs. The results found here suggest
that the soil microbiota has the capacity to solubilize insoluble phosphate sources,

using different mechanisms.

Keywords: soil microorganisms, phosphate solubilization, agroforestry systems,

sequential fractionation of P, microbial diversity.
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INTRODUGAO GERAL

A denominada agricultura moderna, baseada em fundamentos
convencionais herdados da Revolucdo Verde, apresenta como caracteristica
principal a intensificacdo do uso da terra objetivando aumento da produtividade
agricola (Koohafkan, Altieri, & Holt-Giménez, 2012). Essa agricultura tem como
consequéncia perdas no equilibrio e na sustentabilidade dos ecossistemas, com
potenciais impactos negativos sociais, econdmicos e ambientais, devido a
especializagdo dos monocultivos, degradacdao e uso desmedido dos recursos
naturais, crescente uso de insumos quimicos, dependéncia de irrigacdo e
mecanizacdo (Holt-Giménez & Altieri, 2012) e perda da biodiversidade (Dirzo &
Raven, 2003).

O cultivo de café no Brasil seguiu métodos tradicionais de producdo, de
forma semelhante ao verificado para a cana-de-agucar e o algodado, sendo um dos
responsaveis pela devastacdo da Mata Atlantica, que levou a intensa degradacao
dos solos (Dean, 1997). Localizada neste Bioma da Mata Atldntica, a Zona da Mata
de Minas Gerais é exemplo desse cendrio, onde cafezais e pastagens mudaram de
forma impactante a paisagem florestada da regido (Blasenheim, 1983). Essa regido
engloba 43% dos municipios produtores de café do estado, sendo responsavel por
31% da producdo mineira (Conab, 2017). Neles, o café é o principal produto
comercial local, sendo prioritariamente cultivado como monocultura ou
consorciado com milho ou feijdo (IBGE, 2015). As areas produtoras de café da
regido estdo frequentemente associadas a altitudes mais elevadas e climas mais
amenos, buscando-se microclima ideal para a producdo de cafés de melhor
qualidade (Silva, de Queiroz, Ferreira, Corréa, & dos Santos Rufino, 2016).

Na Zona da Mata de Minas Gerais, em meados de 1970, surgiram as
primeiras criticas a tal tipo de agricultura e que subsidiam a formula¢do ja, na
década de 1990, da Agroecologia. Um dos principios da agroecologia é o manejo de
agroecossistemas diversos e capazes de sustentar seu préprio funcionamento
(Costa et al. 2017). Nessa regido, o desenvolvimento da agroecologia ocorreu com
forte envolvimento de professores e estudantes da Universidade Federal de Vicosa

(UFV), técnicos do Centro de Tecnologias Alternativas da Zona da Mata (CTA-ZM) e
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a partir dos agricultores/as engajados nas Comunidades Eclesiais de Base (CEB) e
organizados nos sindicatos dos trabalhadores rurais (Botelho, Cardoso, & Otsuki,
2016). Dentre as a¢Ges desenvolvidas por estes atores e instituicdes, encontravam-
se experimentagdes com prdticas alternativas de conserva¢cdao do solo visando
minimizar os impactos causados pela agricultura intensiva na regido e propostas de
uso da terra foram desenvolvidas, em especial no cultivo de café (Cardoso et al.
2001).

Dentre as experimentagdes estudadas destacam-se o0s sistemas
agroflorestais (SAFs) diversos, com especial foco na recuperacdo de terras
degradadas, desenvolvidos nas propriedades em parceria com os agricultores
familiares (Cardoso et al.,, 2001). Esses sistemas desenvolvidos sdo considerados
agroecolégicos por serem sistemas multifuncionais que podem permitir mudancas
favoraveis e simultdneas em varios componentes do agroecossistema, que
desempenham importantes papéis na obtencdo e manutencdo de solos de alta
qualidade, garantem maior aporte de matéria organica e favorecem a
biodiversidade do solo (Saha, Ghosh, Mishra, Majumdar, & Tomar, 2010; Schroth et
al., 2004; Soto, 2016).

Nos SAFs, a ciclagem de nutrientes é aumentada, em relagdao aos sistemas
em monocultivo, a partir da incorporacdo de residuos externos advindos das
arvores e pelo turnover de raizes que contribuem para o aporte de matéria organica
no solo, influencia a atividade microbiana e a qualidade do solo. Muitos destes SAFs
sao organicos. Neste caso o cultivo de café, além do consdrcio com outras arvores,
segue a legislacdo especifica para a producdo organica. Neste caso, quando
realizada, a adubacdo é efetuada a partir de fontes organicas, sendo mais frequente
o uso de estercos animais e residuos vegetais. Uso de alguns fertilizantes minerais,
guando ocorre, possuem restricdo. No caso do P, permite-se o uso de fosfatos
reativos, mais comumente conhecidos como fosfatos naturais (Jannoura, Georg, &
Bruns, 2014; Sanchez, 1995).

Os SAFs influenciam a microbiota do solo de diversas maneiras. Uma das
influencias diretas e indiretas é a alteracdo do microclima do solo devido as

espécies arbodreas (Silva et al., 2016) o que, juntamente com o aporte de residuos
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organicos, pode favorecer a diversidade funcional de micro-organismos (Assis
Junior, Zanuncio, Kasuya, Couto, & Melido, 2003; Balakrishna, Lakshmipathy,
Bagyaraj, & Ashwin, 2016; Goberna, Navarro-Cano, & Verdu, 2016; Vallejo et al.,
2012)

A diversidade funcional microbiana do solo é importante para a manutencao
da qualidade dos solos, principalmente porque esses organismos atuam
diretamente na dindmica de nutrientes (Mader et al., 2002), dentre eles o fésforo
(P). Diversos grupos de micro-organismos de solo presentes em condi¢des naturais,
atuam na dinamica do fosforo, dentre eles os solubilizadores de fosfatos (Sharma,
Sayyed, Trivedi, & Gobi, 2013). Esses desempenham importante papel no ciclo do P,
estando associados a liberagdao desse nutriente tanto pela solubilizacdo de formas
inorgdnicas quanto pela mineralizacdo de formas organicas (Richardson & Simpson,
2011; Rodriguez & Fraga, 1999), por meio de vdrios mecanismos, dentre os quais
destaca-se a producdo de acidos organicos (Mendes et al., 2014).

Os micro-organismos solubilizadores de P sdao principalmente, bactérias e
fungos. As principais bactérias sdo Pseudomonas e Bacillus, além de Rhizobium,
Achromobacter, Burkholderia, = Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium e Erwinia (Rodriguez & Fraga, 1999). As micorrizas e os isolados
fungicos de Aspergillus e Penicillium estdo entre os fungos solubilizadores mais
estudados (Cardoso & Kuyper, 2006; Mendes et al., 2014; Souchie & Abboud, 2007).

Em solos tropicais os micro-organismos solubilizadores de fosfatos
desempenham papel importante, uma vez que a maior parte do P encontra-se
fixado, o que dificulta a absorcdo pelas plantas, limitando o crescimento das
mesmas (Novais & Smith, 1999). Nesses solos, os sistemas agroflorestais - pelo
favorecimento a maior quantidade e diversidade de micro-organismos, quando
comparados a monocultura (Cardoso, Boddington, et al. 2003), podem aumentar a
disponibilidade de P disponivel para as culturas agricolas, solubilizando o P fixado e
reduzindo as perdas de P para as formas ndo labeis (Cardoso, Janssen, Oenema, &
Kuyper, 2003).

Entretanto, ainda é escassa a informacdo cientifica acerca da influéncia de

sistemas agroecoldgicos, como os SAFs, sobre a atividade da biota de forma geral e
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em especial sobre a comunidade microbiana solubilizadora de fosfato do solo.
Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos avaliar a dinamica e
diversidade de comunidades microbianas totais e solubilizadoras de fosfato em
solos de cafezais agroecoldgicos organicos composto por SAF e monocultivo
(Capitulo 1), e avaliar o potencial de solubilizacdo de diferentes fontes de P por
grupos de micro-organimos naturalmente presentes nesses manejos agroecoldgicos

(Capitulo 2).
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Capitulo 1
Diversidade de micro-organismos do solo visando a microbiota solubilizadora de
fosfato em cafezais agroecoldgico

RESUMO

Grande parte do fdésforo (P) do solo encontra-se indisponivel para as plantas,
limitando o seu crescimento. Partindo-se da hipdtese de que a utilizagdo de
sistemas agroflorestais (SAF) pode favorecer a populacdo de micro-organismos
solubilizadores de fosfato, possibilitando maior disponibilidade de P para as plantas.
Nesse sentido objetivou-se avaliar o efeito do manejo agroecolégico de cafezais
sobre a diversidade microbiana e a presen¢a de micro-organismos solubilizadores
de fosfato. Os tratamentos avaliados foram trés diferentes manejos de cafezais
agroecolégicos da regido da Zona da Mata-MG: cafezal em sistema SAF, com
adubacdo de cama de frango (SAF¢); cafezal a pleno sol, com adubacdo de cama de
frango (PScf) e cafezal em sistema SAF com adubacdo natural (SAFya). Foi realizada a
caracteriza¢do quimica, fracionamento sequencial de P, a contagem da microbiota
total cultivavel e da microbiota solubilizadora de fosfato, a analise da diversidade
genética das populacdes de bactérias e fungos, nos solos de cada manejo. Os
cafezais com adubacdo de cama de frango (SAFcr e PScg) apresentaram os maiores
valores de P (Mehlich-1), e ndo se verificou diferengas nas formas mais labeis de P
entre os tratamentos no fracionamento sequencial de P. Maior densidade
populacional de bactérias em relagdo ao de fungos foi observada tanto na
contagem dos micro-organismos totais, quanto da microbiota solubilizadora. A
maior populacdo bacteriana cultivavel foi observada no solo do cafezal a pleno sol,
com adubacdo de cama de frango (PScr) € a menor no cafezal em sistema SAF com
adubacdo natural. A diversidade microbiana foi maior nos cafezais sob SAF. A
disposicdao da diversidade microbiana no solo dos cafezais variou conforme a
concentrac¢do dos atributos quimicos e das fracdes de P no solo. Micro-organismos
solubilizadores de P foram identificados em todos os tratamentos e representaram
1,2; 0,9; 3,2% das bactérias totais para SAFcr, PScr e SAFya, respectivamente. Para os
fungos esse valor chegou a 30% em SAFya € em torno de 2,5% para SAF¢r e PScr.
Diante do exposto, conclui-se que os fungos solubilizadores de P demonstraram ser
sensiveis ao tipo de manejo utilizado.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosfato; diversidade microbiana; manejo
agroecolégicos; sistemas agroflorestais; contagem de micro-organismos.
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ABSTRACT

Much of the soil phosphorus (P) is available to plants, limiting their growth. Based
on the hypothesis of the use of agroforestry systems (SAF), it may favor a
population of phosphate solubilizing microorganisms, allowing greater availability of
P to the plants. The objective of this study was to evaluate the effect of the
agroecological management of coffee plantations on a microbial diversity and a
presence of phosphate solubilizing microorganisms. The treatments attentive to
three different management of agroecological coffee plantations in the region of
Zona da Mata-MG: coffee in SAF system, with fertilization of chicken bed (SAFc);
coffee in full sun, with fertilization of chicken bed (PScr) and coffee in SAF system
with natural fertilization (SAFna). A chemical characterization, sequential
fractionation of P, a total microbiota cultivable and phosphate solubilizing
microbiota counts, an analysis of the genetic diversity of bacterial and fungal
populations, our solos of each management. The coffee plants with chicken bed
fertilization (SAFcr and PScr) had the highest values of P (Mehlich-1), and are not
verified in the most labile forms of P between treatments without sequential
fractionation of P. Increased population density of bacteria in to the observation of
both the total microorganism counts and the solubilizing microbiota. The largest
cultivable bacterial population was observed without a full sun, with fertilization of
chicken litter (PScf) and a lower one in the coffee tree in SAF system with natural
fertilization. Microbial diversity was higher in coffee plantations under APS. An
arrangement of the microbial diversity in the soil of the coffee plantations varied
according to the concentration of the chemical attributes and the fractions of P in
the soil. P-solubilizing microorganisms were identified in all treatments and
represented 1.2; 0.9; 3.2% of the total bacteria for SAFc;, PSce and SAFya,
respectively. For fungi this value reached 30% in SAFya and around 2.5% for SAFc¢
and PS¢t. In view of the above, it is concluded that the solubilizing fungi of P showed
to be sensitive to the type of management used.

