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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia nutricional em fdsforo, pardmetros
microbioldgicos do solo e identificar e caracterizar genes da familia das fosfatases acidas em
cafeeiros. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), situada no municipio de Lavras — MG. No
Capitulo 2, o delineamento experimental foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial
10x2 (10 gendtipos de cafeeiro arabica e duas dosagens de adubagdo fosfatada), com quatro
repeticbes. No Capitulo 3, o delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2 (2 cultivares de cafeeiro arabica e duas dosagens de adubacdo
fosfatada), com trés repeticdes. Cada parcela experimental consistiu em um vaso com dez
litros de solo, com uma planta. O solo utilizado foi proveniente de camada subsuperficial e
ndo recebeu nenhum tipo de inoculacdo microbioldgica. As adubagdes foram feitas por meio
de solugdes nutritivas. O experimento permaneceu por oito meses em casa de vegetacao, e,
em seguida, foi desmontado e as amostras de solo e material vegetal de cada parcela foram
coletadas para as andlises. Foram analisadas variaveis agrondmicas, fisioldgicas, quimicas,
microbiologicas e moleculares. As cultivares Catigua MG2, MGS Ametista e Sarchimor MG
8840 néo séo eficientes e nem responsivas a adubacéo fosfatada. A progénie H 6-47-10 pl. 3 e
a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 ndo sé@o eficientes, mas sdo responsivas a adubacgéo
fosfatada. As cultivares Paraiso MG H 419-1, Topazio MG 1190 e MGS Paraiso 2 s&o
eficientes, mas ndo sdo responsivas a adubacdo fosfatada. As cultivares Bourbon Amarelo
IAC J10 e MGS Arands sdo eficientes e responsivas a adubacdo fosfatada. A adubacéo
fosfatada influencia positivamente no carbono da biomassa microbiana e negativamente na
densidade de esporos de micorrizas. Gendtipos de cafeeiro arabica respondem positivamente
tanto com adubacéo fosfatada (MGS Ametista) quanto sem adubacéo fosfatada (MGS Paraiso
2) em atividade de fosfatase acida. Foram identificados 29 genes da familia Purple Acid
Phosphatase (PAP) no genoma de Coffea canephora. Na cultivar MGS Paraiso 2 algumas
PAPs foram mais expressadas sob privacao de P (CarPAP3, CarPAP11 e CarPAP18) e outras
foram indiferentes a questdo do P (CarPAP12). A expressdo génica de CarPAP18 e a
atividade de fosfatase acida foi altamente significativa na cultivar MGS Paraiso 2 sob
privacao de P.

Palavras-chave: Coffea arabica. Cultivares. Nutricio mineral. Biomassa microbiana.
Micorrizas. PAP.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the nutritional efficiency regarding phosphorus (P),
microbiological parameters of the soil and to identify and characterize genes of the family of
acid phosphatases in coffee trees. The experiment was conducted under greenhouse
conditions at the Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), located in
Lavras, state of Minas Gerais, Brazil. In Chapter 2, the experimental design followed a
randomized complete block design, in a 10x2 factorial scheme (10 arabica coffee genotypes
and two doses of phosphate fertilization), with four replications. In Chapter 3, the
experimental design followed a completely randomized design, in a 2x2 factorial scheme (2
cultivars of arabica coffee and two doses of phosphate fertilization), with three replications.
Each experimental plot consisted of one pot with ten liters of soil, with one plant. The soil
used in the study was collected from the subsurface layer and did not receive any type of
microbiological inoculation. Fertilization was carried out using nutrient solutions. The
experiment lasted eight months in the greenhouse. Thereafter, the soil and plant material
samples from each plot were collected for analysis. Agronomic, physiological, chemical,
microbiological and molecular variables were analyzed. The cultivars Catigua MG2, MGS
Ametista and Sarchimor MG 8840 are neither efficient nor responsive to phosphate
fertilization. Progeny H 6-47-10 pl. 3 and the cultivar Catuai Vermelho IAC 144 are not
efficient but are responsive to phosphate fertilization. The cultivars Paraiso MG H 419-1,
Topazio MG 1190 and MGS Paraiso 2 are efficient but are not responsive to phosphate
fertilization. The cultivars Bourbon Amarelo IAC J10 and MGS Arands are efficient and
responsive to phosphate fertilization. Phosphate fertilization has a positive influence on the
microbial biomass carbon and negatively on mycorrhizal spores density. Genotypes of arabica
coffee respond positively both with phosphate fertilization (MGS Ametista) and without
phosphate fertilization (MGS Paraiso 2) in acid phosphatase activity. A total of 29 genes of
the Purple Acid Phosphatase (PAP) family in the genome of Coffea canephora were
identified. In the cultivar MGS Paraiso 2 some PAPs were more expressed under P
deprivation (CarPAP3, CarPAP11 and CarPAP18) and others were indifferent to P
(CarPAP12). The gene expression of CarPAP18 and the acid phosphatase activity were
highly significant in the MGS Paraiso 2 cultivar under P deprivation.

Keywords: Coffea arabica. Cultivars. Mineral nutrition. Microbial biomass. Mycorrhiza.
PAP.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

O cafeeiro necessita de varios nutrientes para completar o seu ciclo vegetativo e
reprodutivo. As espécies vegetais apresentam variabilidade na sua exigéncia nutricional, tanto
qualitativamente quanto quantitativamente. Além disso, apresentam essa variabilidade, até
mesmo, dentro da prépria espécie, em que diferentes cultivares podem apresentar diferentes
exigéncias nutricionais.

A exigéncia nutricional e o crescimento das plantas variam de acordo com a espécie e
ou a cultivar (FAGERIA, 1998; MARTINEZ et al., 1993), alguns parametros sao utilizados
para a mensuracdo da sua eficiéncia nutricional, dentre eles a eficiéncia de absorcédo
(DUNCAN; BALIGAR, 1990; SANDS; MULLIGAN, 1990; SWIADER; CHYAN; FREUI,
1994), a eficiéncia de translocacdo (DUNCAN; BALIGAR, 1990; LI; MCKEAND; ALLEN,
1991) e a eficiéncia do uso dos nutrientes (DUNCAN; BALIGAR, 1990; SANDS;
MULLIGAN, 1990; SIDDIQI; GLASS, 1981).

Atualmente, a sustentabilidade na producdo de alimentos é exigida em todo o planeta.
Nesse contexto, a parte ambiental € uma das mais importantes. Os alimentos produzidos no
mundo séo cultivados nos mais diferentes tipos de solo. A preocupagdo na sua conservacao e
preservacdo aumenta a cada dia, devido ao aumento da populacdo mundial e necessidade por
mais alimentos.

A parte viva do solo, a microbiota, exerce um papel fundamental na dindmica dos
nutrientes no solo, atuando em diversos processos fisicos, quimicos e bioquimicos, como a
decomposicao de residuos organicos e inorganicos, mineralizacdo dos elementos quimicos do
solo, ciclagem de nutrientes e simbioses radiculares, como a fixacdo biolégica de nitrogénio e
com os fungos micorrizicos arbusculares. A sua manutencdo é um dos principais fatores de
sucesso de diversos cultivos agricolas. Diversos atributos, como a biomassa microbiana,
atividades enziméticas e estrutura da comunidade microbiana tém sido utilizadas como
indicadores da qualidade do solo, empregados em programas de monitoramento (DIAS-
JUNIOR et al., 1998; RENELLA et al., 2005; VASQUEZ-MURRIETA et al., 2006).

A demanda por alimentos no planeta cresce de forma acentuada atualmente. Para
suprir essa demanda, uma das principais alternativas na agricultura é conseguir obter cultivos
mais produtivos, sem que haja a necessidade de se utilizar novas areas para tal finalidade.

Uma dessas alternativas € a utilizacdo de cultivares mais adaptadas as diversas condi¢cdes de
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cultivo. Nesse quesito, plantas mais eficientes na absorcédo e utilizagdo de nutrientes, além de
produzirem mais, utilizam menos recursos ndo renovaveis, como é o caso dos fertilizantes,
amplamente utilizados na agricultura, mas que possuem entraves do ponto de vista ambiental
e econdbmico. Para atingir uma situacdo mais sustentavel de producdo, algumas ferramentas
podem ser utilizadas, uma delas ¢ a melhoria na capacidade da planta em absorver os
nutrientes de que precisa, diretamente dos solos, como o caso do fdsforo.

O fésforo € um macronutriente essencial as plantas, é vital em diversos processos
bioquimicos, constituinte dos &cidos nucleicos e do ATP, dentre outras funcGes. Apesar de
presente em pequena quantidade na massa seca das plantas (quando comparado com 0s outros
macronutrientes), sua dinamica é peculiar sobremaneira pelo fato de que, na maioria dos solos
do mundo, o teor de fésforo inorganico (Pi) é inferior ao necessario para o correto suprimento
a demanda das plantas, e que também grande parte do fésforo existente é encontrado na forma
orgénica (Po) ou esta fixada em célcio, ferro e aluminio, que ndo podem ser utilizados
diretamente pelas plantas. Para contornar essa situacdo, as plantas desenvolveram
mecanismos adaptativos visando melhorar a sua eficiéncia de absor¢éo e utilizagdo do fésforo
em ambientes com baixa disponibilidade, como exemplo, com o aumento na producdo de
enzimas denominadas fosfatases acidas.

As Purple Acid Phosphatase (PAP), ou fosfatase acida purpura (FAP), sdo uma classe
especial de fosfatase acida (APase) que hidrolisa uma vasta quantidade de ésteres de fosfato e
fosfato anidro em condicGes acidas 6timas. Possui uma coloracdo arroxeada ou rosada em
solucdo aquosa. As PAPs vegetais foram amplamente identificadas e caracterizadas em
muitas espécies com o auxilio de tecnologias bioguimicas e moleculares, porém ainda nao ha
trabalhos desenvolvidos dentro do género Coffea. As PAPs podem ser divididas em:
fosfatases acidas secretadas (SAPs) e fosfatases acidas intracelulares (IAPs). A maioria das
fosfatases acidas intracelulares estdo presentes no vactolo como proteinas sollveis, enquanto
as fosfatases acidas secretadas estdo localizadas na parede celular ou secretados na rizosfera
(DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994).

Espera-se que diferentes genotipos de cafeeiro apresentem variabilidade na sua
eficiéncia nutricional, na sua interacdo com a microbiota do solo e na sua capacidade em
produzir fosfatases acidas. Atualmente, buscam-se gendtipos mais eficientes
nutricionalmente, o que pode gerar impactos significativos em toda a cadeia produtiva. A
microbiota do solo pode influenciar sobremaneira na dindmica de resposta dos gendtipos

frente a sua necessidade nutricional. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar
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a eficiéncia nutricional em fésforo, pardmetros microbioldgicos do solo e a identificacdo e

caracterizacdo de genes da familia das fosfatases acidas em cafeeiros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cafeicultura, cultivares de café e melhoramento genético do cafeeiro

A cafeicultura brasileira é, até os dias atuais, extremamente importante para o
desenvolvimento econdmico e social do pais, € uma das principais atividades da pauta
agricola de muitos dos Estados brasileiros. Essa atividade é responsavel por gerar milhdes de
empregos diretos e indiretos em toda a sua cadeia produtiva. Grande parte da sua producdo é
originada da agricultura familiar. O desenvolvimento de novas tecnologias permite o avango
dessa atividade, ou seja, 0 desenvolvimento de novas cultivares, sejam elas mais produtivas,
mais adaptadas as diversas regides produtoras e condicbes climaticas e, ainda, apresenta
caracteristicas agrondmicas de interesse, sempre objeto de estudo pelos melhoristas e desejo
de toda a cadeia produtiva.

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2018), a safra de
café de 2018, ano de bienalidade positiva, foi de 61,7 milhdes de sacas beneficiadas,
crescimento de 37,1% em relacdo ao ano anterior. A area total, em formacdo e em producao,
atingiu 2.158,5 mil hectares (294,2 mil hectares em formacdo e 1.864,3 mil hectares em
producdo). Dentre as duas espécies cultivadas, a safra de arabica foi de 47,5 milhdes de sacas,
com crescimento de 38,6% em relacdo ao ano anterior; ja a safra de conilon foi de 14,2
milhdes de sacas, com crescimento de 32,2% em relacdo ao ano anterior. Esse crescimento na
producdo se deu devido ao ciclo de alta bienalidade, sobretudo em lavouras da espécie
arabica, devido as condigcdes climéticas favoraveis e a melhoria do pacote tecnologico,
principalmente de cultivares mais produtivas.

O Brasil é o0 segundo maior consumidor de café, permanecendo atrds somente dos
Estados Unidos. A populacdo brasileira esta cada vez mais exigente pelo café comercializado,
uma vez que vem conhecendo mais sobre o produto. O consumo per capita cresce a cada ano,
apresentando, em 2018, um consumo de 6,02 kg de café verde ou 4,82 kg de café torrado e
moido por habitante (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE - ABIC,
2018).

Apesar de conquistar significativo patamar no agronegdcio, ainda existem demandas
por novas tecnologias, para garantir a sustentabilidade da cafeicultura nacional. Os avancos
em produtividade tém sido observados ao longo de alguns anos nas lavouras cafeeiras de

Minas Gerais, com a adocao de técnicas de manejo, melhoramento genético com emprego de
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novas cultivares, uso racional de fertilizantes e melhoria na qualidade dos cafés especiais
(CARVALHO; PEREIRA, 2009).

Atualmente, existem no mercado varias cultivares de café que apresentam
caracteristicas agronbmicas desejaveis, como resisténcia a ferrugem, sdo algumas delas:
Paraiso MG H 419-1 e cultivares do grupo Catigud (Catigua MG1, Catigua MG2 e MGS
Catigud 3) (PEREIRA et al., 2010). Em relacdo ao adensamento de plantio, sugerem-se
cultivares como Araponga MG1, Catigud MG1, Catigud MG2 e MGS Catigua 3, IAPAR 59,
entre outras. Para a qualidade sensorial, destaca-se o Catigud MG2 e cultivares do grupo
Bourbon, sendo este grupo referéncia em potencial elevado em qualidade de bebida. Como
cultivares adaptadas a colheita mecanizada, destacam-se as cultivares do grupo Acaia
(CARVALHO et al., 2008; FAZUOLLI et al., 2008). Uma vertente ainda pouco estudada e
explorada no melhoramento do cafeeiro é a obtencdo de cultivares com diferentes perfis de
comportamento em relacdo a fertilidade dos solos. Ha demanda tanto por cultivares que
apresentem alta resposta a adubagdo quanto para cultivares que sdo consideradas “menos
exigentes” em nutricdo, que seriam indicadas para niveis tecnolégicos de producdo mais

baixos.

2.2 Eficiéncia nutricional

O termo ‘eficiéncia nutricional’ ¢ utilizado para caracterizar plantas em sua
capacidade de absorver e utilizar nutrientes, estd relacionado a eficiéncia de absorcéo,
translocacdo e utilizacdo de nutrientes. A eficiéncia de absorcdo esta relacionada a taxa de
absorcdo de nutrientes por unidade de comprimento ou de massa, e pode ser avaliada em
estudos de cinética de absorcdo de nutrientes (BALIGAR; FAGERIA, 1998).

A maior ou menor producdo de frutos por unidade de nutrientes na planta pode ser
explicada por diferencas na eficiéncia de aquisicdo, de translocacdo e/ou de utilizacdo dos
nutrientes. A aquisicdo de nutrientes depende da eficiéncia dos mecanismos de absorcédo e do
volume de solo explorado pelas raizes, e pode ser avaliada pelas eficiéncias de absor¢édo e de
producdo de raizes (AMARAL et al.,, 2011). Por sua vez, a eficiéncia de utilizacdo de
nutrientes depende do seu transporte para a parte aérea e de sua exigéncia metabolica
(MARTINEZ et al., 1993), é obtida pelo quociente entre a biomassa total da planta e a
concentracdo do nutriente (SIDDIQI; GLASS, 1981). Tradicionalmente, a eficiéncia de
utilizacdo de nutriente tem sido definida como a razéo entre a biomassa e a quantidade total
de nutriente na biomassa (TOMAZ; AMARAL, 2008).
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Merece destaque saber que o conhecimento dos teores de nutrientes em varios 6rgédos
do vegetal permite inferir sobre as exigéncias metabdlicas desenvolvidas em cada
compartimento, fornecendo base para o entendimento dessas variagdes e suas implicagdes nas
respostas dos vegetais (AMARAL et al., 2011).

Um dos grandes desafios da agricultura moderna é a utilizacdo de estratégia de
adaptacdo de plantas a solos de baixa fertilidade. Nesses casos, ha duas alternativas: elevar a
fertilidade dos solos pelo uso de corretivos e fertilizantes, ou empregar cultivares
nutricionalmente eficientes (POZZA et al., 2009).

Segundo Camargo et al. (2004), um gen6tipo com alta eficiéncia nutricional é uma
planta altamente eficiente na utilizacdo de nutrientes, mesmo em condi¢cdes adversas, tais
como de baixa fertilidade do solo, de poucos recursos hidricos ou de excesso de sais, podendo
ser 0 caminho para a obtencdo de maiores produtividades, ou mesmo na sele¢do de material
genético superior. De acordo com Barros e Novais (1990), se uma planta apresenta alta
eficiéncia de utilizacdo para um determinado nutriente, isso ndo quer dizer que ela também
apresente alta eficiéncia para os demais nutrientes. Como foi constatado em estudos
realizados por Molica (1992), dificilmente sera possivel selecionar um material genético que
possua alta eficiéncia na utilizacdo de todos os nutrientes, o que esta de acordo também com
pesquisas realizadas por Paula et al. (1996, 2003), Santana, Barros e Neves (2002) e Silva et
al. (2002), as quais demonstraram que varios outros fatores (genéticos, ambientais,
fisiologicos, bioquimicos e qualidade dos sitios) estdo interligados, e que a eficiéncia
nutricional varia em funcdo da espécie, das procedéncias e dos sitios (CAMARGO et al.,
2004).

A crescente demanda de nutrientes por cultivares de café (que estdo cada vez mais
produtivas), assim como a expansdo dessas lavouras para solos de baixa fertilidade, como 0s
solos do Cerrado Mineiro, exige melhor compreensdo da dinamica dos nutrientes nessa
cultura, evitando-se assim deficiéncia nutricional (REIS JUNIOR; MARTINEZ, 2002).

Informacdes com relacdo a nutricdo mineral do cafeeiro sdo encontradas na literatura,
como questdes referentes a absor¢do, ao transporte e a redistribuicdo de nutrientes, existindo a
possibilidade de se melhorar ou selecionar cultivares mais eficientes quanto ao uso de
nutrientes. Hoje em dia, devido as mais diversas condicdes de cultivo existentes e novas
cultivares disponiveis aos produtores, necessitam-se de novos estudos para mensurar a
eficiéncia nutricional dessas cultivares. Como exemplo, diferencas nas exigéncias nutricionais
do cafeeiro, a cultivar ‘Catuai’, comparada a ‘Mundo Novo’, ¢ menos exigente em N e P,

mais exigente em K, Ca, B, Fe, Mn e Zn e, praticamente, apresentam a mesma exigéncia em
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Mg, S e Cu (MALAVOLTA, 1993). Pereira (1999) também discriminou linhagens de
cafeeiros arabicos com base na eficiéncia de utilizacdo de N e K. Em um amplo estudo,
Amaral et al. (2011) testaram as exigéncias nutricionais de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu e Zn na
producdo de raiz e de parte aérea entre diferentes cultivares de cafeeiro (Acaia IAC 474-19,
Icatu Amarelo IAC 3282, Rubi MG 1192 e Catuai Vermelho IAC 99) e trés niveis de
adubacdo (baixo, normal e alto), e estes concluiram que a eficiéncia de utilizacdo de
nutrientes para producdo de raizes e uso de nutrientes pela parte aérea de cafeeiros foi
diferenciada entre as cultivares. Tomaz et al. (2011) estudaram a eficiéncia de absorcdo e
utilizagdo de B, Zn, Cu e Mn em mudas enxertadas de cafeeiro, nas quais utilizou-se como
enxerto quatro gendtipos de Coffea arabica (Catuai Vermelho IAC 15, Oeiras MG 6851 e as
progénies H 419-10-3-4-4 e H 514-5-5-3) e como porta-enxerto cinco progénies de Coffea
canephora cv. Conilon (ES 21, ES 36, ES 26, ES 23 e ES 38), a eficiéncia nutricional das
plantas variou conforme a combinacdo enxerto/porta-enxerto. Paula Neto et al. (2016)
estudaram a eficiéncia nutricional em fésforo em 21 cultivares de Coffea arabica e 4
cultivares de Coffea canephora, alguns dos resultados foram encontrados no crescimento das
plantas, altamente reduzido sob privacdo de P; a concentracdo de P na massa seca foi maior
nas cultivares de Coffea canephora e as folhas jovens acumularam mais P que quaisquer

outros tecidos.

2.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam uma associacdo simbidtica,
endofitica, biotrofica e mutualistica, desenvolvida com as raizes de plantas vasculares
(BRUNDRETT, 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005; SIQUEIRA, 1993). Esses fungos colonizam
o0 cértex das raizes, com penetracdo inter e intracelular, sem alteraces morfoldgicas visuais,
por meio de modificacBes nas hifas, formando arbusculos, vesiculas e esporos (LAMBAIS,
1996; SIQUEIRA, 1993).

Os FMAs sdo de ocorréncia generalizada na maioria dos ecossistemas e ambientes
terrestres, colonizando cerca de 85% das espécies vegetais existentes (BRUNDRETT, 2002).
Todavia, a sua distribuicdo e a sua eficiéncia sdo bastante variaveis e desuniformes, refletindo
a ampla variabilidade genética desses organismos e suas relagdes com as plantas hospedeiras
e com o ambiente (BRUNDRETT, 1991).
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A camada superficial do solo representa o principal reservatério da sua microbiota.
Dessa maneira, qualquer fator que exerca impacto sobre essa parte do perfil do solo exercera
grande influéncia na ecologia e nas fungdes dos microrganismos (HABTE et al., 1988).

A micorriza é formada pela raiz da planta hospedeira, o micélio intrarradical
(incluindo a interface simbidtica), o micelio extrarradical (rede de hifas do solo, arbusculos e
ocasionalmente vesiculas) e os esporos fungicos (MERRYWEATHER; FITTER, 1998), seu
estabelecimento e manutencdo sdo influenciados por fatores do solo, da planta hospedeira e
do fungo. As hifas extrarradiculares podem explorar o solo em microambientes, locais onde as
raizes ndo chegam, favorecendo a absorcdo de agua e nutrientes pela planta hospedeira
(SAGGIN-JUNIOR et al., 1995; TRISTAO; ANDRADE; SILVEIRA, 2006), especialmente
os de baixa mobilidade no solo, como o fosforo (ALBAN; GUERRERO; TORO, 2013).
Dessa forma, a perturbacdo do solo pode causar impacto na micorrizagdo, dependendo de
mudancas das condi¢bes do solo, da natureza dos propagulos fungicos e da alteracdo
qualitativa e quantitativa da vegetacao presente (BRUNDRETT et al., 1996).

