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RESUMO

HEBERLE, Elaine dos Santos. Ocorréncia ¢ Estrutura de
Comunidades de Fungos Micorrizicos Arbusculares na Cultura da
Mandioca (Manihot esculenta Crantz) ap6s Cultivo de Plantas de
Cobertura. 2014. 70 p. Dissertacdo (Mestrado em Agroecossistemas —
Area: Agroecologia) — Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pds-graduacao em Agroecossistemas, 2014.

A mandioca ¢ uma importante fonte alimentar, especialmente
nos paises em desenvolvimento, por ser cultivada em pequenas
areas e em solos com baixa disponibilidade nutricional. Esta
espécie possui relagdo estreita com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), que ampliam a extensdo das raizes pela
projecao de suas hifas, o que favorece a absor¢ao de nutrientes
do solo. Na cultura da mandioca o preparo do solo afeta as
propriedades quimicas, fisicas, e biologicas do solo, além
disso, a utilizacdo de espécies diferentes de plantas de
cobertura influenciam as comunidades fungicas do solo. Além
disso, a morfologia da mandioca, suas raizes com grande
diametro, quanto a parte area que gera pouca cobertura de solo,
podem afetar negativamente a conservagdo do solo. Estas
caracteristicas interferem diretamente no estabelecimento e no
desenvolvimento da cultura, consequentemente afetando a
producao das raizes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia das plantas de cobertura na ocorréncia e estrutura de
comunidades de FMA e a contribui¢do destes para a cultura da
mandioca. Para isso foi conduzido na estacdo experimental da
EPAGRI no municipio de Urussanga-SC, um experimento a
campo com delineamento em blocos casualizados, constituido
de seis tratamentos e quatro repetigdes. Os tratamentos
correspondem ao cultivo das plantas de cobertura: Aveia
(Avena sativa L.), Ervilhaca (Vicia sativa L.) e Nabo forrageiro
(Raphanus sativus L.), e os consorcios (A+E e A+E+N) e
testemunha rocada a cada 15 dias. Apds 110 dias de cultivo das
plantas de cobertura, foi realizado o plantio da mandioca.
Amostras de solo foram coletadas no momento do plantio da



mandioca, e suas raizes coletadas aos 33 e 110 dias apos o
plantio. As avaliagdes compreenderam em quantificar o total
de esporos de FMA; potencial de inoculo micorrizico (NMP);
colonizagdo radicular da mandioca; estrutura de comunidades
de FMA por PCR-DGGE; P em tecido vegetal; estande e
rendimento. O tratamento com aveia apresentou aumento no
nimero de esporos em relacdo aos demais, ja o tratamento
A+E+N, apresentou o NMP seis vezes superior ao tratamento
com ervilhaca. A colonizagdo micorrizica da mandioca foi alta
nos 33 DAP, obtendo diferenca estatistica nos tratamentos com
Aveia e A+E. Na avaliagdo da estrutura de comunidades de
FMA em raizes de mandioca, pode-se observar um aumento da
similaridade dos tratamentos consorciados, e evidenciando
agrupamentos no tempo 33 e 110 DAP. Contudo, a estrutura de
comunidades de FMA no solo teve um comportamento
heterogéneo e ndo responsivo aos tratamentos. As variaveis,
estande, teor de P no tecido vegetal e rendimento nao
apresentaram diferencas entre os tratamentos de plantas de
cobertura. Embora os pardmetros de rendimento, estande e teor
de P no tecido vegetal, bem como a estrutura de comunidade de
FMA, ndo tenham apresentado diferengas entre os tratamentos,
outros parametros como potencial de inoculo e taxa de
colonizagdo de FMA, demonstraram resposta positiva das
plantas de cobertura no aumento da eficiéncia da simbiose de
FMA com raizes de mandioca. A variavel tempo foi a mais
relevante no aumento da similaridade da estrutura de
comunidades fungicas presentes nas raizes de mandioca,
evidenciando que um ciclo de cultivo das plantas de cobertura
no cultivo da mandioca, pode ndo ser suficiente para obter
resposta significativa nas varidveis P no tecido vegetal e no
rendimento da cultura.

Palavras-chave: cultura de cobertura, conservacao do solo,
simbiose, micorrizas, aveia, ervilhaca, nabo.



ABSTRACT

HEBERLE, Elaine dos Santos. Occurrence and structure of arbuscular
mycorrhizal fungi communities in the Culture of Cassava (Manihot
esculenta Crantz) after Growing Plant Coverage. 2014. 70 p.
Dissertagdo (Mestrado em Agroecossistemas — Area: Agroecologia) —
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-graduacao em
Agroecossistemas, 2014.

Cassava is an important food source, espcially in developing countries,
to be grown in small areas and in soils with low nutrient availability.
This species has a close relationship with mycorrhizal fungi (AMF),
which extend the length of the roots by the projection of their hyphae,
which favors the absorption of nutrients from the soil. In cassava soil
preparation affects the physical, chemical, and biological properties of
the soil, in addition, the use of different plant species cover influence
fungal communities of the soil. In addition, the morphology of cassava
roots with large diameter and shoots that generates little ground cover,
may adversely affect soil conservation. These characteristics directly
affect the establishment and development of culture, thus affecting the
production of roots. The objective of this study was to evaluate the
influence of cover crops on the occurrence and structure of AMF
communities and their contribution to the culture of cassava. For that
was conducted at the experimental station of the city of EPAGRI
Urussanga-SC, in a field experiment in a randomized blocks with six
treatments and four replications. The treatments correspond to the
cultivation of cover crops: oats (Avena sativa L.), vetch (Vicia sativa L.)
and forage turnip (Raphanus sativus L.), and consortia (A + Eand A+ E
+ N) and witness mowing every 15 days. After 110 days of cultivation
of cover crops, planting cassava was conducted. Soil samples were
collected at planting cassava and roots collected at 33 and 110 days after
planting. The evaluations to quantify the total AMF spore; mycorrhizal
inoculum potential (NMP); root colonization; structure of AMF
communities by PCR-DGGE; P in shoots; stands and yields. Treatment
with oats showed an increase in the number of spores in relation to
other, longer treatment A + E + N, NMP presented six times more than
the treatment vetch. The mycorrhizal colonization of cassava was high
at 33 DAP, giving a statistical difference in the treatments with oats and
A + E. In the evaluation of the structure of AMF communities in roots



of cassava, one can observe an increase in the similarity of intercropping
treatments and reveal clusters in time 33 and 110 DAP. However, the
structure of AMF communities in soil had a heterogeneous behavior and
not responsive to treatment. Variables, booth P concentration in shoots
and yield did not differ among treatments of cover crops. Although the
performance parameters, stand and P content in plant tissue, and the
structure of the FMA community, have not presented differences
between treatments, other parameters such as potential inoculum and
colonization rate of AMF, showed positive response of plants coverage
on increasing the efficiency of the symbiosis with AMF cassava roots.
The variable was the most important in increasing the similarity of the
structure of fungal communities present in cassava roots, showing that a
cycle of growing cover crops in cassava cultivation, may not be
sufficient to obtain a significant response in the tissue P variables
vegetable and crop yield.

Palavras-chave: cover crop, soil conservation, symbiosis,
mycorrhizae, oats, vetch, turnip.
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1. INTRODUCAO

A cultura da mandioca ou aipim ¢ muito difundida em todo o
territério nacional, dada pela caracteristica da cultura em adaptar-se as
condi¢des de variabilidade, tanto em solo quanto clima que o pais
dispde. Esta cultura estd fortemente vinculada a seguranca alimentar,
pois sua forma de consumo ¢ variada, sendo obtidos produtos a partir do
beneficiamento das farinhas, ou mesmo por meio do consumo das
raizes. Além disso, todas as partes da planta como folhas, talos e os
residuos de seu beneficiamento podem ser aproveitados para
alimentacdo animal, adubag¢io e controle de pragas (IBGE, 2010;
ALVES et al., 2009).

O cultivo da mandioca ¢ especialmente praticado por
comunidades tradicionais e apresenta grande importancia na
sobrevivéncia da populac¢do de baixa renda e de agricultores familiares,
ndo apenas na regido Centro-Sul do Brasil, mas em todo o pais. O uso
constante por essas comunidades pode ser influenciado, tanto pela forma
de propagacdo e multiplicagdo da planta, que apds cada cultivo ha a
disponibilidade do material propagativo para um novo plantio
(manivas), como pela rusticidade e adaptacdo da planta as variacdes
ambientais. O plantio dessa espécie € realizado a partir de manivas, ou
seja, segmentos caulinares plantados horizontalmente no periodo das
estagdes chuvosas (MATTOS et al., 2006). Essas manivas formam de
uma a 10 raizes tuberosas, com diferentes formas, comprimentos e cores
de pelicula, caracteristicas que diferem as variedades de mandioca
(CARVALHO & FUKUDA, 2006).

