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RESUMO

A transformacdo da producdo agricola atual de forma sustentvel e produtiva se
caracteriza como um dos maiores desafios da atualidade. A transicdo de manejos convencionais
para aqueles mais sustentaveis é uma alternativa de transformacéo, na qual as plantas se tornam
mais dependentes das interacdes microbianas, constituindo-se um fator chave no controle da
produtividade e da qualidade nos ecossistemas agricolas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia do manejo de transicéo, da agricultura convencional para a agricultura organica,
sobre a diversidade de fungos do solo, em cultivo de citros. O experimento foi realizado na area
experimental de citros na Fazendo Santo Antonio do Lageado em Mogi Guagu-SP. O
delineamento utilizado foi em faixas contemplando dois tratamentos, manejo convencional
(MC) e manejo de transicdo (MT) com quatro anos de implantacédo, avaliados no periodo seco
e Umido, sob os parametros de nimero de unidades formadoras de col6nia (UFC), riqueza e
diversidade dos principais grupos de fungos, parametros micorrizicos e fisico-quimicos do solo.
Os dados individuais foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste t. A associacdo das variaveis microbioldgicas e fisico-quimicas do solo foi avaliada por
meio do coeficiente de correlacdo de Pearson, sendo ambos os testes a 5% de probabilidade.
Além disso, foi utilizada a analise de componentes principais para interpretacdo geral dos
dados. As contagens de UFC ndo apresentaram diferencas entre tratamentos nos periodos
avaliados, no entanto o MT demonstrou maior riqueza e diversidade de grupos fungicos no solo
em ambos os periodos. Foram identificados 11 taxons distintos, dentre eles Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Metarhizium spp., Paecilomyces spp., Penicillium spp., Phialophora spp.,
Neurospora spp., Trichoderma spp., Dematiaceos, Leveduras e Mucoromycotina. A frequéncia
fangica demonstrou predominancia de Paecilomyces spp. para 0 MC, com 45% de isolados
deste género, enquanto a distribuicdo do MT se mostrou mais equilibrada em termos de géneros.
Nos parametros micorrizicos, houve maior esporulacdo no MT para o periodo seco. As
correlacdes de Pearson indicaram que enxofre (S), aluminio (Al), capacidade de troca de cations
(CTC), temperatura e textura foram os parametros que mais apresentaram associa¢des com 0s
fungos avaliados. A analise de componentes principais, revelou distin¢do entre os tratamentos
e periodos. Perante os resultados obtidos sugere-se que a maior diversidade no MT expressa
maior estabilidade e eficiéncia na utilizacdo de recursos disponiveis, além de ser mais eficiente
na propagacao de fungos micorrizicos, por meio de esporos.

Palavras-chave: Fungos do solo. Diversidade. Manejo de transicéo. Citros.



ABSTRACT

The productive and sustainable changing of the current agricultural production is one of
the greatest challenges of our time. The transition from conventional agriculture to sustainable
models is an alternative, which plants become more dependent for microbial interactions. That
is a key factor for agricultural yield and quality in the ecosystems. The aim of this study was to
evaluate the effects of transition management, from conventional agriculture to organic
farming, on the soil fungal diversity in citrus cultivation. This experiment was performed in a
citrus orchard settled at the Santo Antonio do Lageado farm, in Mogi Guagu-SP. The design
was in strip with two treatments, conventional management (CM) and transition management
(TM). This assay has been conducted for four years and the present data refers to one year,
assessed at the dry and wet season. The amount of colony forming units (CFU), richness and
diversity of the major groups of fungi, mycorrhizal and physico-chemical parameters of the soil
were applied. The individual data were submitted to analysis of variance and the means were
compared by t test. The correlation of the soil microbiological and the physico-chemical
attributes were tested by the Pearson correlation coefficient, all of them under probability of
5%. The principal component analysis (PCA) was applied in order to get a general overview of
the data. The count UFC data showed no difference between treatments in the evaluated periods.
However, the TM showed greater richness and diversity of the soil fungi groups at the both
periods. We identified 11 distinct fungal taxa, including Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Metarhizium spp., Paecilomyces spp., Penicillium spp., Phialophora spp., Neurospora spp.,
Trichoderma spp., Dematiaceous, Yeasts and Mucoromycotina. The fungal frequency showed
predominance of the Paecilomyces spp. in the MC, with 45% among the all isolated genera. In
the TM the Paecilomyces spp. showed more balanced amount in terms of genera. There was a
higher mycorrhizal sporulation in the TM at the dry season. The Pearson's correlations indicated
that the sulfur (S), aluminum (Al), capacity of cation exchange (CEC), temperature and texture,
were those that most correlated with the fungi of this study. The principal component analysis
revealed distinction between treatments and season. By these results we suggest that higher
diversity of fungal groups in the TM point out higher stability and efficient use of the available
resources. In addition, the TM showed more efficient propagation of mycorrhizal fungi,
considering it higher amount of spores.

Keywords: Soil fungi. Diversity. Transition management. Citrus.
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1 INTRODUCAO

A producao de alimentos seguros e de qualidade para a crescente populacdo mundial,
aliada a um menor impacto ambiental e humano, séo os principais desafios que descortinam o
cenario global do século XXI. Préticas agricolas convencionais tém se mostrado insuficientes
e a transformacédo da producdo agricola atual de forma sustentavel e produtiva se caracteriza
como um dos maiores obstaculos da atualidade (HOFFMANN, 2013).

Dentre as culturas de destaque no Brasil encontra-se a citricultura, que apesar de ser a
mais produtiva do mundo (BRASIL, 2014), enfrenta grandes desafios fitossanitarios, o que tem
induzido os produtores a desistirem desta cultura. Neste sentido, o desenvolvimento de técnicas
agricolas que possibilitem a migracdo de modelos convencionais para aqueles mais sustentaveis
tem despertado interesse (CPMO, 2016), pois se apresenta como uma possibilidade de
transformacéo.

Uma nova proposta que se desponta em termos de modelo de producdo de alimentos é
a agricultura organica, sistema de cultivo onde sdo eliminados os agroquimicos e as praticas
que agridem o ecossistema.

Com a finalidade de propor novas solucdes para esses desafios, o Centro de Pesquisa
Mokiti Okada (CPMO) conduz um projeto de pesquisa que contempla o manejo de transi¢éo
agricola convencional para o sistema organico, utilizando uma variedade de citros como cultura
teste. Baseado nos principios da Agricultura Natural de Mokiti Okada, o0 CPMO estuda a
reducdo e/ou substituicdo gradativa de fertilizantes e agroguimicos, conjugados com manejo de
solo e matéria organica para que este consiga reassumir sua capacidade produtiva por meio da
evolucdo de suas propriedades naturais (OKADA, 2005). Nesta proposta de producéo agricola
as plantas se tornam mais dependentes das interacdes microbianas, fazendo com que o solo
assuma uma condicéo central.

Considerado um habitat dindmico, heterogéneo e complexo, o solo exibe uma das
maiores diversidades microbianas que se conhece, que associadas a fatores fisicos e quimicos
constituem um fator chave no controle da produtividade e da qualidade nos ecossistemas
agricolas (KENNEDY, 1999; MENDES et al., 2011).

Dos micro-organismos conhecidos pela atuacdo benéfica desempenhada nestes
sistemas, encontra-se os fungos que representam a maior parte da biomassa microbiana do solo.

Atuam em processos vitais como a ciclagem e disponibilizagédo de nutrientes, estabilizagéo das
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particulas de solo, promog&o do crescimento das plantas, controle de patdgenos e insetos praga
e degradacédo de moléculas quimicas (PFENNING, 2013). Esses micro-organismos também sdo
menos afetados pelas mudancgas climaticas, relacionadas a seca, quando comparados as
bactérias (DE VRIES et al., 2012), pois possuem maior capacidade em suportar distarbios
(PIMM, 1984).

Por isso, se bem manejados, os fungos exibem enorme potencial para contribuir com a
construcdo de um modelo mais sustentavel, com sistemas agricolas mais eficientes e otimizados
(ELLOUZE et al., 2014; LANGE, 2014). Entretanto, nosso entendimento sobre a diversidade,
funcionamento e interacdes ecoldgicas dos fungos com o solo e as plantas permanecem
parcialmente restritos, sobretudo em sistemas agricolas de transicdo (BEDINI et al., 2013).

Assim, entender a influéncia do manejo de transicdo, da agricultura convencional para
a agricultura organica, nas populacdes de fungos do solo, como proposto neste trabalho, é

primordial para o desenvolvimento de técnicas agricolas sustentaveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiversidade e Sustentabilidade nos ecossistemas agricolas

Biodiversidade pode ser definida como a interacdo entre diversidade genética, funcional
e taxonOmica e seu estudo possibilita determinar o funcionamento e estabilidade dos
ecossistemas terrestres, sendo de extrema importancia para o futuro da agricultura (MATOS;
SILVA; BERBARA, 1999).

A sustentabilidade, conceito central das discussdes sobre o destino do planeta e das
comunidades ecoldgicas que nele habitam, é definida como qualquer atividade que possa ser
reproduzida no futuro préximo, ou seja, suprir as necessidades atuais sem comprometer o futuro
das proximas geracdes (BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007).

Ecossistemas agricolas, ou agroecossistemas, sdo considerados reservatérios da
biodiversidade e o fator determinante para sua conservacdo dependera do tipo de manejo
empregado (ALTIERI; NICHOLLS, 1999).

Identificar tecnologias agricolas que possibilitem a conservacdo da biodiversidade,
aliada a uma produtividade satisfatoria, ndo é tarefa facil. Porém, se torna mais palpavel se
considerarmos que a diversidade microbiana é um fator que influencia a produtividade e a
qualidade nos ecossistemas agricolas (KENNEDY, 1999).

Altieri, Silva e Nicholls (2003) consideram a agricultura como a principal atividade de
impacto na biodiversidade, alcancando seu auge nas monoculturas, que utilizam produtos
quimicos constantemente. Mas, com a utilizacdo de praticas agricolas 0 manejo organico pode
ser tdo produtivo quanto o convencional, além de propiciar um balanco energético mais
favoravel, bem como a conservacdo do solo e da agua (ALTIERI, 2002). Ademais, manejos
agricolas que utilizem menos insumos podem promover sistemas de auto regulacdo e maior
biodiversidade (THIELE-BRUHN et al., 2012).

O conhecimento das interagdes entre diferentes sistemas agricolas e comunidades
microbianas do solo é essencial para 0 monitoramento, manejo e conservacdo desses
agroecossistemas (GOSS-SOUZA et al., 2016). A utilizacdo de indices e medidas de

diversidade biologica pode ser uma ferramenta Util para se alcancar esse objetivo.
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Neste sentido, a literatura apresenta vérias opgfes para medir a diversidade de
organismos em diferentes ecossistemas. Para os grupos fungicos os indices de Margalef (Dmg),
Shannon (H") e Simpson (D) sdo os mais comumente utilizados (PRADE et al., 2007).

