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RESUMO: A presenca de associacdes micorrizicas nas plantas é muito comum em condic@es naturais do solo. Apenas
algumas plantas, como exemplo as Brassicaceae, ndo apresentam associagdo. A maioria das outras plantas,
principalmente as de importancia econémica, como espécies florestais, culturas anuais e perenes formam associagdes
micorrizicas. O objetivo deste estudo foi avaliar a comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) presentes
no solo de cafezais com cultivar de Coffea Arabica L. coletados em propriedades localizadas em diferentes altitudes e
faces de exposicdo ao Sol pela técnica de sequenciamento de nova geracdo. Vinte e sete amostras compostas de solo de
C. ardbica foram coletadas de em 9 propriedades do Estado do Espirito Santo em diferentes altitudes e faces de
exposi¢do ao Sol. Trés locais foram amostrados em lavouras de Catuai Vermelho em cada propriedade, cada local foi
composto por 3 plantas e foram coletados solo em 5 pontos por planta. Estas foram transportadas no interior de sacos
plastico sobre gelo até o laboratério. O DNA gendémico das amostras compostas foi extraido utilizando o kit Nucleo
Spin Soil, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A regido ITS1 do DNA foi amplificada por PCR e o0s
produtos utilizados para montagem de biblioteca, os quais foram sequenciados na plataforma Illumina MiSeq 2x250pb.
Todas as analises foram realizadas utilizando os softwares R e Qiime, apds analises estatisticas observa-se que a a
riqueza e equitabilidade ndo diferenciaram entre si, ndo foi observada alteracdo significativa de riqueza, equitabilidade
ou diversidade em funcdo da altitude. Os FMAs foram encontrados em todas as altitudes e faces avaliadas mostrando
sua importancia para a cultura de Coffea arabica. A disponibilidade de P é um fator muito importante na diversidade de
FMAs no solo, quando maior disponibilidade de P na solucdo do solo menor serd a diversidade e a riqueza de FMAs.

PALAVRAS-CHAVE: microrganismo, diversidade, Coffea arabica

GLOMEROMYCOTA FUNGUS ANALYSIS IN COFFEE SOIL BY SEQUENCING

ABSTRACT: The presence of mycorrhizal associations in plants is very common under natural soil conditions. Only
some plants, such as Brassicaceae, have no association. Most other plants, especially those of economic importance,
such as forest species, annual and perennial crops form mycorrhizal associations. The objective of this study was to
evaluate the community of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) present in the soil of Coffea Arabica L. cultivar coffee
plantations collected in properties located at different altitudes and faces of sun exposure by the next generation
sequencing technique. Twenty-seven C. arabica soil samples were collected from 9 properties of the state of Espirito
Santo at different altitudes and sun exposure faces. Three sites were sampled on Catuai Vermelho crops on each
property, each site consisted of 3 plants and soil were collected at 5 points per plant. These were transported in plastic
bags on ice to the laboratory. Genomic DNA from the composite samples was extracted using the Nucleo Spin Soil kit
according to the manufacturer's recommendations. The ITS1 region of the DNA was PCR amplified and library
assembly products were sequenced on the Illumina MiSeq 2x250bp platform. All analyzes were performed using the R
and Qiime software, after statistical analysis it was observed that the richness and evenness did not differ from each
other, there was no significant change in richness, evenness or diversity as a function of altitude. The AMFs were found
at all altitudes and faces evaluated showing their importance for Coffea arabic culture. P availability is a very important
factor in AMF diversity in soil, when higher P availability in soil solution will be lower AMF diversity and richness.
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INTRODUCAO

O café foi introduzido no Brasil em 1727, e ao longo do tempo o pais se consolidou como um grande produtor de café
do tipo commodity. Entretanto, o consumidor vem trocando o café “commodity” pelo café fino ou “especial”. Com o