Keywords: phosphate solubilization; microbial diversity; agroecological
management; agroforestry systems; micro-organism counts.
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INTRODUCAO
O fésforo (P) esta presente no solo tanto na forma organica como inorganica,

porém a maior parte encontra-se indisponivel para a absorg¢do pelas plantas, o que
limita o crescimento das mesmas. Em solos tropicais, a disponibilidade de P para as
plantas torna-se ainda mais baixa, devido sua retencdo pelos 6xidos de Al- e Fe
(Novais & Smith, 1999). Diante desta reducdo de disponibilidade, comumente
aplica-se fertilizantes sintéticos fosfatados, o que eleva os custos de producdo e
contribuem para o esgotamento das reservas fosfaticas mundiais, que s3o escassas
(Cordell, 2009).

Alguns sistemas podem aumentar a eficiéncia da disponibilidade de
nutrientes em solos tropicais, incluindo o P. Na regido da Zona da Mata de Minas
Gerais, a utilizacdo de sistemas agroflorestais (SAFs) tem-se mostrado como um
desses sistemas como uma possibilidade vidvel para diminuir os problemas
causados pelo uso intensivo da terra e dos recursos naturais (Cardoso et al., 2001;
Mendoncga et al., 2001). Por recuperar nutrientes de horizontes mais profundos do
solo e permite melhor protecdo contra erosdo (Franco et al., 2002). Possibilitando
maior aporte da matéria organica do solo (Chander et al., 1998). Adicionalmente,
proporciona melhores condi¢cOes para a atividade de micro-organismos no solo,
mostrando que o componente arbdéreo influencia positivamente a comunidade
microbiana (Zak et al., 2003; Schroth et al., 2004; McNeely & Scroth, 2006; Jose,
2009).

No solo, quanto mais diversa a comunidade microbiana maior a resiliéncia
do ambiente, o que possibilita melhor capacidade de recupera¢ao quando frente a
condicGes adversas (Moreira & Siqueira, 2006). Isto ocorre, pois 0s micro-
organismos atuam exercendo diversas fun¢des essenciais para o funcionamento do
ecossistema, como decomposicdo da matéria organica, degradacao de substancias
tdxicas e disponibilizacdo de nutrientes para as plantas, inclusive do fosfato (Mader
et al., 2002), permitindo a reducdo da dependéncia de insumos manufaturados na
agricultura (Vassilev et al., 2006).

A complexidade microbiana no solo permite a convivéncia de organismos

com metabolismos distintos, mantendo interacdes em estado de equilibrio
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dinamico, proporcionando assim, condigdes ideais para uma diversidade
extremamente elevada. Entretanto, diferentes praticas agricolas afetam o ambiente
do solo, provocando disturbios na comunidade microbiana que podem, influenciar
os processos biogeoquimicos que nele ocorrem, afetando inclusive transformacgdes
de P no solo (Junior & Melo, 2000; Wright, 2009). A busca por praticas de manejo
mais sustentaveis e que permitam melhor desenvolvimento da microbiota, é
fundamental para manter ou melhorar a qualidade do solo.

Dentre os micro-organismos do solo, uma pequena fragao da microbiota total
é formada por aqueles que sdo capazes de liberar P tanto pela solubilizacdo de
fosfato inorganico, quanto pela mineralizacdo de fosfato organico (Gyaneshwar et
al., 2002). Em ambos os casos, o elemento passa a ser disponivel para as plantas,
com melhor rendimento e crescimento das culturas (Richardson & Simpson, 2011).
Entre esses micro-organismos solubilizadores de fosfato, destacam-se bactérias e
fungos do solo, esses ultimos em geral apresentam maior capacidade de
solubilizacdo (Rodriguez & Fraga, 1999; Bucher, 2006; Mendes et al., 2013).

Quando se busca o isolamento de micro-organismos solubilizadores
normalmente se coleta solo rizosférico, devido a intera¢do planta-micro-organismos
(Barea et al., 2005). Neste processo é usado o método de diluicdo serial em placa,
utilizando meio de cultura sdélido contendo precipitado de fosfato insolivel. A
detec¢do de um halo claro em torno das col6nias é sinal de solubilizagdo de fosfato
(Mahadevamurthy et al., 2016). Ainda com suas limitacdes, dadas as inconsisténcia
e variagoes na atividade dos micro-organismos solubilizadores de fosfato e o fato de
apenas 1% ou menos dos organismos do solo serem cultivaveis, esse método ainda
é largamente utilizado devido a sua facilidade e baixo custo de execucdo. O
procedimento tem sido considerado Util em estudos comparativos sobre grupos de
micro-organismos vidveis e cultivaveis em amostras de solo ou para estudo de
micro-organismos especificos (Moreira & Siqueira, 2006).

Estudos mais refinados da comunidade microbiana total envolvem técnicas
bioldgicas moleculares, que oferecem estimativas da estrutura, composicdo e
diversidade das comunidades. Dentre essas técnicas, a extracdo do DNA do solo

acompanhado de andlises como o DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
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tem sido muito utilizada (Muyzer et al.,, 1993), uma vez que pode ser util para
diagnosticar a presencga e abundancia relativa de micro-organismos, como bactérias
e fungos em amostras obtidas de solos (Nakatsu et al., 2000; Valaskova & Baldrian,
2009).

O conhecimento da diversidade e dindmica dos organismos do solo é
essencial para o desenvolvimento de sistemas de manejos mais eficientes e mais
voltados para a qualidade do solo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
diversidade microbiana, a presenc¢a de micro-organismos solubilizadores de fosfato

e a dinamica do P em solos sob manejo agroecoldgico de cafezais.

MATERIAL E METODOS
Caracterizagao das areas

Os sistemas de producdo avaliados neste estudo sdao de propriedades do
municipio de Araponga, nos arredores do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro,
regido da Zona da Mata, Minas Gerais, Brasil (Figura 1). A regido apresenta altitude
proxima de 1.300 m, temperatura média anual de 18°C e precipita¢cdo média anual
de 1.500 mm, com periodos secos de dois a quatro meses (Golfari, 1975). Os solos
predominantes na paisagem sdo os Latossolos Vermelho Amarelo (Embrapa, 2013).
Os estabelecimentos agropecudrios em geral s3o pouco mecanizados, com
predominio (> 90%) de cultivo do café ardbicos, sendo uma pequena parcela (< 1%)
associados com sistemas agroflorestais (IBGE, 2006). Outras culturas comuns na
regido sdo banana, laranja, cana-de-acucar, mandioca, feijao e milho (IBGE, 2015).

O estudo foi conduzido em trés diferentes areas com o cultivo de cafezais
agroecoldgicos organicos (Coffea arabica L., variedade Catuai vermelho), sendo
duas em sistema agroflorestal (SAF) e uma a pleno sol (PS). As areas sao préximas e
de caracteristicas semelhantes quanto a exposicao a radiacdo solar. Essas trés areas
compuseram os tratamentos avaliados no presente estudo: cafezal em SAF com
adicdo de cama de frango (SAFc); cafezal a pleno sol com adi¢do de cama de frango

(PScr) e cafezal em SAF com adubacdo natural (SAFya), apenas com residuos vegetal.
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FIGURA 1. Localizacdo do municipio de Araponga, onde o estudo foi realizado.

Fonte: IEDE-MG (2017) e Silva et al. (2015).

Uso e Manejo das areas

Informacoes acerca das dreas de estudo e do seu manejo foram obtidas nos
estudos de Soto (2016) e Vieira Junior (2016), assim como é possivel obter nessas
referéncias informacdes sobre o histdrico das areas antes da implantacdo das
praticas agroecoldgicas. As areas de café sao certificadas como organicas. Nos
sistemas de manejo utilizam adubacdo verde e manejo adequado das plantas
espontaneas, nao utilizam agrotéxicos nem adubos minerais soluveis. A
caracterizacao fisica dos solos de cada uma das areas foi efetuada por Soto (2016),

apds amostragem entre agosto e setembro de 2015 (Tabela 1).

23



Tabela 1. Caracterizacdo fisica do solo das dreas de estudo

Trat. Argila Silte Areia Classe DS Mi Ma PT

Textural

gKg! kg dm?  —eoeeeeev AR L —

SAFcr 45 12 43 Argilosa 1,16b 0,29a 0,21a 0,51a
PSce 48 10 42 Argilosa 0,97a 0,29a 0,21a 0,50a
SAFna 49 9 42 Argilosa 0,97a 0,27a 0,24ab 0,51a

DS: densidade do solo; Mi: microporosidade; Ma: macroporosidade; PT: porosidade

total. Fonte: Soto (2016).

SAF¢; - Cafezal em SAF adubado com cama de frango

FIGURA 2. Sistema de cultivo em propriedade agroecoldgica com cafezal em SAF
adubado com cama de frango

Este sistema é considerado agroecolégico maduro, com implantacdao da
lavoura de café em 2001 sob sistema convencional de producdo. A transi¢do
agroecoldgica iniciou em 2003 (Figura 2. e hoje o cafezal é sombreado por arvores
totalmente crescidas, diversificadas (nativas e exdticas) e distribuidas

aleatoriamente. Os principais exemplares arbéreos sdo a peroba (Aspidosperma
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polyneurum) e a capoeira branca (Solanum argentum), ambas em densidade
aproximada de 40 arvores/ha. Bananeira (Musa sp.), em densidade de 160
arvores/ha que sdo utilizadas como quebra vento e estdo localizadas nas bordas da
lavoura. Algumas darvores de sombra ainda estdo em desenvolvimento, devendo a
area sombreada aumentar nos préoximos anos.

A area possui aproximadamente 4,0 ha, com 1000 plantas de café/ha em
espacamento de 3,0 x 1,5 m. A cama de frango (4 kg/planta/ano) é aplicada na
estacao chuvosa, sob a copa do cafeeiro. Esporadicamente aplica-se fosfato natural
e calcdrio a cada trés anos. Quando necessario, para renova¢ao ou raleamento, o
café é podado e as folhas deixados na lavoura. A lavoura de café é certificada pela

IBD Certificagdes.

PS¢ - Cafezal a pleno sol com cama de frango

FIGURA 3. Sistema de cultivo em propriedade agroecolégica com cafezal a pleno sol

adubado com cama de frango

Nesse sistema a lavoura de café é cultivada a pleno sol (Figura 3), ocupa area
de 0,3 ha e, assim como no manejo SAF, a adubagdo é basicamente pela adigdo de
cama de frango e casca de café. Também ha aplicacdo ocasional de fosfato natural

reativo, uma vez por ano, comumente entre os meses agosto e setembro. A
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densidade de plantas é préxima a maioria dos sistemas convencionais da regido,
com cerca de 4000 plantas/ha. A capina, geralmente é efetuada com rogadeira
manual durante a estacdo chuvosa, porém quando a estacdo é prolongada, o
agricultor utiliza enxada manual, esporadica, para o controle das plantas
espontaneas. A poda das plantas de café é efetuada de forma semelhante ao
manejo do sistema SAF¢. A colheita é feita sem discriminag¢dao entre os frutos de
café maduros e imaturos. A calagem é efetuada, aproximadamente, a cada trés

anos. Essa drea, quando comparada com as demais, apresenta o maior declive.

SAFya - Cafezal em SAF com adubagio natural

FIGURA 4. Sistema de cultivo em propriedade agroecolégica com cafezal em SAF

com adubacdo natural

Este sistema segue a pratica japonesa da agricultura natural, baseado no
principio da purificacdo e pelo respeito a natureza. Nesta prdtica de agricultura
evita-se o revolvimento do solo, ndo se utiliza agrotoxico, fertilizantes e adubacao
com residuos animais. A adubacdo organica permitida é com residuos vegetais

produzidos na propriedade, a exemplo da adubacdo verde e serapilheira de mata

26



proxima (Fukuoka, 1995). Neste manejo busca-se o maximo aproveitamento dos
processos naturais, privilegiando a forga do solo.

Essa lavoura foi estabelecida nessas condi¢cdes naturais em 2014, sendo a
mais recente das dareas avaliadas (Figura 4). Possui 0,8 ha, com plantas de café em
espacamento 2,3 x 1,2 m. O café estd consorciado aleatoriamente com, entre
outras, espécies de bananeira (Musa sp.), capoeira branca (Solanum argenteum),
palmeira real (Archontophoenix cunninghamiana) com densidade de 125, 40 e 20
arvores/ha, respectivamente. O amendoim forrageiro (Arachis pintoi) cobre toda a
superficie do solo. A adubacgdo é feita apenas com material vegetal oriundos de
fragmentos de mata e da prépria lavoura, como pseudocaule de bananeira, troncos
de capoeira branca, amendoim forrageiro e serapilheira, além de casca de café,
oriunda da proépria lavoura. S3o feitas duas aplicacdes de materiais vegetais na
projecao da copa do cafeeiro, uma no més de novembro e outra apds 45 dias. No
total, sdo utilizados aproximadamente 20 kg de material vegetal por planta de café
por ano. Essa lavoura é certifica como natural pela organizacdo japonesa de

Agricultura Natural Shumei.