O indice de Margalef (Dmg) expressa a riqueza de especies, considerando uma relagéo
linear entre 0 nUmero de espécies e 0 nimero total de individuos. O indice de Shannon (H")
expressa diversidade especifica e de dominancia, considerando que todas as espécies sao
representadas na amostra coletada, atribuindo maior peso a espécies raras. O indice de Simpson
(D) expressa dominancia, apresentando abundancia das espécies mais comuns (MAGURRAN,
2013; MATOS; SILVA; BERBARA, 1999). Ainda segundo 0s mesmos autores, a utilizacdo de
diferentes métodos para medir a diversidade, possibilita informac6es complementares e uma
avaliacdo mais ampla da estrutura da comunidade estudada, ja que nenhum indice € considerado

perfeito.

2.2 Os fungos e a importancia econdmica na agricultura

Apesar das doencas causadas por fungos representarem prejuizos anuais as lavouras,
eles sdo imprescindiveis para a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas. A relacdo com as
plantas e os limites entre fungos patdgenos, troficos e simbiontes vai depender das interacoes
entre hospedeiro e condi¢gbes ambientais (BEDENDO, 1995; PRIMAVESI, 1999),
apresentando inimeros beneficios em ecossistemas estaveis.

Dentre eles destaca-se a ciclagem e disponibilizacdo de nutrientes. A partir da
degradacdo de substratos complexos de origem vegetal, como celulose e seus derivados, além
de quitina e componentes recalcitrantes do solo, representam cerca de 90% da produtividade
primaria liquida na maioria dos ecossistemas terrestres (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
THORN; LYNCH, 2007).

Os fungos desempenham importante papel no biocontrole de doengas e pragas, atuando
sobre alvos de grande importancia econémica. Atualmente no mercado global, existem mais de
130 produtos comerciais para o controle bioldgico e os fungos constituem a base de 65% desses
produtos (BETTIOL et al., 2012). No manejo das doengas, podemos citar o fungo
leveduriforme S. cerevisiae no controle da queda prematura de frutos citricos (LOPES et al.,
2015) e o filamentoso Trichoderma utilizado para controlar diversas doencas causadas por
patégenos de solo e de parte area (CAVERO et al., 2015; MORANDI; BETTIOL, 2009;
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POMELLA,; RIBEIRO, 2009). Com relagdo ao manejo de pragas, ocorrem no Brasil, mais de
20 géneros de fungos entomopatogénicos descritos parasitando insetos de vérias ordens
(ALVES, 1998). Para a cultura do citros, o controle de algumas pragas como a cochonilha
(Orthezia praelonga), broca do citros (Diploschema rotundicolle), acaro da ferrugem
(Phyllocoptruta oleivora) e acaro rajado (Tetranychus urticae) pode ser realizada com os
produtos alternativos a base de fungos como Beauveria bassiana, Colletotrichum
gloesporioides, Metharhizium anisopliae e Hirsutella thompsonii (MICHEREFF FILHO;
FARIA; WRAIGHT, 2007).

Fungos filamentosos também controlam nematoides de solo, que ao atacar as culturas
prejudicam a produtividade. Eles sdo conhecidos como fungos nematéfagos e desenvolveram
diversos mecanismos para impedir o crescimento desses vermes, agindo por predacdo direta,
ou como parasitas endégenos, em ovos e cistos (WEBSTER; WEBER, 2007).

Além disso, uma pesquisa recentemente divulgada demonstrou que os fungos também
podem ter acdo herbicida. Por meio da liberagdo de toxinas, esses fungos, poderiam controlar
plantas espontaneas sem, no entanto, afetar a cultura principal (BARBOSA, 2015).

Outro grupo fungico de grande importancia agricola sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), conhecidos pelas associacdes simbidticas que desenvolvem com
praticamente todas as culturas tropicais. As plantas citricas em geral sdo altamente dependentes
dessa simbiose, que pode proporcionar melhoria dos aspectos nutricionais, protecdo da planta
contra patdgenos e metais pesados, maior tolerancia a estresses hidricos, aumento da
estabilidade dos agregados do solo (CARDOSO et al., 2010; CARRENHO et al., 2010) além
de fixacao de altas taxas de carbono no solo (CLEMMENSEN et al., 2013).

No aspecto nutricional os FMA sdo especialmente importantes em agroecossistemas
com baixo uso de insumos, sendo sua acdo mais significativa aos nutrientes de baixa mobilidade
no solo como o fosforo (P), zinco (Zn) e cobre (Cu). No entanto, varios trabalhos tém
demonstrado o efeito desses simbiontes na absor¢do de nitrogénio (N), potassio (K), além de
alguns micronutrientes (CARDOSO et al., 2010).

No que tange a protecdo da planta contra patdgenos, a interacdo fungo-planta pode ser
considerada como um meio de controle bioldgico, devido a eficiéncia de mecanismos
envolvidos que possibilitam maior resisténcia da planta contra o patdgeno, proveniente do

melhor desenvolvimento e nutricdo do hospedeiro (REIS et al., 2010).
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Com relacdo a estruturagdo fisica, os FMA tém efeito agregante a medida que crescem
dentre os poros e unem as particulas de solo (POWELL; KLIRONOMOS, 2007), sendo esse
efeito também observado em fungos filamentosos ndo simbiontes (PRIMAVESI, 1999;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Assim, em geral a atividade fangica influencia positivamente a estruturagdo do solo,
pois a medida que desenvolvem suas hifas, aproximam as particulas do solo dando estabilidade
aos macroagregados (BOSSUYT et al., 2001; TISDALL; OADES, 1982).

Outro fator importante que deve ser considerado na estruturacéo fisica, envolvendo os
FMA é a producao de glomalina. Esta glicoproteina atua na estabilizacdo dos agregados do solo
que, por consequéncia, protegem a proteina da decomposicao representando assim, um dreno
importante de carbono no solo (SINGH et al., 2013).

Além do mais, os fungos também estdo envolvidos nos processos de degradacéo de
pesticidas e apesar de alguns compostos quimicos transformados serem mais tdxicos que as
moléculas originais, outros sdo transformados até sua completa mineralizagdo. Isto ocorre por
meio de reacdes enzimaticas diversas e complexas e estdo associadas a géneros flngicos como
Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Glomerela, Mucor, Neurospora, Phanerochaete,
Rhizoctonia, Rhizopus e Trametes. (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os fungos também podem atuar na promocao de crescimento das plantas por meio de
mecanismos de fitoestimulacdo. Espécies de Trichoderma, por exemplo, tém demonstrado
resultados positivos em diversas culturas como feijdo, milho, tomate, pimenta entre outros,
apresentando incrementos no contetido de clorofila, altura das plantas, area foliar, massa seca,
além de maior emergéncia de plantulas (LOPEZ-BUCIO; PELAGIO-FLORES; HERRERA-
ESTRELLA, 2015; NEUMANN; LAING, 2006). Amprayn et al. (2012) verificaram aumento
na massa seca de raiz e maior mobilizacao de fosfato quando inocularam fungos leveduriformes
do género Candida em sementes de arroz.

E mais recentemente foi demonstrado que solos com maior biomassa flngica sdo mais
eficientes na retencéo de nutrientes, apresentando menores perdas de nitrogénio por lixiviagdo
(DE VRIES et al., 2011). Além disso, os fungos sdo menos afetados, quando comparados as
bactérias, por mudancas climaticas relacionadas a seca (DE VRIES et al., 2012) devido a maior

capacidade em suportar disturbios (PIMM, 1984).
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2.3 Agricultura: passado, presente e futuro

Desde o seu surgimento, ha aproximadamente 10 mil anos, a agricultura mudou para
sempre a relacdo do homem com a natureza, dando-lhe o poder de controlar a producdo de seu
proprio alimento (SANTILLI, 2009).

A partir de entdo, o mundo enfrentou vérias revolugdes agricolas que culminaram no
desenvolvimento de diferentes técnicas de cultivo. Entre as décadas de 70 e 90 do século XVIII,
a busca pela alta produtividade intensificou-se e o surgimento de novas descobertas cientificas
aumentou a adogéo de sistemas rotacionais de cultura com utilizacdo de adubacédo verde e
estercos animais para nutrigdo, além de extratos de plantas e caldas para o combate de pragas e
doencas, caracterizando este periodo como Primeira Revolucdo Agricola (MAZOYER,;
ROUDART, 2010).

Na década de 90 do século XIX intensas transformagdes abalaram o cenério agricola
mundial. A tecnologia cada vez mais presente e em crescente evolugao ditaram um novo padrao
de desenvolvimento agricola, culminando na Segunda Revolucdo Agricola. Caracterizou-se
pela substituicdo de insumos organicos por fertilizantes e pesticidas quimicos, sistemas
rotacionais por aqueles extensivos principalmente a monocultura e 0 uso de maquinarios
agricolas (SANTILLI, 2009).

No século XX, a partir da década de 60, com 0 avango das pesquisas na area da genética,
tem inicio a Revolucgdo Verde, considerada uma das vertentes da Segunda Revolucdo Agricola.
Possuia 0 objetivo de intensificar as monoculturas e a producdo estavel de alimentos, cuja
aplicacdo se fazia com a aquisicdo de pacotes tecnoldgicos aplicados para a maximizacao de
rendimentos em situagdes ecoldgicas distintas (MATQOS, 2011). Neste contexto, o solo foi visto
somente como receptaculo de plantas e apesar da producdo agricola mundial ter aumentado,
este conceito acarretou problemas como compactacdo, erosdo, perda da fertilidade e
biodiversidade dos solos, contamina¢do dos alimentos, consumidores, dgua e solo por nitratos
e agrotoxicos, além do aparecimento de pragas resistentes (BUENO, 2012).

Frente as drasticas mudangas nos sistemas de producdo, surgem métodos agricolas
alternativos, a chamada agricultura alternativa, que se op0e a adocao desses sistemas intensivos
e tem por objetivo a producdo de alimentos de qualidade, que respeitam 0 meio ambiente,

conservando o solo e &gua, valorizando 0 homem e seu trabalho. Fazem parte dessas vertentes



19

agricolas a Agricultura Biodinamica, Agricultura Organica, Agricultura Natural, Agroecologia,
Agricultura Bioldgica e Agricultura Ecolégica (MATOS, 2011).

Neste periodo também surgiram as primeiras preocupacdes com relacdo a conservacao
da biodiversidade, assim como os primeiros efeitos colaterais destes sistemas de producéo,
surgindo a necessidade de se produzir sustentavelmente (MARCATTO, 2014).

Atualmente, as maiores preocupacdes com relacdo ao sistema agricola mundial, giram
em torno de como produzir alimentos para uma populacdo em crescimento e contornar ao
mesmo tempo, as emissdes dos gases do efeito estufa e a perda da agrobiodiversidade.