A micorriza € uma simbiose mutualistica entre raizes da maioria das plantas e fungos
do filo Glomeromycota (SCHUBLER; SCHWARZOTT; WALKER, 2001). Essa simbiose se
caracteriza pela penetracdo inter e intracelular das células do cértex radicular e formacgéo de
estruturas intracelulares denominadas arbisculos (DOUDS; MILLNER, 1999). E uma das
simbioses mais importantes entre fungo e plantas (SMITH; READ, 1997) e é considerada
como a mais abundante na natureza, ocorrendo na maioria das plantas. O principal beneficio
para a planta hospedeira nessa simbiose € o aumento da absorcdo de agua e nutrientes,
especialmente os de baixa mobilidade no solo, como o fosforo, isso devido a um aumento de
sua capacidade em explorar o solo, devido as hifas extraradiculares. A propagacdo das FMAs
ocorre através de esporos, do micélio e de fragmentos de raizes colonizadas, que ao
infectarem as raizes da planta hospedeira, podem se desenvolver e iniciar o estabelecimento
da associacdo micorrizica (SMITH; READ, 1997).

Os FMA s séo biotroficos obrigatérios, dependentes de raiz metabolicamente ativa para
o fornecimento de carboidratos e para completar seus ciclos de vida (SIQUEIRA et al., 1985).

Os esporos dos FMAs sdo unidades bioldgicas em estado de quiescéncia, que precisam
ser ativados para desencadear os processos normais da biologia celular e as fungbes
metabdlicas que sustentam sua germinacdo e crescimento subsequente da fase filamentosa
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os esporos persistem no solo e germinam espontaneamente,
usando suas préprias reservas, que sdo metabolizadas pelo metabolismo catabdlico.

Entretanto, o crescimento da hifa € limitado pela utilizacdo destas baixas quantias de carbono
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armazenado (BAGO et al., 1999; BAGO; PFEFFER; SHACHAR-HILL, 2000; BECARD;
PICHE, 1989). Assim, apds certo periodo de crescimento, comeca a formar septos na hifa a
partir do apice, o citoplasma recua e o esporo entra em dorméncia novamente, evidenciando
sua necessidade obrigatoria as células vivas do hospedeiro. Contudo, em algumas espécies, 0
esporo contém reservas suficientes para realizar maltiplas germinaces, aumentando as
chances de encontrar um hospedeiro apropriado (KOSKE, 1981). Segundo Moreira e Siqueira
(2006), ndo se conhece o mecanismo exato pelo qual esses esporos sao ativados a germinar.
No entanto, ja se tem evidéncias de que, antes da colonizacdo, ocorre uma troca de sinais
moleculares (o fungo reconhece seu hospedeiro) e lhe responde de modo positivo em
potencial, produzindo e diferenciando seu micélio assimbi6tico, mesmo sem o contato fisico
com o hospedeiro. E na fase extrarradicular que é produzida a maioria dos esporos,
isoladamente ou em esporocarpos. Os estadios fenotipicos do ciclo da simbiose iniciam-se
com a germinacdo dos esporos e sdo concluidos com a producdo de novos esporos que
garantem a sobrevivéncia do fungo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os fungos micorrizicos arbusculares merecem grande atencdo devido ao carater intimo
e obrigatorio que apresentam. O potencial que eles desempenham na manutencdo e na
dindmica dos ecossistemas vegetais (RILLIG, 2004) é muito importante, principalmente nas
regibes tropicais, onde as reservas minerais de nutrientes no solo sdo muito limitadas,
necessitando de uma estrutura bioldgica bem organizada e eficiente para o seu melhor
aproveitamento. Esses fungos trazem beneficios a comunidade vegetal e ao ambiente,
fornecendo nutrientes e agua as plantas, assim como a agregacao e a estabilidade dos solos
(AUGE et al., 2001).

Segundo Johnson, Graham e Smith (1997), a diversidade dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) tem sido frequentemente definida em termos de respostas no
crescimento das plantas, que podem variar de efeitos positivos e negativos, dependendo da
combinacdo particular entre o fungo e a planta e das condi¢cbes ambientais, uma vez que essa
diversidade pode ser medida pela taxa de coloniza¢do micorrizica, a absor¢do de nutrientes e
os efeitos no crescimento das plantas.

Entre os componentes da microbiota do solo, os fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) sdo particularmente importantes para as regides tropicais onde predominam solos de
baixa fertilidade e alta fixagdo de fdsforo. Esses fungos encontram-se amplamente
distribuidos na maioria dos ecossistemas, desde os ambientes florestais aos desérticos, em
regides tropicais, zonas temperadas e articas e representam a mais ampla associacdo entre
plantas e fungos encontrada na natureza (SOUZA; SILVA, 1996).
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Em condi¢Bes naturais, a grande maioria das espécies de plantas apresenta-se
colonizada pelos FMAs, que desempenham importante fungdo na sobrevivéncia, no
crescimento e na nutricdo das plantas, seus efeitos benéficos sdo mais aparentes em condicbes
limitantes de crescimento. Para Parniske (2008), a taxa de colonizacdo das raizes diminui
quando os nutrientes estdo em abundancia, principalmente o P.

Dentre todos os nutrientes de plantas, o fosforo apresenta uma dindmica peculiar no
solo. Sua absorcdo é favorecida pelos fungos micorrizicos arbusculares, por ser um ion de
lenta difusdo no solo (HINSINGER, 2001), e pela forte fixacdo com o6xidos de ferro e
aluminio, o que reduz a eficiéncia da adubacéo fosfatada (STUMER; SIQUEIRA, 2013). Essa
nutricdo proporcionada pelos FMA aumenta a biomassa da planta (TRISTAO; ANDRADE;
SILVEIRA, 2006), e consequentemente a produtividade (COLOZZI-FILHO et al., 1994).
Além disso, os FMA aumentam a agregacao do solo (CARNEIRO et al., 2015), a toleréncia a
doencas e pragas (VAAST; CASWELL-CHEN; ZASOSKI, 1998) e ao déficit hidrico
(ANAYA et al., 2011).

A contribuicdo dos FMA para a absor¢cdo de P é de grande interesse social e
econémico, pois permite maior eficiéncia no uso de fertilizantes fosfatados, gerando reducéo
de custos e preservacdo de fontes hidricas da eutrofizacdo (COGO et al., 2017). Além do
fosforo, essa simbiose contribui para 0 aumento da absorcdo de outros nutrientes, como K,
Ca, Mg, S, Cu e a reducdo de Mn e Zn quando em niveis toxicos (SAGGIN-JUNIOR et al.,
1995; SIQUEIRA et al., 1995), que torna a contribuicdo dos FMA as plantas mais importante,
0 que é extremamente relevante para o aumento da produtividade do café, pois a maioria dos
cultivos de café estd sob solos altamente intemperizados, onde 0s nutrientes sdo escassos e
fosforo (P), o cobre (Cu) e zinco (Zn) apresentam baixa mobilidade (FURTINI NETO et al.,
2001). A contribuicdo dos FMA para a absorcdo de nutrientes que ndo sdo muito moveis no
solo tem um interesse mais pratico, pois esses nutrientes, principalmente o fosforo, tém baixa
acessibilidade as raizes absorventes, lenta difusdo no solo, formando uma zona de
esgotamento ao redor das raizes (COGO et al., 2017).

Os cafeeiros apresentam alto grau de dependéncia micorrizica (SIQUEIRA;
COLOZZI-FILHO, 1986), principalmente em solos com baixo teor de P disponivel
(KAHILUOTO; KETOJA; VESTBERG, 2012). A ocorréncia de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) em lavouras de café é comum e é naturalmente identificada em viveiro
(SIQUEIRA et al., 1987) e no campo (ARIAS et al., 2012; BEENHOUWER et al., 2015).

Em uma ampla revisdo por meta-analise de varios trabalhos envolvendo fungos

micorrizicos arbusculares e o cafeeiro, Cogo et al. (2017) observaram que 0s géneros de
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fungos que mais formam a associagdo simbidntica com o cafeeiro sdo: Glomus, Acaulospora,
Scutellospora, Rhizophagus e Gigaspora.

O cafeeiro sombreado por leguminosas estimula o nimero de esporos no solo em
comparagdo com as ndo leguminosas (MULETA et al.,, 2007). O consorcio também pode
aumentar o nivel de colonizacdo micorrizica e os beneficios provenientes da micorrizacéo
(BAINARD; KLIRONOMOS; GORDON, 2011). Lammel et al. (2015) obtiveram os maiores
porcentuais de colonizacdo micorrizica em cafeeiros consorciados com braquiaria. O sistema
radicular denso de Brachiaria sp. aumenta as chances de associagdo com fungos micorrizicos
arbusculares, produzindo mais propéagulos diversos no solo e aumentando a possibilidade de
colonizar as raizes do cafeeiro (BAINARD; KLIRONOMOS; GORDON, 2011).

2.4 Fosfatase acida

Os microrganismos e algumas plantas sao responsaveis pela producdo da maioria das
fosfatases acidas encontradas no solo, e tém sua atividade fundamental no ciclo do fosforo e
na liberacdo desse nutriente para as plantas (TARAFDAR, 1995). A producéo de fosfatases
tem sido descrita principalmente em fungos micorrizicos (TARAFDAR, 1995). Embora sem
estabelecer uma relacéo significativa, Tarafdar e Jungk (1987) mostraram que o aumento da
atividade das fosfatases acidas corresponde ao aumento da comunidade de fungos e bactérias
na rizosfera de varias plantas.

A rizosfera € uma regido limitada do solo que é diretamente influenciada pelas
secrecOes de fosfatases e outras enzimas pelas raizes e micorrizas, e sustenta densas
populacdes de microrganismos associados a raizes e de vida livre (MARGALEF et al., 2017).

Dentre as propriedades bioquimicas do solo, as enzimas sdo importantes para catalisar
inimeras reacdes necessarias para decomposicdo de residuos organicos, formacdo da matéria
organica, estrutura do solo e ciclagem de nutrientes (MENDES; VIVALDI, 2001). Devido a
sensibilidade as variacfes biodticas e abidticas, estes atributos bioquimicos sdo considerados
como indicadores da qualidade do solo. As fosfatases sdo fundamentais nos processos de
transformacdo de compostos de fosforo orgéanico e disponibilizando fontes inorgéanicas de P
para as plantas (AMADOR et al., 1997).

As fosfatases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas na natureza, encontradas
em organismos procariotos e eucariotos (GUIMARAES et al., 2004). Essas enzimas sio
responsaveis por hidrolisar ésteres e anidridos de acido fosférico e participam de varios

processos bioquimicos do solo, tais como, assimilagdo de fosforo, metabolismo intermediario
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e sinalizacdo celular. Elas catalisam a hidrolise de ésteres fosfatados produzindo fosforo
solivel e sdo responsaveis pela mineralizagdo de fosfato organico e baixos niveis de fosfato
inorganico livre (AOYAMA et al., 2003). A atividade da fosfatase desempenha um papel
fundamental na transformacdo de P da matéria orgéanica do solo em formas disponiveis
(CALDWELL, 2005).

Segundo Nahas, Centurion e Assis (1994a), as fosfatases liberadas pelas raizes das
plantas e microrganismos catalisam a conversao da forma orgéanica em fosforo solivel. Em
fungos, a hidrdlise, absorcdo e armazenamento de nutrientes depende da sintese e da secrecéo
de enzimas especificas para cada nutriente (TORRIANI-GORINI, 1994). Tarafdar, Yadav e
Meena (2001) demonstraram que a atividade da fosfatase acida de origem microbiana é mais
eficiente na hidrolise dos compostos organicos, tais como fitinas, lecitinas e glicerofosfatos
presentes no solo, quando comparada com a enzima de origem vegetal.

As fosfatases s@o produzidas por bactérias, fungos e raizes de plantas e servem para
clivar um grupo fosfato de seus substratos, transformando formas complexas e por vezes
indisponiveis de P organico em fosfato assimilavel (MARGALEF et al., 2017).

Em Nahas, Centurion e Assis (1994b), o nimero de fungos produtores de fosfatase
acida no solo superou em 150% o numero de fungos produtores de fosfatase alcalina;
constatou ainda que os fungos possuem maior atividade da fosfatase acida, enquanto as
bactérias possuem maior atividade da fosfatase alcalina.

Grande parte do fosforo que € aplicado no solo como fertilizante rapidamente se torna
indisponivel para as plantas, acumulando-se em frac6es de fosforo inorganico, que é fixado
por absorcdo, precipitacdo quimica e fragdes de fosforo organico, que sdo imobilizados na
matéria organica (SANYAL; DATTA, 1991). Sharpley (1985) concluiu que as plantas podem
usar fosfato organico mais eficientemente quando o solo é enriquecido com fosfatases
provenientes, por exemplo, de organismos micorrizicos. A producdo de fosfatase depende da
combinacdo da demanda de P de plantas e microrganismos, da disponibilidade de substratos
organicos de P e da limitacdo de P do solo (MARGALEF et al., 2017).

O intemperismo diminui progressivamente a quantidade de formas inorganicas
primarias de P (RICHARDSON et al., 2004) até que, ultimamente, as fontes organicas e 0s
minerais secundarios se tornam os unicos reservatérios desse nutriente (MARGALEF et al.,
2017). Nesses solos velhos e fortemente intemperizados, a atividade da fosfatase torna-se
crucial para acelerar a ciclagem de P entre a matéria organica do solo e a absorcéo da planta, e
é uma boa medida da capacidade dos ecossistemas para neutralizar a limitacdo P (TURNER,;

CONDRON, 2013). Evidéncias sugerem que a atividade da fosfatase tem importantes
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consequéncias ecoldgicas e pode estar intimamente relacionada a produtividade das plantas e
a diversidade de biomas. As atividades da fosfatase no solo tém sido amplamente estudadas
(NANNIPIERI et al., 2011; TABATABAI, 1994).

Em muitos solos, a fracdo de fosforo organico € maior do que a inorganica. O P
orgénico pode representar até 90% do total de P em alguns solos velhos e intemperizados
(JONER; VAN AARLE; VOSATKA, 2000). Por essa razéo, a disponibilidade desse elemento
para as plantas torna-se dependente da mineralizacdo dos compostos organicos, papel este
desempenhado pelas fosfatases. Essas enzimas sdo excretadas tanto pelas raizes das plantas
quanto pelos microrganismos. No entanto, as de origem microbiana sédo as que predominam
nos solos. Essas enzimas séo induziveis e, portanto, sdo sintetizadas predominantemente em
condicdes de baixa disponibilidade de fosforo no solo (ROSSNER et al., 1996).

Embora os mecanismos envolvidos ndo sejam ainda totalmente explicados, a dindmica
das fragdes fosfatadas liberadas pelas plantas esta relacionada com a atividade de fosfatases
(FERNANDES et al., 2000).

Ferreira-Nozawa et al. (2003) relatam que em fungos, a sintese e secrecdo de fosfatase,
alem de estar diretamente relacionada com os mecanismos adaptativos, tais como a condicao
de fosforo limitante, é influenciada também pela presenca de outros elementos, como o
nitrogénio, fontes de carbono e circuitos reguladores do pH. Esses mecanismos reguladores
asseguram que as enzimas extracelulares somente serdo sintetizadas em pH onde possam ter
atividade hidrolitica efetiva.

Segundo Margalef et al. (2017), o solo contém grandes quantidades de fosfatases
intracelulares (em células microbianas vivas) e fosfatases extracelulares (secrecdes de células
vivas ou material celular morto).

Segundo Besford (1979), a determinacdo da atividade de fosfatases para algumas
espécies vegetais pode ser utilizada como uma ferramenta de diagnose nutricional, prevendo
deficiéncia de P nas plantas antes do aparecimento dos sintomas visuais de deficiéncia. No
entanto, para ser utilizada como ferramenta de diagnose da nutricdo fosfatada, é necessario o
estabelecimento de padrdes para as diversas espécies de plantas e a parte da planta a ser
amostrada (ASCENCIO, 1994). Segundo Ascencio (1994), a idade, o estadio de crescimento,
0 numero de dias sob estresse e 0 tempo apds o inicio do estresse metabdlico de P devem ser
considerados para que a atividade da fosfatase seja utilizada como uma ferramenta de
diagnose da nutricdo fosfatada.

As atividades de fosfatase sdo ainda correlacionadas com a quantidade de matéria

orgénica do solo, com a composi¢do das comunidades microbianas, profundidade do solo e
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estagio de sucessao ecoldgica (CALDWELL, 2005; TSCHERKO et al., 2003; WALDROP;
BALSER; FIRESTONE, 2000). Disturbios do solo, como o fogo (e a consequente reducdo da
biomassa microbiana) e o desmatamento, também afetam negativamente a atividade dessa
enzima (BOERNER; DECKER; SUTHERLAND, 2000; EIVAZI; BAY AN, 1996).

Estudando os efeitos da adubacdo com nitrogénio (N), fésforo (P) e a combinacao de
NP em 34 estudos, Marklein e Houlton (2012) descobriram que a adubagdo com N aumentou
e a adubacdo com P diminuiu a atividade da fosfatase em diferentes biomas. As mudangas na
atividade da fosfatase da adubagdo NP dependem das proporgdes de N e P adicionadas, em
que diferentes limiares sdo exibidos nos diferentes biomas (ALLISON; VITOUSEK, 2005;
MARKLEIN; HOULTON, 2012).

2.5 Biomassa microbiana do solo

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), a biomassa microbiana do solo (BMS) ¢ a
parte viva da matéria organica do solo, composta por todos 0s organismos menores que 5 x
102 um?®, € a principal fonte de enzimas no solo e a responsavel praticamente por toda a
atividade bioldgica, atuando como catalisador nas transformac6es bioguimicas, fonte e dreno
de C e troca de nutrientes entre a atmosfera e o0 ecossistema.

Segundo Jenkinson e Powlson (1976), a biomassa microbiana do solo faz parte do
componente vivo da MOS e representa de 1 a 4% do C total e 5% do N total do solo. A BMS
é composta por bactérias, actinomicetos, fungos, algas e protozoarios (JENKINSON; LADD,
1981). As bactérias e os fungos respondem por cerca de 90% da atividade da biomassa
microbiana (SIQUEIRA et al., 1994). O tamanho da comunidade microbiana e a sua atividade
determinam a intensidade com que 0s processos bioquimicos acontecem (CARVALHO,
2005).

A matéria organica do solo (MOS) representa o principal reservatorio de energia para
0s microrganismos e de nutrientes para as plantas. Seu declinio ou acréscimo serve para
avaliar a preservacdo dos ecossistemas naturais e os desequilibrios dos agros ecossistemas,
podendo ser utilizado como critério na avaliagdo da sustentabilidade desses ambientes
(KAISER; MARTENS; HEINEMEYER, 1995). A matéria organica do solo afeta diretamente
as caracteristicas biolégicas do solo, pois atua como fonte de carbono, energia e nutrientes

para 0s microrganismos quimio-heterotroficos (MIELNICZUK, 1999).
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A biomassa microbiana esté relacionada aos processos de decomposi¢do da matéria
organica, interagindo com a dindmica dos nutrientes e a regeneracdo da estabilidade dos
agregados do solo (COTRUFO et al., 2013; VELASQUEZ; LAVELLE; ANDRADE, 2007).

A biomassa microbiana do solo é o principal componente da parte viva da matéria
organica do solo e tem sido utilizada como indicador de alteracfes e de qualidade do solo.
Esse uso deve-se, principalmente, a sua relagdo com as funcdes ecoldgicas do ambiente, bem
como & capacidade que ela apresenta de refletir as mudancas no uso do solo (ARAUJO;
MELO, 2010; JACKSON et al., 2003). A BMS representa a fracdo mais ativa e biodegradavel
da matéria organica do solo (ROSCOE et al., 2006). Sua quantificacdo permite avaliar as
mudancas iniciais no contetdo da MO, causadas pelas préaticas de cultivo (MERCANTE et
al., 2008), refletindo tendéncias de mudangas na ciclagem de nutrientes, no fluxo de energia,
na estrutura dos agregados do solo e, na produtividade do sistema (TOTOLA; CHAER,
2002).

Vaérios atributos biologicos tém potencial para serem utilizados como indicadores da
qualidade do solo. A atividade microbiana pode ser usada para entender 0s processos de
mineralizacdo do solo, a intensidade do fluxo de energia e monitorar a decomposi¢do da
matéria organica (SCHMIDT et al., 2011). A biomassa microbiana do solo tem sido destacada
como um indicador sensivel para a deteccdo de alteracfes ambientais em funcdo do manejo
adotado, podendo orientar o planejamento das praticas agricolas mais sustentaveis
(MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2003).

Apesar de representar pequena parte do carbono organico do solo, a biomassa é um
indicador sensivel de mudancas nesse ecossistema e 0s menores valores sdo geralmente
encontrados em areas degradadas, em comparacdo com areas bem preservadas e com
vegetacdo natural (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Turco, Kennedy e Jawson (1994) mencionaram que os organismos do solo contribuem
para a manutencdo da qualidade do solo pelo controle da decomposicdo de residuos de
animais e plantas, na participacdo nos ciclos de nutrientes e na formacdo da sua estrutura. Os
autores consideram, ainda, que os microrganismos do solo séo, potencialmente, um dos mais
importantes marcadores bioldgicos disponiveis e Gteis na classificacdo de sistemas
contaminados e perturbados. Segundo Smith e Paul (1990), um sistema inicia sua recuperacao
ndo apenas devido a recolonizacdo pelas plantas, mas € dependente da fertilidade promovida
pelos microrganismos que acarretam mudangas fisico-quimicas nas propriedades do solo,

necessarias para o crescimento das plantas.
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Em um solo equilibrado, as plantas crescem em um ambiente ativo e o contetdo
mineral do solo e sua estrutura fisica s&o muito importantes para o seu desenvolvimento. Néo
obstante, é a vida do solo que alimenta os seus ciclos e proporciona a sua fertilidade, onde um
grande nimero de microorganismos, que naturalmente residem no solo, executam uma ampla
gama de fungdes essenciais (DWIVEDI; SONI, 2011).

Numerosos processos bioquimicos ocorrem no solo devido a atividade microbiana,
com efeitos sobre as propriedades fisicas e quimicas do solo e reflexos sobre o
desenvolvimento das plantas, a produtividade agricola e a qualidade do ambiente. A biomassa
microbiana representa o compartimento central do ciclo de carbono no solo e, de acordo com
as condicdes edafoclimaticas do ecossistema e da composicao dos residuos vegetais sobre sua
superficie, pode funcionar como compartimento de reserva ou como um catalisador na
decomposicdo da matéria organica (MERCANTE, 2001). Dessa maneira, o carbono contido
na biomassa microbiana compde uma importante reserva de energia e pode servir de indicador
para avaliar o tamanho da comunidade microbiana do solo (RICE; MOORMAN; BEARE,
1996).