As folhas da mandioca apresentam dura¢do de um a dois meses,
dependendo da variedade e do clima. A morfologia das folhas, assim
como o espacamento e a queda durante periodo de dorméncia, acarretam
maior exposi¢do do solo as intempéries, o que aumenta os riscos de
erosio (CARVALHO & FUKUDA, 2006). Além disso, durante o
plantio e a colheita, ocorre o revolvimento do solo, propiciando erosdo
hidrica e perda da capacidade produtiva (FARIAS, 2000; SOUZA &
SOUZA, 2006).

Em estudo realizado por Margolis (1991), que comparou
diferentes sistemas de manejo no cultivo da mandioca, as perdas de solo
chegam a 49 Mg ha' ano”, enquanto que em estudo desenvolvido
(PRADO & NOBREGA, 2005), as perdas de solo foram superiores a 20
Mg ha™ ano™ no cultivo da mandioca.

Alternativamente, o uso de plantas de cobertura ¢ uma op¢ao que
contribui para a conservagdo do solo, tendo em vista a menor exposi¢ao
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do mesmo e consequentemente, menor riscos de erosdo e perdas de
nutrientes por lixiviagdo.

Para Derpsch et al., (1991) e Alvarenga et al., (2001), a utilizagéo
de plantas de cobertura ¢ uma alternativa importante de protecdo do
solo, uma vez que o protegem do impacto direto da chuva. Cruz (2006)
utilizou diferentes plantas de cobertura e avaliou a perda de solo,
concluindo que quanto maior a velocidade de cobertura menor a perda
de solo. Nesse estudo, com uso de Crotalaria juncea, a perda foi de 1.9
Mg ha™ ano™, enquanto que no solo exposto a perda foi de 7 Mg ha™
ano'. Dias (2012), encontrou resultados similares ao comparar plantas
de cobertura, observando que com o uso de leguminosa (Canavalia
ensiformis (L.) DC) a perda foi de 0,72 Mg ha” ano”, ¢ com solo
exposto a perda foi de 7,6 Mg ha™ ano™.

As plantas de cobertura, além de protegerem o solo,
desempenham importante papel na multiplicacdo de propagulos de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Esses microrganismos sao
biotroficos obrigatorios, os quais precisam estabelecer simbiose com
plantas para concluir seu ciclo de vida. Estes fungos também
desempenham papel importante na absor¢do de P de algumas
comunidades vegetais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A
caracteristica multiplicadora das plantas de cobertura surge como uma
alternativa no estabelecimento dessas comunidades de FMA para as
culturas em sucessdao (GOMIDE et al., 2009).

A colonizag@o micorrizica tem como principal efeito a ampliago
do volume de solo explorado. A capacidade das micorrizas em fazer
com que as plantas absorvam nutrientes como ja mencionado, estd na
sua morfologia. As hifas, sendo estruturas filamentosas, penetram nas
raizes e se estendem no solo, ocupando espagos ndo alcangados pelas
raizes da planta (MIRANDA, 1997; SIQUEIRA et al., 2010). Este
aspecto ¢ muito importante para espécies vegetais que apresentam
sistema radicular pouco desenvolvido, como a mandioca, ocasionando
uma elevada dependéncia desta cultura aos FMA (COLOZZI &
NOGUEIRA, 2007). Assim, qualquer alteragdo na dindmica da
populagdo destes fungos pode comprometer o estabelecimento da
simbiose e, consequentemente, reduzir a produtividade desta cultura
(MIRANDA & MIRANDA, 1997).

Esta problemadtica torna-se mais evidente a partir das praticas
culturais adotadas no cultivo da mandioca, como o sistema de preparo e
a adubagdo, e os quais afetam as propriedades quimicas, fisicas e
consequentemente, bioldgicas do solo. Estas alteragdes interferem
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diretamente no estabelecimento e no desenvolvimento da cultura, e
consequentemente na producdo e qualidade das raizes. Os
microrganismos estdo envolvidos em varios processos de transformagao
do solo, principalmente referente a cultivos organicos. Dentre esses
processos estdo a decomposi¢do e ressintese da matéria orgénica,
ciclagem de nutrientes, as transformagdes bioquimicas, fixacao
biolégica do nitrogénio, a agdo contra os patdogenos e a producdo de
substncias promotoras ou inibidoras de crescimento, entre outros
(AMBROSANO et al., 2005).

Os fatores da cultura da mandioca como a morfologia das raizes e
0 manejo, podem afetar a conservagdo do solo e o sistema de produgio.
A utilizacdo do manejo com principios agroecoldgicos e o cultivo
organico na cultura da mandioca, vem ganhando importancia, em que o
aporte de nutrientes considera a dindmica da matéria organica, adubagdo
verde, plantas de cobertura e a rotagcdo de culturas (DEVIDE, 2010;
CARVALHO & FUKUDA, 2006). Uma pesquisa que comparou
sistemas de cultivo orginico e convencional, constatou que a
intensificagdo do uso da terra, além de causar uma reducdo na
abundancia de esporos, afetou a diversidade de especies de FMA, onde
a abundéancia de espécies foi maior no sistema de cultivo orgénico
comparada ao convencional (OEHL et al., 2004).

Estudos que abordem a relagdo das plantas simbiontes com os
FMA, principalmente as agriculturaveis, como no caso da mandioca, sdo
indispensaveis. A aplicagdo de técnicas que avaliem o potencial de
inoculo (NMP), contagem de esporos, colonizagdo micorrizica, entre
outras sdo fundamentais para estimar as comunidades microbiologicas
de um solo (MOREIRA et al., 2010).

A utilizagdo de técnicas moleculares surgiu como um acréscimo
na avaliagdo do estudo de microrganismos. Essas técnicas permitem o
reconhecimento de elementos empregados no manejo do solo que
eventualmente interferem nas comunidades microbianas. Estas técnicas
ainda podem ser utilizadas para caracterizar ¢ detalhar a estrutura e
sucessdo de microrganismos em solos agricolas, até mesmo os
microrganismos ndo cultivaveis (SAYLER & LAYTON, 1990;
HUGENHOLTZ et al., 1998). Além disso, essas técnicas se tornam um
vantajoso instrumento para a obtencdo de perfis da comunidade
microbiana, visto que toda célula possui informagdo genética, e que
nessas células ocorre um elevado numero de copias daquela informagao
que ¢ estavel e apresenta regides conservadas, além de estar previamente
disponiveis, sem que o organismo tenha sido cultivado (HEAD;
SAUNDERS; PICKUP, 1998; SAYLER & LAYTON, 1990).
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Dentre as técnicas moleculares, uma ¢ a DGGE (electroforese em
gel de gradiente desnaturante), que ¢ utilizada como uma técnica
“fingerprinting” capaz de analisar o perfil da diversidade de uma
comunidade de microrganismos. Esta diversidade microbiana tem se
apresentado como um importante indicador da qualidade do solo. As
técnicas de biologia molecular permitem compreender singularmente e
de forma sensivel a diversidade estrutural e funcional dos
microrganismos no solo (ZILLI et al., 2003). Apesar destes beneficios,
sdo inexistentes trabalhos avaliando os sistemas de manejo na estrutura
de comunidade de FMA na cultura da mandioca.

Portanto, a finalidade desse trabalho é avaliar a influéncia das
plantas de cobertura, sobre a ocorréncia, colonizagdo e estrutura de
comunidades de FMA, bem como a influéncia destes sobre a nutrigdo
mineral e produgdo da mandioca em sistema de cultivo organico.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. A CULTURA DA MANDIOCA

A mandioca, aipim ou macaxeira como ¢ popularmente
conhecida, pertence a ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae, e
género Manihot, que possui 98 espécies, tendo como centro de origem a
América do Sul. Algumas espécies silvestres de mandioca,
popularmente chamadas de manigobas, serviram por muito tempo como
fonte de latex em regides como o nordeste do Brasil. Espécies de
mandioca tém sido utilizadas para forragens, confeccdo de cercas e
como alimento da fauna silvestre. Contudo, a principal espécie cultivada
para a alimentagdo humana em todo o mundo é a Manihot esculenta
Crantz, rica em carboidratos, servindo como excelente fonte alimentar,
principalmente em paises em desenvolvimento, sendo utilizada como
um dos principais alimentos de milhdes de pessoas (CARVALHO,
2006). A espécie pode ser cultivada em pequenas areas, com diferentes
caracteristicas climaticas e tipos de solo, e empregando-se baixo nivel
tecnologico (EMBRAPA, 2011).