Segundo relatério do Programa das NacGes Unidas para o0 Meio Ambiente (PNUMA) a
necessidade de producdo de alimentos para a crescente populagdo mundial resultou na
degradacéo e perda de 23% dos solos do planeta e se os atuais padrfes de uso da terra forem
mantidos, teremos 849 milhGes de hectares degradados até 2050, o que corresponde a area
continental do Brasil (UNEP, 2014).

Neste sentido, pautado nos conceitos da Agricultura Natural (OKADA, 2005), o Centro
de Pesquisa Mokiti Okada desenvolve pesquisas voltadas a producdo sustentavel de alimentos.
Dentre as propostas estd 0 manejo de transicdo da agricultura convencional para a organica, que
objetiva viabilizar a transicdo agricola de forma eficiente e produtiva, considerando que a
reducdo e/ou substituicdo gradativa de agroguimicos, aliada ao manejo de solo e matéria
organica, irdo resgatar a resiliéncia do solo por meio da evolugdo dos parametros quimicos,
fisicos e bioldgicos.

De maneira geral, manejos de transicdo agricola sdo aqueles que buscam a substituicao
de insumos e préticas ao longo de um periodo variavel, visando uma producdo de alimentos
com maior qualidade, aliada a conservacdo do ambiente e do préprio homem. No modelo de
substituicdo gradativa se busca maior estabilidade do sistema de producédo, sendo o periodo
necessario para restauracdo dos processos naturais do solo, visando minimizar os riscos e perdas
na producdo (ASSIS; ROMEIRO, 2007; TU et al., 2006).

A viabilidade e o efeito de manejos de transicdo tém sido estudados nos Ultimos anos
em diferentes tipos de solo. Karasawa et al. (2015) observaram maior disponibilidade de
nitrogénio no solo, acompanhada de maior produgéo de alface no terceiro ano de transi¢ao para
manejo organico, o que foi atribuido a melhora na atividade de varias enzimas do solo no Japéo.
Em solos tropicais do Brasil foi observado aumento gradativo na biomassa microbiana do solo

sob plantio de acerola com dois anos de implantagé&o do processo de transicdo (SANTOS et al.,
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2012). Porém, Sacco et al. (2015) ndo constataram melhora significativa na fertilidade do solo
e no potencial de mineralizagcdo de N em sistema de transi¢cdo para agricultura organica com
seis anos de duracdo, na Italia.

Ademais, manejos de transicdo agricola apresentaram aumento gradual na abundancia
de borboletas ao longo do periodo de transicdo e efeito imediato na riqueza desses organismos
e também em plantas (JONASON et al., 2011). Mudancas no numero, diversidade e na relagdo
de importancia entre as espécies de plantas espontaneas na cultura do café no Brasil
(FERREIRA et al., 2011). AlteracBes na comunidade de artrépodes, sugerindo que esses
sistemas podem conservar ou melhorar populag¢des de inimigos naturais com efeitos observados
imediatamente e a longo prazo (JABBOUR et al., 2015). Alteracbes em fungos
entomopatogénicos, com efeito do manejo observado em espaco temporal (JABBOUR;
BARBERCHECK, 2009).

Apesar dos estudos sobre o efeito dos manejos de transicdo agricola serem crescentes
em aspecto global, ndo ha indicios sobre essa préatica na diversidade de fungos em solos
tropicais, ainda mais em plantio de citros. Ainda que o Brasil seja 0 maior produtor de laranjas
do mundo, o setor citricola sofre atualmente com um declinio de producéo devido a fatores
fitossanitarios como o Huanglongbing—HBL ou greening e cancro citrico (CDA, 2016), o que

torna os estudos com essa cultura ainda mais aplicaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do manejo de transigéo, da agricultura
convencional para a agricultura organica, sobre a diversidade dos principais grupos de fungos

do solo, sob cultivo de citros.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a riqueza e diversidade dos grupos fungicos identificados;

Avaliar os fungos micorrizicos arbusculares por meio da porcentagem de colonizagéo
micorrizica, nimero de esporos viaveis e teor de proteina relacionado a glomalina facilmente
extraivel (EE-BRSP) no solo estudado;

Avaliar a associacdo dos taxons fungicos identificados com os parametros fisico-
quimicos do solo: argila, silte, areia, temperatura, umidade, potencial hidrogenionico (pH),
matéria organica (MO), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), aluminio (Al),
capacidade de troca de cations (CTC), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés
(Mn) e zinco (Zn).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area experimental

O presente trabalho foi realizado em um experimento em andamento conduzido pelo Centro
de Pesquisa Mokiti Okada (CPMOQ), iniciado em janeiro de 2011, em uma &rea comercial de
citros na Fazenda Santo Antonio do Lageado (22°08°49,4”S e 47°10°47,6”W), municipio de
Mogi Guacu, no estado de Sao Paulo (Figura 1).

O pomar de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) é da cultivar Westin, sobre porta
enxerto limoeiro Cravo (Citrus limonia L. Osbeck) e subenxertado em campo com citrumeleiro
Swingle (Citrus paradisi MACF x Poncirus trifoliata (L) RAF), implantado em 2007, sob um
Latossolo Vermelho amarelo, com clima tipo Cwa, mesotérmico, com verfes quentes e Umidos

e invernos secos.

Figura 1 — Vista aérea da area experimental de citros em Mogi-Guagu-SP.

Fonte: Google Maps, 22°08°49,4”S e 47°10°47,6”W (2015).
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4.2 Tratamentos e descri¢do de manejos

Os tratamentos foram instalados em uma quadra de 2,25 hectares cada, sendo 0s
seguintes: Manejo convencional (MC) e Manejo de transicdo (MT).

O manejo convencional (MC), recebe todos os tratos culturais convencionais realizados
pelo proprietario com utilizacdo intensiva de agroquimicos e fertilizantes (Figura 2A). O
manejo de transicdo (MT), recebe tratos culturais alternativos, com substituicdo gradativa de
agroguimicos e fertilizantes (Tabela 1) menos impactantes aos micro-organismos do solo
(Figura 2B). Assim, a proposta do MT é diminuir e/ou substituir a utilizacdo desses insumos
quimicos em 25% ao ano em relagdo ao MC. Portanto, desde o inicio do experimento em 2011,
foram realizadas trés reducbes. Essas ocorreram nas safras de 2012/2013, 2013/2014 e
2014/2015 e somaram 75% menos fertilizantes e insumos quimicos quando comparados ao
manejo convencional. Além disso, no MT desde a safra 2012/2013, houve a introducdo de um
condicionador de solo, o bokashi (Tabela 1). Este é produzido com farelos de origem vegetal,
indculo misto de fungos e bactérias capturados em area de protecao permanente da propriedade
em estudo e rizosfera das plantas citricas do MT, além de pré-bidticos que ap6s misturados sdo
submetidos ao processo de fermentacdo controlada. O bokashi tem a fungéo de bioestimular e
bioaumentar a comunidade microbiana do solo na area de cultivo estudada. Este processo
objetiva reestabelecer grupos microbianos com importantes fungfes no agroecossistema e

assim dar suporte ao processo de transicdo da area estudada.

Figura 2 — Vista do pomar experimental no manejo convencional (A) e manejo de transi¢éo (B).
2 A WY IS A Y,

Fonte: Arquivos CPMO (2015).
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Tabela 1 — Resumo dos insumos e operagdes realizadas no manejo convencional e no manejo

de transigéo ao longo do experimento.

Tratamentos

Manejo Convencional

Manejo de Transicao

Insumos / Operagdes

Adubacéo de solo e foliar

Cloreto de Potassio (60% K0)

Nitrato de Calcio + B (15,5% N;
19% Ca; 0,3% B)

Fertilizantes foliares (N, P, K +
micronutrientes)

Sulfato de Potassio (48% K20)
Bokashi (3% N; 1% P; 1% K)

Fertilizantes organicos

Controle fitossanitario

Inseticidas e acaricidas (diversos
grupos quimicos recomendados
para a cultura dos citros)

Fungicidas (diversos grupos
quimicos recomendados para a
cultura dos citros)

Controle de vegetacdo espontanea

Herbicidas nas linhas de citros

Roc¢o mecénico nas entrelinhas

300 kg.ha
1.200 kg.hat

20 L.hat

14 a 16 x.ano

14 a 16 x.ano™!

3a4 x.ano?

5 x.ano™*

Reducéo 25% ao ano
a partir de 2012

Substituicéo ao Cloreto de
Potassio

Condicionador biol6gico
Aplicacdes na entrelinha

Substituicdo por opcoes de
alta seletividade e introducéo
de controle bioldgico

Substituicdo por opcoes de
menor agressividade aos
FMA e introducdo de
controle bioldgico

Substituicdo pela rogadeira
de linha

Mantido

Fonte: Adaptado de Homma (2015).
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4.3 Pluviometria e temperatura

Os dados pluviométricos e as temperaturas medias mensais foram obtidos dos registros
do periodo referente a este trabalho, por meio de uma estacdo meteoroldgica instalada na

Fazenda Santo Antonio do Lageado (Figura 3).

Figura 3 — Total de pluviometria (mm) e médias de temperatura (°C) no periodo de marco de

2014 a marco de 2015, coletados na Fazenda Santo Antonio do Lageado.
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Fonte: Elaborado pela autora (2015).

4.4 Coletas de solo e raiz

As coletas de solo e raiz foram realizadas em dois periodos, 13 de agosto de 2014
(estacdo seca) e 26 de janeiro de 2015 (estacdo Umida). Estas ocorreram no periodo da manhg,
entre as 8:30 as 11:30 h e foram amostradas na profundidade de 00-15 cm, com o auxilio de
uma pa de jardim esterilizada com alcool 70%, antes e durante o processo de amostragem. Para
cada parcela foram coletadas, na rizosfera, quatro subamostras de solo em pontos equidistantes
(Norte, Sul, Leste e Oeste) a 40 cm do tronco das plantas, formando uma amostra composta
(Figura 4A e 4B). Assim, em cada tratamento e periodo foram coletadas cinco amostras de solo

e raiz, totalizando ao final do experimento vinte amostras de solo e vinte de raizes. Estas coletas
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ocorreram em plantas previamente demarcadas, sendo as mesmas visitadas em ambos o0s
periodos amostrados.

Posteriormente as coletas, as amostras de solo e raiz foram homogeneizadas e
acondicionadas em sacos plasticos identificados. Estes sacos foram fechados com eléstico e
papel toalha de forma a permitir a troca gasosa (Figura 5). Ap6s, foram colocadas em caixas de
isopor com gelo e conduzidas até o laboratorio de Microbiologia do Centro de Pesquisa Mokiti
Okada (CPMO).

Figura 4 — Coleta de solo rizosférico (A) e raiz de citros (B) na profundidade de 00-15 cm para

avaliacBes microbioldgicas e fisico-quimicas.

Fonte: Arquivos CPMO (2014).

Figura 5 — Amostras de solo acondicionadas em sacos plasticos fechados com elastico e papel

toalha de modo a permitir a troca gasosa.