Tanto a quantidade como a qualidade dos residuos vegetais nos sistemas produtivos
provocam alteragdes na comunidade microbiana, influenciando sua taxa de decomposicdo. Os
microrganismos séo sensiveis as modificagdes do solo, tornando-os adequados como
indicadores biologicos. Estimativas a respeito da biomassa microbiana possibilitam associar a
quantidade de nutrientes imobilizados com a fertilidade e potencial produtivo do sistema
(MERCANTE, 2001).

A agricultura moderna tem demandado uma crescente necessidade de estimar de modo
eficiente e rapido as modificacdes que ocorrem no solo. De forma geral, os indicadores, sejam
eles quimicos, fisicos ou bioldgicos, servem para monitorar a qualidade do solo. A medicao
de diferentes propriedades ou processos que ocorrem no solo é feita de acordo com a funcéo
para a qual o solo é avaliado (SCHMITZ, 2003). A biomassa microbiana do solo pode
fornecer informagfes importantes sobre a dindmica de um reservatorio labil da matéria
organica do solo (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

No que diz respeito a disponibilidade de nutrientes, no metabolismo dos
microrganismos ocorrem transformacdes que possibilitam a liberacdo de elementos essenciais
ao desenvolvimento das plantas, representando um significativo suprimento em solos com
baixa fertilidade (SILVA, 2008). A biomassa microbiana do solo é uma fonte potencial de
nutrientes, em que um maior nivel de biomassa microbiana do solo ¢ um indicador de
fertilidade do solo (DWIVEDI; SONI, 2011).
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2.6 Purple Acid Phosphatase (PAPS) e sua expressdo génica

O fosforo (P) € um macronutriente essencial que desempenha um papel importante no
crescimento e desenvolvimento das plantas (MARSCHNER; RIMMINGTON, 1988;
VANCE, 2001).

Todavia, na maioria dos solos, o teor de fésforo inorgénico (Pi) &€ muito inferior ao
necessario para o crescimento das plantas. A maioria do fésforo existente é encontrado na
forma orgénica (Po) ou esté fixada em célcio, ferro e aluminio, que ndo podem ser utilizados
diretamente pelas plantas (GEORGE; RICHARDSON, 2008).

Para sobreviver em ambientes de baixa disponibilidade de fésforo, as plantas
desenvolveram uma ampla gama de respostas adaptativas para melhorar a eficiéncia de
utilizagdo do fosforo (CHIOU; LIN, 2011; WU et al., 2013), como o aumento da fosfatase
acida (HUR et al., 2010; LIANG et al., 2010; XIAO et al., 2006).

A fosfatase acida parpura (PAP) é um tipo de fosfatase acida e contém um centro de
jon metalico binuclear, que hidrolisa uma vasta quantidade de ésteres de fosfato e fosfato
anidro em condicGes acidas Otimas. As PAPs possuem cinco motifys conservados
(DXG/IGDXXY/GNH(D/E)/IVXXH/GHXH, letras em negrito representam residuos
invariantes), que podem coordenar o centro metalico binuclear para hidrolisar o fosforo
organico (Po) (BOZZO; RAGHOTHAMA,; PLAXTON, 2004; OLCZAK; MORAWIECKA,;
WATOREK, 2003; SCHENK et al., 1999). Os sete residuos invariantes D, DY, N, H e HH
foram respectivamente distribuidos nos cinco motifys conservados (LI et al., 2002; SCHENK
et al., 2000).

A fosfatase acida purpura (PAP) é uma classe especial de fosfatase acida (APase) que
exibe caracteristicas distintas, incluindo uma cor roxa ou rosa em solucdo aquosa, atividade
que é insensivel a inibicdo pelo L-tartarato, e um sitio bimetalico ativo (TIAN; LIAO, 2015).
As PAPs vegetais foram amplamente identificadas e caracterizadas em muitas espécies com o
auxilio de tecnologias bioquimicas e moleculares. A caracterizacdo de varios componentes
moleculares, bioquimicos e aspectos funcionais das PAPs sdo fundamentais para entender
completamente suas funcdes no metabolismo do fosforo (TIAN; LIAO, 2015).

Acredita-se que as PAPs desempenham um papel importante no metabolismo do P em
plantas através da hidrolise dos componentes organicos intra e extracelulares, especialmente
sob condigdes de baixa disponibilidade de P (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994; TRAN;
HURLEY; PLAXTON, 2010). Tem sido sugerido que as PAPs secretadas ou associadas a

parede celular captam o Pi de compostos organicos localizados na rizosfera, ou podem
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reciclar Pi de fosfomonoésteres enddgenos que extravasaram do citoplasma através da
membrana plasméatica (HURLEY et al., 2010; ROBINSON et al., 2012; SHANE et al., 2014;
TRAN et al., 2010; VELJANOVSKI et al., 2006). Alguns outros estudos documentaram a
relacdo positiva entre o nivel de tolerancia da planta a privacdo de P e a quantidade de PAPs
liberados das raizes das plantas na rizosfera. Essas enzimas catalisam a decomposi¢cdo de
fosfatos organicos e adicionam o P dos fertilizantes ao Pi. As PAPs sdo altamente induzidas
na privacao de fosforo e podem ser secretadas ou localizadas nas organelas celulares para
utilizar o Pi disponivel externamente no solo ou recicld-lo, a partir de fontes de P
intracelulares (ODABAS et al., 2014).

Dentre vérias estratégias para a aquisicdo de fosforo, considera-se a melhoria da
atividade das fosfatases acidas uma das que mais permite as plantas utilizar o fésforo organico
(Po) extracelular e intracelular (KAIDA et al., 2010; SUN et al., 2013; WANG et al., 2014).
Também, as fosfatases acidas catalisam a clivagem do fosforo inorgéanico (Pi) de uma ampla
gama de fosfomonoésteres e anidridos com alta atividade abaixo de pH 7,0. Elas estéo
presentes em todos 0s organismos e participam em muitos processos fisioldgicos e
metabolicos, particularmente na ciclagem do fosforo (TIAN; LIAO, 2015).

A liberacdo de Pi de ésteres € o passo chave na utilizagdo do Po. Fosfatases acidas
catalisam a hidrolise de Pi a partir de uma ampla gama de fosfomonoésteres e atuam
otimamente em pH &cido (NANNIPIERI et al., 2011). As fosfatases tendem a ser nédo
especificas, ou a especificidade do substrato pode ser definida, mas ndo estrita, e enzimas
deste ultimo tipo podem desempenhar um papel metabdlico especifico (DUFF; SARATH;
PLAXTON, 1994, VELJANOVSKI et al., 2006). Com base na funcdo, as fosfatases acidas
podem ser divididas em fosfatases acidas secretadas (SAPs) e fosfatases acidas intracelulares
(IAPs). A maioria das fosfatases acidas intracelulares estdo presentes no vacuolo como
proteinas sollveis, enquanto as fosfatases acidas secretadas estdo localizadas na parede
celular ou secretados na rizosfera (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994). Algumas fosfatases
acidas, como AtPAP26, parecem possuir ambas as funcdes (SAP e IAP) (VELJANOVSKI et
al., 2006; TRAN et al., 2010). Todas as isoenzimas conhecidas de SAP e IAP pertencem a
familia das fosfatase acidas purpuras (PAP) (BOZZO; RAGHOTHAMA; PLAXTON, 2002,
2004).

Algumas das funcGes bioldgicas das PAPs tém sido descritas, incluindo a aquisicéo e
utilizacdo de P (RAVICHANDRAN et al., 2013, 2015), peroxidagédo (ZHANG et al., 2008) e
resposta a toleréncia salina (L1; SHAO; LAM, 2008; LIAO et al., 2003). Entre essas funcoes,



34

a aquisicao e utilizacdo de P é amplamente estudada e considerada o foco mais importante das
pesquisas (HOLME et al., 2016; HURLEY et al., 2010; KAIDA et al., 2010).

Familias multigénicas de PAPs vegetais tém sido relatadas em Arabidopsis (LI et al.,
2002), arroz (ZHANG et al., 2011), soja (LI et al., 2012) e milho (GONZALEZ-MUNOZ et
al., 2015). Esses estudos indicaram que ha um namero relativamente grande de membros da
familia PAP em diversas espécies de plantas. No total, o nimero de isoenzimas de PAP foi
estimado em 29 em Arabidopsis (LI et al., 2002), 26 em arroz (ZHANG et al., 2011) e 35 em
soja (LI et al., 2012). Além disso, varios deles tem sido estudados e demonstraram participar
na utilizacdo e mobilizacdo do fosforo orgéanico (Po). Em Arabidopsis, o gene AtPAP26 foi
induzido na privacdo de fosforo inorganico (Pi) e sua capacidade de utilizar o fésforo
organico (Po) tem sido bem caracterizada. Plantas mutantes no gene AtPAP26 cresceram
muito menores do que as plantas selvagens sob condic6es de deficiéncia de P (HURLEY et
al., 2010; VELJANOVSKI et al., 2006). O AtPAP10 é outro gene da fosfatase acida que €
induzido durante a privacdo do fosforo inorganico (Pi) e desempenha um papel importante na
tolerancia da planta a limitacdo do Pi (WANG et al., 2011). Em arroz, os genes OsPAP10a e
OsPAP10c sdo induzidos na privacdo de Pi, e a sua super expressdo aumenta as atividades de
fosfatase acida e melhora a utilizacdo de Po externo, sugerindo gque eles sdo importantes genes
de fosfatase acida em arroz (LU et al., 2016; TIAN et al., 2012). No milho, 33 membros da
familia PAP foram identificados e uma analise dos dados do transcriptoma (RNA-seq)
revelou que os genes PAP foram expressados em diferentes tecidos vegetais em mdaltiplos
estagios de desenvolvimento, sugerindo que eles sé@o geralmente importantes, ao longo do
ciclo de vida da planta (GONZALEZ-MUNOZ et al., 2015).

A purificacdo e caracterizacdo de isoenzimas de fosfatase acida expressadas pela
privacdo de Pi revelaram que a maioria das isoenzimas de fosfatase acida responsivas
pertencem a familia PAP (TIAN; LIAO, 2015). Alguns exemplos incluem LeSAP1 e LeSAP2
em tomate (BOZZO; RAGHOTHAMA; PLAXTON, 2002), NtPAP em tabaco (LUNG et al.,
2008), PvPAP3 em feijao (LIANG et al., 2010), AtPAP17, AtPAP10, AtPAP12, AtPAP25 e
AtPAP26 em Arabidopsis (DEL POZO et al., 1999; DEL VECCHIO et al., 2014; TRAN et
al., 2010; VELJANOVSKI et al., 2006; WANG et al., 2011, 2014).

As duas isoenzimas PAP predominantes secretadas em meio de cultura e de paredes
celulares durante a privacdo de Pi das células em suspenséo de Arabidopsis foram purificadas
e identificadas como AtPAP12 e AtPAP26 através de microsequenciamento N-terminal e
fingerprinting em massa de peptideos via espectrometria de massa por ionizacao e dessorcdo a
laser assistida por matriz - tempo de voo (MALDI-TOF MS) (DEL VECCHIO et al., 2014;
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TRAN et al., 2010). Com as sequéncias completas do genoma, agora disponiveis, para varias
espécies de plantas, analises amplas no genoma de expressdo de PAP foram conduzidas para
dissecar sistematicamente suas respostas a privacdo de Pi (LI et al., 2002, 2012; ZHANG et
al., 2011). Em Arabidopsis, transcritos de pelo menos quatro membros da AtPAP (AtPAP10,
AtPAP11, AtPAP12, AtPAP17 e AtPAP25) sdo expressadas pela privagéo de Pi (DEL POZO
et al., 1999; DEL VECCHIO et al., 2014; LI et al., 2002; ROBINSON et al., 2012; WANG et
al., 2011;). No arroz, dez OsPAPs foram super expressadas e duas foram reprimidas em
resposta a privacdo de Pi (ZHANG et al., 2011). Na soja, 23 membros de GmPAP foram
super expressadas pela deficiéncia de P, enquanto a expressao foi reprimida por trés outros
membros (LI et al., 2012). Vistos de maneira conjunta esses resultados sugerem uma
conservacdo da regulacdo transcricional dos genes PAP em resposta a deficiéncia de P em

diferentes espécies vegetais.
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CAPITULO 2 EFICIENCIA NO USO DO FOSFORO E PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS DO SOLO EM CAFEEIROS ARABICA

RESUMO

Eficiéncia nutricional é um termo utilizado para caracterizar plantas em sua capacidade de
absorver e utilizar nutrientes, e estd relacionado a eficiéncia de absorcdo, translocacdo e
utilizagdo dos nutrientes. A parte viva do solo exerce um papel fundamental em diversos
processos fisicos, quimicos e bioquimicos nos solos. Espera-se que diferentes genotipos de
cafeeiro apresentem variabilidade na sua eficiéncia nutricional e na sua interagdo com a
microbiota do solo. Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia nutricional em fosforo
e parametros microbiolégicos do solo em cafeeiros arabica. O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), situada
no municipio de Lavras — MG. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, em
esquema fatorial 10x2 (10 gendtipos de cafeeiro ardbica e duas dosagens de adubacéo
fosfatada), com quatro repeticdes. Cada parcela experimental consistiu em um vaso com dez
litros de solo, com uma planta. O solo utilizado foi proveniente de camada subsuperficial e
ndo recebeu nenhum tipo de inoculacdo microbioldgica. As adubag6es foram feitas por meio
de solugdes nutritivas. O experimento permaneceu por oito meses em casa de vegetacéo, e,
em seguida, desmontado e as amostras de solo e material vegetal de cada parcela foram
coletadas para as analises. Foram analisadas as variaveis: massa seca, fosforo disponivel no
solo por extrator Mehlich-1, fosforo disponivel no solo por extrator “resina trocadora de
ions”, fosforo remanescente no solo, teor de fosforo na raiz da planta, teor de fosforo na parte
aérea da planta, acumulo de fésforo na raiz, acimulo de fésforo na parte aérea, acimulo de
fosforo na planta, taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracao
intracelular de CO., transpiracdo, densidade de esporos de micorrizas, colonizagdo
micorrizica, atividade da fosfatase acida e carbono da biomassa microbiana. Também foram
calculados alguns indices de eficiéncia nutricional como: eficiéncia na absorcdo de fosforo,
eficiéncia na translocacéo de fosforo, eficiéncia de uso de fosforo na raiz, eficiéncia de uso de
fosforo na parte aérea, eficiéncia de uso de fosforo na planta e eficiéncia agronémica de uso
de fosforo. As cultivares Catigua MG2, MGS Ametista e Sarchimor MG 8840 ndo sédo
eficientes e nem responsivas a adubacdo fosfatada. A progénie H 6-47-10 pl. 3 e a cultivar
Catuai Vermelho IAC 144 ndo sdo eficientes, mas sdo responsivas a adubacdo fosfatada. As
cultivares Paraiso MG H 419-1, Topazio MG 1190 e MGS Paraiso 2 sdo eficientes, mas nao
sdo responsivas a adubacdo fosfatada. As cultivares Bourbon Amarelo IAC J10 e MGS
Arands sdo eficientes e responsivas a adubacdo fosfatada. A adubacdo fosfatada influencia
positivamente no carbono da biomassa microbiana e negativamente na densidade de esporos
de micorrizas. Geno6tipos de cafeeiro aradbica respondem positivamente tanto com adubacéo
fosfatada (MGS Ametista) quanto sem adubacdo fosfatada (MGS Paraiso 2) em atividade de
fosfatase acida.

Palavras-chave: Coffea arabica. Cultivares. Nutricio mineral. Biomassa microbiana.
Micorrizas. Fosfatase acida.
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ABSTRACT

Nutritional efficiency is a term used to characterize plants in their capacity to uptake and use
nutrients, being related to the efficiency of absorption, translocation and utilization of
nutrients. The living part of the soil plays a fundamental role in several physical, chemical and
biochemical processes in soils. Different coffee genotypes are expected to exhibit variability
in their nutritional efficiency and in their interaction with the soil microbiota. This work
aimed to evaluate the nutritional efficiency in phosphorus and soil microbiological parameters
in arabica coffee. The experiment was conducted in a greenhouse of the Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), located in the municipality of Lavras — Minas
Gerais, Brazil. The experimental design was a randomized complete block design, in a 10x2
factorial scheme (10 arabica coffee genotypes and two dosages of phosphate fertilization),
with four replications. Each experimental plot consisted of one pot with ten liters of soil, with
one plant. The soil used came from subsurface layer and did not receive any type of
microbiological inoculation. Fertilization was done through nutrient solutions. The
experiment lasted for eight months in a greenhouse and was then dismantled and the soil and
plant material samples from each plot were collected for analysis. The following variables
were analyzed: dry mass, available phosphorus in the soil by Mehlich-1 extractor, available
soil phosphorus by "ion exchange resin™ extractor, remaining phosphorus in soil, phosphorus
content in plant root, phosphorus content in shoot of the plant, accumulation of phosphorus in
the root, accumulation of phosphorus in the shoot, accumulation of phosphorus in the plant,
net photosynthetic rate, stomatal conductance, intracellular CO, concentration, transpiration,
mycorrhizal spore density, mycorrhizal colonization, acid phosphatase activity and microbial
biomass carbon. Also, some nutritional efficiency indexes were calculated, such as:
phosphorus absorption efficiency, phosphorus translocation efficiency, phosphorus use
efficiency in the root, phosphorus use efficiency in the shoot, phosphorus use efficiency in the
plant, and agronomic efficiency of phosphorus use. The cultivars Catigud MG2, MGS
Ametista and Sarchimor MG 8840 are neither efficient nor responsive to phosphate
fertilization. Progeny H 6-47-10 pl. 3 and the cultivar Catuai Vermelho IAC 144 are not
efficient but are responsive to phosphate fertilization. The cultivars Paraiso MG H 419-1,
Topazio MG 1190 and MGS Paraiso 2 are efficient but are not responsive to phosphate
fertilization. The cultivars Bourbon Amarelo IAC J10 and MGS Arands are efficient and
responsive to phosphate fertilization. Phosphate fertilization has a positive influence on the
microbial biomass carbon and negatively on mycorrhizal spores density. Genotypes of arabica
coffee respond positively both with phosphate fertilization (MGS Ametista) and without
phosphate fertilization (MGS Paraiso 2) in acid phosphatase activity.

Keywords: Coffea arabica. Cultivars. Mineral nutrition. Microbial biomass. Mycorrhiza.
Acid phosphatase.
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1 INTRODUCAO

O cafeeiro, assim como qualquer planta, necessita de varios nutrientes para completar
0 seu ciclo vegetativo e reprodutivo. As espécies vegetais apresentam variabilidade na sua
exigéncia nutricional, tanto qualitativamente quanto quantitativamente e, além disso,
apresentam essa variabilidade até mesmo dentro da prdpria espécie, em que diferentes
cultivares podem apresentar exigéncias nutricionais especificas.

Um gendtipo com alta eficiéncia nutricional € uma planta altamente eficiente na
utilizagdo de nutrientes, mesmo em condic¢Oes adversas, tais como de baixa fertilidade do
solo, de poucos recursos hidricos ou de excesso de sais, podendo ser o caminho para a
obtencdo de maiores produtividades, ou mesmo na selecdo de material genético superior
(CAMARGO et al., 2004). Um dos grandes desafios da agricultura moderna € a utilizacao de
estratégia de adaptacdo de plantas a solos de baixa fertilidade. Nesses casos, ha duas
alternativas: elevar a fertilidade dos solos pelo uso de corretivos e fertilizantes, ou empregar
cultivares eficientes no uso de nutrientes (POZZA et al., 2009).

A crescente demanda de nutrientes por cultivares de café (que estdo cada vez mais
produtivas), assim como a expansdo dessas lavouras para solos de baixa fertilidade, exige
melhor compreenséo da dindmica dos nutrientes nessa cultura, evitando-se, assim, deficiéncia
nutricional (REIS JUNIOR; MARTINEZ, 2002).

Informacdes com relacdo a nutricdo mineral do cafeeiro sdo encontradas na literatura,
como questdes referentes a absor¢édo, ao transporte e a redistribui¢do de nutrientes, existindo a
possibilidade de melhorar ou selecionar cultivares mais eficientes quanto ao uso de nutrientes.
Hoje em dia, porém, devido as mais diversas condi¢bes de cultivo existentes e com novas
cultivares disponiveis aos produtores, necessita-se de novos estudos para mensurar a
eficiéncia nutricional dessas novas cultivares.

Como exemplo, diferencas nas exigéncias nutricionais do cafeeiro, a cultivar ‘Catuaf’,
comparada a ‘Mundo Novo’, ¢ menos exigente em N e P, mais exigente em K, Ca, B, Fe, Mn
e Zn e, praticamente, apresentam a mesma exigéncia em Mg, S e Cu (MALAVOLTA, 1993).
Pereira (1999) também discriminou linhagens de cafeeiros arabicos com base na eficiéncia de
utilizacdo de N e K. Em um amplo estudo, Amaral et al. (2011) testaram as exigéncias
nutricionais de N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu e Zn na producdo de raiz e de parte aérea entre
diferentes cultivares de cafeeiro (Acaia IAC 474-19, Icatu Amarelo IAC 3282, Rubi MG 1192
e Catuai Vermelho 1AC 99) e trés niveis de adubacéo (baixo, normal e alto), concluiram que a

eficiéncia de utilizacdo de nutrientes para producdo de raizes e uso de nutrientes pela parte
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aerea de cafeeiros foi diferenciada entre as cultivares. Tomaz et al. (2011) estudaram a
eficiéncia de absorcéo e utilizagéo de B, Zn, Cu e Mn em mudas enxertadas de cafeeiro, onde
utilizou-se como enxerto quatro genotipos de Coffea arabica (Catuai Vermelho IAC 15,
Oeiras MG 6851 e as progénies H 419-10-3-4-4 e H 514-5-5-3) e como porta-enxerto cinco
progénies de Coffea canephora cv. Conilon (ES 21, ES 36, ES 26, ES 23 e ES 38), e a
eficiéncia nutricional das plantas variou conforme a combinacdo enxerto/porta-enxerto. Paula
Neto et al. (2016) estudaram a eficiéncia nutricional em fosforo em 21 cultivares de Coffea
arabica e 4 cultivares de Coffea canephora, alguns dos resultados foram encontrados no
crescimento das plantas, altamente reduzido sob privacdo de P; a concentragdo de P na massa
seca foi maior nas cultivares de Coffea canephora e as folhas jovens acumularam mais P que
quaisquer outros tecidos.