A mandioca cultivada pode ainda ser classificada em mandioca
mansa (ou doce) e brava (ou amarga), denominagdo esta referente a
quantidade de glicosideos cianogénicos que a espécie possui. Estas
substancias sdo degradadas pela enzima linamarase, e a partir desta
reacdo ocorre a liberacdo do acido cianidrico — HCN (ALVES, 20006).
Os teores de HCN para considerar uma mandioca mansa (também
conhecida como de mesa) destinada para o consumo humano e de
animais, precisa estar abaixo de 100 mg kg'. Para teores acima deste
valor as mandiocas sdo consideradas bravas (ou amargas) e sdo
destinadas ao beneficiamento para producdo de farinhas e outros
derivados (EMBRAPA, 2008; ALVES, 2006).

Além do grande valor socioecondmico, a mandioca possui grande
importancia nutricional por ser uma planta nativa domesticada e que
ganhou espaco na alimentagdo de muitos grupos étnicos (SOUZA et al.,
2006; ALVES, 2009), principalmente dos colonizadores que, no estado
de Santa Catarina, é representado pelos pequenos produtores rurais
(OTSUBO, 2004). O cultivo da mandioca, por tratar-se de uma cultura
rustica que adapta-se a diferentes ambientes, ndo apresenta exigéncia
quanto ao uso intensivo de agroquimicos, € nem depende de sementes,
além da sua adaptacdo em locais com poucos recursos hidricos. Estas
caracteristicas ndo despertaram o interesse das vertentes da “agricultura
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moderna”, sendo esta cultura mais representada nos paises em
desenvolvimento (SOUZA et al., 2006).

A cultura da mandioca esta difundida em todo o mundo, sendo
que cada regido apresenta especificidade no processo de producao,
consumo e beneficiamento. O cultivo desta espécie ndo estd ligado
exclusivamente ao consumo familiar, muitas vezes faz parte da renda
familiar, com a produgdo de farinha, biscoitos e bolos. Além disso, sua
versatilidade despertou o interesse também da indlstria téxtil, de
celulose e alguns produtos farmacéuticos (LEONEL, 2005; SOUZA &
HARDT, 2002; NASSAR & ORTIZ, 2010).

A produgdo mundial da mandioca coloca o continente Africano
no primeiro lugar de producdo com 121,4 milhdes de Mg. Neste ranking
a Asia aparece em segundo lugar com 74,8 milhdes de Mg, ficando a
América do sul com 33,3 milhdes de Mg, sendo o Brasil o maior
produtor do continente com 24,5 milhdes de Mg (GROXKO, 2012;
FAO, 2010). A regido sul do Brasil, que compreende os estados de
Santa Catarina, Paranda e o Rio Grande do Sul, produziram até o
momento 5.588 Mg ha™ (22,85 % da produgdo nacional), 3.893 Mg ha™
(15,92%) e 1.177 Mg ha' (4,81%), respectivamente (IBGE, 2013).
Segundo dados do IBGE (2013), houve uma queda na produgdo
nacional e também nas dreas destinadas a esta cultura. O estado de Santa
Catarina também acompanhou esta queda, sendo estimada uma
produgdo 27 % menor que o ano de 2012.

A produgio do estado de Santa Catarina se destina
principalmente ao beneficiamento de farinhas, polvilhos, féculas, e para
alimentacdo animal. A queda das areas cultivadas e da produgdo da
mandioca no estado sofre influéncia de alguns fatores, como o clima
(estiagem na fase inicial da cultura), a escassez de mao de obra e a baixa
rentabilidade financeira para os pequenos produtores. A redugdo dessa
producdo, no decorrer dos anos, pode diminuir consideravelmente a
oferta e qualidade das manivas, dificultando a retomada do plantio
(CEPA, 2002; IBGE, 2013).

Contudo, com a preocupacdo na seguranga alimentar ¢ a busca
por alimentos saudaveis, fatores como a origem dos produtos
(caracteristicas étnicas) e sustentabilidade das atividades (questdo
ambiental e econdmica), projetou expectativas para o setor dos produtos
organicos e¢ de origem na agricultura familiar. A mandioca neste
momento ocupa o terceiro lugar entre as culturas basicas mais
importantes no mundo, complementando a alimentagdo da populacao.
Desta forma, os projetos que envolvem a importancia dessa raiz na
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alimentacdo, como fonte de nutrientes, e subsidio na renda para
pequenos produtores, sdo imprescindiveis (FAO, 2012).

Visando o menor impacto para o meio ambiente ¢ o melhor
rendimento da produgdo, o cultivo da mandioca ganhou atengdo da
vertente “organica”, apesar da pouca diferenca visivel em relagdo a
qualidade de raizes produzidas neste sistema comparado ao sistema
convencional. O cultivo organico, por ter como principios a producdo de
alimentos saudaveis (IN n° 46, de 06 de outubro de 2011 do MAPA),
preconiza a ndo utilizagdo de pesticidas, protecdo ao meio ambiente e a
justica social dos trabalhadores e consumidores, além de poder ser
rastreado e ter incremento do valor de venda do produto final (DEVIDE,
2010).

A produgdo organica tem como base a adogdo de artificios
ecologicos de menor impacto aos envolvidos no processo de producao,
utilizando-se dos recursos naturais como: manejo integrado de pragas,
simbiose com microrganismos, uso de adubac¢do com dejetos (suinos,
aves, bovino), rota¢do de culturas, plantas de cobertura e outros métodos
(SOUZA & SOUZA, 2006; MOREIRA et al., 2008). Nos processos
ecoldgicos como a ciclagem de nutrientes do solo, 0os microrganismos
tem participacdo essencial, e a utilizagdo da adubagdo organica ¢
significativa para atividade dos microrganismos do solo, dentre eles os
FMA (MARSHALL, 2000; NANNIPIERI et al., 2003; FERNANDES et
al., 2005). A adubacdo organica fornece substratos energéticos que
podem ser degradados pela microbiota edafica, aumentando as
atividades microbiologicas existente no solo (BETTIOL et al., 2002;
FERNANDES et al., 2005).

Alguns fatores morfologicos da cultura da mandioca tais como
sistema radicular pouco ramificado e baixa produgdo de biomassa,
podem afetar a conservagdo do solo e o sistema de produgéo. Portanto, o
manejo com principios ecoldogicos vem ganhando importancia, onde o
aporte de nutrientes deve ser baseado na dinamica e na manutencdo de
niveis elevados de matéria orgénica, adubacdo verde e rotagdo de
culturas, que elevam os niveis de nitrogénio e ciclam minerais de
camadas profundas do solo para a superficie, disponibilizando-os
(DEVIDE, 2010).

No sistema produtivo da cultura da mandioca tem sido
preconizado o manejo conservacionista, dado as caracteristicas da
cultura quanto a morfologia das suas raizes, caule ¢ folhas. As plantas
variam quanto a forma de reprodugdo; quando sexuada (sementes)
apresentam uma raiz primaria e profunda, e quando propagadas
assexuadamente (clones), as raizes se originam dos bordos da estaca
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(maniva), das cicatrizes de estipula e gemas. A morfologia das raizes
pode afetar a conservagao do solo. Durante o plantio e a colheita, ocorre
o revolvimento do solo, ocasionando erosdo hidrica e perda da
capacidade produtiva. Além disso, a cultura extrai e exporta grandes
quantidades de nutrientes, tudo que produz (raizes, folhas e manivas) ¢
retirado da 4rea e ndo € reincorporada como residuo, havendo a
necessidade de reposi¢do dos nutrientes exportados (FARIAS, 2000;
SOUZA & SOUZA, 2006). As folhas sdo deciduas durando até dois
meses, além de serem espacadas, o que acarreta uma exposi¢ao maior do
solo, expondo-o as intempéries, aumentando os riscos de erosdo
(CARVALHO & FUKUDA, 2006)

Embora o manejo conservacionista seja preconizado, esta forma
de cultivo ndo ¢ aplicada pela maioria dos produtores, pois a cultura ¢
produtiva mesmo em condi¢des adversas de solo e clima, sendo
produzida por populagdes desprovidas de recursos técnicos e
econdmicos. Isso ocasiona um aumento de area cultivada em solos
poucos produtivos com baixo teor de nutrientes e em areas de declive e
com déficit hidrico, ocasionando maior impacto aos recursos do solo
(SOUZA et al., 2006). Entretanto, ao apresentar esta adaptacdo em
condigdes adversas, sua produtividade ainda ¢ baixa, dada pela pouca
tecnologia investida, pouca exploracdo do seu potencial genético e seu
cultivo em locais com manejo inadequado (GOMES & SILVA, 2006).