Fonte: Arquivos CPMO, Betéania Roqueto (2016).
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4.5 Analise fisico-quimica do solo da area experimental

As andlises quimicas para determinacdo da fertilidade do solo, foram realizadas no
laboratdrio da Universidade Federal de Sao Carlos e analisadas conforme método de Raij et al.
(2001) (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlises quimicas de fertilidade do solo, nos periodos, seco (agosto de 2014) e
umido (janeiro de 2015) nos tratamentos, manejo convencional (MC) e manejo de transicéo

(MT) em pomar citrico.

Period pH MO P K Ca Mg Al CTC S B Cu Fe Mn Zn
oMo cact, g.dm® mg.dm® ------- mmolc.dm? -------  —eeeeeeev mg.dm3 -----------

Manejo Convencional
Seco 59 28,2 2364 4,6 459 23,7 05 94,4 16,6 1,2 22,0 49,9 115 11,4
Umido 6,0 308 2880 39 522 21,9 0,6 985 16,2 1,6 23,6 44,4 14,3 14,9

Manejo de Transi¢édo
Seco 6,0 31,6 2202 54 454 189 05 93,7 15,7 1,1 22,2 444 148 179
Umido 6,2 286 2208 5,1 498 20,8 0,5 94,8 136 1,2 21,8 41,0 17,9 16,5
Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Neste sentido, os niveis de fertilidade do solo para a cultura de citros foram considerados
altos (QUAGGIO; MATTOS JR; CANTARELLA, 2005) e se mostraram similares para ambos
0s manejos avaliados.

A anélise de granulometria para determinacdo da classe textural do solo, foi realizada
no laboratorio de Fisica do Centro de Pesquisa Mokiti Okada (CPMO), conforme método de
Embrapa (1997) (Tabela 3). Em funcdo da classe textural ser uma caracteristica de formacao
do solo, no qual o manejo agricola ndo é capaz de alterar, a analise foi realizada somente no

primeiro periodo de avaliagéo.
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Tabela 3 - VValor médio de granulometria do solo nos tratamentos, manejo convencional (MC)
e manejo de transicdo (MT), amostrado na profundidade de 0 a 15 cm, em agosto de 2014.

Tratamentos Argila Silte Areia
%

MC 24,0 12,3 63,7

MT 25,1 9,6 65,3

Fonte: Elaborado pela autora (2015).

Perante os resultados da analise granulométrica, o solo foi classificado como franco
argilo arenoso, segundo a definicdo do Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SANTOS
etal., 2013).

4.6 Temperatura e umidade do solo
A temperatura do solo foi mensurada no momento das coletas, em todos os pontos
amostrados. Para isso foi utilizado um termémetro digital, inserido ao solo na profundidade de

0-15 cm, sob a copa das plantas citricas (Figura 6).

Figura 6 — Mensuracgéo da temperatura do solo com termdmetro digital nos pontos amostrais.

-
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Fonte: Arquivos CPMO (2014).

A determinacdo da umidade do solo foi realizada em todas as amostras logo ap6s a

coleta, conforme Embrapa (1997). Uma aliquota de solo foi adicionada em latas de aluminio
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previamente pesadas e submetidas a estufa de secagem, a 105 °C por 24 horas. Apos, foram
novamente pesadas e submetidas ao célculo de umidade conforme equacao abaixo, sendo as

médias apresentadas na figura 7.

Massa imida (g) — Massa seca(g)

Umidade total = 100

Massa seca (g)

Figura 7 — Médias de temperatura (°C) e umidade (%) dos 5 pontos amostrais de coleta de solo,
no periodo seco (agosto de 2014) e umido (janeiro de 2015), coletados na linha de avaliacéo,
sob a copa das plantas citricas, na profundidade de 0-15 cm, nos tratamentos, manejo de

transicdo (MT) e manejo convencional (MC).
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Fonte: Elaborado pela autora (2015).
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4.7 Meios de cultivo e solugdes

Com o intuito de recuperar uma maior diversidade possivel, trés meios de cultivo foram
utilizados para isolamento dos fungos, sendo Batata Dextrose Agar (BDA), Agar Aveia (AA)
e Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Os meios BDA e AA foram escolhidos, pois o primeiro é
comumente utilizado para o isolamento de fungos e o segundo oferece condicGes propicias para
fungos de crescimento lento, o que ndo acontece com o meio BDA. E apesar de ambos terem o
amido como fonte de carbono, diferem na composicdo de outros nutrientes como magnésio,
fésforo, manganés e silicio. O meio SDA foi selecionado com o intuito de capturar fungos
leveduriformes e tem como fonte de carbono a dextrose.

Em relacdo ao preparo, todos 0os meios de cultivo tiveram o pH ajustado com hidréxido
de sddio (NaOH) 1 N ou acido cloridrico (HCI) 1 N conforme necessidade e foram esterilizados

em autoclave a 1 atm, por 15 minutos a 121 °C.

Batata Dextrose Agar (BDA)

Infuséo de batata desidratada 409
Dextrose 2009
Agar 15,0 g
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1000 mL

O pH do meio foi ajustado para 5,6.

Agar Aveia (AA)
Aveia em flocos 30,09
Agar 13,0 ¢
Agua destilada 1000 mL

A aveia em flocos foi fervida com &gua destilada por 1 hora e posteriormente filtrada

em gaze e algoddo, com o volume completado para 1000 mL e em seguida autoclavado.



Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

Dextrose
Neopeptona
Agar
Cloranfenicol

Agua destilada

O pH do meio foi ajustado para 7,0.

Solucéo Salina 0,85%

NaCl
Agua destilada

Solucéo de cloranfenicol

Cloranfenicol
Etanol 95 °GL

40,09
10,0 g
15,09
100 mg
1000 mL

8,549
1000 mL

100 mg
10 mL
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A solugéo foi preparada adicionando-se o cloranfenicol ao etanol, para que houvesse

total solubilizacdo. Esse procedimento foi realizado, pois o cloranfenicol é facilmente

solubilizado em etanol, o que ndo ocorre em agua e outros solventes.
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4.8 Isolamento e quantificacao de fungos

Para o isolamento de fungos uma aliquota de 10 g de solo homogeneizado foi adicionado
em tubos contendo 90 mL de solucéo salina (0,85%) esterilizada, em seguida foram agitadas
em mesa agitadora orbital por 15 minutos a 150 rpm. Apos agitacdo, as amostras foram diluidas
sucessivamente até a diluicdo de 107, quando em seguida 0,1 mL foi plagueada (Figura 8A)
segundo a técnica de semeadura em superficie (Spread-plate) em trés meios de cultivo distintos,
Batata Dextrose Agar (BDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Agar Aveia (AA) com adicio
de cloranfenicol na concentracdo de 100 pg/mL de meio. As amostras de cada parcela foram
plaqueadas em quintuplicata, sendo 25 placas por meio de cultivo, totalizando 75 placas por
tratamento. Ao término as placas foram incubadas invertidas, no escuro, em Biological Oxygen
Demand (BOD) a 26 °C durante sete dias (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Apds este periodo,
foi realizada a contagem das unidades formadoras de col6nia bem como o registro fotografico
(Figura 8B). Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nia e calculados
por grama de solo seco (UFC g* solo seco), conforme as normas para interpretacio e contagem
padrdo em placa (GAVIRIA, 1978).

Figura 8 — Plaqueamento de solo com dilui¢do seriada e semeadura em superficie (Spread-
plate) em trés meios de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA)

e Aveia Agar (A). Contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) de fungos do solo (B).

F3

Fonte: Arquivos CPMO (2015).
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4.8.1 Classificagéo e purificacdo das colénias

Apds contagem, as colbnias foram classificadas numericamente quanto a similaridade
e distincdo entre si. Aquelas com morfotipos similares receberam a mesma numeracao, ao
contrario daqueles morfotipos diferentes que receberam numeracéo crescente. Para auxiliar essa
classificacdo foi utilizada uma lupa, a fim de comparar as estruturas morfoldgicas, como
tamanho e aspecto da col6nia, coloracdo e presenca de pigmentos e exsudacdo no meio de
cultivo.

Apos classificacdo, as coldnias uniformes e representativas foram transferidas para
novas placas de meio de cultivo BDA para obtencéo de culturas puras. Essas permaneceram em
BOD a 26 °C por sete dias e ap0s crescimento foram armazenadas em geladeira a 4 °C até o

momento da identificacdo taxondmica.

4.8.2 Preservacao das colonias

Apds isolamento, as coldnias fangicas foram preservadas pelo método de Castellani, no
qual 5 discos de 5 mm de diametro, composto de meio s6lido com a col6nia do fungo crescida,
foram adicionados em tubos do tipo Falcon com 7 mL de agua deionizada autoclavada (Figura
9), sendo, em seguida, armazenados em geladeira a 4-10 °C (CASTELLANI, 1939). A
conservacdo foi realizada em duplicata e cada copia foi armazenada em diferentes
refrigeradores a fim de manter uma “copia de seguranca”. Além disso, foi realizada a
preservacao das coldnias em glicerol a baixa temperatura (-80 °C). Para isso, 0 micélio flngico
de cada coldnia foi raspado e transferido para um tubo Eppendorf contendo glicerol 10% (p/v)
como agente protetor. Em seguida os tubos foram incubados em refrigerador a -20 °C e

posteriormente a -80 °C.
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Figura 9 — Preservacdo das colénias fungicas pelo método de Castellani.

Fonte: Arquivos CPMO (2015).

4.8.3 ldentificacdo taxonémica

A identificacdo taxondmica das col6nias fangicas foi realizada mediante observacdes
macro e microscopica com o auxilio de estereomicroscopio (Figura 10) e preparacéo de laminas
com azul de lactofenol para visualizagdo em microscopia Optica (DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1993; SAMSON et al., 2010). Essa identificacdo permitiu separar os fungos em

grupos e géneros para realizacao das analises de diversidade.

Figura 10 — Observacdes macro e microscopicas de estruturas fangicas para classificacdo

taxondmica.

Fonte: Arquivos CPMO (2015). Crédito das imagens Valdionei Giassi e Amalia Busoni.
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4.8.4 Célculo da porcentagem dos isolados fungicos
A porcentagem dos isolados fangicos foi calculada segundo a formula abaixo:
NUmero de isolados por taxon

% = x 100

Numero total de isolados fungicos

4.8.5 Registro da pesquisa cientifica

A fim de cumprir a legislacdo de acesso ao patrimbnio genético, estabelecida pela
Medida Provisoria 2186-16/2001 (BRASIL, 2001), o projeto de pesquisa foi registrado na
Plataforma Carlos Chagas para autorizacdo de acesso e remessa do patriménio genético com
finalidade de pesquisa cientifica.