Amostragem e caracteriza¢ao quimica

Para a avaliacdo da qualidade dos solos, amostras foram coletadas para
analises quimicas, fracionamento de P e analises microbioldgicas. Trés amostras
compostas de cada tipo de manejo foram coletadas na profundidade de 0 a 20 cm,
em fevereiro de 2017. Cada amostra composta foi formada por oito amostras
simples coletadas com trado sonda ao redor de quatro plantas de café selecionadas
de forma aleatéria. O material obtido foi dividido em duas por¢des, sendo uma
delas disposta e mantida sob refrigeracio a 4°C e destinada as analises
microbioldgicas. A outra porg¢do foi utilizada nas analises quimicas do solo, apds
obtencdo da Terra Fina Seca ao Ar (TFSA). As analises foram realizadas no
Laboratério de Fisica do Solo, do Departamento de Solos, e no Laboratdrio de
Ecologia Microbiana do Departamento de Microbiologia, no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), localizados na Universidade

Federal de Vicosa (UFV).

27



Analise quimica

Na caracterizacdo quimica determinou-se o pH em H,0O; a acidez potencial
(H+Al); K e P extraidos por Mehlich-1; Ca, Mg e Al extraidos com KCl 1 mol/L. Com
os resultados obtidos foram calculadas a capacidade de troca cationica (CTC total e

efetiva) e a saturagdo por bases (V%) e por aluminio (m%).

Fracionamento de P

O fracionamento quimico de P foi efetuado conforme descrito por Zhang e
Kovar (2009). Na Tabela 3 encontra-se uma sintese do fracionamento de P realizado
(Tabela 2). Foram analisadas as fragdes de P-labil (fracamente adsorvido) e P ligado
a Al e Fe, P ocluso (aquele localizado no interior das particulas de argila) e P ligado a
Ca, além do P residual, avaliado no residuo submetido a todos os demais extratores.
A Ultima fracdo avaliada foi o P-residual, por meio de digestdo tridcida (EPA 3052)
da amostra de solo que foi submetida a todos os extratores prévios. Todas as
concentracdes de P foram determinadas em equipamento ICP-OES. O P-total foi

determinado pela soma de todas as fragdes obtidas pelo fracionamento sequencial.

Tabela 2. Detalhes do fracionamento quimico de P utilizado no estudo

Fracao Solugao Concentragao pH Fracdo de P obtida

mol L

P-1abil (fracamente

1 NH,CI 1 -

adsorvido)
2 NH4F 0,5 8,2 Associado a Al
3 NaOH 0,1 - Associado a Fe
4 Na3CsHs07+ NaHCO3 0,3+1,0 8,5 (NaHCOs) P-ocluso
5 H,S0,4 0,25 - Associado a Ca
6 HNO;3 + HCl + HF 1 - P-residual

NH4CI: cloreto de amonio; NH4F: fluoreto de amoénio; NaOH: hidréxido de sddio;
Na3CgHs0; + NaHCOs: citrato de sddio e bicarbonato de sédio; H,SO,4: acido

sulfurico; HNOs + HCI + HF: acido nitrico, acido cloridrico e acido fluoridrico.
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Microbiota total cultivavel e solubilizadora de fosfatos

Mistura de 1 g de solo de cada um dos manejos estudados em solucdo salina
(NaCl 0,85%, m:v), em diferentes dilui¢cdes (10'1, 102, 1073, 10'4). Em seguida,
aliqguotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram plaqueadas, em triplicata, em meio de
cultura NBRIP (Nautiyal, 1999), contendo Cas3(PO4), como fonte de P e espalhadas
com o auxilio de alca de Drigalsky. Com o objetivo de selecionar fungos, algumas
placas receberam 0,025 mL do antibidtico streptomicina (20 mg L), capaz de
eliminar as bactérias. As placas foram ent3o, incubadas em BOD por 12 dias a 37 °C
e 25 °C, para o desenvolvimento de bactérias e fungos, respectivamente.

A avaliacdo da microbiota total cultivavel foi efetuada pelo somatério da
contagem do numero de colbnias nas placas. A avaliacdo da microbiota
solubilizadora de fosfato foi obtida pela contagem das col6nias que apresentaram
halo transparente ao seu redor, correspondendo a zona de solubilizacdo da fonte de
fosfato utilizada. Ambos os resultados foram expressos em Unidades Formadoras

de Colénia por grama de solo seco (UFC g™ solo).

Andlise da diversidade genética das popula¢Ges de bactérias e fungos

O DNA total foi extraido de 500 mg de solo previamente macerados das
amostras de cada ponto de coleta, utilizando-se o kit comercial NucleoSpin®soil
(Macherey-Nagel), conforme recomendagdes do fabricante.

A avaliacdo da qualidade e quantidade dos extratos de DNA foi conferida
pela técnica de eletroforese horizontal em gel de agarose 0,8 % e
espectrofotometria UV (NanoDrop 2000). A reacao em cadeia da polimerase (PCR)
combinada com técnicas de fingerprint como eletroforese em gel de gradiente de
desnaturalizacdo (DGGE) foram conduzidas para investigar os padrdes de bandas de

genes de rDNA amplificados.

Analise da diversidade de bactérias
Os primers utilizados na primeira PCR para amplificar a regido V1-V9 do

rDNA 16S foram F27 (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e R1492 (TACCTTGTTACGACTT)
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(Deng et al., 2007). Na nested PCR buscou-se fragmentos menores de DNA, regido
V6-V9 do rDNA 16S. Nessa etapa a amplificagdo foi conduzida com os primers R1492
e U968 (AACGCGAAGAACCTTAC) (Favier et al., 2002) com grampo GC (Myers et al.,
1985).

A mistura da primeira PCR foi preparada para volume final de 25 ulL,
contendo 10 ng de DNA total; 0,1 uM de cada primer; 5 uL do tampdo GoTaq Flex®
Reaction Buffer; 10 mM de dNTP; 0,18 mg mL* de albumina de soro bovino (BSA);
20 mM de MgCl,; 1,25 U de GoTaq Flex DNA polimerase (Promega, Madison, EUA) e
13,475 uL de 4gua deionizada (Milli-Q) esterilizada. As amplificacbes foram
realizadas em termociclador nas seguintes condi¢cdes: desnaturacdo inicial a 94 °C
por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 50 °C por 1 min, 72 °C por 90 segundos para extens3o dos primers,
por ultimo uma etapa de 72 °C por 7 min.

A nested PCR foi realizada utilizando 1 uL da reagdo anterior como molde. A
mistura foi composta por 0,04 uM de cada primer; 5 pL do tampdo GoTaq Flex®
Reaction Buffer; 5 mM de dNTP; 1,25 mg mL* de BSA; 22,5 mM de MgCl,; 2 U de
GoTaq Flex DNA polimerase (Promega, Madison, EUA) e 12,75 uL de agua
deionizada (Milli-Q) esterilizada em um volume de reacdo total de 25 pL. As
condi¢bes de analise foram: desnaturac3o inicial & 94 °C por 5 min, seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 61 °C por 1 min, 72 °C por 2

min para extensdo dos primers, por ultimo uma etapa de 72 °C por 10 min.

Analise da diversidade de fungos

A primeira PCR foi realizada para amplificar as regides V1-V9 do rDNA 18S de
fungos. Para isso foram usados os primers NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC) (May et
al., 2001) e EF3 (TCCTCTAAATGACCA) (Oros-Sichler et al., 2006). A mistura da PCR
consistiu em 10 ng de DNA total; 0,03 uM de cada primer; 5 uL do tampao GoTaq
Flex® Reaction Buffer; 5 mM de dNTP; 22,5 mM de MgCl,; 2 U de GoTaq Flex DNA
polimerase (Promega, Madison, EUA) e 15,45 uL de d4gua deionizada (Milli-Q)
esterilizada em um volume de reacdo total de 25 uL. As amplificacdes foram

realizadas em termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94 °C
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por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturac¢do a 94 °C por 1 min, anelamento a 47
°C por 1 min, 72 °C por 2 min para extensdo dos primers, por Ultimo uma etapa de
72 °C por 10 min.

Utilizando 1 pL da reagao anterior como molde foi realizada a nested PCR. Os
primers dessa etapa foram FF390 (CGATAACGAACGAGACCT) e FR1GC
(CCCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGCCGAICCATCAATCGGTAIT)
(Vanio & Hantula, 2000). Para a formacdo do mix utilizou-se mistura composta por
0,03 uM de cada primer; 5 pL do tampao GoTaq Flex® Reaction Buffer; 5 mM de
dNTP; 0,45 mg mL? de BSA; 22,5 mM de MgCly; 1,25 U de GoTaq Flex DNA
polimerase (Promega, Madison, EUA), com volume completado com 14,52 uL de
agua desionizada (Milli-Q) esterilizada para formar 25 uL da reacdo total. As
condi¢bes de andlise foram desnaturac3o inicial a 94 °C por 4 min, seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, anelamento a 50 °C por 1 min, 72 °C por 1

min para extensdo dos primers, por Ultimo uma etapa de 72 °C por 10 min.

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Para a separacao dos diferentes amplicons em DGGE e para a avaliagdo de
bactérias, foram produzidos dois géish com diferentes gradientes de
ureia/formamida. O primeiro de 30 a 55% e, o segundo, de 45 a 60%. Isso foi
realizado para recuperar as bandas muito unidas na parte inferior do primeiro gel.
No caso dos fungos, o intervalo do gradiente do gel foi de 25 a 60 %.

O procedimento de andlise consistiu da aplicacdo 20 uL do produto da
nested PCR de cada amostra em gel vertical de poliacrilamida de 6 % (p/v) em
tampao 1X TAE nos respectivos gradientes. A eletroforese foi conduzida em
temperatura de 60 °C e voltagem constante de 100 V por 12 h. Posteriormente o gel
foi corado com SYBR® Gold (Invitrogen). A eletroforese foi realizada em
equipamento DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad — Califérnia
USA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Os perfis de bandas obtidos apds a DGGE foram analisados e comparados
utilizando o software Bionumerics® (Versdo 7.6). O software considera tanto o

nimero como a intensidade das bandas, correspondente a cada unidade
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taxonOGmica operacional (UTO), para executar os dendrogramas e alinha-los de
acordo com os marcadores externos, permitindo assim a normalizagao e
comparacdes subsequentes entre amostras. A estrutura da comunidade microbiana
foi avaliada com base no coeficiente bindrio de Dice de similaridade e no método de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) para a andlise dos
agrupamentos. Com o uso do PAST (Hammer et al., 2001) foram gerados os
diagramas de Venn, as analises de riqueza (Chao - R) e a diversidade (Shannon - H)

dentro de cada amostra calculados pela matriz de presenca e auséncia.

Anidlises estatisticas

Na andlise dos dados obtidos foi considerado cada manejo avaliado como
um tratamento, cujas médias dos diferentes atributos avaliados foram comparados,
ap6s ANOVA, por teste de média Tukey (p<0,05). Quando necessario, foi efetuada a
normalizacdo dos dados por transformacado logaritmica. Na avaliacdo dos resultados
do fracionamento sequencial de P, a analise de variancia foi feita pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis e os tratamentos comparados pelo método de
comparagdao multipla de Dunn’s, com diferengas significativas a 0,1%. O software
estatistico utilizado em ambos os casos foi o Sigma Plot 12.5. As analises de
componentes principais foram realizadas utilizando estatistica multivariada de

correspondéncia canonica utilizando-se o Software Canoco 4.5.

RESULTADOS
Caracterizagao quimica

As caracteristicas quimicas dos solos estudados segundo interpretacao
baseada nos critérios gerais do Comité de Fertilidade do Solo de Minas Gerais, Brasil
(CFSMG, 1999) indicam discretas diferencas dos tratamentos quanto a fertilidade
do solo. Valores mais discrepantes sao principalmente associados aos teores de P e
K verificados no cafezal sob SAF com adubacdo natural (SAFya). Especificamente
com relacdo ao P, a concentracdo da forma disponivel (Mehlich-1) obtida em SAFya

indica teor considerado muito baixo no solo (CFSMG, 1999).
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A caracterizacdo quimica dos solos em cada area avaliada é apresentada na
Tabela 3. O menor pH foi observado no cafezal a pleno sol com cama de frango
(PScr), em contraste com o maior valor verificado cafeeiro sob SAF (SAF¢) que
recebeu a mesma adubagdo. Os teores de Ca® acompanham os valores de pH. Os
teores de matéria organica sdo considerados altos em todas as areas, sendo
coerentes com ambientes mais conservativos e agroecoldgicos.

Os maiores teores de P disponivel foram verificados nos tratamentos SAF¢ e
PScr, coerente com a aplicagdo da cama de frango, residuo com maior teor de P
(cerca de 3 %) quando comparado com outros estrumes organicos (Haggar et al.,
2011). Ao mesmo residuo foram associados os maiores teores de K disponivel nos
mesmos tratamentos. Embora os teores de Ca e Mg sejam consideraveis bons, a
saturacdo de bases ndo ultrapassa os 50 %, muito em decorréncia da elevada acidez
potencial, provavelmente ligada aos altos teores de matéria organica.