Arismendi (2001), descreve os dois elementos mais limitantes
para a cultura da mandioca, o nitrogénio e o fosforo. Para obter um bom
rendimento, valores de N-P-K devem estar em torno de 80, 114 e 80
kg/ha respectivamente. Em solos de cultivo de mandioca com baixa
concentracdo de P, a produgdo pode ser afetada (SIEVERDING, 1991).

Para que a mandioca atinja alta produ¢@o € necessario considerar
no cultivo todo o perfil do solo e ndo somente a camada aravel, pois o
sistema radicular atinge camadas mais profundas, de aproximadamente
1 metro. Outra caracteristica para uma boa produgdo ¢ a adubacdo
adequada, tendo o fosforo com principal macronutriente (FARIAS,
2000). A mandioca por ndao absorver o fosforo do solo em grandes
quantidades, e normalmente ser cultivada em solos pobres em
nutrientes, torna-se mais exigente em adubacdo fosfatada (ALVES,
2003). Para que se tenha o manejo adequado dos solos atrelado a
rentabilidade de uma cultura, ¢ necessario que este manejo leve em
conta aspectos de classificacdo fisica, quimica, fisico-quimica,
mineraldgica e microbioldgica do solo (RAIJ, 2011).

Importancia das Plantas de Cobertura para a Cultura da Mandioca
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Diante da problematica ambiental e de produtividade do cultivo
da mandioca, a utilizacdo de plantas de cobertura tornar-se uma
alternativa importante, visto que seu uso mantém o solo protegido dos
impactos da chuva e raios solares, além de melhorar o ambiente para os
organismos edaficos que sdo importantes para a cadeia trofica e
ciclagem de nutrientes, influenciando as caracteristicas fisicas e
quimicas do solo (DERPSCH, 1991; RAIJ, 2011, ALVARENGA et al.,
2001).

Além dos beneficios para produtores, como mencionado no item
2.1, plantas de cobertura contribuem para a manutencdo da biota do
solo, sendo utilizado como substrato e abrigo para macro e
microrganismos, dos quais podemos destacar grupos envolvidos nos
processos  biogeoquimicos (BORGES, 2003). Comunidades de
organismos que habitam o solo realizam atividades imprescindiveis para
a manuten¢do e sobrevivéncia das comunidades vegetais e animais
(MOREIRA, 2002). Além disso, ocorre a incorporagdo de material
organico ao solo e também a ciclagem de nutrientes (EMBRAPA,
2002). As plantas de cobertura, além de protegerem o solo,
desempenham importante papel na multiplicacdo de propagulos de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (KARASAWA & TAKEBE,
2012).

A utilizagdo de plantas de cobertura surge como uma alternativa
menos impactante para o sistema de cultivo da mandioca. Apesar disso,
a escolha da cultura de cobertura mais adequada no cultivo de mandioca
precisa ser estudada, pois existem diferentes funcdes entre familias
botanicas comumente utilizadas para esta pratica, podendo afetar a
dindmica dos microrganismos como os fungos micorrizicos. Para uma
planta de cobertura satisfazer a exigéncia em relagdo a dindmica do
reaproveitamento do material vegetal, ou seja, ciclagem de nutrientes,
ela precisa ser facilmente estabelecida, ter crescimento acelerado, cobrir
o solo rapidamente, produzir boa quantidade de biomassa (fonte
importante de material orgénico), suportar ¢ ndo ser hospedeira de
doengas, ser facilmente eliminada quando exigido, e viavel
economicamente (LOPES & ALVES, 2006; AMADO et al., 2001,
SILVA et al., 2006).

Algumas plantas sdo consideradas enriquecedoras de nitrogénio,
principalmente as leguminosas ricas em compostos organicos
nitrogenados, como a Ervilhaca spp. Além disso, as leguminosas
apresentam uma rapida taxa de mineralizagdo, contrapondo as
gramineas que proporcionam grandes quantidades de residuos (palha) e
permanecem no solo por mais tempo (ALVARENGA et al., 2001;
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CHAVES, 2001). As leguminosas sdo essencialmente utilizadas como
plantas de cobertura, e comumente consorciadas, possuem
caracteristicas especificas como seu crescimento rapido, boa producao
de biomassa e sistema radicular ramificado e profundo tornando-as
fundamentais neste processo (CHAVES, 2001). O cultivo da mandioca
normalmente ocorre em solos pouco férteis e com baixo aporte em
nitrogénio, trazendo o uso de leguminosas como plantas de cobertura,
importante para a cultura (CALEGARI et al., 1993).

Além das consideraveis melhorias nos sistemas de produgdo, as
plantas de cobertura como as gramineas, melhoram a quantidade dos
compostos organicos dado pela relagdo C/N e maiores teores de lignina,
gerando efeitos a longo prazo, além de elevada capacidade de
perfilhamento (CHAVES, 2001; BORTOLUZZI, 2000). Devido a
caracteristica do sistema radicular volumoso e raizes finas, as gramineas
sdo normalmente usadas como multiplicadoras de FMA (GAIAD,
2000). As leguminosas e gramineas sdo as que exercem melhor o papel
de multiplicadoras dos FMA. Contudo, existem espécies vegetais nio
micotréficas, como as cruciferas, que sdo pouco eficientes como
simbionte. Com isso, a adog@o de determinadas espécies de plantas de
cobertura podem interferir na esporulagdo dos FMA no solo (GOMIDE
et al., 2009).

As plantas de cobertura sdo utilizadas solteiras ou em consorcio
entre gramineas, leguminosas e cruciferas. Porém o consorcio ¢
comumente  empregado  visando maximizar os  beneficios
proporcionados, caracterizado pela quantidade de fitomassa produzida,
pela caracteristica radicular das espécies, pela relagdo C/N do material
vegetal e seu manejo. Mesmo a relacdo C/N sendo inerente as espécies
vegetais, esta determina a velocidade de decomposicdo em particular,
onde temos as leguminosas e gramineas com decomposi¢do mais rapida
comparada as cruciferas (CHAVES, 2001; ALVARENGA et al., 2001;
DONEDA et al., 2012).

As cruciferas s@o largamente empregadas em rotagdes de cultura,
tendo o nabo forrageiro um dos principais representantes como planta de
cobertura. O mesmo possui rapida ciclagem de nutrientes, especialmente
o nitrogénio e o fosforo, boa cobertura do solo e producdo de biomassa
satisfatoria. Adicionalmente pode incorporar até 60 kg ha™ de N-Total
acumulado, quando comparado a Aveia, que em média chega a 30 kg ha”
' (CHAVES, 2001). Um determinante na dindmica dos microrganismos
¢ a presenca de material organico por servir de fonte de energia. Assim a



29

utilizacdo de plantas que gerem esse material se torna eficaz na
manutencao da microbiota do solo (CALEGARI et al., 1993).

2.2. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES:
CARACTERIZACAO E IMPORTANCIA PARA A CULTURA DA
MANDIOCA

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pertencentes a
classe dos Glomeromycetes, estdo presentes em grande numero nos
solos. Sua diversidade e a dindmica reprodutiva esta fortemente ligada a
heterogeneidade das comunidades vegetais. Estes glomeromicetos sdo
biotroficos obrigatdrios, e assim precisam estabelecer simbiose com
raizes de plantas combinantes para concluir o ciclo de vida. Neste ciclo
0 “microsimbionte” (fungo) torna-se dependente do “macrosimbionte”
(planta). Tal especialidade ¢ um atributo da evolugdo desta simbiose
(SOUZA et al., 2008). A alteracdo da dinamica desses FMA pode
comprometer a colonizagdo micorrizica da cultura em sucessdo,
podendo ocasionar a redugo da produtividade.