A grande maioria dos alimentos produzidos no mundo sdo cultivados nos mais
diferentes tipos de solo. A preocupacao pela conservacao e preservacdo desses solos aumenta
a cada dia, devido ao aumento da populacdo mundial e a necessidade de mais alimentos. A
parte viva do solo, a microbiota, exerce um papel fundamental, atuando em diversos
processos fisicos, quimicos e bioquimicos, e a sua manutencdo é um dos principais fatores do
sucesso para uma agricultura mais sustentavel.

Diversos atributos biologicos, dentre os quais a biomassa microbiana, atividades
enzimaticas e estrutura da comunidade microbiana tém sido utilizadas como indicadores da
qualidade do solo e sdo empregados em programas de monitoramento (DIAS-JUNIOR et al.,
1998; RENELLA et al., 2005; VASQUEZ-MURRIETA et al., 2006). Os fungos micorrizicos
arbusculares e a atividade enzimatica do solo podem indicar alteragdes impostas ao ambiente
do solo por técnicas de manejo (ANDRADE et al., 2009; BALOTA; CHAVES, 2010).

A importancia dos atributos bioldgicos do solo para a sustentabilidade do solo é
consensual (CHAER; MYROLD; BOTTOMLEY, 2009; RUTGERS et al., 2012).

Espera-se que diferentes genotipos de cafeeiro apresentem variabilidade na sua
eficiéncia nutricional e na sua interacdo com a microbiota do solo. Gen6tipos mais eficientes
nutricionalmente sdo altamente desejados, frente a crescente demanda por alimentos e
necessidade de formas mais sustentaveis de producdo. A microbiota do solo, devido ao seu
carater muito dinamico e peculiar, pode exercer um papel muito preponderante nessa questao.
Dessa forma, objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia nutricional em fésforo e

parametros microbioldgicos do solo em cafeeiros arabica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), situada no municipio de Lavras — MG, localizada
na latitude de 21°14°30” Sul e longitude de 45°00°10” QOeste ¢ altitude de 918,8 m. A
temperatura e umidade relativa média da casa de vegetacdo no periodo experimental foram de
23°C e 65%, respectivamente.

O solo utilizado no experimento foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico
tipico argiloso e muito argiloso (EMBRAPA, 2006). O solo foi peneirado e homogeneizado
antes de se aplicarem quaisquer tratamentos. Também, o solo utilizado foi proveniente de
camada subsuperficial e ndo recebeu nenhum tipo de inoculagdo microbiologica. Foi feita
uma calagem para a correcdo da acidez do solo e elevacdo da saturacdo por bases para 70%.
Os vasos foram molhados duas vezes por semana e permaneceram por 30 dias em periodo de
incubacgdo, para reacdo do calcario. As mudas utilizadas no experimento foram produzidas
com substrato comercial Plantmax® e transplantadas quando apresentaram trés pares de
folhas.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 10x2
(10 genotipos de cafeeiro e duas dosagens de adubacdo fosfatada), com quatro repeticdes.
Cada parcela experimental consistiu em um vaso com dez litros de solo, com uma planta. Os
gendtipos utilizados foram: as cultivares Paraiso MG H 419-1, Catuai Vermelho IAC 144,
Catigua MG2, Topazio MG 1190, Bourbon Amarelo IAC J10, Sarchimor MG 8840, MGS
Arands, MGS Ametista, MGS Paraiso 2 e a progénie H 6-47-10 pl. 3. As duas dosagens de
adubacdo fosfatada foram a dose zero (sem adubagdo fosfatada) e a dose de 200 mg dm de P
por vaso. A adubacdo fosfatada, nas parcelas experimentais que a recebeu foi realizada em
uma unica aplicacdo, uma semana antes do transplantio das mudas nos vasos. Ainda, cada
vaso recebeu 300 mg dm de N e 200 mg dm™ de K, parcelados em cinco vezes, aplicados a
cada trinta dias, com a primeira aplicacdo feita na data do transplantio das mudas para 0s
vasos. As dosagens utilizadas foram adaptadas de Novais, Neves e Barros (1991). Todas as
adubacdes foram feitas por meio de solugdes nutritivas. Os vasos foram irrigados de 3-4 vezes
por semana, variando com o crescimento das plantas ao longo dos meses, e 0 volume de agua

adicionado foi calculado para que ndo houvesse escorrimento por excesso.
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O experimento permaneceu por oito meses em casa de vegetacdo. Em seguida, foi
desmontado e as amostras de solo e material vegetal (raizes e parte aérea) de cada parcela
foram coletadas para as analises.

As propriedades quimicas, fisicas e microbioldgicas do solo utilizado no experimento,
antes de receberem quaisquer dos tratamentos, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades quimicas, fisicas e microbiolégicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristica Unidade Valores
pH - 5,80
P - Mehlich-1 mg dm™ 0,28
P - Resina mg dm™ 2,27
P- Remanescente mg L™* 1,52
K mg dm™ 22,0
Ca* cmole dm™ 0,30
Mg?* cmol, dm™ 0,10
S.S0, mg dm™ 7,82
Cu® mg dm™ 0,57
B mg dm™ 0,56
Zn* mg dm™ 0,59
Fe?* mg dm™ 34,67
Mn?* mg dm™ 4,30
AP cmol. dm 0,00
(H+AI) cmol, dm™ 0,84
Soma de bases (SB) cmol dm™ 0,46
CTC efetiva (t) cmol dm™ 0,46
CTC potencial (T) cmol, dm™ 1,30
Saturacdo por aluminio (m) % 0,00
Saturacao por bases (V) % 35,11
Matéria organica g kg 0,40
Areia % 18
Silte % 15
Argila % 67
Densidade de esporos de micorrizas n° 100 cm™ 112
Atividade da fosfatase acida ug p-nitrofenol g™* ht 68,55
Carbono da biomassa microbiana ugCg? 52,39

Fonte: Do autor (2019).

Nota: pH = &gua ; P-Mehlich, K, Fe, Zn, Mn e Cu = Extrator Mehlich-1; P-Resina = extrator Resina;
Ca?*, Mg?* e AI** = Extrator KCI (1 mol L™?); S.SO, = Extrator fosfato monocélcico em &cido acético;
(H+Al) = Extrator SMP; Matéria organica: oxidagdo com Na,Cr.O7 4N + H,SO4 10N; B = Extrator
agua quente.

2.2 Avaliacdes

Foram analisados as seguintes variaveis: a massa seca, o fosforo disponivel no solo
por extrator Mehlich-1, o fosforo disponivel no solo por extrator “resina trocadora de ions”, o

fosforo remanescente no solo, o teor de fosforo na raiz da planta, o teor de fosforo na parte
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aerea da planta, o acimulo de fosforo na raiz, o acimulo de fosforo na parte aérea, o acimulo
de fosforo na planta, a taxa fotossintética liquida, a condutancia estomatica, a concentracéo
intracelular de CO- e a transpiracdo. Também, foram analisados os atributos microbioldgicos
do solo: a densidade de esporos de micorrizas, a colonizagdo micorrizica, a atividade da
fosfatase acida e o carbono da biomassa microbiana. Também, foram calculados alguns
indices de eficiéncia nutricional, tais como: eficiéncia na absorcdo de fésforo, eficiéncia na
translocacdo de fosforo, eficiéncia de uso de fosforo na raiz, eficiéncia de uso de fésforo na
parte aérea, eficiéncia de uso de fésforo na planta e eficiéncia agronémica de uso de fosforo.

Na parte fisiologica, foram realizadas mensuragdes em folhas completamente
expandidas do terceiro ou quarto par de folhas, a partir do &pice dos ramos plagiotropicos das
plantas, em folhas sem danos aparentes causados por pragas ou doencgas. Foram realizadas
avaliacOes de trocas gasosas, utilizando-se o analisador de gés por infravermelho (LI-6400XT
Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, USA). O equipamento foi calibrado antes
de ser utilizado, conforme as normas de calibracdo descritas no manual (LI-COR
ENVIRONMENTAL, 2012). Todas as avaliacdes foram realizadas entre 8 e 11 horas da
manha, com utilizacdo de fonte artificial de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), em
camara fechada fixada em 1500 pumol de fotons m™? s (Blue + Red LED LI-6400-02B, LI-
COR, Lincoln, USA). A taxa de assimilacio de CO, na camara foi medida com a
concentracdo ambiente de CO». As caracteristicas avaliadas foram: taxa fotossintética liquida
(A - pmol CO; m? s?), condutancia estomatica (gsw — mol H,O m? s?), concentracdo
intracelular de CO; (Ci - umol CO, mol™) e transpiragdo (E — mol H,O m? s?). A avaliagdo
foi feita dois dias antes do experimento ser desmontado.

Para a densidade de esporos de micorrizas, amostras de 100 g de solo foram
processadas mediante a associacdo de dois métodos: o método de decantacdo e peneiramento
Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e da centrifugacdo e flutuacdo em sacarose
(JENKINS, 1964). A quantificacdo dos esporos foi realizada em placas de acrilico com anéis
concéntricos em microscépio estereoscopico. Os resultados foram expressos pelo nimero de
esporos para cada 100 cm?® de solo seco.

Para a colonizacdo micorrizica, as raizes foram lavadas em agua corrente, clarificadas
e coloridas segundo a metodologia desenvolvida por Phillips e Hayman (1970) e modificada
por Koske e Gemma (1989). Logo em seguida, foram levadas ao microscopio estereoscépico
para serem avaliadas quanto a colonizag&o radicular, conforme a metodologia de Giovanetti e

Mosse (1980), os resultados foram expressos em porcentual de colonizagdo.
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A atividade da fosfatase acida foi determinada segundo metodologia descrita por
Tabatabai e Bremner (1969), ou seja, foi incubado 1 g de solo seco com a mistura de 1 mL de
p-nitrofenil fosfato e 4 mL de tamp&o universal MUB modificado (pH 6,5). A incubacdo foi
realizada por 1 hora a 37°C em erlenmeyers de 150 mL, seguida da adi¢do de | mL CaCl: (0,5
mol L) e 4 mL de NaOH (0,5 mol L?), seguindo-se de uma filtragem da mistura em papel
filtro Whatman n° 42. A atividade da fosfatase &cida foi obtida pela quantificagdo do p-
nitrofenol liberado na mistura filtrada em espectrofotometro a 410 nm. Os resultados foram
expressos em pg de p-nitrofenol g?solo h. Para cada parcela experimental, foram feitas
quatro andlises, uma duplicata da amostra em si e uma duplicata do seu respectivo controle.

Para a determinacdo do carbono da biomassa microbiana, seguiu-se a metodologia de
fumigagéo-extragcdo proposta por Vance, Brookes e Jenkinson (1987), tendo como principio a
extracdo do carbono microbiano ap6s a morte dos microrganismos e lise celular pelo ataque
com cloroformio e liberacdo dos constituintes celulares. O carbono da biomassa microbiana
foi calculado pela diferenca obtida entre o carbono extraido do solo fumigado (atacado com
cloroférmio) com o do solo ndo fumigado (controle). Cada parcela foi analisada seis vezes
(uma triplicata fumigada e uma triplicata ndo fumigada). Os resultados foram expressos g de
C g solo.

Para determinacdo da massa seca, cada parte da planta (raiz, caule a folhas) foi
devidamente separada e processada. Todas as partes foram secas em estufa de circulacéo
forcada de ar a 65° C até obtencdo de peso constante. Apds a secagem, as amostras foram
pesadas em balanca de preciséo, em seguida moidas em moinho do tipo Wiley e armazenadas
para determinacao da sua concentracdo de fosforo. A massa da parte aérea (MSPA) e a massa

seca total (MST) foram calculadas da seguinte maneira:

a) Massa seca da parte aérea (MSPA): obtida pelo somatério da massa seca das
folhas e do caule;
b) Massa seca total (MST): obtida pelo somatdrio da massa seca das raizes, do caule

e das folhas;

A partir dos resultados da massa seca total (MST) para cada tratamento em cada
repeticdo, calculou-se também, em separado, a massa seca total das plantas com adubagéo
fosfatada e a massa seca total das plantas sem adubacdo fosfatada (MSTAP).

Para determinar a concentragdo de fosforo disponivel no solo (PDI), utilizou-se o

extrator Mehlich-1, segundo a metodologia descrita por Novais e Smith (1999). O fosforo
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remanescente (PRM) foi obtido segundo Alvarez et al. (2000). Também, para determinar a

concentracdo de fosforo no solo e como efeito de comparacdo entre diferentes extratores,

utilizou-se o extrator “resina trocadora de ions” (PRS), segundo a metodologia proposta por

Van Raij e Quaggio (1983). Ja o teor de fosforo nas raizes (PRZ) e teor de fosforo na parte

aérea (caule e folhas) da planta (PPA) foram determinados por digestdo nitropercldrica, de

acordo com Sarruge e Haag (1974). Os teores de P tanto no solo quanto nos tecidos vegetais

foram determinados por colorimetria (espectrofotometria), segundo Tedesco et al. (1995).

Também, calculou-se o acimulo de fosforo nas diferentes partes da planta. Os

acumulos foram calculados da seguinte maneira:

a)

b)

Acumulo de fésforo na raiz (APRZ): [teor de fosforo nas raizes (PRZ) x massa
seca das raizes (MSR)];

Acumulo de fésforo na parte aérea (APPA): [teor de fosforo na parte aérea (PPA)
X massa seca da parte aérea (MSPA)];

Acumulo de fésforo na planta (APPL): [acumulo de fosforo na raiz (APRZ) +

acumulo de fésforo na parte aérea (APPA)];

A partir dos resultados do acumulo de fosforo na planta (APPL) para cada tratamento

em cada repeticdo, calculou-se também, em separado, o acumulo de fosforo na planta com

adubacao fosfatada e o acimulo de fosforo na planta sem adubacéo fosfatada.

Em relagcdo aos indices de eficiéncia nutricional, eles foram calculados da seguinte

forma:

Eficiéncia na absorcdo de fosforo (EAP): (acumulo de fosforo na planta / massa
seca da raiz), segundo Swiader, Chyan e Freiji (1994);

Eficiéncia na translocacdo de fésforo (ETP): [(acumulo de fosforo na parte aérea /
acumulo de fésforo na planta)] x 100], segundo Li, Mckeand e Allen (1991);
Eficiéncia de uso de fosforo na raiz (EUPRZ): (massa seca da raiz? / acimulo de
fosforo na planta), segundo Siddiqi e Glass (1981);

Eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea (EUPPA): (massa seca da parte aérea?/
acumulo de fésforo na planta), segundo Siddigi e Glass (1981);

Eficiéncia de uso de fosforo na planta (EUPPL): (massa seca total? / acimulo de

fésforo na planta), segundo Siddiqi e Glass (1981);
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f) Eficiéncia agrondémica de uso de fésforo (EAUP): [(massa seca total com
adubacdo fosfatada - massa seca total sem adubacdo fosfatada) / (acumulo de
fosforo na planta com adubacdo fosfatada - acimulo de fosforo na planta sem
adubacdo fosfatada)], de acordo com a metodologia adaptada de Oliveira et al.
(1987).

Com a eficiéncia agrondmica de uso de fosforo (EAUP) e com a massa seca total das
plantas sem adubacédo fosfatada (MSTAP), e como forma de separar os genétipos de cafeeiro
quanto a sua resposta e eficiéncia a adubacéo fosfatada, elaborou-se um grafico, de acordo

com o proposto por Gerloff (1977), h& gen6tipos que séo classificados como:

a) Eficientes e responsivos (ER);
b) Eficientes e ndo responsivos (ENR);
c) Nao eficientes e responsivos (NER);

d) N&o eficientes e ndo responsivos (NENR);

As médias gerais, tanto da eficiéncia agrondémica de uso de fosforo (EAUP), como da
massa seca total das plantas sem adubacdo fosfatada (MSTAP), foram os parametros
utilizados para tracejar as linhas de referéncia, ou linhas de corte, para a classificacdo dos

genotipos quanto a sua eficiéncia e responsividade.

2.3 Andlises estatisticas

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de variancia (teste F). As
médias foram comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, ao nivel de significancia
de 5%. Foi realizada também uma analise de correlagdo de Pearson entre as variaveis
respostas. O software estatistico utilizado foi o GENES (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da andlise de variancia das caracteristicas: massa seca das raizes, massa seca
da parte aérea, massa seca total, acimulo de fésforo na raiz, acimulo de fésforo na parte
aérea, acumulo de fésforo na planta, fosforo disponivel no solo, fésforo resina, fésforo
remanescente no solo, teor de fosforo na parte aérea da planta, teor de fosforo na raiz da
planta, taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracdo intracelular de CO; e
transpiracdo de genotipos de cafeeiro relacionados ao déficit de fosforo encontra-se em
Tabela 1 do Apéndice A.

Como resultado comum, ndo houve significancia na interacdo gendétipos e doses para
nenhuma das caracteristicas. Para o fator dose, houve significancia para todos os caracteres
avaliados, com excecdo da taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica, concentracao
intracelular de CO: e transpiracdo. Ja no fator cultivares, houve significAncia para a massa
seca das raizes, massa seca da parte aérea, massa seca total, acimulo de fosforo na raiz,
acumulo de fésforo na planta e teor de fosforo na raiz da planta.

Em relacdo ao fator dose, pelo fato de haver somente dois niveis desse fator, houve a
formacdo de dois grupos. A adubacdo fosfatada influenciou de maneira significativa nos
resultados, apresentando comportamento superior quando comparada com onde ndo houve a
adubacao fosfatada.

Em valor porcentual, o incremento foi: massa seca das raizes (45,2%), massa seca da
parte aérea (22,3%), massa seca total (31,5%), acimulo de fésforo na raiz (85,9%), acimulo
de fosforo na parte aérea (123,8%), acumulo de fosforo na planta (111,1%), fésforo
disponivel no solo (542,3%), fosforo resina (621,5%), fésforo remanescente no solo (21,7%),
teor de fosforo na raiz da planta (83,6%) e teor de fosforo na parte aérea da planta (32,7%)
(TABELA 2, APENDICE A).

Em estudo conduzido por Paula Neto et al. (2016), no qual os autores estudaram
cultivares de cafeeiro com e sem adubacdo fosfatada, chegou-se a resultados semelhantes aos
encontrados neste trabalho, ou seja, as caracteristicas altura, massa seca, teor de fésforo na
parte aérea da planta e teor de fosforo na raiz da planta apresentaram resultados superiores
onde houve adubacdo fosfatada. O fosforo desempenha diversas funcdes na planta, nédo
obstante foi classificado como um macronutriente primario, e sua exigéncia na adubacéo, para
a maioria das culturas, € bastante elevada. Dentre algumas de suas funcbes, o fosforo
apresenta um relevante papel na formagdo molecular de DNA e do RNA, bem como do ATP -

adenosina trifosfato (SANDIM et al., 2008). Durante a sintese de proteinas e de aminoacidos,
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é utilizado o nitrogénio, porém para a conclusdo desse processo, € necessaria a presenca de
fosforo na forma de poder redutor e de nucleotideos (ALVIM; BOTREL, 2001). Devido a
importancia do fésforo no metabolismo das plantas, é esperado que sua limitacdo possa afetar
0 desenvolvimento, principalmente do sistema radicular. De maneira geral, as plantas
aumentam a atividade do sistema de absorcdo de fosforo de alta afinidade na membrana
plasmatica (RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005), com isso, a velocidade de absor¢do
pode aumentar de duas a quatro vezes, dependendo da espécie (KERBAUY, 2004).

Na Tabela 2, estdo as meédias de massa seca das raizes, massa seca da parte aérea,
massa seca total, acimulo de fosforo na raiz, acimulo de fésforo na planta e teor de fosforo
na raiz da planta de genétipos de cafeeiro.

Para a massa seca das raizes, houve a formacgdo de dois grupos, onde as cultivares
Bourbon Amarelo 1AC J10, Topazio MG 1190, MGS Arands e Paraiso MG H 419-1
apresentaram comportamento igual entre si e superior as demais. Ja para a massa seca da parte
aerea, houve a formacéo de trés grupos, onde as cultivares Paraiso MG H 419-1 e Bourbon
Amarelo IAC J10 apresentaram comportamento igual entre si e superior as demais. Para a
massa seca total também houve a formacdo de trés grupos, onde as cultivares Bourbon
Amarelo IAC J10 e Paraiso MG H 419-11 apresentaram comportamento igual entre si e
superior as demais.

No acumulo de fésforo na raiz, houve a formacdo de dois grupos, nos quais as
cultivares Paraiso MG H 419-1, Bourbon Amarelo IAC J10, Catuai Vermelho IAC 144, MGS
Aranas, Catigua MG2 e Topazio MG 1190 apresentaram comportamento igual entre si e
superior as demais. J& no acimulo de fosforo na planta, também houve a formacéo de dois
grupos, nos quais as cultivares Paraiso MG H 419-1 e Bourbon Amarelo IAC J10
apresentaram comportamento igual entre si e superior as demais.

Para o teor de fésforo na raiz da planta, houve a formacdo de dois grupos, e as
cultivares Catigua MG2, Catuai Vermelho 1AC 144, MGS Ametista, Paraiso MG H 419-1 e
Sarchimor MG 8840 apresentaram comportamento igual entre si e superior as demais.

Em relacdo a todas as cultivares, a cultivar Paraiso MG H 419-1 destacou-se dentre as
demais, uma vez que apresentou comportamento superior em todas as caracteristicas
avaliadas. Por outro lado, a progénie H 6-47-10 pl. 3 apresentou comportamento oposto ao da
cultivar Paraiso MG H 419-1, foi destaque, porém negativo, para todas as caracteristicas
avaliadas. Estudos como os de Carvalho et al. (2010), Ferreira et al. (2014) e Paula Neto et al.
(2016) demonstraram que as diversas cultivares de cafeeiro disponiveis, atualmente,

apresentam comportamento agrondmico de crescimento e desenvolvimento diferentes, e
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avaliaghes de parametros como esses auxiliam na classificagdo dessas cultivares quanto ao

seu desempenho agronémico, inclusive, de produtividade.

Tabela 2 - Médias de massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca total (MST), acumulo de fésforo na raiz (APRZ), acimulo de fésforo total na
planta (APPL) e teor de fosforo na raiz da planta (PRZ) de gendétipos de cafeeiro

arabica.
Gendtipos MSR MSPA MST APRZ APPL PRZ
(@) @) @) (mg) (mg) (g kg™
Bourbon Amarelo IACJ10 32,19a 39,96a 72,15a 18,87 a 62,00 a 0,58 b
Catigua MG2 20,75b 29,41c 50,16¢c 16,05 a 50,75b 0,80 a
Catuai Vermelho IAC 144  23,19b 29,12c 5231c 16,40 a 4391b 0,66 a
MGS Ametista 18,82b 26,22c 45,05c 13,66 b 45,70 b 0,71a
MGS Arands 2599a 34,89b 60,89b 16,26 a 48,59 b 0,63b
MGS Paraiso 2 23,23b 35,03b 58,26b 13,25 b 47,14 b 0,56 b
Paraiso MG H 419-1 25,87a 43,33a 69,20a 19,80 a 65,09 a 0,76 a
H 6-47-10 pl. 3 20,68b 27,73c 4841c 10,21 b 39,40 b 0,52b
Sarchimor MG 8840 1796b 2990c 47,86¢ 12,78 b 49,32 b 0,67 a
Topazio MG 1190 30,6la 2897c 59,558b 15,85 a 45,29 b 0,51b

Fonte: Do autor (2019).
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

O resumo da andlise de variancia das caracteristicas: densidade de esporos de
micorrizas, colonizacdo micorrizica, atividade da fosfatase acida e carbono da biomassa
microbiana de gendtipos de cafeeiro arabica relacionados ao déficit de fésforo encontra-se na
Tabela 3 do Apéndice A.