4.8.6 Analise da diversidade dos fungos

Para avaliar a diversidade fangica desenvolvida no cultivo in vitro, foi utilizado o
programa EstimateS (COLWELL, 2013), com os indices descritos em Magurran (2013):

indice de riqueza de Margalef (Dmg):
Dmg: (S-l) /InN

Onde S expressa 0 numero de tdxons obtidos e N o nimero total de individuos.

indice de diversidade de Shannon (H'):
H'=-Zpi In pi,

Onde pi € a proporc¢éo de individuos encontrados na “i-ésima” espécie.

indice de diversidade de Simpson inverso (D):
1/D= Zpi?

Onde pi € a proporc¢éo de individuos na “i-ésima” especie.
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4.9 Anélise dos fungos micorrizicos arbusculares

4.9.1 Porcentagem de colonizagdo micorrizica

No laboratério, 10 g de raizes foram separadas e lavadas em agua corrente, sendo
posteriormente conservadas em etanol 70%. Inicialmente, as raizes foram cortadas em segmentos
menores, acondicionadas em béquer e clarificadas em solucdo de hidroxido de potassio (KOH)
10%, em banho-maria a 90 °C por 30 minutos. Posteriormente, foram acidificadas em solucédo de
acido cloridrico (HCI) 10% e coradas em solugdo &cido acético 5% e tinta de caneta azul
(PHILLIPS; HAYMAN, 1970). A avaliacdo de porcentagem de coloniza¢do micorrizica, foi
realizada por meio da montagem de 10 ldminas contendo 10 fragmentos de 1 cm de raiz,
contabilizando presenca e auséncia de estrutura fangica com o auxilio de estereomicroscépio no
aumento de 40 vezes (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

4.9.2 Quantificacdo de esporos micorrizicos

A quantificacdo de esporos micorrizicos foi realizada pelo método de peneiramento
umido descrito por Gerdemann e Nicolson (1963), no qual 50 g de solo seco foram submetidos
a jatos de agua e agitacdo por cinco vezes para promover quebra de agregados e liberacdo dos
esporos. A suspensdo de solo foi peneirada em malhas de abertura de 710, 250, 106 e 44 um, na
ordem decrescente. O material retido na menor malha foi transferido para tubos Falcon de 15 mL
e centrifugado a 3.000 rpm por 3 minutos, numa sequéncia de 3 vezes sendo, na segunda vez,
adicionado ao sobrenadante o volume de 50% de sacarose 70% (JENKINS, 1964).
Posteriormente o sobrenadante obtido foi transferido para placa de Petri com canaletas e

visualizadas ao microscépio estereoscdpico para quantificacao.

4.9.3 Quantificacdo de proteina relacionada a glomalina facilmente extraivel

Para quantificagdo das fragbes de proteina relacionadas a glomalina facilmente
extraivel (EE-BRSP) presentes no solo, foi realizada extracdo segundo metodologia de Wright
e Upadhyaya (1998), na qual 1 g de solo foi misturado a 8 mL de citrato de sddio 20 mM, pH

7,0. Em seguida a mistura seguiu para a autoclave a 121 °C por 30 minutos. Ap0s extracao, o
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material foi centrifugado a 3.500 rpm por 30 minutos e o sobrenadante da amostra foi filtrado
e quantificado pelo método de Bradford (1976), com leitura no espectrofotdmetro a absorbancia
de 590 nm. Uma curva padrdo foi construida utilizando soro albumina bovina (BSA), para

calcular o valor da proteina.

4.10 Andlise estatistica

O delineamento utilizado foi em faixas, com dois tratamentos e cinco repeticdes,
representadas em parcelas com 8 plantas citricas de porte adulto, semelhantes entre si.

Inicialmente, os dados de UFC, isolados fungicos, coloniza¢do micorrizica, nimero de
esporos viaveis, EE-BRSP e parametros fisico-quimicos do solo, foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk ao nivel de 5% de significancia. Aqueles com distribuicéo
anormal foram transformados por Box-Cox (Parametros do periodo seco: Mg, argila, silte,
Penicillium spp., leveduras. Pardmetros de periodo umido: SDA, Mn, Paecilomyces spp.,
Penicillium spp., Fusarium spp., leveduras e Metarhizium spp.). Em seguida, foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e as médias, entre tratamentos, comparadas pelo teste t a 5%
de probabilidade por meio do programa estatistico Sistema de Analise de Variancia (SISVAR)
versdo 5.3 (FERREIRA, 2010).

Posteriormente, foi realizada a analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis
microbioldgicas e fisico-quimicas do solo ao nivel de significancia de 5%, por meio do
programa Paleontological Statistics (PAST) versdo 2.17c (HAMMER; HARPER; RYAN,
2001).

Além disso, foi realizada uma andlise multivariada de componentes principais (PCA),
por meio do programa PAST versdo 2.17¢c (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacéo de fungos do solo

O namero de UFC de fungos nao apresentou diferenca significativa entre tratamentos e
periodos avaliados, com uma populacdo minima e maxima de 6,2 e 8,6 x 10* g solo seco
(Tabela 4).

Tabela 4 — Tratamentos (Trat.) e médias de unidades formadoras de coldnia (UFC) de fungos
por grama de solo seco em diferentes meios de cultivo: Batata Dextrose Agar (BDA),
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) e Aveia Agar (AA) nos periodos, seco (agosto de 2014) e
umido (janeiro de 2015), nos tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo convencional

(MC) em pomar citrico.

Trat. BDA SDA AA
UFC x 10*g? solo

Seco Umido p-valor  Seco Umido p-valor  Seco Umido p-valor

MT 8,3 8,0 0,77 7,9 6,5 0,30 8,3 6,6 0,23
MC 8,1 7,6 0,72 8,6 6,2 0,23 8,1 6,8 0,39
p-valor 0,89 0,73 0,74 0,94 0,86 0,82

Fonte: Elaborado pela autora (2016).
Média de 5 repeti¢des, comparadas pelo teste t.

Os resultados concordam com aqueles encontrados em outras investigacfes, onde o
nimero de UFC de fungos esteve entre 10* e 10° g* solo seco (BRANDAO, 1992; GRANTINA
et al., 2011b), mostrando que o método foi adequado e satisfatério.

Apesar do numero de UFC entre tratamentos e periodos ndo terem apresentado
diferencas significativas neste estudo (Tabela 4), 0 manejo e a umidade sdo fatores que
influenciam diretamente as populacdes de fungos no solo (PFENNING, 2013).

Manejar plantas espontaneas com rogadeira ecoldgica nas linhas de citros, auxilia no
processo de retencdo da agua (AZEVEDO, 2013). Esse fendmeno, aliado a protecdo do solo
nas linhas pela projecéo da copa das laranjeiras, pode explicar a pequena variagao de umidade
entre os periodos analisados, que apesar de diferir estatisticamente (P<0,05), apresentou baixa
flutuacdo, com médias de 7,5% na estacdo seca e 10,3% na estacdo Umida (Figura 7), 0 que
explicaria em parte a igualdade de UFC nas diferentes estagdes. Por outro lado, a semelhanca
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das caracteristicas quimicas e de granulometria do solo entre tratamentos complementam a
explicagdo de igualdade entre UFC nos diferentes periodos, ja& que esses sdo fatores
conhecidamente influentes na microbiota do solo (THIES; GROSSMAN, 2006).

Estudos realizados durante um ano em diferentes regides do Brasil obtiveram resultados
distintos. Levantamentos de UFC de fungos realizados na caatinga brasileira ndo difeririam
entre os periodos seco e Umido, com indices pluviométricos variando entre 0 a 219 mm,
respectivamente (OLIVEIRA et al., 2013). Enquanto avaliagdes realizadas em monocultivo de
erva-mate na regido sul demonstraram maior nimero de UFC no verdo, periodo este que
corresponde as chuvas (BORGES et al., 2011). Apesar de Oliveira et al. (2013) ndo discutirem
a influéncia da umidade no nimero de UFC de fungos, foi demonstrado o efeito desta variavel
na composicdo de algumas espécies fungicas, que foram mais abundantes no periodo umido,
indicando mudancas qualitativas.

A fim de complementar a analise quantitativa foi realizada a identificacdo dos grupos
fangicos conforme a seguir (Tabela 5).

5.2 Identificacdo dos grupos de fungos do solo estudado
A caracterizacdo taxonémica revelou onze diferentes grupos. No periodo seco foram

identificados 9 taxons para ambos os tratamentos e no periodo Umido foram encontrados 11
taxons para o MT e 10 para o MC (Tabela 5).
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Tabela 5— Nimero de isolados fingicos, obtidos a partir de uma suspenséo de 10, identificados

por caracterizacdo morfoldgica, nos periodos, seco (agosto de 2014) e imido (janeiro de 2015)

nos tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo convencional (MC) em pomar citrico.

Tratamento Téxon Seco Umido Total
MT Aspergillus spp. 20 27 47
MC (ASP) 27 21 48
MT Fusarium spp. 4 16 20
MC (FUS) 7 23 30
MT Metarhizium spp. 49 7 56
MC (MET) 11 10 21
MT Paecilomyces spp. 92 109 201
MC (PAE) 160 172* 332*
MT Penicillium spp. 31 30* 61*
MC (PEN) 18 11 29
MT Phialophora spp. 0 5 5
MC (PHI) 0 10 10
MT Neurospora spp. 0 1 1
MC (NEU) 0 0 0
MT Trichoderma spp. 1 7 8
MC (TRI) 2 5 7
MT Dematiaceos 67 52 119
MC (DEM) 51 50 101
MT Le\I/_(iEd\ljras 57 99 156
MC ( ) 76 50 126
MT Mucoromycotina 14 16 30
MC (MUC) 21 13 34
MT 335 369 704
MC Total 373 365 738
Total 708 734 1442

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Média de 5 repetices comparadas pelo teste t. *Significativo a 5% de probabilidade.



41

Entre os géneros ndo presentes no periodo seco estdo Phialophora spp. (PHI) e
Neurospora spp. (NEU), porém foram identificados no periodo umido, sendo o primeiro (PHI)
presente em ambos os tratamentos e o segundo (NEU) presente apenas em MT. Com relacédo
aos outros fungos, todos foram encontrados em ambos os tratamentos e periodos (Tabela 5).

No periodo seco nenhum grupo diferiu estatisticamente entre os manejos (P<0,05).
Porém, no periodo Umido o género Paecilomyces spp. (PAE) foi mais expressivo no MC,
enquanto Penicillium spp. (PEN) apresentou maior populacdo no MT. Padrdo esse, que se
manteve também na avaliacdo do numero total de isolados por tratamento, independentemente
do periodo (Tabela 5). Assim em termos de taxons 0 MC apresentou maior nimero de isolados
do género Paecilomyces spp., enquanto o MT maior nimero de Penicillium spp.

Todos os fungos identificados sdo comuns habitantes do solo e podem ser encontrados
em areas de manejo agricola (DOMSCH; GAMS; ANDERSON, 1993; WEBSTER; WEBER,
2007) sendo alguns ligados a diversos servicos ecossistémicos de grande importancia
econdmica.