grande crescimento desse mercado com padrdes de qualidade elevada, torna-se essencial estudar formas de aumentar a
qualidade dos frutos do cafeeiro. Uma das formas é melhorar a qualidade das plantas de café através da utilizacdo dos
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Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS). As micorrizas arbusculares sdo associa¢des simbidticas entre fungos do filo
Glomeromycota e raizes da maioria das plantas vasculares. Os FMAs atuam como um complemento do sistema
radicular da planta hospedeira, capaz de aumentar a absor¢do de P e outros nutrientes, promover protecdo contra
patégenos e a estresse hidrico (Lynch e Ho, 2005; Colozzi Filho e Cardoso, 2000). Esta simbiose é particularmente
importante para o cafeeiro, porque este apresenta elevada dependéncia dos FMAs, na fase de producdo de mudas
(Siqueira & Colozzi Filho, 1986). Entretanto, as informag6es sobre a ocorréncia de FMAs em cafeeiros ndo-inoculados
mostram a predominancia de espécies indigenas de baixa eficiéncia simbidtica (Fernandes, 1987; Balota & Lopes,
1996a). Espécies selecionadas eficientes normalmente ndo ocorrem no campo (Lopes et al., 1983), e quando
introduzidas via inoculacdo, tém dificuldade de permanecer no agrossistema (Balota & Lopes, 1996b). Por meio do
manejo das culturas é possivel aumentar o potencial de in6culo natural do solo (Baltruschat & Dehne, 1988) e a
diversidade de espécies de FMAs, promovendo a sustentabilidade do agrossistema (Bethlenfalvay & Linderman, 1992).
A influéncia de fatores topogréaficos e quimicos do solo sobre a comunidade de FMASs ainda é pouco elucidada. Assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar a comunidade de fungos micorrizicos no solo de cafeeiro de amostras coletadas em
propriedades localizadas em diferentes altitudes (735 a 1078 m) e faces de exposicdo ao sol (Leste, oeste e sul) pela
técnica de sequenciamento de nova geracao.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos Laboratérios de AssociacBes Micorrizicas e Genética de Microrganismos do
Departamento de Microbiologia / Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (Bioagro), da Universidade
Federal de Vicosa — UFV, em Vicosa — Minas Gerais.

Amostragem

Vinte e sete amostras compostas de solo de C. arabica foram coletadas de em 9 propriedades do Estado do Espirito
Santo em diferentes altitudes e faces de exposicdo ao Sol (Figura 1). Trés locais foram amostrados em lavouras de
Catuai Vermelho em cada propriedade, cada local foi composto por 3 plantas e foram coletados solo em 5 pontos por
planta. Estas foram transportadas no interior de sacos plastico sobre gelo até o laborat6rio de Associa¢bes Micorrizicas -
UFV. Aproximadamente um 500 g de solo foram utilizados para extracdo do DNA total, utilizando o kit Nucleo Spin
Soil (Machereye-Nagel, GmbH & Co. KG, Germany), de acordo com as recomendagfes do fabricante. As amostras de
DNA total foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,8 %) corados com brometo de etidio e visualizagéo sob
luz UV, para verificagdo de bandas indicativas da presenca de DNA genémico do solo. A regido ITS1 do DNA foi
amplificada por PCR e os produtos da amplificacdo utilizados para montagem de biblioteca e sequenciamento na
plataforma Illumina MiSeq de ambas as fitas senso e antisenso (2x250 pb). As sequéncias foram submetidas a filtros de
qualidade utilizando o software QIIME 1.9.1, agrupadas em unidades taxondmicas de 97 % de similaridade usando
vsearch, anotadas utilizando o algoritmo blast do QIIME 1.9.1 e o banco de dados UNITE. As analises estatisticas e
graficos foram realizadas no R 3.5.1 (R Core Team 2018).

Propriedade Altitude Face de exposigdo ao sol
FA1 799.19 Leste
FA2 791.00 Leste
DB 907.69 Sul
FC 735.00 Oeste
LP 1078.08 Sul
FS 1052.17 Sul
LD 969.00 Sul
WT 1021.99 Sul
ST 870.24 Leste

Figura 1: Altitude e face e exposicdo ao Sol associadas a cada propriedade onde foram coletadas as amostras de solo e
raiz de Coffea arabica L.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram encontradas duas classes do filo Glomeromycota: Paraglomeromycetes e Glomeromycetes,e trés ordens:

Paraglomerales, Glomerales e GS24 (Figura 2). A ordem Paraglomerales foi encontrada somente na face leste (Figura
2).
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Oeste | Leste | Leste | Leste Sul Sul Sul Sul Sul

Reino Filo Classe Ordem 735.00[ 791.00[ 799.19] 870.24] 907.69] 969.00/1021.99[1052.17|1078.08
[Fungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 0 33 0f 0 0f 0f 0 0 0
IFungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 0 8 0f 0 0f 0) 0] 0 0
[Fungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 13 0 0f 0 2 0 0 0 0
IFungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 4 0 0f 0 0f 0) 0] 0 0
IFungi |Glomeromycota |Glomeromycetes Glomerales 4 0 0f 0 1 0) 0 0) 0
IFungi |Glomeromycota |Glomeromycetes Glomerales 32 3 0] 10 13 1 0) 12 2
Fungi |Glomeromycota [Glomeromycetes  |Glomerales 0 18 0 0 0 0 0 0 0
[Fungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 0 0 0f 0 0f v 0 0) 2
IFungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 0 0 0f 0 7 0) 0) 0 0
[Fungi |Glomeromycota [Glomeromycetes Glomerales 0 15 0f 13 0f 0) 0 0 0
IFungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes (GS24 0 7 0f 0 144 5 0 0 0
[Fungi |Glomeromycota |Paraglomeromycetes [GS24 0 8 9 33 0f 1 0 0 0
IFungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes [GS24 0 0 0f 0 6 0) 0 0 0
[Fungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes [GS24 0 0 0f 0 0f 3 0 0 0
IFungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes|GS24 0) 0 0f 0 50] O) 0 0 0
[Fungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes [GS524 0 77 19] 118 2 58 93 9 0
IFungi |Glomeromycota [Paraglomeromycetes [Paraglomerales 0 13 7 52 0f 0] 0] 0 0
[Fungi |Glomeromycota junidentified unidentified 0 0 0f 9 0f 0) 0 0 0
[Fungi |Glomeromycota junidentified unidentified 0) 0 0f 0] 0f 0] 0] 13 0
Figura 2: Diversidades de fungos presente nas analises do sequenciamento na plataforma Illumina MiSeq, das 9