Dentre os parametros avaliados, observou-se significancia estatistica na interacdo entre
genotipos e doses para a densidade de esporos de micorrizas, atividade da fosfatase acida e
carbono da biomassa microbiana (TABELA 4, APENDICE A). Para o fator gendtipos, houve
significancia para a densidade de esporos de micorrizas, atividade da fosfatase acida e
carbono da biomassa microbiana. Ja no fator dose, houve significancia para a densidade de
esporos de micorrizas e carbono da biomassa microbiana. Ndo houve significancia para a
colonizacdo micorrizica em nenhum dos fatores nem na interacéo entre eles.

As médias da densidade de esporos de micorrizas, atividade da fosfatase acida e
carbono da biomassa microbiana estdo apresentadas na Tabela 3.

A densidade de esporos de micorrizas, de uma maneira geral, foi maior onde nao
houve adubacdo fosfatada. Os esporos de micorrizas sdo considerados estruturas de
reproducdo, resisténcia e sobrevivéncia do fungo, e a tendéncia é que no ambiente onde houve

adubacgdo fosfatada, por ndo haver estresse de fosforo, a densidade de esporos seja menor.
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Varios sdo os fatores que interferem na maior ou menor taxa de infecgdo e na eficiéncia dessa
micorrizacdo, tais como: o pH e nivel de fertilidade do solo (principalmente quanto a
disponibilidade de P); fatores fisicos, como a umidade, a aeracdo, a luminosidade e a
temperatura; as interagdes entre fungos micorrizicos arbusculares e outros organismos do
solo; o manejo do solo e das culturas; fatores inerentes a planta hospedeira, como o grau de
micotrofia da planta, dentre outros fatores (MCGONIGLE; MILLER, 1999; MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006). Varias substancias que estimulam os propagulos dos fungos micorrizicos
arbusculares tém sido encontradas nos exsudados das raizes de plantas suscetiveis a
micorrizagdo, indicando a presenca de substancias estimulantes nas plantas deficientes, que
serdo mais suscetiveis a micorrizacdo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Nessa linha, foi
identificado em raizes de trevo cultivadas em condicdes de deficiéncia de fosfato o
isoflavonoide formononetina (7- hidroxi, 4’-metoxi isoflavona) (NAIR; SAFIR; SIQUEIRA,
1991).

O solo que foi utilizado no experimento apresentava uma densidade de esporos de
fungos micorrizicos arbusculares de 112 por 100 cm® (TABELA 1). Na presenca e na
auséncia de adubacédo fosfatada, houve um acréscimo medio nos genotipos de 19% (133 por
100 cm®) e 202% (338 por 100 cm?®), respectivamente (TABELA 4). Na interacdo da cultivar
Bourbon Amarelo IAC J10 sem adubacdo fosfatada (TABELA 3), houve um pico na
producdo de esporos de 414,3% a mais em relagdo a amostra original (576 por 100 cm).
Lammel et al. (2015), trabalhando com diferentes sistemas de manejo do solo em cafeeiros,
encontrou valores de densidade de esporos de micorrizas variando de 205,7 a 274,4 esporos
por 100 cm™ de solo.

O cafeeiro é uma planta que pode ser utilizada para auxiliar na recuperacdo da
microbiota do solo, podendo ser indicada em sistemas de manejo considerados mais
conservacionistas e que visam a uma producdo mais sustentavel. A perturbacdo dos solos de
forma intencional, como exemplo por um cultivo agricola, € uma das maiores fontes de
alteracdes nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (ABBOTT; GAZEY, 1994).
Uma das atividades que mais exerce efeito sobre os fungos micorrizicos arbusculares € o uso
e 0 manejo do solo, podendo causar modificacbes na estrutura das comunidades fungicas,
alterando a sua distribuicdo e a dominancia das espécies (SIQUEIRA; COLOZZI-FILHO;
OLIVEIRA, 1989). As respostas diferenciadas dos fungos micorrizicos arbusculares as
interferéncias nos ecossistemas resultam da complexa interagdo fungo-planta-ambiente, a qual

é determinada pela plasticidade ecologica desses fungos em adaptar-se as alteracBes e
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colonizar as raizes, e pela eficiéncia da simbiose em promover o crescimento vegetal
(SMITH; READ, 1997).

Em relacdo ao carbono da biomassa microbiana, houve uma tendéncia de aumento
significativo nesse parametro em todos os tratamentos. O solo que foi utilizado no
experimento apresentou um teor de carbono da biomassa microbiana de 52,39 pg C g* de
solo, além também de um teor de matéria organica muito baixo (0,40 g kg? de solo)
(TABELA 1), houve um incremento médio nas cultivares de 53,3% (80,32 ug C g™ de solo) e
78,6% (93,56 pg C g* de solo), onde ndo foi realizada a adubagdo fosfatada e onde ela foi
realizada, respectivamente (TABELA 4). Esse resultado evidencia a melhoria na microbiota
do solo, a partir da introducdo de uma espécie vegetal. Essa melhoria foi potencializada ainda
mais com a adubacdo fosfatada.

Segundo Moreira e Siqueira (2006), a biomassa microbiana do solo é favorecida em
solos com vegetacdo, especialmente naqueles com teores mais elevados de argila, geralmente
é reduzida nos solos cultivados pelo sistema convencional, nos solos arenosos, degradados
por erosdo ou contaminados. A temperatura, umidade e aeracdo do solo, assim como a
disponibilidade de nutrientes e quantidade de substratos organicos exercem influéncia na
comunidade microbiana do solo (CATTELAN; VIDOR, 1990). Todos esses fatores podem
ser modificados pelo sistema de manejo adotado (VARGAS; SCHOLLES, 2000). Os
microrganismos tém sido cada vez mais associados a qualidade do solo, tanto por seu papel
fundamental na manutencdo dos ecossistemas, como por sua sensibilidade a variacdes nos
muitos fatores que compdem os ambientes (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

Lopes et al. (2013) elaboraram uma tabela de interpretacdo de bioindicadores de solo
em Latossolos Vermelhos Argilosos de Cerrado (camada de 0-10 cm) com base no teor de
matéria organica e consideraram solos com atividade de carbono da biomassa microbiana
menor que 205 pg C g solo como baixos, uma vez que valores acima de 405 pg C g solo
seriam os valores considerados adequados. Dessa maneira, mesmo com a notavel melhoria
desse atributo, os valores de carbono da biomassa microbiana do solo ainda estdo abaixo do
que se pode ser considerado ideal. Lammel et al. (2015), trabalhando com diferentes sistemas
de manejo do solo em cafeeiros, encontrou valores de carbono da biomassa microbiana
variando de 273,4 a 449,6 ug C g*.

Os teores de biomassa microbiana no solo tém sido utilizados para avaliar os efeitos
sobre 0 manejo do solo na reabilitacdo de areas degradadas (CARNEIRO et al., 2008a;
SILVEIRA; MELLONI; MELLONI, 2006). Segundo Powlson, Brookes e Christensen

(1987), a avaliacdo da biomassa microbiana é util para prover informagdes rapidas sobre
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mudancas nas propriedades organicas do solo, detectar mudangas causadas por cultivos,
devastacdo de florestas ou determinar a regeneragdo de solos apds a remoc¢do da camada
superficial e avaliar os efeitos de contaminagdo por elementos-tragco e pesticidas.
Modificagcbes mensuraveis na biomassa microbiana do solo tém sido observadas em razéo de
diversas acbes antrépicas, como as préaticas de preparo de solo e o manejo de plantas e
adubactes (MARCHIORI JUNIOR; MELO, 2000). O carbono da biomassa microbiana
responde rapidamente as modificacdes dos teores de matéria organica no solo, podendo
funcionar como um indicador da qualidade dos solos, servindo como um instrumento de
afericdo da sustentabilidade de sistemas de producdo (FAUCI; DICK, 1994; MELE;
CARTER, 1993).

O carbono da biomassa microbiana pode ser usado como um indicador de sistemas de
manejo mais sustentaveis na producao de café. Isso é reforcado pelo fato de que entre alguns
atributos biologicos do solo, Partelli et al. (2012) encontraram no carbono da biomassa
microbiana a variavel com maior contribuicdo relativa para a discriminacéo entre o sistema de
producdo convencional e organico em Coffea canephora. Em estudo envolvendo diferentes
sistemas de cultivo, os menores valores de carbono da biomassa microbiana encontrados por
Guimardes et al. (2017) foram em cafeeiros cultivados em sistema de monocultivo, quando
comparado com cafeeiros consorciados com especies arboreas e gramineas, cafeeiros
consorciados somente com gramineas, area em pousio e fragmento florestal. Em outro
trabalho, Almeida et al. (2007), avaliando a influéncia de um sistema agroflorestal na
biomassa microbiana do solo, verificaram que os maiores teores de carbono da biomassa
microbiana foram encontrados em areas de cultivo de café em sistema agroflorestal e sob
mata nativa. Glaeser et al. (2010) avaliaram o carbono da biomassa microbiana em diferentes
sistemas de cultivo do cafeeiro e em duas épocas do ano e observaram gque 0s maiores valores
encontrados foram em vegetacao nativa, em cafeeiros adensados e em cafeeiros consorciados

com bananeira (Musa spp.) e acacia (Acacia sp.).
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Tabela 3 - Médias da densidade de esporos de micorrizas (ESP), atividade da fosfatase &cida
(FFT) e carbono da biomassa microbiana (CBM) de genotipos de cafeeiro arébica
relacionados ao déficit de fosforo.

ESP FFT CBM
(n°100cm®)  (ug p-nitrofenol g* h™) (mgCgh)

Genotipos -P +P -P +P -P +P

Bourbon Amarelo IAC J10 576 a 161b 81,75a 54,39 a 55,02a 58,66 a
Catigua MG2 278 a 90 b 63,57 a 83,31a 74,37b 136,04 a
Catuai Vermelho IAC 144 233 a 124 a 77,05a 85,34a 123,14a  62,02b
MGS Ametista 276 a 89 b 66,23 b 190,77 a 4591b 91,37 a
MGS Arands 431 a 245 b 95,67 a 57,47a 11550a 90,79 a
MGS Paraiso 2 294 a 29b 14234a 46,13 b 63,21 b 103,08 a
Paraiso MG H 419-1 421 a 88b 123,29a 94,23 a 61,18 b 99,34 a
H 6-47-10 pl. 3 353 a 113 b 98,25a 120,52 a 80,59 a 86,00 a
Sarchimor MG 8840 169 a 85a 47,52 a 48,16 a 12591a  64,56b
Topéazio MG 1190 350 a 312a 92,29 a 98,43 a 58,39b 143,76 a

Fonte: Do autor (2019).
Médias seguidas da mesma letra na linha, dentro de cada varidvel resposta, ndo diferem
estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

Ja para a atividade da fosfatase &cida, 0 comportamento apresentado foi semelhante ao
gue ocorreu com o carbono da biomassa microbiana. O solo que foi utilizado no experimento
apresentava uma atividade da fosfatase acida foi de 68,55 pg p-nitrofenol g* h* (TABELA
1), havendo um acréscimo médio nas cultivares de 30,73% (89,63 pg p-nitrofenol g* h?) e
26,97% (87,04 ng p-nitrofenol g* h?'), sem e com adubagdo fosfatada, respectivamente
(TABELA 4). Lammel et al. (2015), trabalhando com diferentes sistemas de manejo do solo
em cafeeiros, encontrou valores de fosfatase acida variando de 4,6 a 8,3 mg
p-nitrofenol g* h?,

Lopes et al. (2013) elaboraram uma tabela de interpretacdo de bioindicadores de solo
em Latossolos Vermelhos Argilosos de Cerrado (camada de 0-10 cm) com base no teor de
matéria organica e consideraram solos com atividade da fosfatase acida menor que 640 pg p-
nitrofenol g'solo h™ como baixos. Valores acima de 1.150 ug p-nitrofenol g*solo h? seriam
os valores considerados adequados para a atividade dessa enzima. O mesmo comportamento
foi observado para o carbono da biomassa microbiana. Em relacdo aos dados apresentados no
experimento, fica evidente que, apesar do incremento que houve na atividade da fosfatase
acida pelos tratamentos utilizados, o seu teor no solo se encontra bem abaixo do que é
considerado ideal, podendo a fosfatase acida aumentar a sua atividade, dependendo das
condicdes de cultivo.

De acordo com Dick (1994), a atividade enzimatica de um solo é o resultado do

somatorio da atividade enzimatica dos organismos vivos (microrganismos, animais e plantas)
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e das enzimas associadas a fracdo ndo viva (enzimas abidnticas que se acumulam no solo
protegidas da acdo das proteases através da adsorcdo em particulas de argila e na matéria
orgénica). Na maioria dos fungos estudados, as fosfatases &cidas estdo sujeitas a repressdo por
altas concentragfes de fosfato inorganico (ALEKSIEVA; MICHEVA-VITEVA, 2000;
BERNARD et al., 2002). A secrecdo de enzimas extracelulares é diretamente correlacionada
com a extensdo e crescimento das hifas (HIDAYAT; ERIKSEN; WIEBE, 2006). A atividade
enzimatica pode ser afetada pelas praticas de manejo do solo, ocorrendo reducfes em sistemas
de manejo convencional, quando comparado com o0 manejo conservacionista (AON et al.,
2001). Isso explica o fato de areas de mata nativa ou mais preservadas possuirem maiores
concentracgdes de fosfatase (CARNEIRO et al., 2008b; JAKELAITIS et al., 2008).

Tabela 4 - Medias da densidade de esporos de micorrizas (ESP), carbono da biomassa
microbiana (CBM) e atividade da fosfatase acida (FFT) sob auséncia ou presenca
de adubacéo fosfatada.

Dose ESP (n° 100 cm™) CBM (ug C g¥) FFT (ug p-nitrofenol g* h™)
-P 338 a 80,32 b 89,63 a
+P 133 b 93,56 a 87,04 a

Fonte: Do autor (2019).
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

Analisando os dados apresentados na Tabela 3, nota-se que a cultivar MGS Ametista
apresentou atividade da fosfatase acida maior onde houve adubacdo fosfatada. Na cultivar
MGS Paraiso 2, o comportamento foi 0 oposto. A explicacdo para a maior atividade da
fosfatase &cida onde houve adubacéo fosfatada foi devido a melhoria que houve no ambiente
de cultivo devido a adicao do fésforo, que é muito importante no metabolismo de todos os
seres vivos, incluindo os microrganismos do solo (fungos e bactérias, principalmente). Um
parametro que reforca essa afirmacéo foi que o carbono da biomassa microbiana apresentou
esse mesmo comportamento na cultivar MGS Ametista (aumentou com a adicdo de P),
evidenciando que a melhoria do ambiente propiciou um incremento da atividade microbiana
do solo, a grande responsavel pela producéao de fosfatase acida nos solos.

Em um amplo estudo com compilado de dados sobre pesquisas com fosfatases,
Margalef et al. (2017) encontraram correlacdo entre carbono microbiano e P organico.
Também, os autores encontraram relagcdo entre 0 aumento de carbono microbiano com o
aumento de fosfatase acida, ou seja, o aumento da atividade de fosfatase &cida esta

intimamente ligado ao aumento na biomassa microbiana.
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De acordo com Dick e Tabatabai (1993), os microrganismos seriam as fontes mais
expressivas de fosfatases no solo, por causa da sua grande biomassa, alta atividade metabdlica
e curto tempo de vida, com varias gera¢des, permitindo assim, a producdo e a liberacdo de
quantidades elevadas de enzimas extracelulares, quando comparado com as plantas. Em
trabalho realizado por Fernandes et al. (2000), os autores também encontraram maior
atividade da fosfatase &cida em dois tipos de solo com doses crescentes de P. A menor
atividade verificada nas doses mais baixas de P aplicadas é devida, provavelmente, as
alteracdes no metabolismo normal das plantas, decorrentes da nutrigdo fosfatada.

J& para a cultivar MGS Paraiso 2, a explicacdo para a maior atividade da fosfatase
acida onde ndo houve adubacdo fosfatada se deve a capacidade da propria cultivar em
produzir e exsudar fosfatase acida na sua rizosfera. Analisando de maneira isolada o resultado
da atividade da fosfatase &cida no fator gendtipo, verifica-se que essa cultivar se enquadrou no
grupo superior de atividade desta enzima (TABELA 5). As fosfatases podem ser constitutivas
ou repressiveis por fosfato. As fosfatases constitutivas sdo sintetizadas independentemente da
composicdo do meio em que atuam; as repressiveis sao sintetizadas apenas na presenca de
concentragdes limitantes de fosfato (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). A medida que se
diminui o suprimento de P para as plantas, ocorre um aumento da atividade dessas enzimas
(BIELESKI; FERGUNSON, 1983). Alguns trabalhos tém relatado a relacdo entre deficiéncia
de P e atividade de fosfatases (ASCENCIO, 1994; FERNANDES et al., 1998; FERNANDEZ;
ASCENCIO, 1994; SILVA; BASSO, 1993). Segundo Rdssner et al. (1996), as fosfatases
acidas sdo excretadas tanto pelas raizes das plantas quanto pelos microrganismos do solo.
Essas enzimas sdo induziveis e, portanto, sdo sintetizadas predominantemente em condicdes

de baixa disponibilidade de fésforo no solo.

Tabela 5 - Médias de atividade da fosfatase acida (FFT) de genotipos de cafeeiro arabica.

Genotipos FFT (ug p-nitrofenol g* h™)
Bourbon Amarelo IAC J10 68,07 b
Catigud MG2 73,44 b
Catuai Vermelho IAC 144 81,19b
MGS Ametista 128,50 a
MGS Arands 76,57 b
MGS Paraiso 2 94,23 a
Paraiso MG H 419-1 108,76 a
H 6-47-10 pl. 3 109,39 a
Sarchimor MG 8840 4784 b
Topézio MG 1190 95,36 a

Fonte: Do autor (2019).
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
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A partir destes resultados, pode-se dizer que o cafeeiro é altamente responsivo a
melhoria nas condi¢cbes da microbiota do solo, refletindo nos rapidos acréscimos nos
parametros avaliados.

De maneira geral, nos gendtipos avaliados, o carbono da biomassa microbiana foi
favorecido pelo fornecimento de fosforo, mostrando incrementos significativos em curto
periodo de avaliagdo. Com a densidade de esporos de micorrizas 0 comportamento
apresentado foi 0 oposto.

Em relacdo a colonizacdo micorrizica, o valor médio encontrado (13,62%) é
considerado muito baixo. Lammel et al. (2015), trabalhando com diferentes sistemas de
manejo do solo em cafeeiros, encontrou valores de colonizagdo micorrizica variando de 18,8 a
31,4 %. Esse resultado baixo de colonizacdo é justificado por alguns fatores, dentre eles: o
preparo do solo para o experimento (peneiramento, corre¢do da acidez), o curto periodo de
cultivo, a baixa densidade de esporos de micorrizas inicial do solo, a auséncia de uma
inoculagdo com micorrizas simbidnticas com o cafeeiro, etc. A colonizagdo micorrizica
depende de varios fatores, como das espécies de fungos micorrizicos presentes na area, das
condicdes edafoclimaticas, da cultivar da planta e do uso e manejo da terra (ANDRADE et
al., 2009). Diferencas no manejo da cultura podem influenciar o nimero de esporos e 0s
niveis de colonizacdo micorrizica (BAINARD; KLIRONOMOS; GORDON, 2011). Alem
disso, dependendo da planta hospedeira e das espécies de fungos micorrizicos arbusculares,
pode haver diferentes estratégias de colonizacao e esporulacéo e, as vezes, uma alteracdo em
um desses fatores poderia alterar o comportamento de colonizacdo (LAMMEL et al., 2015).

Ja a fosfatase &cida se comportou de maneira mais dinamica, havendo diferencas no
comportamento dos genotipos frente a auséncia ou presenca de adubacdo fosfatada. Esse
resultado mostra que a variabilidade genética dentro dos gendtipos de cafeeiro é relevante no
estudo das fosfatases acidas, uma vez que houve incremento na atividade dessa enzima tanto
no ambiente que foi adubado com fosforo quanto no ambiente onde a adubacdo ndo foi
realizada.

O resumo da analise de variancia das caracteristicas: eficiéncia na absor¢édo de fosforo,
eficiéncia na translocacdo de fosforo, eficiéncia de uso de fésforo na raiz, eficiéncia de uso de
fosforo na parte aérea e eficiéncia de uso de fosforo na planta de genotipos de cafeeiro ardbica
relacionados ao déficit de fosforo encontra-se na Tabela 5 do Apéndice A.

Também, conforme aconteceu com os resultados das caracteristicas relacionadas na
Tabela 1 do Apéndice A, ndo houve significancia da interacdo gendtipos e doses para

nenhuma das caracteristicas. Para o fator dose, houve significancia para a eficiéncia na
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absorcdo de fosforo, eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea e eficiéncia de uso de fésforo
na planta. Ja para o fator genotipos, houve significancia para a eficiéncia de uso de fosforo na
raiz, eficiéncia de uso de fésforo na parte aérea e eficiéncia de uso de fésforo na planta. N&o
houve significAncia para a caracteristica eficiéncia na translocacdo de fosforo para os niveis
de probabilidades adotados.

Em relacdo ao fator dose, também pelo fato de haver somente dois niveis desse fator,
houve a formacéo de dois grupos (TABELA 6, APENDICE A).

Para a eficiéncia na absorc¢do de fosforo, a maior eficiéncia foi observada onde houve
adubacdo fosfatada, estando o nutriente mais prontamente disponivel para ser absorvido pelas
raizes do cafeeiro e acumulado em toda a planta. Também a massa seca das raizes foi maior
onde houve adubacgdo fosfatada, o que reforca esse resultado obtido. O porcentual de
incremento foi de 55%, quando comparado entre onde houve adubacdo fosfatada contra onde
ndo houve.

Ja para a eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea e eficiéncia de uso de fosforo na
planta, os maiores valores foram observados onde ndo houve adubacéo fosfatada, sinalizando
que as plantas foram realmente mais eficientes em produzir massa seca mesmo estando sob
baixa disponibilidade de fosforo. Os porcentuais de incremento entre onde ndo houve
adubacdo fosfatada para onde houve foi de 41,5% e 20,3%, respectivamente. Esse
comportamento de o cafeeiro ser mais eficiente em utilizar o fosforo mesmo em condicdes de
baixa disponibilidade desse nutriente foi também encontrado por Paula Neto et al. (2016).