A presenca de Phialophora spp. e Neurospora spp. exclusivamente no periodo umido,
pode indicar a importancia da umidade para o desenvolvimento desses géneros (ARUNDEL et
al., 1986).

Sobre a diferenca significativa da populacéo de Paecilomyces spp., maior no MC, pode
estar associada as aplicacOes de agroquimicos realizadas na area, ja que este género apresenta
potencial para degradar herbicidas (MARTINEZ et al., 2008). A menor popula¢do no MT,
acompanha a reducdo em 75% de produtos quimicos. Assim, a aplicacdo de pesticidas no MC
pode ter servido como fonte de carbono necessaria a manutencao de sua populagdo no solo.
Coincidentemente essa é a época do ano com elevado nimero de aplicacdes de agroquimicos
no MC, principalmente fungicidas.

O fato de Penicillium spp. diferir significativamente no MT pode também estar
associada a reducdo de 75% de produtos quimicos, principalmente fungicidas que foram
eliminados a partir do segundo ano safra. Os fungicidas sdo conhecidamente utilizados para o
controle de Pencillium, que se apresenta como a principal ameaga em pds-colheita de citros
(FISCHER et al., 2011). No entanto, a manifestacdo da doenga dependera das préticas
empregadas na conducdo da cultura a campo e principalmente durante a colheita, transporte e
armazenamento (FISCHER et al., 2013). Assim, a maior populacao de Penicillium no MT, néo

significa maior incidéncia de doencas em pds-colheita, j& que eles estdo ligados a outras funcbes
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no solo. Dentre essas funcionalidades estdo a agregagéo do solo, mobilizacdo de fosfatos e
potassio (HUNGRIA; URQUIAGA, 1992; PRIMAVESI, 1999), acdo antagbnica a
fitopatégenos (GOMEZ; PIOLI; CONTI, 2007; GUIJARRO et al., 2008), promoc¢do de
crescimento vegetal por meio da producdo de acido indol acético (PALLU, 2010), até a
degradacédo de compostos recalcitrantes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Em referéncia aos outros grupos identificados sem diferenca entre tratamentos, vale
ressaltar que o género Metarhizium spp., importante entomopatégeno (ALVES, 1998), foi
inserido na area do MT no segundo ano safra do experimento, como inseticida bioldgico
visando o controle de moscas das frutas (Ceratitis spp., Anastrepha spp.), bicho furéo
(Ecdytolopha aurantiana), larva-minadora (Phyllocnistis citrella) e psilideo (Diaphorina citri).
Precisamente neste caso, houve utilizacdo do produto comercial a base desse fungo no periodo
de marco de 2014 (dados ndo demonstrados), o que esclarece o numero superior de isolados no

MT durante o periodo seco (Tabela 5).

5.3 Porcentagem dos grupos fungicos identificados

Para saber a proporcao que cada grupo ocupa nos diferentes periodos e na amostragem
total foi realizado o célculo de porcentagem dos grupos fungicos (Figuras 11, 12 e 13).

Figura 11 — Porcentagem dos grupos fungicos identificados por caracterizacdo taxonémica no
periodo seco, nos tratamentos, manejo de transi¢cdo (MT) e manejo convencional (MC) em

pomar citrico.

Asperqillus spp.

m Fusarium spp.

MT seco

17% .
Metarhizium spp.

m Paecilomyces spp.
Penicillium spp.
Trichoderma spp.

/ Dematiaceos

20% |,

m Leveduras

P ®m Mucoromycotina

9% |

0%

Fonte: Elaborado pela autora (2016).
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Figura 12 — Porcentagem dos grupos flngicos identificados por caracterizagdo taxondémica no
periodo Umido, nos tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo convencional (MC) em

pomar citrico.

MT _Umido MC_Umido Aspergillus spp.
B 7%

® Fusarium spp.

3% \%.l

= Metarhizium spp.
| .

m Neurospora spp.
m Paecilomyces spp.
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m Phialophora spp.
Trichoderma spp.

30% | l%:ll

— m Dematiaceos

m Leveduras

47% | .
2% | 8% | ® Mucoromycotina

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Figura 13 — Porcentagem dos grupos fungicos identificados por caracteriza¢do taxonémica para
ambos os periodos (total), nos tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo convencional

(MC) em pomar citrico.

MC total Aspergillus spp.
7% - 5% m Fusarium spp.

|

MT _total

= Metarhizium spp.

® Neurospora spp.
m Paecilomyces spp.
= Penicillium spp.

= Phialophora spp.
Trichoderma spp.

» Dematiaceos

m Leveduras

196 \o%

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

® Mucoromycotina

O isolados de Paecilomyces spp. (PAE) foram os mais frequentes em ambos os periodos
e tratamentos avaliados (Figura 11, 12 e 13). Em seguida estdo as leveduras (LEV) e
dematiaceos (DEM), exceto no periodo seco no MT, no qual os dematiaceos (DEM) aparecem

em segundo lugar (Figura 11).
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Diversos autores ao avaliarem a diversidade de fungos em diferentes sistemas agricolas
brasileiros, encontraram predominancia de fungos do género Aspergillus spp. e Penicillium spp.
(BORGES et al.,, 2011; COSTA; SOUZA-MOTTA; MALOSSO, 2012; COUTINHO;
CAVALCANTI; YANO-MELO, 2010; PINOTTI et al., 2011; RECH et al., 2013).
Chandrashekar et al. (2014), além dos géneros acima citados, verificaram predominéncia
também do género Mucor em campos de cultivo da india. Em outro estudo Fracetto et al. (2013)
encontraram predominancia de fungos do subfilo Mucoromycotina tanto em solos agricolas
quanto em areas florestadas da Amazonia. Dentre os fungos identificados por Grantina et al.
(2011a; 2011b) em diferentes manejos com seis anos de implantagéo, Penicillium foi o mais
abundante em manejo organico, enquanto a populacdo de Verticillium foi maior no manejo
convencional.

Apesar de Paecilomyces spp. ter sido encontrado em solos agricolas tropicais (PRADE
et al., 2007; BORGES et al., 2011) e temperados (GRANTINA et al., 2011a) sua populagdo é
de aproximadamente 10% em relagéo aos outros fungos encontrados. O que ndo foi observado
neste trabalho, ja que este foi o grupo fungico com maior porcentagem no solo
independentemente do periodo, sobretudo no MC (Figura 13). Esses fungos sdo extremamente
adaptaveis, termotolerantes e conseguem crescer em ambientes com pouco o0xigénio
(HOUBRAKEN et al., 2006), além de serem encontrados com maior frequéncia em regides
quentes (CARNEIRO, 1986).

Os grupos encontrados no MT apresentaram uma distribuicdo mais diversificada,
enguanto no MC praticamente metade dos fungos identificados pertencem a um Unico grupo,
os Paecilomyces spp. Segundo Costa; Souza-Motta; Malosso (2012) os tratos culturais
realizados em manejos convencionais selecionam grupos generalistas que predominam no
sistema. Enquanto isso, manejos de transi¢do agricola com dois anos de implantacdo foram
suficientes para alterar as propriedades bioldgicas do solo em climas tropicais (SANTOS et al.,
2012). Sendo que essa alteracéo pode refletir na melhoria de outros parametros associados como
disponibilizacéo de nutrientes, estabilizacdo dos agregados do solo e menor pressao de doengas

e pragas, podendo assim levar equilibrio ao sistema.
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5.4 Diversidade de fungos no solo

Observou-se maiores indices de riqueza e diversidade no MT, em ambos 0s periodos

avaliados (Tabela 6).

Tabela 6 — indice de riqueza de Margalef (Dmg) e indices de diversidade de Shannon (H') e
Simpson (D), avaliados nos periodos, seco (agosto de 2014) e imido (janeiro de 2015) nos

tratamentos manejo de transicdo (MT) e manejo convencional (MC) em pomar citrico.

Tratamento Periodo Dmg H' D

MT 1,38 1,85 5,56
Seco

MC 1,35 1,66 3,89

MT S 1,69 1,88 511
Umido

MC 1,52 1,75 3,85

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

O indice de Margalef (Dmg) que expressa riqueza, foi superior para 0 MT sobretudo no
periodo umido. Por meio deste indice é possivel observar maior diferenciagéo entre as amostras,
possibilitando comparacdes mais precisas para a riqueza das populacdes fangicas do solo, pois
este, procura compensar os efeitos da amostragem, considerando em seu calculo o nimero total
de individuos identificados (MAGURRAN, 2013). A maior diferenca atribuida ao periodo
umido demonstra o favorecimento deste fator nos processos biolégicos no solo (THIES;
GROSSMAN, 2006), especialmente no parametro qualitativo.

Quanto aos indices H' e D, independente do MT apresentar o mesmo nimero de UFC,
essas diferiram do MC na porcentagem e composicao de taxons, refletindo diretamente na
diversidade. A maior evidéncia disso foi demonstrada nos resultados obtidos com o indice D
(Tabela 6), que considera grupos mais dominantes na amostra e se apresenta como um dos
indices mais robustos e significativos disponiveis para esse fim (MAGURRAN, 2013).

A eliminacdo dos fungicidas e a reducdo dos demais produtos quimicos (Tabela 1),
associado a aplicacdo do bokashi, que contem celulas fungicas, foram, dentre outros fatores,
determinantes para a obtencdo desse resultado.

Segundo Prade (2007) as préaticas culturais dos agroecossistemas interferem na
distribuicdo quali-quantitativa dos fungos do solo tendo encontrado maior diversidade em
manejo agroecolégico em ambiente ripario consorciado com citros, quando comparado com

area reflorestada com uva-do-japdo (Hovenia dulces Thumb.). O mesmo resultado foi
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encontrado por Costa, Souza-Motta e Malosso (2012) quando compararam manejo
agroecologico com monocultivo convencional de mandioca, demonstrando redugdo na
diversidade de fungos no solo e favorecimento de espécies generalistas que predominam neste
sistema.

Na prética, sugere-se que o MT apresenta maior estabilidade e eficiéncia na utilizacdo
dos recursos disponiveis, pois a maior diversidade exerce um efeito tamp&o no solo contra
estresses ambientais e antrépicos assegurando que determinada funcdo seja executada por
outras espécies, a chamada redundancia funcional (MENDES et al., 2011).

Assim, a reducdo na comunidade bioldgica do solo e possivel extingao de espécies pode
causar dréastica perda de fungéo reduzindo a resiliéncia de sistemas agricolas. Por isso, os efeitos
de manejo devem considerar ndo somente o aumento da produtividade agricola, mas também o
efeitos na biota do solo ao longo do tempo (MOREIRA et al., 2013).

5.5 Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

O numero de esporos viaveis dos FMA diferiu estatisticamente (P<0,05) entre 0s

tratamentos no periodo seco, com maior esporulacdo no MT (Tabela 7).

Tabela 7 — Tratamentos (Trat.) e médias de coloniza¢do micorrizica em raizes finas (COL),
namero de esporos viaveis (ESP) e fracBes de proteina relacionadas a glomalina facilmente
extraivel (EE-BRSP), nos periodos, seco (agosto de 2014) e umido (janeiro de 2015) nos

tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo convencional (MC) em pomar citrico.