Em todas as dreas estudadas o teor de aluminio (Al) foi zero, e

consequentemente a percentagem de saturagdo por Al (m).

TABELA 3. Analise quimica de solo para todos os sistemas de estudo.

Trat. pH P K Ca Mg Al H+Al SB t T V. m MO P-rem
H,0 mg/dm® - cmol/dm?® oo -%-- dag/kg pg/L

SAF¢ 56 31,4 326 38 16 0 73 6,2 6,2 13,5 46 0 8,0 20,1
PSe¢ 5,2 473 517 33 1,8 0 74 65 65 139 47 0 7,2 26,7
SAFna 53 4,2 197 36 1,4 0 73 55 55 128 43 0 7,6 20,9

SB: Soma das bases; t: capacidade de troca catidnica efetiva, T: capacidade de troca catiénica a pH
7,0; V: percentagem de saturagdo de bases; m: percentagem de saturagdo por aluminio, MO:

matéria organica; P-rem: fésforo remanescente.

Fracionamento de P

Praticamente ndo se verificaram diferencas entre as fracdes de P avaliadas
nos trés tratamentos estudados (Figura 5). Apenas os teores de P na fracdo residual
diferiram entre tratamentos, com maiores valores associados aos cafezais sob SAF.

Os teores totais de P também foram maiores nos cafezais manejados sob SAF,
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sendo obtidos 863,36 e 486,78 mg P kg solo™ em SAFcs e SAFa, quando comparado
381,11 no cafezal a pleno sol (PScf).

A andlise dentro de cada tratamento indicou semelhante distribuicdo de
formas de P nos solos, respeitando-se a sequéncia P-residual > P-Fe > P-Al > P-

ocluso > P-1abil > P-Ca.

500

400

204 W P-disponivel
W P-Al
mP-Fe

200

W P-ocluso

mg P kg solet

200 HmP-Ca

M P-residual

aB

FIGURA 5. Fracionamento quimico de P em diversas fragdes. Médias seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem entre si dentro da mesma fracdo de P e
maiuscula ndo diferem dentro do mesmo tratamento, pelo teste de Kruskal-Wallis.
Tratamentos: 1 = cafezal sob SAF com cama de frango, 2 = cafezal a pleno sol, e 3 =

cafezal sob SAF com adubacdo natural.

Microbiota total cultivavel e solubilizadora de fosfatos

Na avaliagdo da microbiota solubilizadora de fosfatos, a contagem das
coldnias cultivadas em meio sélido NBRIP contendo fosfato de calcio foi realizada
até o 12°dia apds a inoculacdo, sendo considerados para a analise os resultados na

diluicao 10 para bactérias e 10™ para fungos (Figura 6).
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FIGURA 6. Bactérias e fungos (totais) e solubilizadores de fosfato (P) presentes em
cafezais em SAF (sistemas agroflorestais) e a Pleno Sol. Mesma letra na coluna
indica que nao ha diferenga, dentro do mesmo grupo de micro-organismos, entre os

tratamentos, Teste Tukey (p<0,05).

O numero médio de micro-organismos totais vidveis por grama de solo seco
foi 10* a 10° UFC/g para bactérias e de 10° UFC/g para fungos, portanto houve
maior presenca de fungos do que de bactérias (Figura 4). Entre tratamentos, a
populacdo de fungos totais foi semelhante. A populacdo de bactérias foi maior no
cafezal a pleno solo, adubado com cama de frango (PScr) e a menor populagao foi
associada ao cafezal sob SAF e adubacdo natural.

Micro-organismos solubilizadores de P foram identificados em todos os
agroecossistemas avaliados (Figura 7). Ndo se verificaram diferencas na
qguantificacdo de bactérias solubilizadoras de P entre os tratamentos, e tais micro-
organismos representaram 1,2; 0,9 e 2,0 % das bactérias totais estimadas,
respectivamente, nos tratamentos SAFcr, PScr, SAFna. Maior quantidade de fungos
solubilizadores de P foi associada com o cafezal sob SAF e adubacdo natural,

tratamento, no qual, tais micro-organismos representaram 30 % dos fungos totais.

35



Nos dois outros manejos (SAFcr e PScr), verificou-se menor quantificacdo de fungos
solubilizadores de P, que representaram 2,7 e 3,2 % dos fungos totais identificados
nos respectivos tratamentos.

Na Figura 5 encontram-se exemplos de isolados de fungos provenientes dos
tratamentos: SAFya, nas diluicdes 107 (1) e 107 (2); PScr, na diluicio 10™ (3); e
SAFcr, na diluicao 10™ (4). Os halos transparentes demonstram a presenga de

fungos.

FIGURA 7. Placas com os fungos solubilizadores de P, caracterizados pelo halo
transparente. Exemplo apresentado corresponde aos isolados de fungos
provenientes dos tratamentos: SAFa, nas diluicdes 10™ (1) e 10 (2); PSc, na

diluicdo 10™ (3); e SAF¢, na diluicdo 107 (4).

Analise da diversidade genética das populagdes de bactérias e fungos do solo

A técnica de PCR-DGGE permitiu avaliar a comunidade de bactérias e fungos
dos solos estudados e diagnosticou a presenca de distintas unidades taxonémicas
(UTOs) de bactérias e fungos. Isto se deu pela avaliacdo da presenca ou auséncia de
bandas em todos os tratamentos analisados correspondendo aos dois grupos de

micro-organismos (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8. Dendrograma de similaridade e perfis eletroféreticos em DGGE de

fragmentos dos rDNAs 16S de bactérias. O perfil a esquerda representa o primeiro

gel com gradiente de 30 a 55 % e, o perfil a direita, o segundo gel com gradiente

entre 45 a 60 %. T1, T2 e T3 representa SAFcg, PScr, SAF\a, respectivamente.
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FIGURA 9. Dendrograma de similaridade e perfis eletroféreticos em DGGE de
fragmentos dos rDNAs 18S de fungos. T1, T2 e T3 representa SAFcr, PScr, SAFya,

respectivamente.

Os dendrogramas obtidos demonstraram a tendéncia de agrupamento das
amostras provenientes dos cafezais que receberam cama de frango (SAFcr e PSc), o
gue indica maior semelhanca na comunidade microbiana desses tratamentos.
Entretanto, a andlise do diagrama de Venn (Figura 10), que apresenta as UTOs
Unicas e compartilhadas, indica que a andlise da diversidade de fungos, que o solo
do cafezal a pleno sol com cama de frango (PSce) compartilha os mesmos nimeros
de UTOs com os dois cafezais sob SAF, com (SAFcr) ou sem (SAFya) recebimento de
cama de frango. Na analise da diversidade de bactérias, o solo do cafezal sob SAF
com cama de frango (SAFc) apresenta 8 UTOs compartilhadas com o do sob SAF e
adubacdo natural (SAFya) e 7 UTOs com o cafezal a pleno sol com cama de frango
(PScg), indicando maior similaridade de bactérias entre SAFc e SAFya. A avaliacdo

efetuada indicou maior valor de UTOs Unicas para o solo do cafezal sob SAF e
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adubacdo natural (SAFya), enquanto o solo do cafezal a pleno sol com cama de
frango (PSce) apresentou o menor valor. Nos trés tratamentos avaliados foram
identificados 11 UTOs de fungos e 25 UTOs de bactérias.

O indice de Chao-1 (R) é utilizado para a andlise de riqueza através da
estimativa do numero total de UTOs em uma determinada comunidade. Por sua
vez, a diversidade é estimada pelo indice de Shannon (H), que considera a
abundancia de espécies. Em todos os tratamentos avaliados, o nimero de bactérias
foi superior ao de fungos, como indicado pelos maiores valores de R (Tabela 4).
Embora menos expressivo em diferenca, também a diversidade das bactérias foi
superior a verificada para os fungos. Os dados apresentados nos diagramas de Venn

corroboram com os indices avaliados (Tabela 4).

FUNGOS BACTERIAS

FIGURA 10. Diagrama de Venn das analises de diversidade de fungos e bactérias,
indicando as UTOs Unicas e compartilhas entre as areas dos trés cafezais
agroecolégicos estudados. Onde T1, T2 e T3 representa SAFcr, PScr, SAFna,

respectivamente.

Duas andlises de componentes principais (PCA) foram realizadas para cada
grupo de micro-organismos (Figura 11 e 12). A primeira (PCA-1) utilizando os dados
obtidos pelo DGGE, as andlises quimicas de rotina do solo (Tabela 4) e a microbiota
total cultivavel e solubilizadora de fosfatos e, uma segunda (PCA-2) substituindo-se

os dados das analises quimicas pelos do fracionamento sequencial de P. Os
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resultados indicaram haver diferenga nas comunidades de bactérias e fungos nos
diferentes cafezais agroecoldgicos. Foi possivel verificar que os atributos quimicos e
as contagens em placas interferem na distribuicdo de cada tratamento ao longo dos

componentes principais.

TABELA 4. Indices de riqueza e de diversidade das Unidades Taxonémicas

Operacionais (UTOs) de fungos e bactérias de cafezais agroecolégicos

Tratamento UTOs Chao (R) Shannon (H)
BACTERIA
SAFCF 68 1128,0 3,85
PSCF 66 903,0 3,74
SAFNA 69 1225,0 3,89
FUNGO
SAFCF 25 91,0 2,66
PSCF 24 86,7 2,54
SAFNA 26 145,0 2,78

Na PCA-1 para a diversidade de bactérias e fungos, com base nos perfis de
PCR-DGGE (Figura 11), a andlise das varidveis explicou 51,1 % da variabilidade dos
dados, sendo que o primeiro componente respondeu por 31% e o segundo 20,1 %
da variacdo. Nesse caso, as variaveis que mais contribuiram com a disposicdo da
amostra do solo do cafezal a pleno solo com cama de frango (PScf) foram os dados
de P-rem e acidez potencial. Na disposicao da amostra do solo do cafezal sob SAF e
com cama de frango (SAFc), as varidveis mais explicativas foram o pH, os teores de
matéria organica e Ca. A amostra do solo do cafezal sob SAF e com adubacdo
natural (SAFya) ndo foi associada com nenhuma variavel utilizada na PCA. Para a
diversidade de fungo indicou que aqueles solubilizadores de fosfato afetam mais a

disposicdo da amostra do solo do cafezal sob SAF e com adubacdo natural (SAFya).
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FIGURA 11. Andlise de componentes principais (PCA-1) com base nos perfis de PCR-
DGGE para a diversidade de bactérias e fungos e os atributos quimicos dos solos dos
cafezais avaliados (SAFcr, PScr @ SAFna). Onde 1, 2 e 3 representa a disposicdo da

diversidade de bactérias e fungos de SAFc, PSce e SAFya, respectivamente.

Na PCA-2 analisaram-se os dados obtidos pelo fracionamento sequencial de
P utilizando os perfis de PCR-DGGE para a diversidade de bactérias e fungos (Figura
12). Em ambos os grupos de micro-organismos estudados a disposicdo da
diversidade microbiana analisada pelo método da PCR_DGGE indicaram a mesma
tendéncia de influéncia. Todas as fragcGes de P obtidas, exceto P ligado ao Ca, foram
fatores determinantes na disposicao da diversidade no cafezal sob SAF com cama

de frango (SAFc). Os teores de P-Fe, P-Al e P-ocluso no solo explicam grande parte
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da variacdo observada nos tratamentos SAFc e PScr. Na analise para bactérias e

fungos, as variaveis explicaram a mesma porcentagem observada na PCA-1.
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FIGURA 12. Analise de componentes principais (PCA-2) com base nos perfis de PCR-
DGGE para a diversidade de bactérias e fungos e as fracbes de P, obtidas pelo
fracionamento sequencial dos solos dos cafezais avaliados (SAFcr, PScr € SAFna).
Onde 1, 2 e 3 representa a disposicdo da diversidade de bactérias e fungos de SAF,

PScr e SAFa, respectivamente.

DISCUSSAO
Os menores teores desses nutrientes sdo compativeis com a auséncia de

adicao de qualquer insumo quimico ou de estercos de animais nesse tratamento.
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Nos tratamentos SAF¢r e PScr, com a adubacgdo organica com cama de frango e com
a aplicagdo ocasional de fosfato natural, os teores apresentaram maiores. Também
se observaram altos teores de matéria organica em todos os tratamentos e valores
nulos de Al nos solos, o que pode ser explicado pelo fato de a matéria organica
poder quelar o aluminio sollvel, contribuindo para a reducdo desse elemento que
pode causar toxicidade as plantas (Hargrove e Thomas, 1981).