A relagdo de simbiose mutualistica entre FMA e plantas ¢
denominada micorriza arbusculare (MA) e ocorre com a maioria das
familias botanicas (SOUZA et al., 2008). Uma vez que a planta ¢
micorrizada, ela amplia a extensdo de suas raizes através da estrutura
propria desses fungos, as hifas, acarretando em um ‘“alongamento”
radicular e ampliando a faixa de alcance das raizes (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Esses FMA possuem micélio asseptado (cenocitico)
permitindo imediata movimentagdo citoplasmatica promovendo a
conducdo de nutrientes. Iniciam-se entdo diversas alteragdes
metabolicas, nas quais as plantas beneficiam-se dos fungos pela
absor¢do de nutrientes do solo, contribuindo para sua nutricdo e
adaptacdo. Ja os fungos, por sua vez, recebem das plantas energia para
sua manutengdo ¢ multiplicagdo (COLOZZI & NOGUEIRA, 2007,
MIRANDA, 1997; SOUZA et al., 2008).

A diversidade taxondmica dos FMA ¢ avaliada com coletas de
solos onde ¢ realizada a contagem e identificacdo direta dos esporos.
Porém, um ponto desfavoravel esta ligado a dindmica das espécies,
como a ndo esporulagdo na época da coleta, estando ainda associadas as
plantas simbiontes. Métodos que utilizam culturas “armadilhas” sdo uma
alternativa vantajosa para induzir a esporulacdo, e permite conferir a
atividade da comunidade dos FMA. Esta capacidade de colonizar pode
ser aferida com técnicas como a do Numero Mais Provavel (NMP)
(BAGYARAIJ & STURMER, 2010).
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A identificacdo de espécies de FMA ¢ feita, por exemplo, através
de estruturas subcelulares e pelas caracteristicas morfologicas dos
esporos (BAGYARAJ & STURMER, 2010). Essa identificagio
considera algumas caracteristicas, como parede do esporo, parede
germinativa e estrutura de germinac¢do. Contudo, pelas dificuldades em
se estabelecer um sistema taxondmico, ¢ ainda pela diversidade de
organismos muitas vezes dificultando a sua identificagdo, tem-se
recorrido & andlises moleculares utilizando técnicas de sequenciamento
do material genético para a sua identificacdo (MOREIRA et al., 2008).

A diversidade e a estrutura das comunidades de FMA presentes
no solo sdo influenciadas pelas plantas simbidnticas (GOMIDE et al.,
2009), podendo haver uma pressdo de selecdo destas sobre os FMA em
funcdo dos varios mecanismos bioquimicos de reconhecimento entre os
organismos envolvidos, que conferem certo grau de especificidade a
esse tipo de simbiose (VANDENKOORNHUYSE et al., 2003).

Os avangos nos estudos na area de biologia molecular possibilita
a identifica¢do da estruturas de comunidades presentes nos ambientes.
Algumas técnicas como a PCR (Rea¢do da polimerase em cadeia) e a
DGGE (electroforese em gel de gradiente desnaturante) utilizam a
informagdo genética dos organismos, e através da amplificacdo,
replicacdo e posterior separacdo das bases ja amplificadas, sdo capazes
de proporcionar uma avaliagdo das comunidades de microrganismos
especificos (ZILLI et al., 2003; MUYZER & SMALLA4, 1998).

As técnicas utilizam certas regides do DNA, sendo estas
compostas por fragmentos conservados e especificos, permitindo a
avaliacdo de diferentes estruturas de comunidades e niveis taxon6micos
utilizando primers caracteristicos (LARENA et al., 1999; MITCHELL
& ZUCCARO, 2006). A principal finalidade da PCR ¢ produzir uma
quantidade consideravel de um segmento do DNA, e é necessario seguir
algumas etapas como: extragdo do DNA; escolha do segmento através
de primers especificos; amplificacdo e leitura do produto amplificado
(FUNGARO, 2000). A técnica de DGGE permite a separagdo dos
produtos de PCR, as fitas de DNA (amplicons), de acordo com as
sequencias de pares de bases. Tal separagdo ¢ possivel tendo como base
as ligagdes dos nucleotideos adenina (A) e timina (T), e a ligag@o entre
citosina (C) e guanina (G), com duas e trés pontes de hidrogénio,
respectivamente (ABOIM et al., 2004; ARAUIJO, 2010).

A utilizagdo dessas técnicas no estudo de microrganismos é muito
vantajosa, pois através delas é possivel estabelecer perfis genéticos de
comunidade de microrganismos, através da separacdo das sequéncias
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das bases dos fragmentos amplificados, o que permite uma avaliagdo
espacial e temporal da comunidade de microrganismos no ambiente
(ZILLI et al., 2003; FUNGARO, 2000). Avio et al. (2013), avaliaram as
comunidades de FMA em solo e raiz (alfafa e milho), submetidos a dois
sistemas de preparo do solo (plantio direto e convencional), que
receberam adubacdo de N. Os resultados de PCR ¢ DGGE mostraram
que a comunidade de FMA foi afetada pela adubagio e pelo sistema de
manejo, tanto no solo quanto nas raizes das plantas analisadas. Esses
estudos podem ajudar na estratégias de manejo agricola, e na otimizacao
da relagdo entre culturas ¢ simbiontes de FMA.

As comunidades vegetais apresentam relacdo direta com FMA,
atuando como multiplicadoras. Entretanto, esta relacdo ¢ variavel entre a
espécie vegetal e alguns grupos de fungos micorrizicos, apresentando
respostas diferentes para a cultura em sucessao. Ocorre uma relagdo de
dependéncia entre fungo e planta (HEIJDEN et al., 1998), fatores
determinantes como a existéncia de plantas ndo micotroficas como, por
exemplo, o nabo forrageiro, afeta diretamente comunidades de FMA
(GOMIDE et al., 2009), e ainda pode reduzir o nimero de propagulos de
FMA, e comprometer a produgdo de culturas em sucessao.

Alguns fatores a se considerar quanto a relacdo entre plantas,
comunidades e diversidade de FMA, sdo a variagdo espacial, a idade, o
tempo de cultivo, as plantas simbiontes e as estratégias de sobrevivéncia
desses fungos. Como ja comentado, ha espécies vegetais que podem ser
ou ndo micotroficas. Dentre elas, as leguminosas ¢ as gramineas estao
entre as que exercem melhor o papel de multiplicadoras, contrapondo a
espécies como o nabo forrageiro, considerado pouco eficiente como
planta simbionte, aspectos que interferem na colonizagdo e esporulagdo
dos FMA (GOMIDE et al., 2009).

Uma caracteristica de todas as plantas ¢ a liberagdo e deposigéo
de compostos organicos por suas raizes, podendo ser simples ou
complexos. Alguns desses compostos também sdo utilizados e
produzidos por microrganismos. Tais compostos sdo muito diversos e
ndo especificos, tendo forte relagdio com a diversidade dos
microrganismos que ficam proximos a rizosfera (MOREIRA, 2002).
Algumas plantas como as leguminosas produzem alguns metabolitos
que desempenham diferentes efeitos sobre os fungos micorrizicos
(BENEDETTI et al., 2005). Assim, as diferentes respostas das plantas
entre sua relagdo com FMA, evidencia que comunidades de fungos
micorrizicos afetam comunidades vegetais, possuindo uma relagdo
simultdnea (HEIJDEN et al., 1998).
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A variedade de plantas com que os glomeromicetos (FMA)
conseguem se associar favorece a ocorréncia generalizada desses fungos
em ecossistemas, mesmo desenvolvendo algumas especificidades.
Contudo, a baixa diversidade dos glomeromicetos pode estar associada a
forma de reproducdo clonal e a ndo seletividade, uma vez que diferentes
espécies podem se desenvolver num unico simbionte vegetal
(MOREIRA, et al., 2008; SMITH & READ, 2008).

Ao se utilizar plantas de cobertura proporciona-se uma variedade
de espécies vegetais que irdo servir de simbionte para os fungos e
influenciar no nimero de propagulos e na diversidade dos FMA. Numa
avaliag@o realizada por Jasper et al., (1991) em trés tipos de solo que
possuiam diferentes vegetacdes (floresta, semidrido e pastagem),
verificou-se que solos com diferentes formagdes tem influéncia sobre a
estrutura de comunidade de FMA, e que esta é afetada também pela
permanéncia de plantas perenes.