Trat. COL ESP EE-BRSP
% n° 50 g solo mg.g solo !
Seco Umido Seco Umido Seco Umido
MT 73,3 67,4 31,0 75,8 5,3 5,2
MC 70,5 60,5 22,0 82,4 55 5,0
p-valor 0,40 0,22 <0,01 0,53 0,08 0,51

Fonte: Elaborado pela autora (2015).
Média de 5 repeticOes, comparadas pelo teste t.

Dentre os parametros micorrizicos avaliados o nimero de esporos viaveis (ESP) foi a
variavel mais sensivel as alteracbes do manejo (Tabela 7). Carrenho et al. (2010) observaram

que esta constitui uma variavel muito vulneravel a mudancas em sistemas agricolas. Outros
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trabalhos realizados em manejo orgéanico de citros também demonstraram maior esporulacéo,
quando comparado ao manejo convencional (FRANCA; GOMES-DA-COSTA,; SILVEIRA,
2007; HOMMA et al., 2012), corroborando os resultados do presente ensaio.

Neste sentido, 0 MT demonstra maior eficiéncia na propagacao de in6culo no periodo
Seco, ja que os esporos constituem as principais unidades de sobrevivéncia dos FMA (MAIA,;
SILVA; GOTO, 2010). Ao final da condigéo de estresse, com 0 aumento da umidade em funcao
das chuvas, o niumero de esporos aumenta, porém sem diferenca entre tratamentos, o que
demonstra a forte influéncia desta variavel nos processos microbiolégicos do solo (THIES;
GROSSMAN, 2006).

A respeito das fragdes de EE-BRSP encontradas no solo, mais de 80% sdo provenientes
da decomposicdo de hifas e esporos e apenas uma pequena parcela liberada passivamente
(DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005). Assim, o maior teor de EE-BRSP no periodo seco no
MC (Tabela 7) poderia estar expressando esse fendmeno. Entretanto, menores teores de
proteina relacionadas a glomalina tém sido descritos em sistemas convencionais, quando
comparados aos organicos. Lee e Eom (2009) encontraram menores teores de glomalina em
solo com cultivo convencional, concluindo que as praticas agricolas afetam gravemente a
abundéncia e a estrutura de comunidade de FMA, tanto em diversidade quanto em
funcionalidade. Mesmo havendo evidéncias sobre praticas realizadas nos manejos
convencionais responsaveis por esses decréscimos, ndo existe clareza sobre quais fatores
especificos modulariam a producdo desta proteina no solo (PURIN; KLAUBERG FILHO,
2010).

Estudos de transicdo da agricultura convencional para a organica realizados em
agroecossistemas araveis do Mediterraneo indicaram que os FMA respondem positivamente ao
processo de transicdo, com crescente melhora na atividade micorrizica e aparente
independéncia da riqueza de espécies existentes (BEDINI et al., 2013). Os resultados
encontrados neste estudo reforcam as evidéncias de que manejos organicos influenciam, de
forma positiva, a disponibilidade de glomalina para as comunidades microbianas da area de
cultivo.

Na préatica, manejos de solo que propiciem aumento da colonizagdo micorrizica em
plantas podem contribuir para o uso mais eficiente da agua sob condi¢6es ambientais variaveis,
reduzindo também as emissfes de N.O e, portanto, os impactos ambientais das préaticas
agricolas (LAZCANO; BARRIOS-MASIAS; JACKSON, 2014).



48

5.6 Correlacdo dos atributos microbiologicos e fisico-quimicos do solo

Para um melhor entendimento da relacdo dos nutrientes nas populacdes fungicas do solo
foi realizada uma anélise de correlacdo entre as varidveis microbiologicas e fisico-quimicas do
solo nos dois periodos avaliados, para ambos os tratamentos separadamente (Tabela 8, 9,10 e
11). Esta separacao nas analises de correlacdo ocorreu em funcgéo da dissimilaridade de insumos
utilizados em cada tratamento, sendo portanto, mais coerente avaliar as correlacfes
isoladamente.
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Tabela 8 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre atributos microbioldgicos e fisico-quimicos do solo para 0 manejo de transi¢do (MT), na
estacdo seca (agosto de 2014).

ASP  FUS MET PAE PEN PHI NEU TRI DEM LEV MUC COL ESP EE-BRSP
MO - - - - - - - - - - - - - 0,988
Mg - - - - - - 0,999 - - - - - -
CTC - - - -
S - - - 0,937 - - - - - - - - - -
Fe - - - - - - - - - - - - - -0,968
Mn - -0,906 - - - - - - - - - - - -
Zn - - -
Umidade - - 0,921
Temperatura - - - -
Argila - - - -0,878 - - - - - - - - - -

Silte - - -0,988 - - - - - ; - ; ] ] ]
Fonte: Elaborado pela autora (2016). - = Coeficiente ndo significativo a uma probabilidade de 5%. Valores de r significativos a 5% de probabilidade.

Tabela 9 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre atributos microbioldgicos e fisico-quimicos do solo para 0 manejo de transigdo (MT), na
estacdo Umida (janeiro de 2015).

ASP FUS MET PAE PEN PHI NEU TRI DEM LEV MUC COL ESP EE-BRSP
P - - -0,891 - - - - - - - - - - -
Al 0,881 - - - - - - - - - - - - -
S - - - - - - - - - - - - 0,975 -
Mn - - - - - - -0,931 - - - - - - -0,934
Temperatura - - - - - - - - -0,951 - - - - -

Areia - - - - - - - - -0892 - - - - -
Fonte: Elaborado pela autora (2016). - = Coeficiente ndo significativo a uma probabilidade de 5%. Valores de r significativos a 5% de probabilidade.
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Tabela 10 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre atributos microbiol6gicos e fisico-quimicos do solo para 0 manejo convencional (MC), na
estacdo seca (agosto de 2014).

ASP FUS MET PAE PEN PHI NEU TRI DEM LEV MUC COL ESP EE-BRSP
K - - - - - - - 0,940 - -
Ca - - - - - - - - - 0,913 - - - -
Al - - - - - - - - -0,926 - - - -
CTC - - -
S 0,960 - - - - - - - - - 0,928 - 0,973 -
B - - 0,903 - 0,886 - - - - - - - - -
Zn - - - -0,913 - - - - - - - - - -
Temperatura - - - -0,900 - - - - - - - - - -
Argila -0,920 -
Areia - - - - - - - -0,910 - - - - -
Fonte: Elaborado pela autora (2016). - = Coeficiente ndo significativo a uma probabilidade de 5%. Valores de r significativos a 5% de probabilidade.

Tabela 11 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre atributos microbioldgicos e fisico-quimicos do solo para 0 manejo convencional (MC), na
estacdo Umida (janeiro de 2015).

ASP FUS MET PAE PEN PHI NEU TRI DEM LEV MUC COL ESP  EE-BRSP
MO - - - -0,906 - - - - - - - -0,942  -0,988 -
pH - 0,923 - - - - - - - - - - - -
Al - - - - -0,999 - - - - -0,933 - 0,901 - -
CTC - - - - 0,885 - - - - - - - - -
Temperatura - - -0,884 - - - - - - - - - -
Areia - - 0,886 - - - - - - - - - - -

Fonte: Elaborado pela autora (2016). - = Coeficiente ndo significativo a uma probabilidade de 5%. Valores de r significativos a 5% de probabilidade.
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Dentre os fatores fisico-quimicos com maior associacdo em ambos 0s manejos estdo o
enxofre (S), aluminio (Al), capacidade de troca de céations (CTC), temperatura, e 0S
componentes de textura do solo, principalmente areia. Outras associacdes foram verificadas
com matéria organica (MO), manganés (Mn) e zinco (Zn), enquanto com 0s parametros de
potencial hidrogenidnico (pH), fésforo (P), potéassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B),
ferro (Fe) ocorreram em correlagGes pontuais em apenas um periodo ou manejo isoladamente
(Tabelas 8, 9, 10 e 11).

Todas as correlacdes verificadas com S foram positivas, seja no MT (Tabelas 8 e 9) ou
no MC (Tabela 10). Apesar do enxofre também ter acdo fungicida conhecida (GARCIA, 1999;
ALBUQUERQUE; AZAMBUJA; LINS, 2008) constitui um elemento essencial que interfere
na densidade e atividade dos micro-organismos, ativos no processo de transformacao de enxofre
no solo (GARCIA JR, 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Czaban e Kobus (2000)
observaram mudangas qualitativas nas populagdes fungicas do solo que continham enxofre
elementar, com predominio de géneros com maior capacidade de oxidacao desse elemento. As
correlacdes observadas no MT com Paecilomyces spp. € no MC, Aspergillus spp. e
Mucoromycotina, coincidem com grupos flngicos ja descritos em literatura na oxidacao de S
elementar (GRAYSTON; NEVELL; WAINWRIGHT, 1986; LI et al., 2010). A esporulagéo
(ESP) de FMA, outro fator bioldgico que se correlacionou positivamente com S, pode estar
associado ao fato de que este € um elemento essencial na constituicdo de proteinas e
metabolismo celular de todos os seres vivos (GARCIA JR, 1992), tornando-se indispensavel
para a formacdo de propagulos micorrizicos com favorecimento do processo pré-simbiotico
(MAIA; SILVA; GOTO, 2010).

A influéncia do aluminio (Al) foi negativa para Penicillium e para leveduras no MC nos
dois periodos avaliados e positiva para colonizacdo micorrizica no periodo imido (Tabelas 10
e 11) e Aspergillus spp. no MT (Tabela 9). O Al possui acdo fungistatica para a maioria dos
fungos, sendo demonstrado efeito inibitério em leveduras Schizosaccharomyces pombe
(RANGEL, 2007) o que pode explicar as associagfes negativas observadas. A correlacdo
positiva do Al com Aspergillus spp. sugere que baixos teores desse elemento atuam de forma
positiva para este grupo de fungos. Silva et al. (2007) verificaram que A. niger catalisou o
processo de corrosdo de aluminio em meio aquoso cloreto, verificando grande liberacdo de
esporos no meio. Ainda que o Al afete os FMA, sobretudo a germinacdo de esporos

(CARDOSO et al., 2010), diferentes espécies apresentam tolerancia diferenciada ao elemento,
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com efeitos prejudiciais observados a campo somente em solos com elevada acidez (pH CacCl.
< 5,5), no qual o aluminio apresenta maior disponibilidade (LAMBAIS; CARDOSO, 1989).