Na Tabela 6, estdo as medias de eficiéncia de uso de fosforo na raiz, eficiéncia de uso
de fosforo na parte aérea e eficiéncia de uso de fosforo na planta de gendtipos de cafeeiro
arébica.

Para a eficiéncia de uso de fosforo na raiz, houve a formacdo de dois grupos, onde as
cultivares Bourbon Amarelo IAC J10 e Topazio MG 1190 apresentaram comportamento igual
entre si e superior as demais. Na eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea, houve a formacéo
de dois grupos, nos quais as cultivares Bourbon Amarelo IAC J10, MGS Arands, MGS
Paraiso 2 e Paraiso MG H 419-1 apresentaram comportamento igual entre si e superior as
demais. Ja para a eficiéncia de uso de fosforo na planta, houve a formacgédo de dois grupos, nos
quais as cultivares Bourbon Amarelo IAC J10, MGS Aranas, MGS Paraiso 2, Paraiso MG H
419-1 e Topazio MG 1190 apresentaram comportamento igual entre si e superior as demais.

Como destaque, vale ressaltar que somente a cultivar Bourbon Amarelo 1AC J10
apresentou eficiéncia superior nas trés caracteristicas avaliadas, foi considerada eficiente na

utilizagdo de fosforo. Outro destaque, porém, negativo, foi que cinco dos dez gendtipos
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estudados (as cultivares Catigua MG2, Catuai Vermelho IAC 144, MGS Ametista, Sarchimor
MG 8840 e a progénie H 6-47-10 pl. 3) apresentaram comportamento oposto ao mostrado
pela cultivar Bourbon Amarelo 1AC J10, ou seja, sdo cultivares menos eficientes quanto ao
uso do fosforo. Outros autores, como Amaral et al. (2011), Paula Neto et al. (2016), Pozza et
al. (2009) e Reis Junior e Martinez (2002) também estudaram a eficiéncia fosfatada em
cafeeiros, esses autores viram que ha diferencas significativas entre as cultivares e também
entre as espécies (Coffea arabica e Coffea canephora).

O termo eficiéncia nutricional pode ser expresso como a relacdo entre a producéao
obtida e os insumos aplicados para obter essa produgéo, ou seja, isso significa que a eficiéncia
nutricional é a quantidade de matéria seca ou grdos produzidos por unidade de nutriente
aplicado (FAGERIA, 1998). Vérios sdo 0s mecanismos relacionados as caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas da planta que contribuem para o uso eficiente de nutrientes, como:
sistema radicular extensivo (que possibilita uma maior exploracdo de volume de solo), alta
relagéo entre raizes e parte aérea, habilidade do sistema radicular em modificar a rizosfera
(possibilitando superar baixos teores de nutrientes), maior eficiéncia de absorcdo ou de uso de
nutrientes, capacidade de manter o metabolismo normal com baixo teor de nutrientes nos
tecidos e altas taxas fotossintéticas (FAGERIA; BALIGAR, 1993). Plantas com alta
eficiéncia de absorcdo de fosforo apresentam ndo soO alta taxa de absor¢do do nutriente por
unidade de massa de raiz, mas também alta relacdo parte aérea/raiz (FOHSE et al., 1991).
Outros fatores também exercem influéncia na eficiéncia nutricional, dentre eles a interacdo da
planta com fatores ambientais de solo e clima, como temperatura, radiacdo solar, indice
pluviométrico, pH do solo, teor de matéria organica, teor de aluminio no solo, entre outros
(FAGERIA, 1998).
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Tabela 6 - Eficiéncia de uso de fosforo na raiz (EUPRZ), eficiéncia de uso de fosforo na parte
aerea (EUPPA) e eficiéncia de uso de fésforo na planta (EUPPL) de gendtipos de
cafeeiro arabica.

Genotipos EUPRZ (9" mg™) EUPPA (g° mg™) EUPPL (g° mg™h)
Bourbon Amarelo IAC J10 19,05a 28,92 a 92,31a
Catigua MG2 11,86 b 20,99 b 63,17 b
Catuai Vermelho IAC 144 13,08 b 23,36 b 69,77 b
MGS Ametista 8,38 b 18,83 b 51,20 b
MGS Aranés 14,76 b 27,12 a 81,36 a
MGS Paraiso 2 13,77 b 29,94 a 83,72 a
Paraiso MG H 419-1 11,96 b 32,80 a 82,56 a
H 6-47-10 pl. 3 12,52 b 21,18b 64,85 b
Sarchimor MG 8840 7,72b 21,34 b 54,68 b
Topazio MG 1190 24,66 a 20,85b 90,05 a

Fonte: Do autor (2019).
Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

Na Tabela 7, estdo os valores dos coeficientes de correlacdo de Pearson. Dentre eles, a
eficiéncia de uso de fésforo na planta se correlacionou com a eficiéncia de uso de fésforo na
raiz (0,82) e com a eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea (0,68). A eficiéncia de uso de
fosforo na planta é calculada por meio do somatério de alguns dados que geraram os dois
altimos indices. A eficiéncia de uso de fosforo na planta também se correlacionou com a
massa seca de raizes (0,93), com a massa seca da parte aérea (0,67) e com a massa seca total
(0,89). Todos esses parametros de massa seca estdo diretamente relacionados no calculo da
eficiéncia de uso de fosforo na planta, o que enfatiza os resultados obtidos. Ademais, a
eficiéncia de uso de fosforo na planta se correlacionou com a densidade de esporos de
micorrizas (0,75). As micorrizas desempenham um papel muito importante nos processos de
aquisicao do fosforo do solo pelas plantas, uma vez que uma maior taxa de simbiose entre as
micorrizas e as plantas significa um maior potencial de aquisicdo de fésforo e
consecutivamente uma melhor eficiéncia nutricional.

A eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea se correlacionou com a massa seca da
parte aérea (0,95), com a massa seca total (0,83), com o acumulo de fésforo na parte aérea
(0,67) e com o acumulo de fosforo na planta (0,71). Esses parametros sdo inter-relacionados,
0 que auxilia na interpretacdo dos resultados. Também, isso € um indicativo de que plantas
mais eficientes nutricionalmente conseguem acumular mais nutriente nos seus tecidos.

A eficiéncia de uso de fosforo na raiz se correlacionou negativamente com a eficiéncia
na absorcao de fosforo (-0,75), pois a eficiéncia na absor¢éo de fosforo foi maior onde houve
adubacdo fosfatada e as eficiéncias no uso de fosforo na parte aérea e na planta foram maiores
onde ndo houve adubacio fosfatada (TABELA 6, APENDICE A), apesar do fato de que a
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eficiéncia de uso de fosforo na raiz ndo ter apresentado significancia estatistica para o fator
dose (TABELA 5, APENDICE A). Além disso, a eficiéncia de uso de fosforo na raiz se
correlacionou com a massa secas das raizes (0,89) e com a densidade de esporos de
micorrizas (0,77). Também, assim como na eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea, esses
parametros sao inter-relacionados. Um sistema radicular com um maior volume de raizes esta
diretamente relacionado com o sucesso de um determinado cultivo agricola. Logo, plantas que
possuem um sistema radicular mais volumoso tendem a serem mais eficientes
nutricionalmente, pois conseguirdo explorar melhor todo o solo para a aquisicdo de agua e
nutrientes.

O carbono da biomassa microbiana se correlacionou negativamente com a colonizagéo
micorrizica (-0,69). O que poderia explicar esse resultado € o fato de que houve um aumento
do carbono da biomassa microbiana com o incremento de fosforo via adubagdo (TABELA 4)
e a colonizagdo micorrizica ser influenciada negativamente com essa préatica, pois em solos
onde a concentracdo de fosforo disponivel é elevada, a simbiose ndo apresentaria muitas
vantagens para a planta.

A densidade de esporos de micorrizas se correlacionou com a massa seca de raizes
(0,88) e com a massa seca total (0,73). O processo de simbiose dos fungos micorrizicos com
as plantas acontece do contato direto desses fungos com as raizes, logo, com um sistema
radicular mais desenvolvido, as chances de a simbiose ocorrer aumentam, o que amplia e em
muito o volume de solo que pode ser explorado pela planta.

O acumulo de fésforo na planta se correlacionou com a massa seca da parte aérea
(0,88), com a massa seca total (0,78), com o acumulo de fosforo na raiz (0,82) e com o
acumulo de fosforo na parte aérea. O acumulo de fésforo na parte aérea se correlacionou com
a massa seca da parte aérea (0,84) e com a massa seca total (0,67). O acimulo de fosforo na
raiz se correlacionou com a massa seca das raizes (0,66), com a massa seca da parte aérea
(0,72) e com a massa seca total (0,78). Também, a massa seca total se correlacionou com a
massa seca das raizes (0,86) e com a massa seca da parte aérea (0,91). Os acumulos sdo
calculados, a partir da massa seca e do teor do nutriente de cada parte planta. Os resultados

observados reforcam que esses parametros sdo inter-relacionados e concisos.



Tabela 7 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as caracteristicas massa seca de raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa

seca total (MST), acimulo de fésforo na raiz (APRZ), acimulo de fosforo na parte aérea (APPA), acumulo de fosforo na planta
(APPL), densidade de esporos de micorrizas (ESP), colonizagdo micorrizica (COL), atividade da fosfatase acida (FFT), carbono da
biomassa microbiana (CBM), eficiéncia na absorcéo de fosforo (EAP), eficiéncia na translocacdo de fosforo (ETP), eficiéncia de uso
de fosforo na raiz (EUPRZ), eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea (EUPPA) e eficiéncia de uso de fosforo na planta (EUPPL) de
genotipos de cafeeiro arabica relacionados ao déficit de fosforo.

MSR MSPA MST APRZ APPA APPL ESP COL FFT CBM EAP ETP EUPRZ EUPPA EUPPL

MSR
MSPA
MST
APRZ
APPA
APPL
ESP
coL
FFT
CBM
EAP
ETP

EUPRZ
EUPPA
EUPPL

----- 057 086 066 030 046 088 -003 -009 -020 -054 -048 089" 049 093"
----- 091" 072" 084" 08 044 014 012 -035 025 004 019 09" 067
----- 078" 067" 078" 073 007 -012 -032 -012 022 057 083 089"

----- 062 08" 052 -012 -015 -014 009 -060 035 059 058

----- 096~ 023 027 -017 -047 061 018 -007 067" 031

----- 03 016 -018 040 048  -009 007 071" 044

----- 025 001 -017 052 -039 0777 032 075

----- 017 -069° 015 049 -015 019 0,00

----- 033 009 004 -004 -005 -0,08

----- 012 040 005 -030 -0,11

----- 03 -075 015 -048

----- 056 011  -0,34

----- 015 082"

----- 0,68"

Fonte: Do autor (2019).
“Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t; " Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.

€L
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Outros indices de eficiéncia que corroboram a selecéo e classificacdo dos gendtipos de

cafeeiro arabica quanto a sua eficiéncia nutricional estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Massa seca total sob auséncia de adubagdo fosfatada (MSTAP) e eficiéncia
agrondmica de uso de fosforo (EAUP) de genotipos de cafeeiro ardbica em seus
respectivos grupos: ER (eficientes e responsivas), ENR (eficientes e ndo
responsivas), NER (néo eficientes e responsivas) e NENR (ndo eficientes e nédo
responsivas).

Genotipos MSTAP (g) EAUP (g MS mg™ P)
ER

Bourbon Amarelo IAC J10 56,84 0,97
MGS Aranas 52,14 0,63
ENR

Paraiso MG H 419-1 67,38 0,22
Topazio MG 1190 52,71 0,42
MGS Paraiso 2 51,82 0,45
NER

H 6-47-10 pl. 3 44,35 0,76
Catuai Vermelho IAC 144 41,52 0,60
NENR

Catigua MG2 42,56 0,28
MGS Ametista 39,08 0,46
Sarchimor MG 8840 38,77 0,46
Média 48,72 0,52

Fonte: Do autor (2019).
As médias sdo usadas como parametro de referéncia (linha de corte) para classificagdo das cultivares,
como mostrado na Figura 1.

A representacdo grafica dos dados da Tabela 8 estdo apresentados na Figura 1,
conforme proposto por Gerloff (1977). As cultivares Bourbon Amarelo IAC J10 e MGS
Aranas foram classificadas como eficientes e responsivas, ou seja, sdo eficientes na producgéo
de massa seca em condicdes de baixo suprimento de fosforo e respondem em incremento de
massa seca caso seja fornecido adubacdo fosfatada. As cultivares Paraiso MG H 419-1,
Topéazio MG 1190 e MGS Paraiso 2 foram classificadas como eficientes e ndo responsivas, ou
seja, sdo eficientes na producdo de massa seca em condi¢cfes de baixo suprimento de fosforo,
porém ndo respondem em incremento de massa seca caso seja fornecido adubacdo fosfatada.
A progénie H 6-47-10 pl. 3 e a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 foram classificadas como
ndo eficientes e responsivas, ou seja, ndo sdo eficientes na producdo de massa seca em
condicdes de baixo suprimento de fosforo, mas respondem em incremento de massa seca caso
seja fornecido adubacdo fosfatada. As cultivares Catigua MG2, MGS Ametista e Sarchimor

MG 8840 foram classificadas como ndo eficientes e ndo responsivas, ou Sseja, ndo séo
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eficientes na producdo de massa seca em condigdes de baixo suprimento de fosforo e ndo
respondem em incremento de massa seca caso seja fornecido adubacao fosfatada.

Em estudo conduzido por Paula Neto et al. (2016), os autores encontraram resultados
divergentes ao deste estudo, e para as cultivares Bourbon Amarelo IAC J19 e Catuai
Vermelho IAC 144 a classificagdo foi como eficientes e ndo responsivas (ENR).

A relacdo proxima entre os diferentes indices de eficiéncia adotados pode ser
observada quando verificamos que as cultivares que foram eficientes agronomicamente
(responsivas ou ndo ao fdsforo aplicado) sdo as mesmas que foram eficientes no uso de
fosforo na planta, o0 comportamento com as ndo eficientes (também responsivas ou ndo ao
fosforo aplicado) foi igual (TABELA 6). Isso enfatiza que esses indices sdo seguros e
concisos na discriminagdo da eficiéncia.

A cultivar Bourbon Amarelo IAC J10 é notoriamente reconhecida pela sua
predisposicdo a bebidas de qualidade superior, porém também é caracterizada por apresentar
baixo vigor vegetativo e alta suscetibilidade a principal doenca da cultura, a ferrugem,
sofrendo com intenso depauperamento, caso disponha de nutricdo inadequada e medidas de
controle da doenca ndo sejam adotadas. Nesse caso, em relacdo a nutricdo fosfatada, é
evidente que a cultivar Bourbon Amarelo 1AC J10 necessita de uma atencdo em especial,
comportamento que deve ser estendido para a cultivar MGS Aranas.

Ja as cultivares Paraiso MG H 419-1, Topazio MG 1190 e MGS Paraiso 2 foram
classificadas como eficientes na producéo de massa seca e ndo responsivas ao fornecimento
de fosforo, podendo ser utilizadas em solos com uma fertilidade fosfatada mais baixa ou em
condicdes de cultivo onde o fornecimento de fosforo via adubacdo é inferior ao nivel
requerido pelas cultivares que sdo responsivas ao fornecimento do mesmo. No caso da
cultivar MGS Paraiso 2, um outro fato que reforca esse resultado encontrado foi que essa
cultivar apresentou significativa atividade de fosfatase acida sob privacdo de P (TABELA 3).
Essa fosfatase &cida influenciou positivamente na eficiéncia de uso do fésforo por essa
cultivar, provavelmente na mineralizacdo de fosfatos organicos do solo, deixando-o0s

disponiveis para serem absorvidos e utilizados pela planta.
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Figura 1 - Relacdo entre massa seca total sob auséncia de adubacdo fosfatada (MSTAP) e
eficiéncia agrondmica de uso de fésforo (EAUP) de gendtipos de cafeeiro arabica
em seus respectivos grupos: ER (eficientes e responsivos), ENR (eficientes e ndo
responsivos), NER (ndo eficientes e responsivos) e NENR (ndo eficientes e ndo
responsivos).
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Fonte: Do autor (2019).

A determinacdo das eficiéncias nutricionais em experimentos em nivel de campo
fornece mais informacdes sobre o comportamento dos diferentes gendtipos. Outros
parametros agrondémicos, como exemplo a produtividade, também podem ser utilizados para a
avaliacdo da eficiéncia nutricional, corroborando os dados obtidos em experimentos em casa
de vegetacéo.

Cada vez mais se busca pela sustentabilidade em todas as atividades agricolas e as
avaliacGes microbioldgicas tendem a entrar cada vez mais na rotina das analises laboratoriais,
servindo como 6timos indices para a inferéncia do estado nutricional do solo e da planta, da

conservacdo dos solos, dentre outros.
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4 CONCLUSOES

a)

b)

As cultivares Catigud MG2, MGS Ametista e Sarchimor MG 8840 ndo sdo
eficientes e nem responsivas a adubacdo fosfatada;

A progénie H 6-47-10 pl. 3 e a cultivar Catuai Vermelho IAC 144 ndo sdo
eficientes, mas sdo responsivas a adubacdo fosfatada;

As cultivares Paraiso MG H 419-1, Topazio MG 1190 e MGS Paraiso 2 sdo
eficientes, mas ndo sdo responsivas a adubacao fosfatada;

As cultivares Bourbon Amarelo IAC J10 e MGS Arands séo eficientes e
responsivas a adubacao fosfatada;

A adubacdo fosfatada influencia positivamente no carbono da biomassa
microbiana e negativamente na densidade de esporos de micorrizas;

Gendtipos de cafeeiro ardbica respondem positivamente tanto com adubacéo
fosfatada (MGS Ametista) quanto sem adubacdo fosfatada (MGS Paraiso 2) em

atividade de fosfatase acida.
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APENDICE A - TABELAS

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia da massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST),
acumulo de fésforo na raiz (APRZ), acumulo de fosforo na parte aérea (APPA), acimulo de fésforo na planta (APPL), fésforo
disponivel no solo (PDI), fésforo resina (PRS), fosforo remanescente no solo (PRM), teor de fosforo na raiz da planta (PRZ), teor de
fosforo na parte aérea da planta (PPA), taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gsw), concentracao intracelular de CO>

(Ci) e transpiracgdo (E) de gendtipos de cafeeiro arabica relacionados ao déficit de fésforo.

QMS e significancia do teste F

FV GL MSR MSPA MST APRZ APPA APPL PDI PRS
Gendtipos (G) 9 181,59 255,56 681,76 66,72" 274,64™ 508,68 0,90™ 24,86™
Dose (D) 1 1.557,61" 848,90" 4.706,31" 1.693,07" 13.844,84" 25.219,20° 159,64 6.450,69"
G*D 9 68,99™ 18,09™ 109,89™ 28,37™ 145,90™ 154,38™ 0,82"™ 23,44™
Bloco 3 70,31 35,51 159,57 13,94 572,70 562,42 5,85 35,21
Erro 57 41,00 21,73 71,42 20,37 230,83 230,50 1,28 19,28
Total 79

CV (%) 26,76 14,36 14,99 29,47 44,16 30,53 58,69 36,98
Média 23,93 32,45 56,39 15,31 34,40 49,72 1,93 11,87

QM s e significancia do teste F

FV GL PRM PRZ PPA A Osw Ci E
Gendtipos (G) 9 2,03"™ 0,07" 0,09™ 9,55™ 0,09™ 884,81"™ 1,46™
Dose (D) 1 13,19" 0,61 7,50 0,84™ 0,00™ 1.668,14™ 0,91™
G*D 9 1,04™ 0,03"™ 0,14"™ 6,11™ 0,01™ 1.692,48™ 0,89™
Bloco 3 15,93 0,05 0,29 8,39 0,01 10.852,72 2,46
Erro 57 1,33 0,02 0,19 7,37 0,01 940,31 0,97
Total 79

CV (%) 27,55 22,68 42,89 33,39 47,75 10,03 40,69
Média 4,19 0,64 1,03 8,13 0,21 305,66 2,42

“: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ™: ndo significativo.
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Tabela 2 - Médias da massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), acimulo de fésforo na raiz
(APRZ), acumulo de fosforo na parte aérea (APPA), acimulo de fésforo na planta (APPL), fosforo disponivel no solo (PDI), fésforo
resina (PRS), fésforo remanescente no solo (PRM), teor de fosforo na parte aérea da planta (PPA) e teor de fosforo na raiz da planta

(PRZ) sob auséncia ou presenca de adubacdo fosfatada.
Dose MSR MSPA MST APRZ APPA APPL PDI PRS PRM PPA PRZ
@) @) @) (mg) (mg) (mg)  (mgdm®) (mgdm®) (mgL")  (gkg’)  (gkg”)
-P 19,52b 29,20b 48,72 b 10,71 b 21,25 Db 31,96 b 0,52 b 2,89 b 3,78 b 0,73b 0,55b
+P 28,34a 35,72a 64,06 a 1991 a 47,56 a 67,47 a 3,34 a 20,85 a 4,60 a 1,34a 0,73 a
% incremento 45,2 22,3 31,5 85,9 123,8 111,1 542,3 621,5 21,7 83,6 32,7

Médias seguidas da mesma letra na coluna nado diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
O porcentual de incremento (% incremento) se refere entre onde houve a adubacéo fosfatada (+P) sobre onde ndo houve a adubacéao fosfatada (-P).
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia da densidade de esporos de micorrizas (ESP),
colonizacdo micorrizica (COL), atividade da fosfatase acida (FFT) e carbono da
biomassa microbiana (CBM) de gendtipos de cafeeiro arabica relacionados ao

déficit de fosforo.

QM s e significancia do teste F

FV GL
Gendtipos (G) 9
Dose (D) 1
G*D 9
Bloco 3
Erro 57
Total 79
CV (%)

Média

836.405,00

COL
34,16"™
2,42™
10,28™
12,31
26,76

37,98
13,62

FFT
4.461,36"
133,07
6.387,78"
394,67
1.621,89

45,59
88,33

CBM
1.964,30"
3.506,34"
5.022,80"

789,83
450,70

24,42
86,94

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.

Tabela 4 - Resumo do desdobramento da interacdo da anélise de variancia da densidade de
esporos de micorrizas (ESP), atividade da fosfatase acida (FFT) e carbono da
biomassa microbiana (CBM) de gendtipos de cafeeiro arébica relacionados ao

déficit de fosforo.