Desta forma, a diversidade das comunidades de fungos
micorrizicos pode ser influenciada pelo cultivo e cobertura vegetal na
entressafra. Areas cultivadas com milho, por exemplo, apresentaram
maiores valores de colonizagdo de FMA nas raizes (ANGELINI, 2012).
A pratica de rotacdo e consorciagdo de culturas contribui para o
desenvolvimento e multiplicagdo dos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), uma vez que estes fungos modificam a resposta da mandioca a
calagem e adubacdo fosfatada, aumentando o efeito de tais insumos no
crescimento das plantas (MIRANDA et al., 2005).

O sistema radicular da mandioca possui como caracteristica
raizes com grandes diametros e pouco abundantes, o que acarreta pouca
area superficial especifica, o que dificulta a assimilagdo de nutrientes e
agua, mas favorece a associacdo e aumenta a dependéncia aos fungos
micorrizicos (BALOTA et al., 1997; ARISMENDI, 2001). Outro fator
que faz com que a mandioca necessite dessa simbiose com os fungos
micorrizicos arbusculares € a particularidade que estes apresentam, pois
se associam geralmente com plantas que apresentam um sistema
radicular limitado e pouco ramificado, como ¢ o caso da mandioca,
principalmente nas fases iniciais da cultura, pois a baixa densidade de
raizes pode comprometer a absorcdo de P. Ndo ha uma diferencga
significativa da resposta em cultivares de mandioca quanto &
colonizacdo de FMA. Contudo, a porcentagem dessa colonizagdo ¢
evidenciada nos primeiros trés meses apds o plantio (SIEVERDING,
1991).
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A cultura da mandioca possui ampla especificidade micotrofica
com os fungos micorrizicos, e por ser uma planta micotréfica favorece a
multiplicacdo dos fungos no solo (MIRANDA, 1997; OTSUBO, 2004).
Como ja mencionado, outro beneficio para os fungos na associagdo com
as comunidades vegetais, ¢ o fornecimento de energia para seu
crescimento e reproducdo através de fotossintatos produzidos pelas
plantas (SOUZA et al., 2008), sendo que a mandioca apresenta alta taxa
metabolica desses compostos (fotossintatos).

Portanto, considerada uma planta micotréfica, a mandioca
associa-se com os FMA sendo estes importantes para todas as regides,
principalmente as destinadas a cultivos. Naturalmente, em qualquer
ambiente quase todas as espécies de plantas sdo colonizadas por fungos,
que potencialmente sdo capazes de absorver o fosforo dos solos
(SIQUEIRA, 1994). Assim, para um percentual expressivo do
desenvolvimento e da produtividade de uma cultura ¢ imprescindivel a
presenca dos fungos micorrizicos ¢ da sua colonizagdo nas raizes.
Porém, esta simbiose ¢ variavel quanto ao nivel de fertilidade do solo,
das espécies de fungos existentes e da necessidade dos fungos
micorrizicos da cultura (MIRANDA, 1997). Plantas de mandioca
micorrizadas cultivadas em casa de vegetagdo, submetidas a trés
concentracdes de P (baixa <20pg/g solo, média 20-100pg/g solo e alta
>20ug/g solo), apresentaram desenvolvimento superior aquelas
submetidas as mesmas concentragdes de P, porém ndo micorrizadas
(SIEVERDING, 1991).

Cultivos de mandioca submetidos a rotacdo de cultura apresentam
uma relagdo marcante entre meses de cultivo e colonizacdo de FMA,
comparado ao monocultivo, onde a colonizagdo efetiva acontece
somente no primeiro més apds o plantio. Porém, quando submetida a
rotagdo de culturas, essa colonizacdo pode ser efetiva até os 5 meses
subsequentes (SIEVERDING, 1991). As espécies vegetais apresentam
distingdes importantes, especialmente as que servem de simbiontes aos
FMA, sendo distintas entre si. A competéncia em selecionar tais fungos
pode afetar a comunidade e multiplicagdo dos FMA (BRUNDRETT,
1991). Por exemplo, em areas de cultivo em pousio, as quantidades de
propagulos de FMA foram menores em relagdo as areas cultivadas com
mandioca (SIEVERDING, 1991).

Em estudos considerando pré-cultivos que influenciam fungos
micorrizicos na producdo de mandioca, foram identificadas 16 espécies
de FMA, onde algumas dessas espécies sofreram expressiva alteracdo na
distribuigdo relativa aos dois ciclos de cultivo. Sendo assim, a
identificagdo e escolha de plantas de cobertura precisa considerar as
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relagcdes quanto ao potencial de inéculo e colonizagdo dos FMA,
favorecendo a cultura subsequente (SOUZA, 1999). Oehl et al., (2004),
conferiram que algumas espécies de FMA presentes em ecossistemas
naturais permanecem quando submetidas ao sistema de cultivo organico.
Contudo, sofrem diminui¢cdo quando mantido o sistema convencional,
indicando a importancia nos estudos que considere um sistemas de
manejo menos impactante.

Deste modo, esta bem evidenciada a importancia da associagdo
entre plantas e FMA, onde a influéncia das plantas de coberturas tem
papel fundamental na produgfo satisfatéria em cultivos em sucessdo.
Visto a ampla ocorréncia desses FMA em ecossistemas (BAGYARAJ &
STURMER, 2010), ¢ imprescindivel o uso de técnicas capazes de
avaliar a ocorréncia e a diversidade desses fungos nos ambientes de
cultivo da mandioca.



35

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de plantas de cobertura na ocorréncia e
estrutura de comunidades de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)
e a contribuicdo destas no rendimento da cultura da mandioca em
sistema de cultivo orgénico em sucessao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a ocorréncia de FMA pela contagem de esporos,
potencial de indculo e colonizagdo micorrizica em

plantas de mandioca apo6s cultivo de plantas de cobertura.

Analisar o teor de fosforo (P) no tecido vegetal (folhas)
das plantas de mandioca.

Avaliar a estrutura de comunidades de FMA através de
PCR-DGGE em amostras de solo e raizes de mandioca.
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4. METODOLOGIA
4.1. HISTORICO, CARACTERIZACAO E PREPARO DA AREA

Para a realizagdo deste estudo, foi selecionada uma area
localizada na Estacdo Experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina — EPAGRI, locada no
municipio de Urussanga, no litoral Sul Catarinense (28°32.118'S e
49°18.999'0) (Figura 1), fazendo parte do projeto de Desenvolvimento
da Cadeia Produtiva da Mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil,
coordenado pela Epagri-Urussanga.

Figura 1 — Mapa de localizaciio da estacdo experimental onde foi realizada
a implantacdo do experimento de avaliacdo dos efeitos das plantas de
cobertura na ocorréncia dos FMA no cultivo da mandioca.
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Nos ultimos sete anos a area em estudo foi utilizada sob manejo
organico, com o cultivo de diferentes espécies. Informagdes destas
espécies, de adubagdo e quantidade de N-P-K aplicada na forma de
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composto natural (esterco de galinha) e cama de aviario, assim como
resultados de andlise quimica do solo dos ultimos sete anos, sdo
apresentados na tabela 1, sendo a adubagao realizada na linha de plantio
e a quantidade aplicada aferida para cada cultura.

O presente trabalho foi realizado no periodo de 16/7/2012 a
16/08/2013 em Argissolo Vermelho-Amarelo distrofico (epieutrofico),
apresentando os seguintes atributos fisico-quimicos: 330 g kg de
argila; 17 g kg'1 de matéria organica; pHypo 6,1; indice SMP 6,5; 147,9
mg kg de P disponivel e 241,1 mg kg™ de K trocavel (ambos extraidos
por Mehlich™); 0,0 cmol, kg™ Al trocavel, 3,2 cmol, kg™ de Ca trocavel
e 1,5 cmol, kg de Mg trocavel (ambos extraidos por KCI 1 mol L™).
Determinou-se também o P disponivel pelo método da resina trocadora
(TEDESCO, 1995), obtendo-se valor médio de 56,90 mg kg™

Os dados de precipitacdo e temperatura média da série historica e
dados dos meses iniciais da implantacdo do experimento estdo
representados na figura 2.