Os micro-organismos solubilizadores sdo comuns em solos, grupo formado
principalmente por bactérias e fungos, que representam, respectivamente, de 1 a
50 % e de 0,5 a 1,0% da populagdo total destes micro-organismos (Sylvester-
Bradley, 1982; Kucey, 1983). Diferentes trabalhos tém demonstrado que embora
em maior quantidade, as bactérias solubilizadoras de fosfatos sdo superadas pela
maior eficiéncia dos fungos solubilizadores quanto a capacidade de solubilizacao
(Souchie et al., 2007; Mendes et al., 2013). Os resultados obtidos no presente
estudo também indicaram essa maior eficiéncia de fungos, tendo esse grupo
apresentado maior proporc¢ao de organismos solubilizadores em fungao do total de
fungos. De forma semelhante, Nahas et al. (1994) observaram que apesar de haver
maior numero de bactérias solubilizadoras de fosfato, apenas 16,5 % do total de
bactérias foram capazes de solubilizar fosfato, enquanto 30,2% do total de fungos
possuiam essa mesma capacidade. Uma das razbes para essa maior eficiéncia dos
fungos é o fato de serem mais tolerantes a condi¢des acidas, que sdo as favoraveis
para a solubilizacdo de fosfato (Mendes et al., 2014).

A dinamica das bactérias solubilizadoras de fosfatos nao foi influenciada pela
adubacdo fosfatada e pela presenca de espécies arbdéreas no agroecossistema. Por
sua vez, Barroti e Nahas (2000) verificaram incremento de bactérias solubilizadoras
de fosfatos com o plantio de guandu adubado com fosfato natural.

A contagem de fungos solubilizadores de P apresentou maior proporgao
associado ao cafezal sob SAF com adubacdo natural, tratamento com menor teor de
P-disponivel (Mehlich-1). Essa relacdo tem sido relatada na literatura. Em estudo
realizado na Etidpia, que buscou investigar os fatores ambientais que afetam a
diversidade e a composicao comunitaria das micorrizas arbusculares em lavouras de

café, Beenhouwer (2015) observou que a alta disponibilidade de P do solo reduz a

43



diversidade desses micro-organismos. A disponibilidade de P é indicada como um
dos fatores mais importantes que determinam a diversidade de fungos nas raizes de
café em solos tropicais, assim como de outras espécies, como milho, maca e batata
(Verbruggen et al., 2012; Van Geel et al., 2015).

No geral, espera-se que a dependéncia da planta hospedeira as associacdes
micorrizicas aumente em ambientes pobres em P (Johnson et al.,, 2013). Essas
associacbes sdao importantes para a dinamica de P no solo, pois podem contribuir
ainda mais com a absor¢ao do nutriente, por atuarem na mineralizagdao de P
organico e na aquisicao de P de camadas mais profundas, onde as raizes das plantas
ndo conseguem alcancar (Bolan et al., 1991).

A adicdo de fosfato natural nos tratamentos com adubacgdo organica (SAF¢r e
PScr), também influenciam a dinamica dos micro-organismos solubilizadores de
fosfato. Os fosfatos de rocha, como as do fosfato de Araxa, Cataldo e Patos de
Minas, apresentam composicdao heterogénea, o possibilita a liberacdo de diversos
compostos durante o processo de solubilizacgdo, como por exemplo, o fluoreto,
componente das fluorapatitas que inibe o crescimento de microrganismos e a
solubilizacdo de P (Mendes et al., 2013). Mendes et al. (2015) observaram que a
remoc¢ao do fluoreto com biocarvao provocou aumento significativo na
solubilizacdo de P pelo fungo Aspergillus niger. Tolerancia a esse elemento tem sido
conseguida com manipulacdo genética, como efetuado por Silva et al. (2015) ao
procurar selecionar os mutantes de A. niger eficientes na solubilizacdo P na
presenca de fluoreto.

A contagem de bactérias cultivaveis totais foi maior nos cafezais PScr, muito
embora esse grupo tenha sido predominante em comparag¢ao aos fungos em todos
os sistemas avaliados. De modo geral, as bactérias sdo efetivamente mais
dominantes nos agroecossistemas (Moreira e Siqueira, 2006), o que foi observado
no presente estudo, tanto se utilizando o método de diluicdo seriada como o
método molecular.

Na analise da diversidade genética das populacdes de bactérias e fungos do
solo, observou-se que os SAFs apresentaram maiores indices de riqueza (Chao-R) e

diversidade (Shannon-H), assim como maior nimero de UTOs, indicando maior
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diversidade nesses sistemas em relagdo ao sistema em monocultivo, mesmo sendo
com manejo agroecolégico. O nimero de UTOs Unicas foram maiores nesses
sistemas em relacdo ao cultivo a pleno sol. Como indicado por alguns autores, os
SAFs apresentam papel importante na conservagdo da biodiversidade no solo,
sendo essa uma das explicacdes de como esses sistemas auxiliam na preservacao as
espécies sensiveis, minimizando impactos importantes sobre o habitat natural
dessas espécies (Jose, 2012).

As analises de componentes principais (PCA) (Figura 11 e 12), revelaram que
caracteristicas do solo podem afetar as comunidades microbianas do solo, como
também verificado por Rousk et al. (2010) e Hazard et al. (2013). A diversidade
microbiana dos cafezais variou em func¢do de atributos quimicos do solo (Figura 9) e
das diferentes fragdes de P no solo (Figura 3 e 10).

Nos cafezais sob SAF o teor de P-total (soma de todas as fracdes de P) foi
maior do que no cafezal a pleno sol com cama de frango, o que pode estar
relacionado com a ciclagem promovida pelo componente arbéreo. O aporte mineral
de P nos tratamentos com adubacdo organica influenciou nos teores de P-Fe, P-Al e
P-Ocluso no solo, explicando assim a disposicdo da diversidade microbiana
observada (Figura 12). Houve tendéncia de maior fracdo de P-labil nos cafezais sob
SAF, isso confirma o que foi concluido por Cardoso et al. (2003), que o SAF mantém
maiores fracdes de P disponiveis para as culturas agricolas, influenciando a
dindmica de P, podendo contribuir através da conversao de parte do P inorganico
em P organico, reduzindo assim as perdas de P para formas indisponiveis.

Estudos recentes envolvendo micro-organismos solubilizadores de fosfato
tem sido voltados para refinamentos baseados em andlises moleculares, com foco
nos mecanismos genéticos utilizados por essa comunidade microbiana. Essa pode
ser uma interessante fronteira a ser exploradas para continuar o aprofundamento
da dindmica das populacdes desses microrganismos que, em sistemas
agroecolégicos, tem encontrado ambientes mais adequados para a sua conservacao

e atuacdo em prol do melhor aproveitamento do P-nativo.
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CONCLUSOES

Solos cultivados com cafezais em manejo agroecolégico sob SAFs favorecem
a biodiversidade e riqueza de micro-organismos, potencializando a presenca de
microbiota solubilizadora de P.

Fungos solubilizadores de P demonstraram ser mais sensiveis ao tipo de
adubacdo utilizada no manejo agroecoldgico, apresentando potencial de utilizagao
como indicadores de altera¢des nas praticas adotadas.

A maior similaridade microbiana entre SAFcs e PScr é provavelmente por
causa da adubacdo com cama, pois homogeniza o tipo de material organico
adicionado ao solo. A maior diversidade verificada no SAFys pode ser devido aos

residuos de mata aportado, possivelmente portador de maior diversidade.
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CAPITULO 2
Solubilizacdao de fontes de fosfato por micro-organismos nativos de solos de
cafezais agroecoldgicos.

RESUMO

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato tem a capacidade de converter
formas insoliveis de fdésforo (P) a aquelas soluveis, permitindo maior
disponibilidade as plantas. Diversos fatores interferem no potencial se solubilizagao
desses micro-organismos, como manejo, fontes de P utilizada e dindmica do P no
solo. Assim esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de solubilizacdo de
diferentes fontes de fosfato por micro-organismos nativos de cafezais
agroecolégicos e fracdes de P do solo. Os tratamentos avaliados foram trés
diferentes manejos de cafezais agroecolégicos oriundos da Zona da Mata-MG
(Coffea arabica L., variedade Catuai vermelho): Cafezal — (SAF¢) SAF (sistemas
agroflorestais), com cama de frango; (PScf) pleno sol, com cama de frango e (SAFya)
SAF, com adubacdo natural. Realizou-se a caracterizacdo quimica dos solos, a
avaliacdo do potencial de solubilizacdo de diferentes fontes inorganicas de P
(Caz(P0O4),, AIPO4, FePO, e fosfato natural de Araxd) e da atividade enzimatica das
fosfatases acidas e alcalinas, além do fracionamento sequencial de P. O potencial de
solubilizacdo de fontes inorganicas e natural de P pela microbiota nativa do solo ndo
foi influenciado de forma significativa pelos diferentes manejos analisados. Contudo
as fontes de P utilizadas interferiram, seguindo a tendéncia decrescente das médias
Cas(P0O4), > AIPO4 > FePO4 > P-Araxa mostrada em outros trabalhos, confirmando
gue os mecanismos da solubilizacdo de fosfato dependem tanto das espécies de
fungos e bactérias quanto das diferentes fontes de fosfato. As médias obtidas nas
andlises das atividades enzimaticas de fosfatase acida variaram entre 158,42;
270,42; 211,12 ug g de solo seco'l, enquanto a fosfatase alcalina de 133,60; 158,32
e 76,43 para os respectivos tratamentos, SAFc, PSce e SAFna. Analisando o
somatorio (P-soma) das fracdes obtidas pelo fracionamento sequencial de P, os
cafezais sob SAFs apresentaram as maiores concentracoes de P, sendo o SAF¢ em
torno de duas vezes mais que o SAFya. A maior fracao foi P-residual, que foi a Unica
que diferiu estatisticamente entre os tratamentos, sendo maior nos cafezais sob
SAFs.

Palavras-chave: micro-organismos solubilizadores de P; P inorgénico; fosfatases;
fracionamento sequencial de P, manejos agroecoldgicos.
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ARTICLE 2

Potential of solubilization of different phosphate sources by microorganisms
native to coffee soils subjected to agroecological management.

ABSTRACT

Phosphate solubilizing microorganisms have the ability to convert insoluble forms of
phosphorus (P) to soluble ones, allowing greater availability to plants. Several
factors interfere in the potential solubilization of these microorganisms, such as
management, P sources used and soil P dynamics. Thus, this work had as objective
to evaluate the potential of solubilization of different sources of phosphate by
native microorganisms of agroecological coffee plantations and fractions of P of the
soil. The treatments evaluated were three different management of agroecological
coffee plantations from the Zona da Mata-MG (Coffea arabica L., Catuai red
variety): Cafezal (SAFcr) SAF (agroforestry systems) with chicken bed; (PSce) full sun,
with chicken bed and (SAFna) SAF, with natural fertilization. The chemical
characterization of soils, the evaluation of the solubility potential of different
inorganic sources of P (Caz(POs4),, AIPQ4, FePO,; and Araxa natural phosphate),
enzymatic activity of acid and alkaline phosphatases and sequential fractionation of
P. The potential of solubilization of inorganic and natural sources of P by native soil
microbiota was not significantly influenced by the different treatments analyzed.
However, the sources of P used interfered, following the downward trend of the
Cas(P0O4),> AIPO4> FePO,4> P-Araxa averages shown in other works, confirming that
the mechanisms of phosphate solubilization depend on fungal and bacterial species
as well as on different sources of phosphate. The means obtained in the analyzes of
the enzymatic activities of acid phosphatase varied between 158.42; 270.42; 211.12
pg g of dry soil-1, while the alkaline phosphatase of 133.60; 158,32 and 76,43 for
the respective treatments, SAF¢, PScr and SAFya. Analyzing the summation (P-sum)
of the fractions obtained by sequential fractionation of P, coffee plants under SAFs
presented the highest P concentrations, with SAF¢ around twice as high as SAFya.
The largest fraction was P-residual, which was the only one that differed statistically
among the treatments, being higher in the coffee plantations under SAFs.

Keywords: microorganisms solubilizers of P; Inorganic P; phosphatases; sequential
fractionation of P, agroecological management.
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INTRODUCAO
O fésforo (P) é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento

das plantas, apresentando diversas fungbes celulares, em especial ao participar da
formacdo dos fosfolipidios e da formacdo de nucleotideos (ATP), utilizado como
unidade energética dos vegetais (Taiz & Zeinger, 2009). A fonte primaria de fésforos
sdao os minerais fosfatos que ao se intemperizarem sdo liberados aos solos e
utilizados pelas plantas. Entretanto, de todo o P presente nos solos, estima-se que
menos de 1 % esteja em forma disponivel para as plantas (Mullen, 2005), também
considerada fracdo labil do P, pois estd em equilibrio com a solucdo do solo ou
fracamente adsorvido pelas partes sélidas e é mais facilmente absorvido pelas
plantas.