QMs e Significancia do teste F

FV

Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:
Dose:

Erro

Bourbon Amarelo IAC J10

Catigua MG2

Catuai Vermelho IAC 144

MGS Ametista
MGS Aranas

MGS Paraiso 2
Paraiso MG H 419-1
H 6-47-10 pl. 3
Sarchimor MG 8840
Topazio MG 1190

—

il il i e )

ESP
344.450
70.688"
23.762"™
69.938"
69.192
140.450°
221.778"
115.200°
14.112™
2.888™
6.508,43

FFT
1.497,68™
779,13™
137,44™
31.019,17°
2.918,48™
18.513,69"
1.688,96™
992,35™
0,82
75,39™
1.621,89

CBM
26,49
7.606,37"
7.470,69
4.132,76
1.221,41™
3.178,43"
2.91351"
58,53™
7.526,41"
14.576,92
450,70

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.
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Tabela 5 - Resumo da analise de variancia da eficiéncia na absorcdo de fdésforo (EAP),
eficiéncia na translocacdo de fosforo (ETP), eficiéncia de uso de fésforo na raiz
(EUPRZ), eficiéncia de uso de fosforo na parte aérea (EUPPA) e eficiéncia de uso
de fésforo na planta (EUPPL) de gendtipos de cafeeiro arabica relacionados ao
déficit de fosforo.

QM s e significancia do teste F

FV GL EAP ETP EUPRZ EUPPA EUPPL
Gendtipos (G) 9 1,38™ 154,26™ 197,43 182,26" 1.709,31"
Dose (D) 1 17,46 331,86™ 6,85™ 1.419,86" 3.650,80"
G*D 9 1,07™ 136,42"™ 104,38™ 45,57™ 924,63™
Bloco 3 0,30 322,09 53,54 4,66 168,75
Erro 57 1,03 115,02 57,06 84,61 700,90
Total 79

CV (%) 46,45 16,05 54,82 37,49 36,08
Média 2,18 66,81 13,78 24,53 73,37

“: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ™: ndo significativo.

Tabela 6 - Meédias da eficiéncia na absor¢éo de fosforo (EAP), eficiéncia de uso de fosforo na
parte aérea (EUPPA) e eficiéncia de uso de fosforo na planta (EUPPL) sob
auséncia ou presenca de adubacéo fosfatada.

Dose EAP (mg g™) EUPPA (g° mg™?) EUPPL (g° mg™)
-P 1,71b 28,75a 80,12 a
+P 2,65a 20,32 b 66,61b
% incremento 55,0 415" 20,3"

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

“O porcentual de incremento (% incremento) da EAP se refere entre onde houve a adubacéo fosfatada
(+P) sobre onde ndo houve a adubacéo fosfatada (-P).

"0 porcentual de incremento (% incremento) da EUPPA e da EUPPL se refere entre onde ndo houve
a adubacdo fosfatada (-P) sobre onde houve a adubacéo fosfatada (+P).
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APENDICE B - FIGURA

Figural- Gendtipos de cafeeiro arabica e seus respectivos grupos de responsividade e
eficiéncia no uso do fésforo: MGS Arands e Bourbon Amarelo IAC J10
(eficientes e responsivos); MGS Paraiso 2, Topazio MG 1190 e Paraiso MG H
419-1 (eficientes e ndo responsivos); Catuai Vermelho IAC 144 e H 6-47-10 cova
3 (ndo eficientes e responsivos) e Catigud MG2, MGS Ametista e Sarchimor MG
8840 (ndo eficientes e ndo responsivos).
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CAPITULO 3 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE GENES DA FAMILIA
DAS FOSFATASES ACIDAS EM CAFEEIROS

RESUMO

As Purple Acid Phosphatase (PAP), ou fosfatase &cida parpura (FAP), sdo uma classe
especial de fosfatase acida (APase). As fosfatases sdo enzimas que estdo amplamente
distribuidas na natureza, responsaveis em catalisar a hidrolise de ésteres fosfatados,
produzindo fésforo sollvel e sdo responsaveis pela mineralizacdo de fosfato organico e baixos
niveis de fosfato inorganico livre. Estudos com as PAPs em algumas espécies ja foram feitos,
como os realizados em Arabidopsis, arroz e soja. Todavia, estudos nesse sentido sdo escassos
para o cafeeiro. Espera-se que os diferentes genotipos de cafeeiro apresentem variabilidade na
sua capacidade em produzir e exsudar fosfatases acidas. Objetivou-se com este trabalho
identificar e caracterizar genes da familia das fosfatases acidas em cafeeiros. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), situada no municipio de Lavras — MG. Cada parcela experimental consistiu em
um vaso com dez litros de solo, com uma planta. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2 (2 cultivares de cafeeiro arabica e duas
dosagens de adubacdo fosfatada), com trés repeticdes, totalizando 12 parcelas experimentais.
As adubacdes foram feitas por meio de solugbes nutritivas. O experimento permaneceu por
oito meses em casa de vegetacdo, e, em seguida, foi desmontado e as amostras de material
vegetal de cada parcela foram coletadas para as analises laboratoriais. Foram identificados e
caracterizados genes da familia das PAPs em cafeeiros. Foram identificados 29 genes da
familia PAP no genoma de Coffea canephora. Na cultivar MGS Paraiso 2 algumas PAPs
foram mais expressadas sob privacdo de P (CarPAP3, CarPAP11 e CarPAP18) e outras
foram indiferentes a questdo do P (CarPAP12). A expressdo génica de CarPAP18 e a
atividade de fosfatase acida foi altamente significativa na cultivar MGS Paraiso 2 sob
privacao de P.

Palavras-chave: Coffea arabica. Coffea canephora. Cultivares. PAP. Fosfato.
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ABSTRACT

Purple Acid Phosphatase (PAP) is a special class of acid phosphatase (APase). Phosphatases
are enzymes that are widely distributed in nature and are responsible for catalyzing the
hydrolysis of phosphate esters, producing soluble phosphorus and are also responsible for the
mineralization of organic phosphate and low levels of free inorganic phosphate. Studies with
PAPs in some species have already been made, such as those conducted on Arabidopsis, rice
and soybeans. However, studies in this sense are scarce for coffee. The different coffee
genotypes are expected to exhibit variability in their ability to produce and exude acid
phosphatases. This work aimed to identify and characterize genes of the family of acid
phosphatases in coffee trees. The experiment was conducted in a greenhouse of the Empresa
de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG), located in the municipality of Lavras -
MG. Each experimental plot consisted of one pot with ten liters of soil, with one plant. The
experimental design was a completely randomized design, in a 2x2 factorial scheme (2
cultivars of arabica coffee and two dosages of phosphate fertilization), with three replications,
totaling 12 experimental plots. Fertilization was done through nutrient solutions. The
experiment lasted in the greenhouse for eight months, then it was disassembled and the
samples of plant material from each plot were collected for laboratory analysis. Genes of the
family of PAPs in coffee trees were identified and characterized. Were identified 29 genes of
the PAP family in the genome of Coffea canephora. In the cultivar MGS Paraiso 2 some
PAPs were more expressed under P deprivation (CarPAP3, CarPAP11 and CarPAP18) and
others were indifferent to the P question (CarPAP12). The gene expression of CarPAP18 and
acid phosphatase activity was highly significant in the MGS Paraiso 2 cultivar under P
deprivation.

Keywords: Coffea arabica. Coffea canephora. Cultivars. PAP. Phosphate.
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1 INTRODUCAO

A demanda por alimentos no planeta cresce de forma acentuada atualmente. Para
suprir essa demanda, uma das principais alternativas na agricultura é obter cultivos mais
produtivos, sem que haja a necessidade de utilizar novas areas para tal finalidade. Uma dessas
alternativas é usar cultivares mais adaptadas as diversas condigdes de cultivo. Nesse quesito,
plantas mais eficientes nutricionalmente, além de produzirem mais, usam menos recursos ndo
renovaveis, como € o caso dos fertilizantes, amplamente utilizados na agricultura, mas que
possuem alguns entraves do ponto de vista ambiental e econdmico. Para atingir uma situacéo
mais sustentavel de producdo, algumas ferramentas podem ser utilizadas, uma vez que uma
delas é com a melhoria na capacidade da planta em adquirir 0s nutrientes que precisa
diretamente dos solos, principalmente no caso do fésforo (P).

O fosforo (P) € um macronutriente essencial que desempenha um papel importante no
crescimento e desenvolvimento das plantas (MARSCHNER; RIMMINGTON, 1988;
VANCE, 2001). Todavia, na maioria dos solos, o teor de fésforo inorganico (Pi) é muito
inferior ao necessario para o crescimento das plantas. A maioria do fosforo existente é
encontrado na forma organica (Po) ou esta fixado em calcio, ferro e aluminio, que ndo podem
ser utilizados diretamente pelas plantas (GEORGE; RICHARDSON, 2008).

Para sobreviver em ambientes de baixa disponibilidade de fosforo, as plantas
desenvolveram uma ampla gama de respostas adaptativas para melhorar a eficiéncia de
utilizacdo do fésforo (CHIOU; LIN, 2011; WU et al., 2013), como o aumento da fosfatase
acida (HUR et al., 2010; LIANG et al., 2010; XIAO et al., 2006).

As fosfatases sdo enzimas que estdo amplamente distribuidas na natureza, e sdo
encontradas em organismos procariotos e eucariotos (GUIMARAES et al., 2004). Elas
catalisam a hidrdlise de ésteres fosfatados produzindo fésforo solivel e sdo responsaveis pela
mineralizacdo de fosfato organico e baixos niveis de fosfato inorganico livre (AOYAMA et
al., 2003). Os microrganismos e as plantas sdo responsaveis pela producdo da maioria das
fosfatases &cidas encontradas no solo, sua atividade fundamental esta no ciclo do fosforo e na
liberacdo desse nutriente para as plantas (TARAFDAR, 1995).

Grande parte do fosforo que € aplicado no solo como fertilizante rapidamente se torna
indisponivel para as plantas, acumulando-se em fracfes de fésforo inorgéanico, que é fixado
por absor¢do, precipitagdo quimica e fracdes de fosforo orgénico, que sdo imobilizados na
matéria organica (SANYAL; DATTA, 1991). Em muitos solos, a fragdo de fosforo orgéanico €

maior do que a inorganica. Por essa razdo, a disponibilidade desse elemento para as plantas
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torna-se dependente da mineralizacdo dos compostos organicos, papel este desempenhado
pelas fosfatases. Essas enzimas sdo induziveis e, portanto, séo sintetizadas
predominantemente em condicGes de baixa disponibilidade de fosforo no solo (ROSSNER et
al., 1996).

As Purple Acid Phosphatase (PAP), ou fosfatase acida parpura (FAP), sdo um tipo de
fosfatase acida e contém um centro de ion metélico binuclear, que hidrolisa uma vasta
quantidade de ésteres de fosfato e fosfato anidro em condicBes &cidas Otimas. As PAPs
possuem cinco motifs conservados (DXG/GDXXY/GNH(D/E)/VXXH/GHXH, letras em
negrito representam residuos invariantes), que podem coordenar o centro metalico binuclear
para hidrolisar o fésforo orgéanico (Po) (BOZZO; RAGHOTHAMA; PLAXTON, 2004;
OLCZAK; MORAWIECKA; WATOREK, 2003; SCHENK et al., 1999). Os sete residuos
invariantes D, DY, N, H e HH foram respectivamente distribuidos nos cinco motifys
conservados (LI et al., 2002; SCHENK et al., 2000).

A fosfatase &cida purpura (PAP) é uma classe especial de fosfatase acida (APase) que
exibe caracteristicas distintas, incluindo uma cor roxa ou rosa em solucdo aquosa, atividade
que é insensivel a inibicdo pelo L-tartarato, e um sitio bimetalico ativo (TIAN; LIAO, 2015).
As PAPs vegetais foram amplamente identificadas e caracterizadas em muitas especies com o
auxilio de tecnologias bioquimicas e moleculares. A caracterizacdo de varios componentes
moleculares, bioquimicos e aspectos funcionais das PAPs sdo fundamentais para entender
completamente suas fun¢Ges no metabolismo do fosforo (TIAN; LIAO, 2015). Com base na
funcédo, as fosfatases acidas podem ser divididas em fosfatases acidas secretadas (SAPS) e
fosfatases acidas intracelulares (IAPs). A maioria das fosfatases acidas intracelulares estéo
presentes no vactolo como proteinas sollveis, enquanto as fosfatases acidas secretadas estdo
localizadas na parede celular ou secretados na rizosfera (DUFF; SARATH; PLAXTON,
1994).

Estudos com as PAPs em algumas espécies ja foram feitos, como os realizados em
Arabidopsis (LI et al., 2002), arroz (ZHANG et al., 2011) e soja (LI et al., 2012). Todavia,
estudos nesse sentido sdo escassos para o cafeeiro. Espera-se que diferentes genotipos de
cafeeiro apresentem variabilidade na sua capacidade em produzir fosfatases acidas. Diante do
exposto, objetivou-se com este trabalho identificar e caracterizar genes da familia das

fosfatases acidas em cafeeiros.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), situada no municipio de Lavras — MG, localizada
na latitude de 21°14°30” Sul e longitude de 45°00°10” Oeste e altitude de 918,8 m. A
temperatura e umidade relativa média da casa de vegetacdo no periodo experimental foram de
23°C e 65%, respectivamente.

O solo utilizado no experimento foi classificado como Latossolo Vermelho Distrofico
tipico argiloso e muito argiloso (EMBRAPA, 2006). O solo foi peneirado e homogeneizado
antes de se aplicarem quaisquer tratamentos. Foi feita uma calagem para a corre¢do da acidez
do solo e elevacgdo da saturacéo por bases para 70%. Os vasos foram molhados duas vezes por
semana e permaneceram por 30 dias em periodo de incubacdo, para reacdo do calcario. As
mudas utilizadas no experimento foram produzidas com substrato comercial Plantmax® e
transplantadas quando apresentaram trés pares de folhas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2
(2 cultivares de cafeeiro arabica e duas dosagens de adubacdo fosfatada), com trés repeticdes,
totalizando 12 parcelas experimentais. Cada parcela experimental consistiu em um vaso com
dez litros de solo, com uma planta. As cultivares utilizadas foram: Sarchimor MG 8840 e
MGS Paraiso 2. As duas dosagens de adubacdo fosfatada foram a dose zero (sem adubacdo
fosfatada) e a dose de 200 mg dm= de P por vaso. A adubacdo fosfatada, nas parcelas
experimentais que a recebeu, foi realizada em uma Unica aplicacdo, uma semana antes do
transplantio das mudas nos vasos. Ainda, cada vaso recebeu 300 mg dm= de N e 200 mg dm™
de K, parcelados em cinco vezes, aplicados a cada trinta dias, com a primeira aplicacdo feita
na data do transplantio das mudas para os vasos. As dosagens utilizadas foram adaptadas de
Novais, Neves e Barros (1991). Todas as adubacdes foram feitas por meio de solucdes
nutritivas. Os vasos foram irrigados de 3-4 vezes por semana, variando com o crescimento das
plantas ao longo dos meses, e 0 volume de &gua adicionado foi calculado para que nao
houvesse escorrimento por excesso.

O experimento permaneceu por oito meses em casa de vegetacdo. Em seguida, foi
desmontado e as amostras de material vegetal (raizes) de cada parcela foram coletadas para as

analises. Foram coletados cerca de 10 apices radiculares de 1 cm, aproximadamente, em cada
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parcela. As raizes coletadas foram imediatamente imersas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de RNA.

As propriedades quimicas, fisicas e microbioldgicas do solo utilizado no experimento,
antes de receberem quaisquer dos tratamentos, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades quimicas, fisicas e microbioldgicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristica Unidade Valores
pH - 5,80
P - Mehlich-1 mg dm™ 0,28
P - Resina mg dm™ 227
P- Remanescente mg L* 1,52
K mg dm™ 22,0
Ca* cmol dm™ 0,30
Mg?* cmol, dm™ 0,10
S.S0, mg dm™ 7,82
Cu® mg dm™ 0,57
B mg dm™ 0,56
Zn** mg dm™ 0,59
Fe* mg dm™ 34,67
Mn?* mg dm™ 4,30
Al cmolc dm’3 0,00
(H+AI) cmol, dm™ 0,84
Soma de bases (SB) cmol, dm™ 0,46
CTC efetiva (t) cmol, dm™ 0,46
CTC potencial (T) cmol, dm™ 1,30
Saturacdo por aluminio (m) % 0,00
Saturagao por bases (V) % 35,11
Matéria organica g kg 0,40
Areia % 18
Silte % 15
Argila % 67
Atividade da fosfatase acida ug p-nitrofenol g™* ht 68,55
Carbono da biomassa microbiana ug C g*t 52,39

Fonte: Do autor (2019)

Nota: pH = &gua ; P-Mehlich, K, Fe, Zn, Mn e Cu = Extrator Mehlich-1; P-Resina = extrator Resina;
Ca®*, Mg?* e AI** = Extrator KCI (1 mol L™?); S.SO, = Extrator fosfato monocélcico em &cido acético;
(H+Al) = Extrator SMP; Matéria organica: oxidacdo com Na.Cr.0; 4N + H,SO, 10N; B = Extrator
agua quente.

2.2 ldentificacdo de genes da familia Purple Acid Phosphatases (PAP)

Um arquivo constituido por sequéncias de aminoacidos de proteinas da familia PAP
em Arabdopsis thaliana (29 sequéncias, LI et al., 2002), Glycine max (35 sequéncias, LI et
al., 2012) e Oryza sativa (26 sequéncias, ZHANG et al., 2011) foi utilizado como query para
andlise blastp contra o proteoma de Coffea canephora (DENOEUD et al., 2014), com filtro de

e-value de 0,00001. Utilizou-se o proteoma da espécie Coffea canephora pelo fato deste ja
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estar completamente sequenciado e o da espécie Coffea arabica ndo. Apenas sequéncias
Unicas foram mantidas no arquivo de saida e estas foram analisadas quanto aos dominios
conservados comumente presentes em proteinas PAP (como cl26054 e cl13995), a partir do
software NCBI Conserved Domain Search (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsb.cgi).

Para a selecdo das proteinas em cafeeiro pertencentes a familia PAP, as sequéncias
resultantes das analises anteriores foram analisadas quanto a presenca de padrfes especificos
para esta familia (TIAN; LIAO, 2015): DXG, GNH(D/E), GDXXY, VXXH e GHXH.

As proteinas selecionadas em cafeeiro foram entéo alinhadas via algoritmo ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e analisadas filogeneticamente em associacéo
com as proteinas de Arabdopsis thaliana, Glycine max e Oryza sativa, via método Neighbor
joining (SAITOU e NEI, 1987) com modelo de substituicdo p-distance (NEI; KUMAR, 2000)
e 1.000 replicatas bootstrap, via software MEGA 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA,
2016).

2.2.1 Extracédo e tratamento do RNA

A extracdo de RNA foi realizada a partir da utilizagdo do Concert™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Ao final da
extracdo, 0 RNA obtido para cada amostra foi submetido ao tratamento com DNAse (Kit
Turbo DNA-free, Ambion Biosciences) para degradacdo do DNA excedente, de acordo com a
metodologia do fabricante.

O RNA purificado de cada amostra foi entdo avaliado quanto a integridade, a
qualidade e a quantidade via eletroforese em gel de agarose e analise espectrofotométrica em
equipamento Nanovue™ (GE-Healthcare Life Sciences). A eletroforese foi executada com 1
pL de RNA total em gel de agarose 1% a 100V por 40 minutos e apenas as amostras com
bandas de RNA ribossomal nitidas, separadas e proporcionais foram consideradas integras
(IMAGEM 1, APENDICE B). Na anélise espectrofotométrica, foram selecionadas amostras
com quantidade superior a 300 ng puL?, com nivel de pureza adequado as exigéncias da
técnica RT-gPCR, avaliado mediante analise das relacbes com proteinas totais, compostos
fenolicos e sais via absorbancia nos comprimentos de onda 280 e 230 nm. As amostras que
apresentaram valores proximos a faixa de 1,8 a 2,2 para as relagdes desses comprimentos de

onda com o comprimento 260 nm (referente a0 RNA) foram consideradas de qualidade.
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2.2.2 PCR Housekeeping e conversdo de RNA em cDNA (RT-PCR)

As amostras de RNA purificadas foram submetidas a uma PCR com primers para
amplificacdo de gene enddgeno (24S, TABELA 2) (PCR Housekeeping) a fim de verificar a
auséncia de DNA remanescente. Foi utilizado DNA gendmico de Coffea arabica como
controle positivo e a PCR foi realizada com as seguintes especificagdes de ciclagem: 95°C por
2 minutos, 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C por 20 segundos (repetidos 35
vezes); 72°C por 5 minutos e temperatura de espera de 12°C. O resultado foi avaliado via
eletroforese em gel de agarose 2%, efetuada a 100V por 40 minutos, apenas amostras que ndo
foram detectadas no gel foram consideradas aptas para a continuidade dos procedimentos
(IMAGEM 2, APENDICE B).

Cada amostra de RNA foi convertida em cDNA via PCR com transcriptase reverse,
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) de acordo
com as especificacdes do fabricante (IMAGEM 3, APENDICE B).

Tabela 2 - Descri¢do das sequéncias para cada par de primers utilizados nas analises de RT-

gPCR.
Gene Identifi_cagéo do Sequéncia dos primers
primer
CarPAP1 FWD-PAP1 5 TTCAAATGGAGGTGTGACGA 3'
REV-PAP1 5 CAGCAGGTGGAGGAAATAGG 3'
CarPAP3 FWD-PAP3 5 GCGTGACAAGGACGAGATTT 3'
REV-PAP3 5 ATCGACCCTCACAAAACTGC 3'
CarPAP11 FWD-PAP11 5 GCATTGGCTCTGGTCTTTG 3'
REV-PAP11 5 CAAAGAGGGACTTTCGAGCA 3'
CarPAP12 FWD-PAP12 5 GAACCAGTAAGCGGAGGAGA 3'
REV-PAP12 5 TACAGCCGCTCGCTAAGTG 3'
CarPAP18 FWD-PAP18 5 GCTCTGCTGGAACGACAAG 3
REV-PAP18 5 GGGGAACTCTGAAGACATCACT 3
24s FWD-24S 5' GACCAATCGTCTTCTTTCCAGAAA 3’
REV-24S 5> TCAACTCAGCCTTGGAAACATTAG 3°
RPL39 FWD-RPL39 5" GCGAAGAAGCAGAGGCAGAA 3°
REV-RPL39 5’ TTGGCATTGTAGCGGATGGT 3’
GAPDH FWD-GAPDH 5" GGGAAGAGCTGCTTCATTTAACA 3’
REV-GAPDH 5 CCATTGAGGGCTGGAAGAAC 3’

Fonte: Do autor (2019).
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2.2.3 Desenho e anélise da eficiéncia de primers e gPCR

Os primers foram desenhados com auxilio do software OligoAnalyser (Thermofisher),
respeitando os parametros adequados para a utilizacdo na técnica de qPCR: tamanho de 18 a
22 pares de base (pb), 40 a 60% de contetdo de citosina e guanina (CG), temperatura de
melting préxima a 60°C, tamanho de produto amplificado de 80 a 120 pb e baixa
possibilidade de formacdo de dimeros e estruturas secundérias. No total foram desenhados
oito primers para utilizacdo no experimento, trés para genes enddgenos e cinco para genes de
interesse (TABELA 2). A adaptacdo dos primers para a amplificacdo dos genes de ambos 0s
subgenomas de Coffea arabica foi efetuada mediante obtencdo dos homedlogos
correspondentes aos genes abordados neste trabalho no banco de dados Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Carabica_er), via ferramenta
blastn e alinhamentos multiplos, utilizando o algoritmo ClustalW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994).