Figura 2 - Grafico Ombrotérmico dos valores de precipitacio e
temperatura da média histoérica e do periodo inicial do experimento, no
municipio de Urussanga, SC.
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Tabela 1 - Histérico da area experimental, informacdes de culturas anteriores, adubacio e analise quimica/fisica do

solo.
Ano Cultura Tipo de adubagao natural N-P(-Eg 1};{11():ad0 Analise quimica
Composto organico 22 ¢ kg! MO**;pHino5,8; Indice SMP**%6.5; 28,5 mg kg™
Tomate (esterco de ave) 147-209 - 149 de sdiiponivel eplGO mg kg™ de K trocavel (ambos extrgaid%)s
2006 Composto organico 450 - 401 - 232 por Mehlichl); 0,0 cmol, kg'1 Al trocavel, 7,7cmol, kg'1 de
Bréssica (esterco de ave) + cama de Ca trocavel e 1,3cmol. kg de Mg trocavel (ambos extraidos
aviario por KCI 1 mol L™)
2007 Adubos Yerdes* Composto organico (esterco de 450 - 401 - 232 NR
Mandioca ave)
Tomate NI NI 22 g kg MO;pHy,05.9; Indice SMP 6,2; 78,3 mg kg’ de P
disponivel e 314 mg kg™ de K trocavel (ambos extraidos por
2008 Milho NI NI Mehlichl); 0,0 ecmol. kg Al trocavel, 5,4cmol. kg de Ca
trocavel e 2,5cmol. kg™ de Mg trocavel (ambos extraidos por
KC11 mol L.
Tomate s 398 - 457 - 238
2009 Batata Cama de Aviario 200 - 380 - 280 NR
396 - 1260 - 23 g kg "™MO;pHy,05,5; Indice SMP 6,1; 17,5 mg kg’ de P
Tomate . h 1 . ;
Composto organico 208 dlspoplvel e 222 mg kg jie K troc?vel (ambos extra}ldos por
2010 (esterco de ave) Mehlichl); 0,0 cmol. kg™ Al trocavel, 6,6cmol;. kg~ de Ca
Brassicas 264 - 840138  trocavel e 0,0cmol. kg de Mg trocével (ambos extraidos por
KCl1molL™
2011 Tomate Composto organico 264 - 840 -138 NR
Batata (esterco de ave) 264 - 840 - 138
Adubos verdes 17 g kg MO; pHpo 6,1; Indice SMP 6,5; 147,9 mg kg de P
disponivel e 241,1 mg kg de K trocavel (ambos extraidos
2012 1E 1E por Mehlich1); 0,0 cmol, kg Al trocavel, 3,2 cmol, kg™ de

Mandioca

Ca trocavel e 1,5 cmol, kg de Mg trocavel (ambos extraidos
por KCl 1 mol L)

NR: Analise quimica néo realizada.

NI: Nao informado

IE: Implantagdo do experimento

** Matéria Organica.
*** Medida de acidez potencial do solo.

*Adubos Verdes: coquetel de Aveia; Ervilhaca e Nabo forrageiro.
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Na implantagdo do experimento a area foi preparada com aragao
e gradagem, ¢ nao foi realizada corre¢do de adubagdo, visto que a
analise de solo realizada antes do plantio das plantas de cobertura nao
demonstrou a recomendagdo. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro repeti¢des, no qual foram testados seis
tratamentos de plantas de cobertura, incluindo: Aveia (A); Ervilhaca (E);
Nabo (N); e consércio com AveiatErvilhaca (A+E) e
AveiatErvilhacatNabo (A+E+N), além de um tratamento controle. As
parcelas foram rogadas (com rogadeira mecanica) a cada 15 dias.

O preparo da area com as plantas de cobertura foi realizado em
Julho de 2012 em parcelas com area de 19,45 m?®. Os tratamentos
solteiros com Aveia, Ervilhaca e Nabo receberam 120, 140 e 20 g de
sementes por parcela” respectivamente, enquanto os tratamentos em
consércio receberam 30, 40 e 10 g de sementes por parcela’,
respectivamente.

4.2. CONDUCAO EXPERIMENTAL E AVALIACOES

Apds 110 dias do plantio das plantas de cobertura (Figura 3A),
estas foram rogadas e iniciou-se em 03/11/2012 o plantio das manivas
de mandioca (genétipo Oriental), as quais possuiam 15 cm de
comprimento e apresentavam de 3 a 4 gemas. O espagamento entre
linhas e entre plantas foi de 0,90 m, com cinco fileiras e seis manivas
por linha. Nesse mesmo periodo foram coletadas amostras compostas de
solo na camada de 0-10 cm de profundidade para a avaliagdo da
ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), conforme
metodologia descrita posteriormente.

Figura 3 — Fotos ilustrativas da area experimental com as plantas de
cobertura em desenvolvimento (A); Desenvolvimento da mandioca sobre
parcela com planta de cobertura ja rocada aos 33DAP* (B); Raiz de
mandioca colonizada por fungos micorrizicos(C).

*Dias ap6s o plantio.
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Posteriormente aos 33 dias do plantio das manivas de mandioca
(Figura 3B), avaliou-se o estande inicial das plantas, considerando altura
e didmetro do caule, obtendo os valores médios de 11,3 cm e 0,4 cm,
respectivamente. Neste periodo realizou-se a coleta de raizes de
mandioca para avalia¢do da coloniza¢do micorrizica e da estrutura de
comunidades de FMA por PCR-DGGE, descritos a seguir.

Os trabalhos na area do experimento foram encerrados em
16/08/2013, com a coleta dos dados de rendimento da mandioca,
considerando quatro plantas por area total da parcela, e a identificacao
de plantas espontineas presentes nas parcelas.

4.3. AVALIACAO DA COLONIZACAO MICORRIZICA

Para a avaliagdo da coloniza¢do micorrizica na mandioca, foram
coletadas amostras de raizes das plantas nos intervalos de 33 e 110 dias
apos o plantio (DAP), nas datas de 06/12/2012 e 21/02/2013,
respectivamente. O periodo de coleta foi definido pela fisiologia das
raizes. Sua emergéncia inicia-se aos 5 a 7 DAP em raizes adventicias.
As raizes comegam a ser substituidas por raizes fibrosas entre os 15 ¢ 90
DAP. A partir dos 75 DAP algumas raizes ja comegam a se transformar
em raizes de reserva e apresentam de 10 a 15 % de matéria seca, passam
a ficar mais espessas (ALVES, 2006), o que pode afetar o método de
descoloracao.

Raizes finas de uma plantula de mandioca de cada parcela foram
coletadas aleatoriamente desconsiderando as plantas presentes na
bordadura, e acondicionadas em sacos de papel pardo e mantidas em
caixa térmicas resfriadas até o transporte ao laboratoério. Em seguida, as
raizes foram lavadas em dgua corrente e mantidas em solugdo FAA 70%
(Formaldeido 37%-50 mL; Etanol 70%-50 mL e Acido Acético Glacial
900 mL) (JOHANSEN, 1940). Para a determinacdo da porcentagem de
colonizagdo micorrizica utilizou-se 0 método de intersec¢do das linhas
cruzadas proposto por Giovanetti & Mosse (1980), apds o clareamento e
coloragdo das raizes proposto por Koske & Gemma (1989) (Figura 3C).

4.4. NUMERO MAIS PROVAVEL

A avaliagdo do Numero Mais Provavel (NMP) consistiu da coleta
de solo das parcelas apds o plantio das plantas de cobertura como ja
mencionado no item 4.2, ¢ antes do plantio da mandioca, de modo a
determinar a influéncia do pré-cultivo das plantas de cobertura sobre o
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potencial de in6culo de FMA presentes no solo. Para isto, amostras de
solo de cada parcela foram coletadas e peneiradas em malha de 2 mm,
separadas em 60 mL de solo, sendo este diluido e homogeneizando em
540 mL de solo inerte (solo autoclavado) em séries decimais (10" a 10°),
utilizando-se cinco repeti¢cdes para cada diluicdo obtida. Os solos foram
acondicionados em tubetes de 100 mL, e em seguida semeados com
sorgo (Sorghum bicolor) e mantidos em casa de vegetacdo por 45 dias
(BAGYARAIJ & STURMER, 2010).

Assim, para determinacdo do NMP, foram avaliados os seis
tratamentos de plantas de cobertura, além de um tratamento referéncia
em que ja se conhecia a quantidade existente de esporos. Consistiu da
utilizacdo de solo-indculo de Rhizophagus clarus contendo 953 esporos
50 mL solo™, isolado este pertencente & colegdo de FMA do Laboratorio
de Microbiologia do Solo da UFSC.

Ao final do periodo de 45 dias as raizes de sorgo foram avaliadas
quanto a presenga ou auséncia de colonizacdo micorrizica, através do
método de clareamento e coloragdo das raizes (KOSKE & GEMMA,
1989), sendo estes resultados utilizados para a determinacdo do NMP
conforme descrito por Alexander (1982).