As correlagdes negativas observadas com temperatura demonstram o quanto esse fator
pode influenciar negativamente os processos microbiologicos do solo. Paecilomyces spp., 0
grupo fangico mais abundante no MC, demonstrou associacdo nos dois periodos avaliados
(Tabelas 10 e 11). No MT as associag¢des foram observados entre os grupos Trichoderma spp.
e dematiaceos (Tabelas 8 e 9). Esse fator apresenta efeitos diversos na atividade microbiana do
solo variando conforme a taxa de tolerancia de cada organismo (THIES; GROSSMAN, 2006).
Além disso, a temperatura afeta as reacGes fisioldgicas das células microbianas e as
caracteristicas fisico quimicas do ambiente, levando a um efeito direto sobre 0s micro-
organismos, induzindo mudancas na composicdo microbiana. As atividades metabdlicas
microbianas, sdo 6timas a 28°C para os mesofilos, e sofrem decréscimo significativo em
temperaturas abaixo de 25° C e acima de 35°C (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Mesmo
estando em niveis adequados aos micro-organismos mesofilos, a temperatura observada pode
ter influenciado a atividade microbiana destes grupos negativamente, especialmente no periodo
seco (20 e 26 °C periodo seco e umido, respectivamente).

A anélise mostrou que a textura do solo exerceu influéncia negativa sobre os géneros
Metarhizium spp., Paecilomyces spp. e dematiaceos (Tabelas 8, 9, 10 e 11). Fatores
granulométricos do solo (argila, silte, areia) sdo conhecidos por influenciar a densidade e
atividade dos micro-organismos do solo, pois estdo fortemente ligados as capacidades de
retencdo de agua e nutrientes, troca entre cations e anions (THIES; GROSSMAN, 2006) e aos
processos de agregacdo do solo, por meio da formagdo de micro e macro poros, sendo este
ultimo, local de maior incidéncia de fungos (VORONEY, 2007; FREY, 2007). A conducividade
e a supressividade de solos a doencas € outro fator que envolve a contribuicdo da textura, pois
ja foi demonstrado que a incidéncia de Fusarium em repolho relaciona-se com a auséncia de
um argilo mineral no solo (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

Acredita-se que neste estudo, os teores de areia, silte e argila encontrados podem ter
limitado as populagdes fungicas no solo, com exce¢do de MET no MC que pareceu ter sido
beneficiado com os teores de areia.

As associacgdes envolvendo CTC foram negativas para 0 MT e positivas no MC. Este
parametro esta diretamente ligado a textura do solo, especialmente as fracdes de argila, pois

guanto menor as particulas do solo, maior a superficie de contato e consequentemente maior
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capacidade de retencdo de cations trocaveis, o que significa maior disponibilidade de K, Ca,
Mg (RAIJ, 2011). Este fato explicaria as associa¢des negativas no MT que apresentaram menor
CTC e maior teor de areia, sendo o inverso para 0 MC com maior CTC e menor teor de areia.
Assim, a menor CTC no MT mostra menor disponibilizacdo de K, Ca e Mg necessarios ao
crescimento microbiano (MORRIS; BLACKWOOD, 2007). Isso pode ser verificado com a
correlagéo positiva de Trichoderma spp. com Mg no MT.

Outras associacdes observadas foram com MO positiva no MT para EE-BRSP (Tabela
8) e negativa no MC para Paecilomyces spp. (PAE), colonizacdo (COL) e esporulacédo
micorrizica (ESP) (Tabela 11). A correlacéo positiva de MO com EE-BRSP j foi descrita por
outros autores (RILLIG et al., 2003; LIMA; SOARES; SOUZA, 2013) e demonstra a
contribuicdo dessa glicoproteina nos estoques de carbono organico do solo. Estudos mais
aprofundados indicam que o carbono da EE-BRSP representa 3 a 7% do carbono organico total
do solo (LOVELOCK et al., 2004). O fato da correlagdo entre essas variaveis ocorrer somente
no MT sugere 0 quanto as préaticas realizadas neste tratamento contribuiram para a resiliéncia
de processos primordiais a sustentabilidade do agroecossistema.

Enquanto isso, as correlacdes negativas no MC apontam que a MO esta impactando
negativamente a atividade dos fungos. Tal fato pode estar relacionado ao processo de adsorcéao
de agroquimicos em particulas minerais e organicas do solo. Solos com alto teor de MO
apresentam maior adsorcao de agroquimicos (MUSUMECI, 1992). Mesmo que a MO aumente
a populacdo microbiana e acelere o processo de biodegradacao, pode ocorrer a adsor¢do do
agroguimico nas particulas do solo interferindo nos processos de transformacdo dessas
moléculas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Assim, 0 acimulo dessas particulas no solo poderia
estar afetando a atividade de Paecilomyces spp. (PAE) e dos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), representados pela colonizacdo (COL) e esporulacdo micorrizica (ESP).

As correlacBes dos parametros microbioldégicos com Mn e Zn foram negativas para
ambos 0s manejos e periodos avaliados (Tabelas 8, 9 e 10). Apesar de alguns géneros fungicos
participarem do processo de oxidacdo biolégica do Mn, especialmente Cladosporium e
Fusarium e no caso do Zn, ser um dentre 0s outros micronutrientes, necessarios a vida
microbiana (HUNGRIA; URQUIAGA, 1992), sdo relatados em literatura no controle de
doencas bacterianas e fungicas. Datnoff, ElImer e Huber (2007) verificaram o efeito positivo da
aplicagdo de Mn em diversas culturas no controle da murcha de fusarium (Fusarium spp.). Pasin

et al. (2002) verificaram controle de fungos de pds colheita (Aspergillus, Fusarium e
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Cladosporium) em gréos de café ao aplicar Cu, Zn, Mn e B isoladamente, porém o resultado
ndo se manteve quando esses nutrientes foram aplicados em mistura. Neste sentido, Mn e Zn
poderiam influenciar negativamente as populacdes de Fusarium spp. (FUS), Mucoromycotina
(MUC) e Neurospora spp. (NEU) no MT e Paecilomyces spp. (PAE) no MC.

Os nutrientes avaliados neste trabalho foram aportados, principalmente no MC, por
meio da fertilizagdo mineral e conforme foi demonstrado alguns deles podem ter efeito maléfico
nas populagdes de fungos do solo. Os fertilizantes minerais de alta solubilidade podem a longo
prazo alterar a composicao e a diversidade de populacBes microbianas no solo de sistemas
agricolas (JANGID et al.,, 2008). A reducdo e substituicdo desses e outros insumos
acompanhada por um manejo integrado como 0 proposto neste trabalho, pode reestabelecer
grupos microbianos importantes ao funcionamento do agroecossistema (POSTMA-BLAAUW
etal., 2010).

Ademais, os pardmetros quimicos P, pH, K, Ca, Al, B, Cu e o fisico areia ndo
apresentam correlacdo significativa (P<0,05) com nenhum parametro microbioldgico, para o
MT no periodo de seca. Enquanto no periodo de chuva os parametros com correlacdo nula
foram MO, pH, K, Ca, Mg, CTC, B, Cu, Fe, Zn, umidade, argila e silte e portanto ndo sdo
apresentados na tabela 8 e 9, respectivamente.

Para 0 MC, dentre os parametros quimicos sem correlacdo estdo o P, MO, pH, Mg, Cu,
Fe, Mn e os fisicos umidade e silte no periodo de seca e P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn,
umidade, argila e silte no periodo de chuva e da mesma forma néo sdo apresentados nas tabelas
10 e 11.

5.7 Analise multivariada dos parametros estudados

A analise de componentes principais (PCA) demonstrou distin¢do entre 0s manejos e
periodos avaliados (Figura 14). Segundo Varella (2008) esta analise agrupa os individuos de
uma populacao segundo a variagéo de caracteristicas que o definem.

Assim, o componente 1 agrupa os tratamentos, manejo de transicdo (MT) e manejo
convencional (MC) e o componente 2 os periodos, seco (_S) e imido (_U). A partir dessa
analise verifica-se que a que a porcentagem de explicacdo atribuidos aos manejo é de 17,60 %
(componente 1), enquanto a porcentagem de explicacao atribuidos aos diferentes periodos é de

17,11 % (componente 2). Desse modo, 0s manejos e periodos contribuem de forma similar para
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a explicacdo dos dados, sendo ambos os fatores influentes nas populagdes de fungos do solo.
Segundo Ferreira (2011) valores considerados significativos para interpretacdo dessa analise
devem ser no minimo de 70%, pois uma alta porcentagem de explicacdo nos dois primeiros
componentes, traduz uma forte relacdo entre varidveis analisadas. A baixa porcentagem dos
componentes indica que existem outros fatores, além dos avaliados no presente ensaio, que
ajudariam a explicar a diferenciagdo entre os tratamentos, como por exemplo o conjunto de
acOes que integram cada manejo.

Em termos préticos, a segregacdo dos pontos que identificam os manejos demonstraram
que 4 anos de reducdes e substituicdes de produtos quimicos (fertilizantes ou defensivos),
aliados a bioestimulagéo da microbiota do solo, foram suficientes para alterar a dindmica dos

fungos no solo e suas funcdes associadas.
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Figura 14 — Analise de componentes principais (PCA) entre tratamentos, manejo de transi¢cdo (MT) e convencional (MC) e periodos avaliados,
seco(S) e imido (U) em pomar citrico.
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Fonte: Elaborado pela autora (2016). CP 1 = 17,60%; CP 2 =17,11%.
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6 CONSIDERACOES

O manejo de transi¢ao proporcionou maior riqueza e diversidade de grupos fungicos no
solo tanto no periodo seco quanto no periodo umido;

Diferencas na composicdo dos grupos fungicos entre tratamentos foram mais evidentes
no periodo Umido

A estrutura das populacGes fangicas foi influenciada pelo manejo de solo e pelas
condicdes climaticas;

A esporulacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) serviu como sensivel
indicador das mudancas ocasionadas no solo em fungédo dos manejos agricolas.

Fatores fisico-quimicos como enxofre (S), aluminio (Al), capacidade de troca de cations
(CTC) temperatura e textura foram os mais correlacionados com as populac6es de fungos do
solo;

Mediante os resultados das analises realizadas, conclui-se que o manejo de transicdo
traz beneficios a diversidade de fungos no solo sob plantio de citros, e por isso deve ser

incentivado.
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ANEXO A
Registro fotografico de colnias fungicas
Figura 15 - Frente e verso de Aspergillus spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.

Figura 16 - Frente e verso de Penicillium spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.

Figura 17 - Frente e verso de Metarhizium spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.
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Figura 18 - Frente e verso de Mucoromycotina em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.

Figura 19 - Frente e verso de Paecilomyces spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.

Figura 20 - Frente e verso de Trichoderma spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amalia Busoni e Antonio Perrussi Jr.
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Figura 21 - Frente e verso de Dematiaceo em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2015). Crédito das imagens Henrique Curi Penna.

Figura 22 — Frente e verso de levedura em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2014). Crédito das imagens Amaélia Busoni e Antonio Perrussi Jr.

Figura 23 — Frente e verso de Phialophora spp. em meio de cultivo BDA.

Fonte: Arquivos CPMO (2015). Crédito das imagens Henrique Curi Penna.