O P torna-se indisponivel, ou nao labil, porque parte do P adicionado ou
nativo do solo ndo permanece em solucdo, pois é rapidamente adsorvido pela fase
sélida e fica indisponivel para o uso imediato pelas das plantas (Novais e Smith,
1999). A adsorg¢do ocorre por meio de ligagdes mais fortes com a fracdo mineral do
solo, este grau de interacdo dificulta a dessor¢cdo do P para solugcdo do solo,
caracterizando as formas nao labeis (Novais & Smith, 1999). A fracdo nao-labil é,
portanto, de mais dificil recuperacao do solo.

Em solos intemperizados e acidos, como nos Latossolos, essa adsorgcao ocorre
especialmente em Oxidos de ferro e aluminio, podendo o P ser fixado tanto na
superficie desses minerais como também com o tempo, difundir-se para o interior
dessas particulas (P-ocluso), o que dificulta ainda mais seu acesso pela planta. Outra
caracteristica que torna o P inacessivel as plantas é a possibilidade de precipitar
com cétions como o calcio (Ca®*) em solos neutros ou calcarios, ou mesmo com Fe*'
e AI** em solos acidos, formando assim fosfatos pouco soltveis (Novais & Smyth,
1999). Estes fosfatos fixados a fracdo mineral ou precipitados sdo considerados
inorganicos

O P no solo ocorre tanto na forma inorganica, sob varias formas ou fracdes,
como também na forma organica. A matéria organica do é um importante
reservatério de P imobilizado, sendo responsavel por 20 a 80 % de P em solos

(Nash, 2014). Por meio da atividade das enzimas fosfatases, plantas e micro-
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organismos utilizam P de fontes organicas quase tao eficientemente como de fontes
minerais, dada a hidrélise de P-organico, liberando P-inorganico (Tarafdar &
Claassen, 1988; Caldwell, 2005). Essas enzimas sdo amplamente distribuidas nos
solos e podem ser classificadas conforme seu pH 6timo de agdao como acidas (pH
6,5) ou alcalinas (pH 11) (Tabatabai, 1994).

A partir de formas de P inorganico como de P organico ocorre a formagao de P
Iabil ou ndo-labil, sendo este Ultimo mais dificilmente recuperado do solo. Se o P se
encontra em equilibrio com a solu¢do do solo ou fracamente adsorvido, considera-
se que esta é a forma labil. Entretanto, quando a adsor¢dao ocorre por meio de
ligacGes mais fortes, este grau de interacao dificulta a dessor¢do do P para solucdo
do solo, caracterizando as formas ndo labeis (Novais & Smith, 1999).

Para identificar as diferentes fracées de P do solo, utiliza-se a técnica de
fracionamento de P utilizando diferentes extratores quimicos sequencialmente em
uma mesma amostra (Santos et al., 2008). A metodologia do fracionamento parte
do principio de remover inicialmente as fragdes mais disponiveis até as mais
estdveis de forma sequencial, uma vez que as fracbes apresentam diferentes
estados de energia (Chang & Jackson, 1957; Hedley et al., 1982; Zhang & Kovar,
2009). As formas de labilidade e disponibilidade de P no solo variam conforme
fatores climaticos, propriedades fisico-quimicas e mineraldgicas do solo e a
atividade microbiana, os quais imobilizam ou liberam P na solu¢do, dindmica que
ainda é também afetada pelo manejo do solo (Santos et al., 2008).

Algumas praticas de manejo que aumentam a diversidade do solo tém sido
propostas com o objetivo de aumentar a disponibilidade de P para as plantas e a
recuperacao do P adsorvido pelo solo. Isto possibilita a redugdo da dependéncia de
fertilizantes fosfatados na agricultura. As fontes fosfaticas sdo limitadas e o gasto
energético envolvido na sua producao e utilizagdo é enorme, além do que se estima
gue os fosfatos acumulados ao longo dos anos nos solos agricolas sdo suficientes
para sustentar a agricultura por cerca de 100 anos (Goldstein et al., 1986).

Dentre essas praticas que visam o aumento da disponibilidade e da
recuperacdo do P nativo dos solos, o uso de micro-organismos solubilizadores de

fosfato tem sido tema recorrente nos ultimos anos (Sharma et al., 2013). Esse grupo
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de micro-organismos é capaz de converter formas insollveis, tanto organicas e
inorganicas de P, em compostos sollveis por meio de vdrios mecanismos,
principalmente em decorréncia da producdo de acidos organicos (Richardson, 2001;
Mendes et al., 2014).

Na discussdao da potencialidade do uso de micro-organismos solubilizadores
de fosfato deve-se considerar o fato de que diferentes fontes de fosfatos também
influenciam a capacidade solubilizadora desses micro-organismos do solo (Nahas &
Assis, 1992; Mendes et al., 2014). Neste mesmo contexto, nota-se que o manejo do
solo e da producdo também influencia diretamente a diversidade de micro-
organismos do solo.

Na regido da Zona da Mata de Minas Gerais, onde o café é o principal produto
comercial, a introducdo de sistemas agroflorestais agroecolégicos (SAFs) nas
lavouras cafeeiras tem sido associada ao oferecimento de multiplos servigos. Dentre
eles, destacam-se a qualidade do solo - por contribuir para a melhoria da
fertilidade; menores perdas de solo e de nutrientes pela erosdo - o que mostra o
grande potencial da pratica para a conservacdo do solo; maior sustentabilidade aos
agricultores (Cardoso et al, 2001; Mendonga et al., 2001); como também
aumentando a diversidade bioldgica, devido a manutencdo das inter-relagdes de
alimentacdo existentes entre os integrantes de um ecossistema (Soto, 2016).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de solubilizacdo de
diferentes fontes de fosfato de micro-organismos nativos presentes em solos de
cafezais submetidos a manejo agroecoldgico organicos, sob sistemas agroflorestais

ou a pleno sol.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado durante a safra de fevereiro de 2017 de
Coffea arabica L. da variedade Catuai Vermelho, em Araponga, na regido da Zona da
Mata mineira. A regido possui altitude em torno de 1.315 m, onde predominam
solos classificados como Latossolo Vermelho Amarelo (Embrapa, 2013),
temperatura média anual de 18 °C e precipitacdo média anual de 1.500 mm, com

periodos de seca de dois a quatro meses (Cardoso et al., 2001).
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Os sistemas de producdo avaliados sdo provenientes de propriedades da
agricultura familiar, conduzidas com manejo agroecoldgico, localizadas préoximas a
regido conhecida como Pedra Redonda (20238’39.76"S, 42230°0.27”W). O potencial
de solubilizagdo microbiana de fosfato e a atividade de fosfatases acidas e alcalinas
de solo foram avaliados em solos de cafezais agroecolégicos submetidos a trés
areas com diferentes sistemas de manejo, considerados neste estudo como
tratamentos. O primeiro manejo era uma darea de café em sistema agroflorestal
(SAF¢g), com adubacdo organica com cama de frango, residuos vegetais, casca de
café e adicdo de fosfato natural reativo. O segundo era uma darea de café cultivado
em monocultivo (PScr), com adubacdo organica com cama de frango, residuos
vegetais, casca de café e aplicacdo periddica de fosfato natural reativo. E o terceiro
manejo, a drea era de um café em sistema agroflorestal natural (SAFya), manejada
seguindo os principios da agricultura natural (Fukuoka, 1995) aduba-se com
residuos vegetais, casca de café e serapilheira da prépria area e do fragmento de
mata proximo. Este ultimo manejo ndo recebe nenhum insumo quimico ou
adubacdo organica de origem animal.

As trés areas sao proximas e de caracteristicas semelhantes quanto a solo,
relevo e exposicao a radiagdo solar. As caracteristicas das areas estudadas estdo

especificadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacdo dos cafezais agroecolégicos estudados.

Local SAFq PSce SAFya
Cama de frango e Cama de frango, Residuos vegetais,
residuos vegetais, casca residuos vegetais, casca de café e
Adubacgao de café, fosfato natural casca de café, fosfato serapilheira.
reativo. natural reativo.
Adubacgdo (kg/planta) 4 4 10
Espagamento 3,0x1,5 3,0x1,5 2,3x1,2
Idade (anos) 16 12 3
Plantas de café/ha 1000 4000 1000
Area (ha) 4 0,3 0,8
Arvores presentes sim nao sim
Amendoim forrageiro sim ndo sim

como cobertura

Baseado na caracterizagdo de Soto (2016) e Vieira Junior (2016).

Amostragem

Para cada tratamento foram coletadas trés amostras compostas de solo, na
profundidade de 0-20 cm, sendo cada amostra formada por oito subamostras
simples coletadas com trado sonda ao redor de quatro plantas de café prdéximas,
selecionadas ao acaso dentro da area (Figura 1. As amostras foram submetidas as
analises quimicas e microbioldgicas. A caracterizacdo fisica foi realizada
previamente por Soto (2016, Tabela 2).

Apds a coleta das amostras de solo, uma por¢ao foi rapidamente transferida
para sacos plasticos limpos, identificados e transportada para o Laboratério de
Ecologia Microbiana em caixas de isopor com gelo e imediatamente armazenada a 4
°C, sendo destinada as andlises microbioldgicas e enzimdticas. As andlises dos
indicadores microbioldgicos foram conduzidas no Laboratdrio de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente (LBBMA) e no Laboratério de Ecologia
Microbiana (LEM), no Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de

Vicosa. Da outra porcdo de cada amostra composta, uma parte foi encaminhada
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para o laboratdrio de rotina do Departamento de Solos, para andlise quimica do

solo e, outra parte foi destinada a andlise de fracionamento sequencial de P.

FIGURA 1. Padrdo de amostragem por local de amostragem. Os circulos representam
cada planta de café, enquanto os losangos representam cada ponto de

amostragem, profundidade de 0-20 cm.

Tabela 2. Caracterizagdo fisica do solo das areas de estudo, segundo Soto (2016).

Trat. Argila Silte Areia  Classe Textural DS Mi Ma PT
% kg dm? m’m>
SAF¢ 45 12 43 Argilosa 1,16 0,29 0,21 0,51
PScr 48 10 42 Argilosa 0,97 0,29 0,21 0,50
SAFnA 49 9 42 Argilosa 0,97 0,27 0,24 0,51

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca significativa (p <0,05) segundo

teste de Tukey.

Solubilizagao potencial de diferentes fontes de fosfato
O potencial de solubilizacdo de P pela microbiota nativa do solo foi avaliado
de acordo com método estabelecido por Debnath et al. (1994), com modificacGes

de Massenssini et al. (2015). De forma resumida, 1,6 g de solo Umido de cada um

60



dos manejos avaliados foram incubados em tubos Falcon de 50 ml (previamente
lavados em acido HCl (2%), contendo 25 ml de meio de cultura NBRIP liquido
(Nautiyal, 1999) e 25 mg de diferentes fontes de P. O pH da solugdo foi avaliado
antes da incubagdo. As fontes insollveis de P utilizadas foram: Cas(POs),, AIPQy,
FePQ,, além de uma fonte natural de baixa reatividade (Fosfato de Araxd, 24 % de
P,0s). Os tubos ficaram incubados a 28 2C por 15 dias sob agitacdo a 160 rpm.
Amostras controle, sem a adicdo de P, também foram preparadas e incubadas.

Uma vez finalizada a incubagdo apds a decantacao e filtragem da suspensao,
recolheu-se os sobrenadantes para a determinagdo de P e pH. O teor de P obtido
nos extratos pelo método colorimétrico (Braga & DeFelipo, 1974) foi considerado
como o P solubilizado pelos micro-organismos nativos do solo.

O experimento foi analisado considerando um delineamento em blocos
casualizados, na forma de um fatorial 3 x 5, correspondente aos trés manejos

avaliados e as cinco fontes de P (quatro fontes + controle sem P), com 3 repeticdes.

Avaliagao da atividade das fosfatases acidas e alcalinas

A avaliagdo da atividade das fosfatases seguiu metodologia desenvolvida por
Tabatabai (1994). O método tem como principio a estimativa colorimétrica do p-
nitrofenol liberado quando o solo é incubado com solucdo tamponada p-nitrofenil
fosfato e tolueno. O procedimento considera que o p-nitrofenol liberado pela
atividade da fosfatase desenvolve uma cor estdvel (em pH alcalino) que é
relacionada a recuperagao quantitativa do p-nitrofenol adicionado ao solo.

A determinacdo foi realizada incubando 1 g de solo (peso Umido) em tampao
(MUB) em tubos de ensaio, ao qual se adicionaram 0,2 mL de tolueno, 4 mL de MUB
(MUB pH 6,5 para a analise acida e MUB a pH 11 para a analise alcalina) e 1 mL de
solugdo 0,05 mol L™ de p-nitrofenil fosfato. Os tubos foram agitados em agitador
vortex por 30 s, vedados com Parafilm M® e incubados em banho-maria a 37 2C por
1 h. A reac3o foi interrompida adicionando-se 1 mL de CaCl, 0,5 mol L e 4 mL de
NaOH. Os tubos foram novamente agitados por 30 s antes da suspensdo de solo ser
filtrada através de papel de filtro quantitativo. A intensidade da cor amarela do

filtrado foi determinada por colorimetria em espectrofotébmetro (Femto - Mod.
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600S), no comprimento de onda de 420 nm. A concentra¢do de p-nitrofenol foi
calculada a partir de grafico da curva de calibragdo resultante dos dados dos

padrdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg mL " de p-nitrofenol (Martins, 2015).