propriedades estudadas. (FC- 735; FA2- 791; FA1-799.19; ST-870.24; DB-907.69; LD-969; WT-1021.99; FS-1052.17,
LP-1078.08).

A comunidade de FMAs mostrou a mesma equitabilidade e riqueza em todas as faces de exposi¢do ao Sol. Entretanto a
diversidade na face leste e na face sul foram, respectivamente, a maior e a menor. Solos da face sul tem uma menor
incidéncia de radiacdo solar, enquanto que solos da face leste e oeste, recebem, respectivamente, maiores quantidades
de radiacdo no periodo da manhd e da tarde (Chu et al. 2016). O nivel de radiacdo varia em fungéo da face de exposicéo
e interfere na umidade do solo, 0 que pode estar relacionado com as diferencas na diversidade de espécies de FMAs
observadas (Figura 3A), além de influenciar na qualidade final da bebida de café (de Assis Silva et al. 2016; Avelino et
al. 2005), logo deve-se atentar para a mesma na implantacdo de lavouras. N&o foi observada alteracdo significativa de
riqueza (p-valor = 0.18), equitabilidade (p-valor = 0.39) ou diversidade (p-valor = 0.19) em fun¢&o da altitude (Figura
3B). Resultado similar a este ja foi relatado previamente (De Beenhouwer et al. 2015), entretanto outros trabalhos
mostram que a altitude apresenta forte influéncia sobre a comunidade de FMAs (Jansa et al. 2014; Oehl et al. 2011).0s
resultados das correlagBes entre fatores edéaficos e indices bioldgicos (riqueza, equitabilidade e diversidade) mostram
correlaces significativas entre estas variaveis (Figura 4). Com aumento do pH, ocorre um aumento da equitabilidade da
comunidade de FMAs. O aumento da disponibilidade de foésforo no solo esteve diretamente correlacionado com
aumento da diversidade e abundancia de FMAs. O pH e a disponibilidade de P, Ca e Mg, tém sido amplamente citados
como importantes sobre a ocorréncia de FMAs, sua germinagdo no solo e colonizagdo de plantas (Siqueira et al., 1989;
1990). Entretanto, a determinacdo de correlagBes entre ocorréncia de FMAs e estes fatores é dificil. O que se observa
nos trabalhos de levantamento sdo tendéncias de ocorréncias de FMAs em fun¢do de algumas variaveis de solo.

Estudo anterior em cafezais na Etidpia (Muleta et al. 2007) mostrou uma relagdo positiva entre as contagens de esporos
de FMA e os géneros de FMA no solo de florestas cafeeiras e disponibilidade de P no solo. Surpreendentemente,
também estudos de marcadores moleculares focados em comunidades de FMA de solo ndo relataram efeitos negativos
do P na diversidade FMA (Jansa et al., 2014; Xiang et al., 2014), sendo conflitante com os resultados obtidos no qual
modelo estatistico indica que o conteldo de fosforo (P) no solo foi a Unica variavel que significativamente
correlacionado com a diversidade de FMA, onde a riqueza e a diversidade diminuiram significativamente com o
aumento de P (Figura 4), indicando que a disponibilidade de P é um fator diretamente relacionado com a diversidade de
FMAs no solo.
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Figura 3: Indices de riqueza (Chao'), equitabilidade (evenness) e diversidade (Simpson) de fungo do filo
glomeromycota presentes em solo de cafeeiro em diferentes faces de exposi¢do do solo (A) e altitudes (B). Faces
apresentando a mesma letra sobre o grafico ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskall-Wallis a 0.05.
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Figura 4: correlagBes entre variaveis quimicas do solo (linhas) e indices biolégicos (abundancia, riqueza,
equitabilidade e diversidade; colunas) de fungos do filo glomeromycota presentes em solo de cafeeiro.

CONCLUSOES

1 - Os FMAs estdo presentes em todas as altitudes e todas as faces avaliadas mostrando sua importancia para a cultura

de Coffea arabica.

2 - A disponibilidade de P é um fator muito importante na diversidade de FMASs no solo, quando maior disponibilidade

de P na solucéo do solo menor serd a diversidade e a riqueza de FMAs.
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