A andlise da eficiéncia de amplificacdo dos primers foi realizada mediante software
LinReg (RUNTER et al., 2009; TUOMI et al., 2010) de forma individual para cada primer,

em cada amostra do experimento. Para a analise de especificidade de cada par de primer, foi

observado o comportamento da curva de melting no total das amostras e apenas o0s pares de
primers com produto Unico foram considerados especificos.

A analise da expressdo dos genes via gPCR foi executada em equipamento ABI 7500
FAST (Applied Biosystems), com utilizacdo do reagente Gotaq gPCR Master Mix (Promega).
As especificacdes de estequiometria e ciclagem foram adotadas a partir das recomendac6es do
fabricante, o experimento foi executado em triplicata bioldgica e os dados resultantes tratados
via método de Pfaffl (PFAFFL et al., 2004).

2.3 Andlises estatisticas

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de variancia (teste F). As
médias foram comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, ao nivel de significancia
de 5%. O software estatistico utilizado foi 0 GENES (CRUZ, 2013).


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Carabica_er
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram identificados 29 genes da familia PAP no genoma de Coffea
canephora (TABELA 3). Para efeito comparativo, o nimero de isoenzimas de PAP foi
estimado em 29 em Arabidopsis (LI et al., 2002), 26 em arroz (ZHANG et al., 2011), 35 em
soja (LI et al., 2012), 33 em milho (GONZALEZ-MUNOZ et al., 2015), 25 em grao-de-bico
(BHADOURIA et al., 2017) e 25 em pinhdo-manso (VENKIDASAMY; SELVARAJ;,
RAMALINGAM, 2019). Também, Xie e Shang (2018) estimam o numero de PAPs em
algumas espécies vegetais, quais sejam, 44 em Brassica oleracea, 37 em Brassica rapa, 18
em Cucumis sativus, 15 em Cucumis melo, 16 em Citrullus lanatus, 27 em Solanum
lycopersicum, 28 em Solanum pennellii, 22 em Solanum tuberosum, 19 em Solanum

melongena e 22 em Capsicum annuum.

Tabela 3 - Relacdo dos genes da familia PAP no genoma de Coffea canephora.

(Continua)

Cddigo Coffee  Anotacéo Posic¢édo no genoma TG (nt) NE TP (aa)
Genome Hub

Cc00_g07780  CcPAP1  chr0:63352692..63358978 6287 8 468
Cc00_g33340  CcPAP2  chr0:194895365..194896699 1938 2 271
Cc02_g17140  CcPAP3  chr2:15786699..15789323 3148 8 471
Cc02_g29480  CcPAP4  chr2:30825788..30829969 4182 6 267
Cc02_g29510  CcPAP5  chr2:30881299..30892365 11335 13 645
Cc03_g07240  CcPAP6 chr3:6502762..6505842 3805 7 493
Cc03_g07920  CcPAP7 chr3:7464215..7469516 5681 8 542
Cc04_g09270  CcPAP8 chr4:7728638..7730426 1995 7 332
Cc05_g13780  CcPAP9  chr5:27257151..27260337 3592 5 440
Cc06_g05610  CcPAP10 chr6:4506937..4509169 2300 5 439
Cc06_g05620  CcPAP11 chr6:4515612..4518271 2969 4 432
Cc06_g07850  CcPAP12 chr6:6247774..6252934 6465 9 478
Cc06_g17480 CcPAP13  chr6:17468591..17474451 7192 4 410
Cc06_g18310 CcPAP14  chr6:18566604..18571791 5400 5 392
Cc06_g20820 CcPAP15  chr6:25707705..25710211 2632 5 364
Cc06_g20830 CcPAP16  chr6:25710298..25716098 5915 7 265
Cc08_g16870  CcPAP17  chr8:31282144..31287954 6351 12 617
Ccl0_g02260 CcPAP18  chr10:1713861..1716980 4187 8 426
Ccl1 g02390 CcPAP19  ¢chr11:7595076..7599866 6212 4 376
Ccll _g05810 CcPAP20 chr11:21432170..21436831 4993 7 331
Ccll_g05820 CcPAP21 chr11:21442638..21449181 6835 7 331
Ccll g05830 CcPAP22 chrl1:21455190..21459018 3829 9 387

Ccll g11960 CcPAP23  chrl1:29152620..29157975 5356 12 645
Ccl1_g12000 CcPAP24  chr11:29180929..29186028 5836 12 611
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Tabela 3 - Relacdo dos genes da familia PAP no genoma de Coffea canephora.
(Conclusao)

Cddigo Coffee  Anotacao Posic¢éo no genoma TG (nt) NE TP (aa)
Genome Hub

Ccll g12010 CcPAP25 chrl11:29187683..29193282 6130 12 613
Ccll g12020 CcPAP26 chr11:29194409..29198730 5019 12 611
Ccll g12240 CcPAP27  chrl1:29363693..29366574 4099 2 494
Ccll g12250 CcPAP28 chrl1:29369432..29370043 853 1 203
Ccll g12260 CcPAP29 chrl11:29370109..29371299 1799 3 231

Fonte: Do autor (2019).

Legenda: TG: tamanho do gene (nimero de nucleotideos); NE: nimero de éxons; TP: tamanho da
proteina (nimero de aminoacidos);

Analisando a arvore filogenética (FIGURA 1), observa-se que trés PAPs analisadas
(CcPAP1, CcPAP3 e CcPAP18) estdo muito proximas entre si, demonstrando semelhanca em
nivel de sequéncia proteica. Também, CcPAP3 e CcPAP18 estdo muito proximos a AtPAP10
e a AtPAP12, demonstrando similaridade proteica, 0 que pode estar associado a funcGes
similares. Estudos em outras espécies vegetais corroboram os resultados encontrados nesse
trabalho, como em Arabdopsis e em feijoeiro (Phaseolus vulgaris), em que padrdes de
expressdo em resposta a privacdo de P foram analisados para varios genes PAP, incluindo
PVPAP3, AtPAP10, AtPAP12, AtPAP17, AtPAP25 e AtPAP26. A expressdo transcricional de
PVPAP3, AtPAP10, AtPAP12, AtPAP17 e AtPAP25 foi significativamente aumentada apds a
privacao nutricional de Pi (DEL POZO et al., 1999; DEL VECCHIO et al., 2014; LIANG et
al., 2010; ROBINSON et al., 2012; WANG et al., 2011). Além disso, houve uma tendéncia de
aumento da expressdo génica dos genes CarPAP3, CarPAP11 e CarPAP18 (FIGURA 2) na
auséncia de suprimento de P na cultivar MGS Paraiso 2, com destaque para 0 gene
CarPAP18. Também, os genes CcPAP12 e AtPAP26 estdo muito proximos na arvore
filogenética, demonstrando também grande similaridade proteica e provavelmente de funces.
Um fato interessante observado foi que, para o gene CarPAP12, praticamente ndo houve
diferenca na expressdo para a cultivar MGS Paraiso 2 com e sem privacdo de P (FIGURA 2),
uma vez que isso vai de encontro ao observado em Arabidopsis por Tran et al. (2010) e
Veljanovski et al. (2006), em que os transcritos de AtPAP26 exibiram pouca ou nenhuma
resposta a privacao de Pi, apesar de um aumento significativo do acumulo de polipeptideos e
atividade de AtPAP26, o que sugere fortemente o controle pos-transcricional da expressao de
AtPAP26 em Arabidopsis. Alguns estudos corroboram esses resultados, uma vez que téo logo
mais genes PAP tenham sido isolados de plantas, os padrbes de expressao desses genes em

resposta & privacdo de Pi tem sido amplamente analisados. Como exemplo, os padrfes de
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expressdo de trés PAPs de batata (Solanum tuberosum) foram examinados sob condicGes de
alto e baixo P, com o resultado de que a transcricdo de StPAP2 e StPAP3 aumentaram
significativamente no tratamento de privacdo de Pi, enquanto a transcricdo de StPAP1 ndo foi
afetada (ZIMMERMANN et al., 2004). Da mesma forma, quatro de cinco PvPAPs no
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e seis de sete BnPAPs na colza (Brassica napus) tém sido
observadas como significativamente super expressadas pela deficiéncia de P (LIANG et al.,
2012; LU et al., 2008).

Figura 1 - Arvore filogenética de genes de fosfatases é&cidas plrpuras (PAPs) de quatro
espécies vegetais: soja (Glycine max), arroz (Oryza sativa), arabdopsis (Arabdopsis
thaliana) e cafeeiro robusta (Coffea canephora). Em destaque (sublinhado) séo as
cinco PAP’s selecionadas para estudos funcionais in vivo.
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Fonte: Do autor (2019).
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A partir desses resultados e de analises de similaridade com proteinas de outras
espécies conhecidamente associadas a resposta ao déficit de fosfato (relacbes essas que
podem ser visualizadas na arvore filogenética), foram escolhidos cinco genes para analises de
expressao génica in vivo. Utilizou-se de cinco genes PAPs em cafeeiro arabica (CarPAPL1,
CarPAP3, CarPAP11, CarPAP12 e CarPAP18) para serem avaliados.

Como forma de verificar se a producdo de fosfatase acida foi realmente maior,
avaliaram-se alguns genes possivelmente responsaveis pela codificacdo dessa classe de
proteinas (FIGURA 2). Dentre os cinco genes analisados, somente o gene CarPAP1 ndo foi
expressado nas raizes das plantas analisadas, o que pode sugerir que a fosfatase codificada por
esse gene ndo é exsudada externamente na regido da rizosfera, é responsavel provavelmente
pela redistribuicdo interna de P dentro das células da planta. Acredita-se que as PAPs
desempenham um papel importante no metabolismo do P em plantas através da hidrdlise dos
componentes organicos intra e extracelulares, especialmente sob condi¢cbes de baixa
disponibilidade de P (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994; TRAN; HURLEY; PLAXTON,
2010). Alguns estudos tém sugerido que as PAPs secretadas ou associadas a parede celular
captam o Pi de compostos organicos localizados na rizosfera, ou podem reciclar Pi de
fosfomonoésteres endodgenos que extravasaram do citoplasma através da membrana
plasmatica (HURLEY et al., 2010; ROBINSON et al., 2012; SHANE et al., 2014; TRAN et
al., 2010; VELJANOVSKI et al., 2006). Acredita-se que 0 aumento da recuperacdo e
reciclagem de P por meio do aumento das atividades de fosfatases &cidas sdo respostas
adaptativas de plantas comuns a privacdo de Pi (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994;
LIANG et al., 2014; LIANG; TIAN; LIAO, 2013; TRAN; HURLEY; PLAXTON, 2010).

De forma geral, a tendéncia no comportamento apresentado foi de que para a cultivar
MGS Paraiso 2 na auséncia de adubacdo fosfatada a expressdo génica foi maior em trés dos
cinco genes analisados (CarPAP3, CarPAP11 e CarPAP18), apresentando destaque no gene
CarPAP18, no qual essa diferenca foi altamente significativa (FIGURA 2). Isso corrobora os
dados apresentados na Figura 3, evidenciando o fato da cultivar MGS Paraiso 2, na privacao
de P, ser mais eficiente na producdo de fosfatase acida. Outros estudos reforcam esses
resultados, dentre eles os encontrados por Robinson et al. (2012), qual seja, em Arabidopsis
com o silenciamento do AtPAP12 ou AtPAP26 resultou em mais de 70% de reducdo nas
atividades de fosfatase acida secretadas pelas raizes e da parede celular da parte aérea durante
a privacdo de P, demonstrando que AtPAP12 e AtPAP26 sdo responsaveis pela maioria das
atividades da fosfatase acida secretadas de Arabidopsis sob condi¢fes de privagdo de Pi.

Outra isoenzima PAP secretada que é expressada pela privacdo de P em Arabidopsis foi



103

identificada por meio do rastreio das atividades de fosfatase &cida da superficie da raiz de
plantas mutagenizadas com etil-metano-sulfonato (EMS) (WANG et al., 2011). O mutante
nopl-1 ndo exibiu nenhuma atividade de fosfatase &cida na superficie da raiz sob condicdes
de baixa disponibilidade de P quando se utilizou 5-Br-4-Cl-3-indoil-fosfato como substrato.
Por meio de clonagem baseada em mapas e experimentos complementares, 0 gene
responsavel pelo fen6tipo nopl-1 foi clonado e identificado como AtPAP10, sugerindo que a
AtPAP10 também ¢é secretada em resposta a deficiéncia de P em Arabidopsis (WANG et al.,
2011).

Figura 2 - Expressdo relativa de quatro genes da familia das fosfatases &cidas purpuras
(PAPs) em cafeeiros arébica relacionados ao déficit de fosforo. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
de agrupamento de Scott-Knott.
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Na Figura 3, estdo apresentados os resultados da atividade de fosfatase acida e do
carbono da biomassa microbiana de duas cultivares de cafeeiro com e sem adubacao fosfatada
(TABELA 3, CAPITULO 2). Para a cultivar MGS Paraiso 2 na auséncia de adubacio
fosfatada (142,34 + 29,95 ug p-nitrofenol g h?), a atividade de fosfatase acida foi bem maior
quando comparada aos outros tratamentos. Os microrganismos e as plantas sdo responsaveis
pela produgdo da maioria das fosfatases acidas encontradas no solo, e sua atividade

fundamental ocorre no ciclo do fésforo e na liberacdo desse nutriente para as plantas
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(TARAFDAR, 1995). De acordo com Dick e Tabatabai (1993), 0os microrganismos seriam as
fontes mais expressivas de fosfatases no solo, por causa da sua grande biomassa, alta
atividade metabdlica e curto tempo de vida, com varias geragdes, permitindo assim, a
producéo e a liberacdo de quantidades elevadas de enzimas extracelulares, quando comparado
com as plantas. Tarafdar e Jungk (1987) mostraram que o aumento da atividade das fosfatases
acidas corresponde ao aumento da comunidade de fungos e bactérias na rizosfera de vérias
plantas. No caso da cultivar MGS Paraiso 2, houve um aumento significativo no carbono da
biomassa microbiana onde realizou-se o fornecimento de P via adubacdo, resultado oposto ao
observado em relacdo a fosfatase acida, que foi significativamente maior onde ndo houve
fornecimento de P via adubacdo, evidenciando que a atividade da fosfatase acida observada
foi devido a atividade da propria planta e ndo devido a microbiota do solo. Assim, a
explicacdo para a maior atividade da fosfatase acida onde ndo houve adubagdo fosfatada se
deve a capacidade de a propria cultivar MGS Paraiso 2 em produzir e exsudar fosfatase acida
na sua rizosfera. As fosfatases podem ser constitutivas ou repressiveis por fosfato. As
fosfatases constitutivas sdo sintetizadas independentemente da composi¢do do meio em que
atuam, sdo as repressiveis sintetizadas apenas na presenca de concentracfes limitantes de
fosfato (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004). A medida que se diminui o suprimento de P para as
plantas, ocorre um aumento da atividade dessas enzimas (BIELESKI; FERGUNSON, 1983).
Alguns trabalhos tém relatado a relacdo entre deficiéncia de P e atividade de fosfatases
(ASCENCIO, 1994; FERNANDES et al., 1998; FERNANDEZ; ASCENCIO, 1994; SILVA;
BASSO, 1993).

Figura 3 - Atividade de fosfatase acida (FFT) e carbono da biomassa microbiana (CBM) de
cultivares de cafeeiros arabica relacionados ao déficit de fosforo. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste de agrupamento de Scott-Knott.
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Estudos como esse sdo essenciais para auxiliar na obtengdo de cultivos mais
produtivos e mais sustentaveis. No caso do género Coffea, esse estudo de identificacdo de
genes responsaveis pela producdo de fosfatases acidas é pioneiro, uma vez que na cultivar
MGS Paraiso 2, alguns desses genes sdo mais ativos na privacdo de P (como CarPAP18) e
outros parecem ser indiferentes a questdo do P (como CarPAP12), o que mostra haver
variabilidade nessa questdo. Também os resultados apresentados servem para reafirmar a
necessidade da busca por plantas mais adaptadas as mais diversas condi¢des de cultivo.

Os programas de melhoramento genético de plantas necessitam de variabilidade
genética, objetivando alcancar plantas mais produtivas, resistentes a pragas e doencas
(visando o uso cada vez menor de produtos quimicos para 0 seu controle) e, atualmente,
almejam-se cultivos que gerem 0 menor impacto ao meio ambiente, uma vez que plantas mais
eficientes na aquisicdo de nutrientes minimizam a necessidade por fertilizantes. De acordo
com Tian e Liao (2015), quaisquer ganhos na nutricdo da cultura em P que possam surgir da
bem-sucedida super expressdo de PAPs secretadas ou intracelulares poderiam ser perdidos se
as culturas fossem cultivadas em solos ricos em fosforo inorganico (Pi). Portanto, deve-se ter
em mente que, em qualquer estratégia biotecnoldgica usada para manipular cultivos eficientes
em P, uma super expressdo estavel de proteinas PAP pode ser aumentada pela expressao
modificada da protease e/ou pelo arranjo de proteinas PAP resistentes a protease. Com este
trabalho verificou-se que a cultivar MGS Paraiso 2 € eficiente na producédo de fosfatase acida,
uma ferramenta importante para a planta obter esse nutriente do solo, servindo também como
fonte de variabilidade genética na obtencé@o de novas cultivares a partir de hibridacdes.

A cultivar MGS Paraiso 2 tem sido bastante aceita e cultivada por boa parte dos
produtores de café do Brasil, sobremaneira os cafeicultores da regido do Cerrado Mineiro,
caracterizando-se essa cultivar por ser altamente vigorosa, produtiva e com boa
adaptabilidade e estabilidade nas diferentes microrregies onde é cultivada, além de
apresentar uma predisposicdo a qualidade de bebida. Boa parte da area destinada ao cultivo de
café no Brasil caracteriza-se por apresentar solos acidos e com baixa fertilidade natural, onde
sucessivos aportes de fertilizantes sdo requeridos para a obtencdo de altas produtividades. A
cultivar MGS Paraiso 2, por meio dessa ferramenta (maior producéo de fosfatase acida), pode
ser usada visando-se utilizar menos fertilizantes fosfatados.

Outra possivel abordagem que este estudo corrobora é o fato de que as informacdes
sobre os genes relacionados as fosfatases acidas podem ser usadas futuramente como um
marcador molecular em programas de melhoramento genético e também na identificagdo de

cultivares, principalmente no que se refere a questbes de uso e de propriedade intelectual,
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assim como ja € utilizado em outras espécies, como séo 0s casos do milho e da soja. Hoje em
dia, no Brasil, as novas cultivares de cafeeiro séo registradas no Registro Nacional de
Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), com base
somente em descritores morfolégicos e agrondmicos, onde caracteres moleculares irdo
auxiliar na evolugdo dessa questdo. Num futuro bem préximo, um grande numero de
cultivares de Coffea arabica serdo propagadas por clonagem via embriogénese somatica ou
estaquia, visando a exploracdo do vigor hibrido da geracdo F1 e do menor tempo de obtencéo
da nova cultivar, quando comparada com o melhoramento convencional, uma vez que a
protecdo de cultivares é muito importante para os 6rgdos que fazem o melhoramento do
cafeeiro, como forma de obter royalties para a manutencdo do prdprio programa de

melhoramento.
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4 CONCLUSOES

a) ldentificou-se 29 genes da familia PAP no genoma de Coffea canephora;

b) Na cultivar MGS Paraiso 2 algumas PAPs foram mais expressadas sob privacao de
P (CarPAP3, CarPAP11 e CarPAP18) e outras foram indiferentes a questdo do P
(CarPAP12);

c) A expressdo génica de CarPAP18 e a atividade de fosfatase acida foi altamente

significativa na cultivar MGS Paraiso 2 sob privacdo de P.
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APENDICE A - TABELAS
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Tabela 1 - Resumo da analise de variancia da expressdo génica relativa de fosfatases acidas
purpuras (PAPs) de cultivares de cafeeiro arabica relacionados ao déficit de

fésforo.
QM s e significancia do teste F

FV GL CarPAP3 CarPAP11 CarPAP12 CarPAP18
Tratamentos 3 4,73" 1,97™ 0,41™ 1,99"
Erro 8 2,09 1,52 0,18 0,19
Total 11

CV (%) 67,37 63,31 44,11 30,57
Média 2,15 1,95 0,97 1,45

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns: ndo significativo.

Tabela 2 - Média da expressdo génica relativa de fosfatases acidas purpuras (PAPs) de
cultivares de cafeeiro arabica relacionados ao déficit de fosforo.

Tratamento CarPAP3 CarPAP11 CarPAP12 CarPAP18
Sarchimor MG 8840 - P 1,97 a 2,04 a 0,43 a 0,98b
Sarchimor MG 8840 + P 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 b
MGS Paraiso 2 - P 3,92 a 2,96 a 1,19a 2,66 a
MGS Paraiso 2 + P 1,69a 1,77 a 1,24 a 1,13 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de

probabilidade, pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
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APENDICE B — IMAGENS

Imagem 1 -Perfis das amostras de RNA submetidas a eletroforese em gel de agarose.
NUmeros representam 0s vasos a partir dos quais as amostras foram obtidas. As
duas bandas inferiores correspondentes as unidades de RNA ribossomal nitidas,
separadas e proporcionais, indicando a integridade do material genético.

12 552 40 59 19 31 51
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Imagem 2 - Géis de eletroforese com produto da PCR Housekeeping. C- - controle negativo;
C+ - controle positivo; nimeros representam 0s vasos a partir dos quais as
amostras foram obtidas.
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Imagem 3 - Géis de eletroforese com produto da PCR para confirmacao da conversdao do RNA
em cDNA. C- - controle negativo; C+ - controle positivo; nimeros representam 0s
vasos a partir dos quais as amostras foram obtidas.

——
——
——
—
—
——

11 12 19 20 31 32 40 52 60 39 51 59 C+

Imagem 4 - Imagem dos tratamentos (cultivares MGS Paraiso 2 e Sarchimor MG 8840 sem e
com adubacéo fosfatada).

MGS Paraiso 2 (-P) MGS Paraiso 2 (£F) Sarchimor MG 8840 (-P) Sarchimor MG 8840 (+P)
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