Fracionamento de P

O fracionamento quimico de P foi efetuado conforme descrito por Zhang e
Kovar (2009). As fragdes de P obtidas por esse fracionamento sdo o resultado do
tratamento das amostras de solos com solu¢des sequenciais com aumento da forga,
a fim de solubilizar P da forma mais ldbil a formas mais estaveis. O solo
remanescente em um passo € utilizado na extracdo seguinte e assim
sucessivamente. As fracées sdo P-labil, P-Al, P-Fe, P-ocluso, P-Ca e P-residual,
extraidas por NH4Cl, NH4F, NaOH, Na3CgHs0; + NaHCOs (pH 8,5) + Na,S,0, (ditionito
de sddio) , H,SO4 e por digestdo triacida, respectivamente.

Para o fracionamento, 0,7 g de solo (TFSA) foram pesados e dispostos em
tubos de centrifuga de 50 mL, onde foram adicionadas, de forma individual, as
solucdes de extracdo (Tabela 3) em cinco etapas. As solucbes de extracdo foram
adicionadas na seguinte ordem: NH4Cl 1,0 mol LY NH4F 0,5 mol L™ (pH 8,2), NaOH
0,1 mol L'}, Na3CgHsO; + NaHCO; (pH 8,5) + 0,7 g de Na,S,04 (ditionito de sddio) e,
por ultimo, H,SO4 0,25 mol LY. Os tubos de centrifuga, exceto na quarta extracao,
foram agitados em agitador alternativo ajustado a 100 rpm por minuto durante 30
min na primeira, 1 h na segunda e quinta e 18h na terceira extragao. Em todas as
etapas os tubos foram centrifugados a 9500 rpm por 5 min. Apds cada extragao,
exceto na primeira, realizou-se duas lavagens do residuo com NaCl 0,5 mol L e
completaram-se os volumes dos baldes utilizados. Na sequéncia, o sobrenadante foi
recolhido passado por membrana de celulose (0,20 um), sendo entdo armazenando
até posterior andlise dos teores de P.

Digestdo triacida (EPA 3052) para a quantificacdo do P-residual foi realizada
no residuo restante das extracdes e também para se avaliar o teor de P-total da
amostra original do solo de cada tratamento. O P-total foi considerado como o
somatodrio das fracdes obtidas pelo fracionamento e o obtido na fragdo residual.

Todas as concentracdes de P nos extratos foram determinadas por ICP-OES.
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Analise estatistica

Na andlise dos dados obtidos foram desdobradas as interacdes manejo e
fontes de P, independente da significancia na ANOVA. Quando necessario, as
médias dos tratamentos para os diferentes atributos avaliados foram comparados
por teste de média Tukey (p<0,05), utilizando o software estatistico Sigma Plot 12.5.
Quando necessaria, a normalizagao dos dados foi efetuada utilizando-se log 10. Na
avaliagdo do resultado do fracionamento sequencial de P, a andlise de variancia foi
feita pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e os tratamentos comparados
pelo método de comparacdo multipla de Dunn’s, com diferencas significativas a

0,1%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise de rotina da quimica do solo

As caracteristicas quimicas dos solos estudados (Tabela 3) e analisadas
seguindo recomendac¢bes de CFSEMG (1999). Os solos dos tratamentos com SAFs
apresentaram valores de pH levemente superiores aos do cafezal PSc. Quando
compara-se o cafezal em SAF com o monocultivo, ambos com mesmo tipo de
adubacdo organica, o primeiro apresenta pH bom enquando o segundo com pH
baixo. Os resultados dos teores de Ca®* seguem a mesma tendéncia apresentada
pelo pH, com maiores teores associados ao SAFc, seguido do SAFya € PScr.
Entretanto, no caso especifico do Ca2+, os teores nos solos dos trés sistemas
avaliados é considerado bom. Os teores de matéria organica do solo sdo
considerados altos em todas as areas, seguindo a mesma linha descrescente: SAF¢¢
> SAFna > PScr.

No solo do SAFy,, a quantidade de P disponivel é inferior em relacdo aos
demais sistemas, sendo quase 8 vezes menor do que no SAFq e 11 vezes no cafezal
PScr. Essa concentracdo muito baixa (CFSEMG, 1999) em SAFya é relacionada com a

auséncia de adubacdo organico e, ou mineral, enquanto nos demais sistemas
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verifica-se a adicdo de fosfato natural, o que eleva as concentracdes de P a serem
consideradas muito boas.

Nas andlises de K, Mg”, acidez trocavel (H+Al), soma de bases (SB),
capacidade de troca de cations (CTC) efetiva (t), CTC total (T) e saturacao de bases
(%V), os resultados seguem a mesma tendéncia do P, porém com diferencas bem
menores. A tendéncia geral é a ordem descrescente PS¢ > SAFcr > SAFys, com
classificacdo bom ou muito bom para todos esses critérios, a excecao de %V que
estd abaixo do limite considerado bom. O teores de P-rem e a acidez potencial

(H+Al) apresentam valores semelhentes entre os tratamentos.

TABELA 3. Analise quimica de solo para todos os sistemas de estudo.

Trat. pH P K Ca Mg Al H+Al SB t T V. m MO P-rem

H,0 mg/dm® - cmol/dm? oo -%-- dag/kg pg/L

SAF+ 56 314 326 38 16 0 73 6,2 6,2 13,5 46 0 8,0 20,1
PS¢ 52 473 517 33 1,8 0 74 65 65 139 47 0 7,2 26,7
SAF., 53 42 197 36 14 0 73 55 55 128 43 0 7,6 20,9

SB: Soma das bases; t: capacidade de troca catidnica efetiva, T: capacidade de troca catiénica a pH
7,0; V: percentagem de saturagdo de bases; m: percentagem de saturagdo por aluminio, MO:

matéria organica; P-rem: fésforo remanescente.

Solubilizacao potencial de diferentes fontes de fosfato

O potencial de solubilizacdo de fontes inorganicas de P pela microbiota
nativa do solo ndo foi influenciada pelos diferentes manejos agroecoldgicos
adotados. Entretanto, a natureza da fonte interferiu na grandeza do potencial de
solubilizacdo, seguindo-se a tendéncia decrescente Caz(PO4), > FePO4= AIPO,4 > P-
Araxa. A influéncia da fonte de P juntamente com a presenca e diversidade de
espécies de fungos e bactérias sdo importantes no processo de solubilizacdo de
fosfato (Mendes et al., 2014; Massenssini et al., 2015).

O pH do meio de cultura é alterado com a adicdo das amostras de solo e
variacOes foram verificadas com as diferentes fontes de P (Tabela 4). Enquanto que

a adicdo dos fosfatos de Fe e Al proporcionou a queda do pH, a adi¢do do Caz(PO4),
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determinou o aumento desta varidvel. A adicdo do fosfato de Araxa, por sua vez,
ndo implicou em variagcdao no pH em relagao ao controle. Finalizada a incubagao,
todos os tratamentos causaram queda nos valores de pH, indicando a acidificacdo
do meio. Comparando as amostras contendo solos dos diferentes manejos, o

sistema em SAFy, apresentou-se pH maior, exceto na presenca de FePQy,.

Tabela 4. Valor do pH depois da incubacdo na avaliacdo do potencial de

solubilizagdo de diferentes fontes de fosfato

Tratamento P-Ca P-Al P-Fe P-Araxa Cr
SAF 4,30 Aa 3,63 Aa 4,10 Aa 4,08 Aa 3,91 Aa
PS¢ 4,02 Aa 3,62 Ab 3,84 Ab 4,06 Ab 3,90 Ab
SAF,, 4,40 Aa 3,85 Ba 3,85 Ba 4,28 ABa 4,31 Aba

Na coluna, analisando a fonte de fosfato, médias seguidas pela mesma letra maidscula ndo diferem
entre si. Na linha, dentro da mesma area, médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5 %. Cr = controle (sem P).

Os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 5) guardam similaridade
com a ordem de potencial de solubilizacdo de outros trabalhos quanto as fontes
utilizadas, mas revelam-se inferiores quando comparados com os dados de
Massenssini et al. (2015), que analisaram a solubilizagdo de diferentes fontes de P
por micro-organismos nativos de solos de eucalipto. Essa diferenca pode ser
associada ao manejo, as peculiaridades de cada solo e a influéncia das associacées
microrrizicas com a cultura do eucalipto.

A solubilizacdo de P utilizando a fonte Cas(PO4), apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) quando comparado com as demais fontes, sendo superior em
todos os tratamentos, apenas na area a pleno sol que ndo foram encontradas
diferencas significativas entre fosfato de Ca e Fe (Tabela 5). Os teores solubilizados
na presenca de fosfato de Ca pelos micro-organismos representaram 5,78; 9,93 e
6,74 % do P adicionado nos manejos SAFq, a pleno sol organico e SAFua,
respectivamente. Esses dados indicam que a microbiota solubilizadora foi mais
estimulada quando utilizada essa fonte, corroborado com Massenssini et al. (2015).

O fosfato natural de Araxa apresentou os menores valores de solubilizacao.
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Tabela 5. Potencial de solubilizagdo de diferentes fontes de fosfato em solos sob
cafezais agroecoldgicos

Tratamento P-Ca P-Al P-Fe P-Araxa
ug de P

SAF 285,64 Aa 30,84 Ab 49,43 Ab 10,88 Ac

PS¢ 493,70 Aa 30,33 Ab 98,41 Aab 10,16 Ab

SAF,, 334,69 Aa 14,76 Ab 43,01 Ab 10,19 Ab

Na coluna, analisando a fonte de fosfato, médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo
diferem entre si. Na linha, dentro da mesma drea, médias seguidas pela mesma letra

minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

Os mecanismos que podem atuar na solubilizacdo de fosfato por micro-
organismos do solo é a liberacdo de prétons (H) durante o crescimento celular
(HImer & Schinner, 1995ab) e a produgao de acidos organicos que sao produzidos
nos solos, como gliconico, glucénico, oxdlico, malénico, citrico, por plantas e micro-
organismos, esse Ultimo mecanismo tém sido considerado capazes de aumentar a
disponibilidade de P para plantas (lllmer & Schinner, 1992; Halder et al., 1990;
Kpomblekou-A & Tabatabai, 1994; Rodriguez & Fraga, 1999). Ambos os mecanismos
relacionados de alguma maneira com a variacdo do pH no meio (Arcand e
Schneider; Liaud et al., 2014).

Ao avaliarem quatro isolados fungicos Aspergillus niger, Penicillium
canescens, Penicillium islandicum e Eupenicillium ludwigii Mendes et al. (2014)
observaram os mecanismos de solubilizacdo de fosfato e concluiram que com a
fonte de fosfato de Ca foi observado que o mecanismo principal de solubilizacdo de
fosfato de Ca esta relacionado ao pH. A reducdo do pH aumenta a solubilizagdo de
fosfato (Mendes et al., 2015).

Nos meios de cultura contendo fontes de fosfatos naturais de rocha (Araxa e
Cataldo), o acido organico mais produzido foi o gluconico. Entretanto, esse acido
ndo se mostrou eficiente em solubilizar fosfato, obtendo-se baixos valores de
solubilizacdo, os quais ainda ndo se correlacionaram com a producao do acido e
nem com pH. No presente estudo (Tabela 4) também os valores de pH ndo se

correlacionaram com as concentracdes de P obtidas pela solubilizacdo de fosfato de
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Araxa (Tabela 4). A baixa solubilizagdo dos fosfatos de rocha podem estar
relacionadas com a liberagdao de outros elementos durante a solubilizagdo, como
estudado por Mendes et al. (2014) e Silva et al. (2014). Um dos elementos
inibitérios encontrados no processo da solubilizagdo é o fluoreto, o que pode ser
enfrentado pela adicdo direta de acidos organicos mais eficientes ao solo (Bolan,
1994) ou com a presenga de uma microbiota mais diversa no solo.

A secregao de acido organico influenciou diretamente os isolados estudados
por Mendes et al. (2014) quando utilizando a fonte FePO,4 e AIPO,4. Esse mecanismo
também pode responder nossos resultados, uma vez que ndo houve relagdo entre o
pH e solubilizacdo de fosfato.

Os valores menores de solubilizacdo de fontes de P-Al e P-Fe quando
comparado com a fonte de P-Ca podem estar relacionados a menor reatividade dos
fosfatos de Fe e Al. Dessa forma pode-se afirmar que a microbiota do solo estudo

utiliza mais de um mecanismo para a solubilizacdo de diferentes fontes de P.

Avaliacao da atividade das fosfatases acidas e alcalinas

Na Figura 3 encontram-se os valores de fosfatase acida e alcalina para os
solos sob diferentes manejos. Os valores encontrados para todos os tratamentos no
presente estudo mostraram-se dentro da faixa ideal de atividade dessas enzimas
(Nunes et al., 2011; Massenssini et al., 2015). Isto pode indicar que o reservatdrio
de P orgéanico nesses solos manejados agroecologicamente é importante na
ciclagem desse nutriente. O P pode ser liberado a partir de compostos organicos do
solo pela atividade de enzimas, em especial das fosfatases acidas, que predominam
em solos tropicais, dado seus baixos valores de pH (Gharu & Tarafdar, 2016). Essa é
uma das razbes que explica a atividade da fosfatase alcalina ser inferior a da
fosfatase acida em todos os tratamentos avaliados (Figura 3).

O solo do cafezal a pleno sol organico apresentou as maiores atividades de
fosfatase acida (158,4 ug g de solo seco) e alcalina (133,6 pg g de solo seco,

enquanto os dois cafezais sob SAF ndo diferiram entre si (p<0,05).
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FIGURA 3. Atividade de fosfatase acida e alcalina, nos cafezais agroecoldgicos, onde

1, 2 e 3 representam cafezal sob SAF¢r, PScr e SAFna, respectivamente.

Esses resultados ndo estdao condizentes com a literatura (Venkatesan &
Senthurpandian, 2006; Dornbush, 2007), visto que o teor matéria organica e
presenca de serapilheira ndo contribuiram para a atividade das fosfatases. Nos
sistemas cultivados, a atividade enzimatica apds a adicdao adubacdo organica de
origem animal foi maior que a das culturas que nao receberam adubacdo (Kataoka
et al., 2017). Outros fatores que podem afetar a atividade das fosfatases, como no
nosso trabalho que foi observado a diferenca entre os tratamentos que receberam
a mesma adubacdo pode estar relacionada a composicao microbiolédgica do solo,
assim como a degradabilidade dos compostos organicos e vegetais, alguns como os
acidos nucleicos, fosfolipidos, sdo mais facilmente decompostos devido a estrutura
de suas moléculas, enquanto os ortofosfatos de monoésteres sao decompostos
mais lentamente (Novais & Smith, 1999) afetando na capacidade de mineralizacdo
do P organico. A diversificacdo de espécies arbdreas pode contribuir para a
diferenca da dinamica de liberacdo de nutrientes, podendo apresentar materiais

que produzem serapilheira de decomposicdo lenta ou rdpida (Duarte et al., 2013).
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A atividade enzimatica no solo é essencial para o entendimento de diversos
processos que nele ocorrem. Dentre esses, a dinamica do P organico e atividade de
decomposicdo da matéria organica é influenciada pela fosfatase, importante

enzima do ciclo do P no solo (Taylor et al., 2002; Margalef, 2017).

Fracionamento de P

O P total determina o tamanho do reservatério desse nutriente para as
plantas, podendo o mesmo estar em formas labeis ou ndo labeis. Os cafezais sob
SAFs apresentaram as maiores concentracées de P-total (Tabela 6). O SAF¢f
apresentou aproximadamente o dobro do P-total em relacdo aos demais sistemas
de manejo. A idade do sistema pode ser um dos motivos para esse resultado, uma
vez que sistemas mais velhos tendem a ter maiores concentragdes de P total
(Cardoso et al., 2003), assim como da adicao de fosfato natural no cafezal sob SAF.
Porém o histdrico da drea também pode contribuir para esse resultado (Vieira et al.,
2016).

Os resultados de P total obtido para o solo de SAFc do presente estudo
foram semelhantes aos verificados em cafezais agroecoldgicos também sob sombra
na mesma regidao da Zona da Mata de Minas Gerais. Sem considerar o P-residual,
Cardoso et al. (2003) verificaram teor total de P entre 381 a 493 mg kg™, e Xavier et
al. (2011), considerando o P-residual, encontraram entre 879,3 a 971,5 mg kg'l.

Entretanto, quando se compara os teores de P-total obtidos no cafezal a
pleno sol (PSc¢f), verificam-se valores inferiores aos obtidos pelos autores
anteriormente citados, que utilizaram outro procedimento de fracionamento
quimico. Tal diferenga pode ser relacionada, além do método analitico diferenciado,
a adicdo da cama de frango. No entanto, a sequéncia de predominio das diferentes
fracoes obtida foi semelhante ao verificado por aqueles autores.

A estimativa do P-total obtida por digestdo tridcida foi similar com a
concentracdo total de P obtida pela soma das fracdes (Tabela 6), indicando a efetiva

guantificacdo do fracionamento quimico.
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TABELA 6. Fracionamento sequencial de P em amostras referentes aos trés sistemas

de manejo estudados.

Fracoes de P Tratamentos
(mg P kg solo™) SAF PSc SAFya
P-labil 43,73 aBC 8,78 aC 5,26 aB
P-Al 112,14 aB 78,11  aBC 35,55 aBC
P-Fe 142,89 aB 90,51 aB 59,67 aB
P-ocluso 72,43 aAB 65,51 aABC 43,14 aABC
P-Ca 2,33 aC 31,03 aAB 0,00 aC
P-residual 489,84 aA 107,16  bA 343,16 abA
P-total 1* 863,36 381,11 486,78
P-total 2** 1004,12 ab 381,52 bD 494,93 bD

Coeficiente de

correlacdo -0,9987
(p>0,05) entre P-
total 1 e

fosfatase acida

* . P-soma = P-disponivel + P-Al + P-Fe + P-ocluso + P-Ca + P-residual

**_ P-total obtido pela extragdo por digestdo total, sem passar por outras extragdes.

Na coluna, em cada tratamento, médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis. Na linha, médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem

entre si pelo mesmo teste.

N3do se verificaram diferencas (p<0,01) entre as concentracdes de P das
diferentes fragdes avaliadas, exceto para o P-residual, que foi maior no cafezal sob
SAFcs e menor no PSi. O P de todos os cafezais agroecolégicos foram
principalmente associados a fracdao P-residual, o que também foi observado em
solos semelhantes (Araudjo et al., 2004; Xavier et al., 2011) correspondendo a 56,7%,
28,1%, 70,5% do P-total nos cafezais sob SAFc, a PScr e sob SAFya, respectivamente
(Figura 4). Em solos tropicais, as fracdes de P-residual tendem a ser maiores do que
as demais fracGes (Guo et al., 2000) e geralmente o teor de P residual organico é
maior que P residual inorganico. Oberson et al. (1994) estudando diferentes
manejos agricola, semelhantes ao nosso estudo, observaram que setenta por cento
do P residual total é P organico, e essa fracdao é a que mais se difere entre diferentes
sistemas de cultivo mais do que a fracdo de P residual inorganico, mostrando assim

a importancia da transformacao do P residual.
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Os teores de P residual apresentaram correlagdo negativa (-0,9987) (Tabela
6) com a atividade da fosfatase acida, o que sugere que essa fragdo pode estar

envolvida com transformacdes a longo prazo (Obserson et al., 1994).

W P-labil

| P-Al

B P-Fe

M P-ocluso
BPCa

M P-residual

FIGURA 4. Porcentagem (%) das fragdes de P obtidas pelo fracionamento sequencial de P, sob os
cafezais agroecoldgico sob SAF organico (1), a pleno sol organico (2) e sob SAF com adubagdo natural

(3).

Nas areas estudadas, os teores obtidos seguiram a sequéncia decrescente:
P-residual > P-Fe > P-Al > P-Ocluso > P-labil > P-Ca. Apenas em PS¢, o P-Ca
apresentou-se maior do que o P-labil. Nos cafezais sob SAFs (SAFc e SAFna) Os
menores teores de P foram associados as formas associadas a Ca, o que também foi
observado por Cardoso et al. (2003) e Xavier et al. (2011). Em solos tropicais,
caracterizados pelo alto intemperismo e pH baixos, geralmente apresentam altas
taxas de P ligados a 6xidos de Fe e Al devido a alta capacidade de sor¢ao do solo,
resultando em baixas concentragbes de P |abil (NH4Cl), disponiveis para as plantas

(Novais e Smith, 1999, Xavier et al., 2011).
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No cafezal PS¢r as fragdes de P associadas a P-Al e P-Fe foram as que
apresentaram maiores percentagens em relacdo a P-total. Verma et al. (2005)
relataram que a aplicacdo de fertilizantes minerais pode favorecer essas fracdes de
P no solo e, como observado por Cardoso et al. (2003), esse aumento pode estar
relacionado também com a mineralizagao do P-organico presente nessa fragao.

Embora as concentragcbes de P-organico em cada fracdo sejam
desconhecidas neste trabalho, as andlises da atividade das fosfatases indicam que,
pelo menos uma parte do P-organico pode ser mineralizada pela atividade
enzimatica, podendo ser considerada como uma fonte l4bil (Gharu & Tarafdar,
2016). Em sistemas sob SAF, a quantidade de P organico tende a diminuir menos
com a profundidade do solo do que sistemas em monocultivo, além de
apresentarem proporcdes maiores de P organico, quando comparado com P-
inorganico, indicando que em SAFs apresentam impacto maior na transformacao de
P em camadas mais profundas do solo (Cardoso et al., 2003). A imobilizacdo e a
mineraliza¢ao de P pelos micro-organismos parecem ser os principais processos que
regulam a ciclagem de P e a disponibilidade de material organico (Oberson & Joner,
2005) e como visto no Capitulo 1 os cafezais sob SAF apresentaram maior
diversidade de bactérias e fungos totais.

O efeito dos sistemas agroecoldgicos na distribuicdo de P do solo e na
ciclagem do P organico precisa ser melhor por estudado, levando também em
consideracdo mudancas temporais. A abordagem do fracionamento sequencial do P
no solo foi util para apontar a disposicao e dinamica desse elemento, porém a

variabilidade dos dados dificultou na interpretacao dos resultados.

CONCLUSAO
Solos de cafezais agroecolégicos de diferentes manejos apresentam

potencial semelhante de solubilizacdao de diferentes fontes de fosfatos. Fontes de P
ligadas a Ca sdo mais facilmente solubilizada nestes ambientes.
A forma predominante de P nos solos com cafezais sob sistemas

agroecolégicos é a fracao P-residual, uma fonte de P de longo prazo.
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CONSIDERACC)ES FINAIS
A busca de alternativas, como a adocdo de sistemas agroecoldgicos que

visem principalmente a diversidade de espécies vegetais, proporcionam a
conservacdo dos solos e consequentemente da biodiversidade, esses estudos sdo
relevantes para a melhoria da sustentabilidade dos agroecossistemas mais
sustentaveis. Embora muitos dos sistemas produtivos sejam baseados nos idedrios
da Revolucdo Verde, seguindo o modelo tradicional de producdo, ainda assim é
possivel reconhecer que os estudos visando a diversidade de espécies e técnicas
alternativas para a fertilidade do solo vém ganhando espaco nos trabalhos
académicos. Essas realizacdes levaram a percep¢do da complexidade dos
ecossistemas multifuncionais contribuindo assim para o seu melhor entendimento.
Esse trabalho buscou avaliar a dinamica do fdsforo nos solos interligada a
microbiota do solo em sistemas agroecolégico para entender melhor a composicao
e mecanismos dentro desses sistemas. A maior similaridade microbiana entre SAF¢¢
e PScr é provavelmente por causa da adubag¢do com cama de frango comum aos
dois sistemas, o que homogeneiza o tipo de material organico adicionado ao solo. A
maior diversidade verificada no SAFyx pode ser devido aos residuos de mata
aportado, possivelmente portador de maior diversidade.

Os resultados encontrados aqui sugerem que os fungos solubilizadores de P
demonstraram ser mais sensiveis ao tipo de adubacdo utilizada no manejo
agroecolégico, apresentando potencial de utilizagdo como indicadores de
alterac¢des nas praticas adotadas. Também se observou que os solos cultivados com
cafezais em manejo agroecolégico sob SAFs favorecem a biodiversidade e riqueza
de micro-organismos, potencializando a presenga de microbiota solubilizadora de P.
A fertilidade melhorada dos solos de sistemas agroecoldgicos e a maior
biodiversidade encontrada em parcelas sob SAF podem tornar estes sistemas
menos dependentes de insumos externos. A forma predominante de P nos solos
com cafezais sob sistemas agroecoldgicos é a fracao P-residual, uma fonte de P de
longo prazo. Solos de cafezais agroecoldgicos de diferentes manejos apresentam
potencial semelhante de solubilizagcdo de diferentes fontes de fosfatos. Fontes de P

ligadas a Ca sdo mais facilmente solubilizada nestes ambientes.
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