4.5. TOTAL E CARACTERIZACAO DE ESPOROS

Para a determinacdo do total de esporos e identificagdo
taxondmica, foram coletadas amostras de 50 g de solo, apds o plantio
das plantas de cobertura e antes do plantio da mandioca. Tanto para
determinar o total de esporos e quanto para caracterizagdo utilizou-se o
método de peneiramento Umido e centrifugacdo em sacarose, € a
contagem através de placa canelada e lupa (GERDEMANN &
NICOLSON, 1963).

4.6. ESTRUTURA DE COMUNIDADES DE FMA (PCR-DGGE)

As coletas de materiais para a avaliagdo da estrutura de
comunidades de FMA no solo ocorreu posteriormente ao plantio e
rogada das plantas de cobertura. Foram coletadas amostras compostas de
solo da camada de 0-10 cm de forma aleatoria, e armazenadas em sacos
plasticos mantidos em caixa térmica refrigerada até a chegada ao
laboratério. Também foram coletadas amostras aleatdrias de raizes da
mandioca aos 33 e 110 DAP, foram acondicionadas em sacos de papel
pardo e mantidas em caixa térmicas resfriadas até o transporte ao
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laboratorio. Em seguida foram mantidas em freezer -80°C até o inicio
das analises de PCR-DGGE.

Para extracdo do DNA total das amostras de solo foi utilizado o
Kit de extragio PowerSoil*DNAIsolation (MOBIO Laboratories,
Inc.,Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Previamente a extracdo do DNA total das amostras de raizes foi
realizada a esterilizacdo superficial das mesmas, mergulhando-as por 1
min em alcool 70 %, 3 min em hipoclorito de sodio (2,5 % de cloro
ativo) (V/V), 1 min em alcool 70 %, e lavadas por duas vezes por 1 min
em agua destilada estéril (COOMBS & FRANCO, 2003).

Posteriormente, cerca de 0,5 g das raizes tratadas foram
maceradas com auxilio de almofariz e pildo de porcelana em nitrogénio
liquido. O material foi acondicionado em tubos de 1,5 mL ¢ o DNA
extraido pelo método de CTAB 2% (DOYLE & DOYLE, 1990).

E ambas as extragdes, a qualidade do DNA extraido foi verificada
em gel de eletroforese horizontal com 1 % de agarose, utilizando-se o
tampdo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA), depois de corado com “Sybr
Green” (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil). A concentragdo e pureza
do DNA foi avaliada em espectrofotometro Thermo Scientific Nanodrop
1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA).

A partir do DNA extraido, tanto das amostras de solo quanto de
raizes, foram feitas as amplificagdes parciais do gene rDNA 28S, com a
utilizagdo dos iniciadores especificos para fungos, LRI1(5’GCA TAT
CAA TAA GCG GAG GA3’) e LR2 (5’GTC GTT TAA AGC CAT
TAC GTC3’) (TROUVELOT et al., 1999; VAN TUINEN et al., 1998),
seguida de nova amplificagdo com iniciadores especificos para FMA,
FLR3 (5’ TTG AAA GGG AAA CGA TTG AAG T 3°) e FLR4 (5°
TAC GTC AAC ATC CTT AAC GAA 3°) (GOLLOTTE et al., 2003).

A amplificacdo foi feita em solugdo tampao para Taq DNA
polimerase, contendo 0,2 mmol L' dNTPs, 3 mmol L MgCl,, 1 U
DNA polimerase Taq (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 10 mmol L™ dos
primers LR1 e LR2, 10 ng do DNA extraido (GOLLOTTE et al, 2003).
As condi¢des de amplificagdo da PCR foram 5 min a 94 °C; 35 ciclos de
I min a 93 °C, 1 min a 58 °C e 1 min a 72 °C, e extensdo final por 10
min a 72 °C.

A concentragdo dos produtos da PCR (amplicons) foi
determinada em espectrofotometro (Nanovue Plus, GE, Wisconsin,
USA) e 10 ng do produto da primeira PCR utilizado para a segunda
PCR com os iniciadores FLR3 e FLR4, com a mesma continuagio e
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concentracdo dos reagentes da primeira reagdo, bem como mesmos
ciclos de tempo e temperatura.

Quantidades iguais de amplicons da segunda reagdo de PCR (300
ng) foram analisadas através de eletroforese em gel com 8% (m/V) de
acrilamida:bisacrilamida (37,5:1, m:m), contendo um gradiente de 15 a
55% de formamida e uréia (JVREAS et al., 1997). A eletroforese foi
realizada a 200 V e 60 °C constantes, por 4h e 30 min, utilizando-se um
sistema “DCode” (BioRad, Hercules, CA, USA), e tampao TAE 1X. O
DNA foi corado com Sybr Green (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil)
e a aquisicdo das imagens dos géis foi feita em foto documentador
GelLogic220Pro (Carestream Health, New York, USA).

A estrutura das comunidades de FMA foi avaliada com o
programa Gel Compar Il (BioSystematica, Wales, UK), a partir da
analise de agrupamento hierarquico, utilizando coeficiente de Jaccard, e
o modelo de agrupamento por UPGMA. A matriz de presenca e
auséncia de amplicons, gerada pelo coeficiente de Jaccard, foi utilizada
para os calculos do diagrama de Venn, disponibilizado (online) por
Bioinformatics & Evolutionary Genomics-Bélgica
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

4.77. ANALISE DE FOSFORO DO TECIDO VEGETAL

O material vegetal coletado para analise de fosforo foliar
corresponde ao periodo definido para a avaliagdo da colonizagdo
radicular. Foram coletadas folhas aos 33 e 110 DAP da mandioca. As
folhas coletadas foram das mesmas plantas utilizadas para avaliagdo da
colonizagdo radicular e analise molecular, como forma de evitar a perda
de unidades experimentais para as proximas coletas. A selegdo das
folhas levou em consideragdo as quatro folhas mais jovens, proximas ao
apice da planta. Depois de coletadas foram armazenadas em sacos de
papel pardo.

Para o preparo do material, as folhas coletadas foram secas em
estufa com circulagdo de ar forcada, a temperatura de 65 a 70°C, até
peso constante. Em seguida foram trituradas em moinho de facas,
passando por peneiras de 0,5 mm. Depois do preparo foram guardadas
em tubos tipo falcon, até a realizagdo dos procedimentos de laboratério.
A analise e metodologia para fosforo foliar foi realizada conforme
Tedesco (1995).

4.8. ANALISE ESTATISTICA
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Os dados obtidos do total de esporos, numero mais provavel,
colonizacdo micorrizica, rendimento ¢ P do tecido vegetal, foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. O programa utilizado foi o
ASSISTAT Versao 7.6 beta (2013), desenvolvido por Francisco de A. S.
e Silva DEAG-CTRN-UFCG. Os dados obtidos com os testes do NMP e
colonizagdo micorrizica foram transformados em log (x) e arcoseno (%
colonizagdo/100)"”, respectivamente. Para os dados de Numero Total de
esporos encontrados em 50 g de solo, foram submetidos a andlise de
variancia e transformados por log (x+1) (ALEXANDER,1982).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.
5.1. OCORRENCIA DE FMA EM CULTIVO DE MANDIOCA

A adog@o de plantas de cobertura promoveu efeitos significativos
(P <0,01) sobre a quantidade de propagulos infectivos de FMA no solo
(Tabela 2). A densidade de esporos variou de 3,8 a 9,8 esporos mL™,
sendo a maior quantidade encontrada no tratamento com aveia.
Quantidades similares de esporos tém sido comumente encontradas em
areas agricolas apos cultivo da aveia (LERMEN et al., 2012), mas sdo
consideradas baixas quando comparadas aos solos de ecossistemas
naturais (STURMER & SIQUEIRA, 2011).

A baixa ocorréncia de esporos pode estar relacionada com o
sistema de cultivo sem revolvimento, situacdo que mantém o equilibrio
das condigdes fisico-quimicas do solo, ndo estimulando a formagdo de
esporos, o que ndao ¢ observado no sistema convencional, em que o
revolvimento promove a selecdo de espécies de FMA em termos de
sobrevivéncia, a qual esta relacionada com a formagao de estruturas de
propagacdo resistentes (CARRENHO et a., 2010).

O potencial de indculo de FMA determinado pelo método do
NMP demonstrou que a adogdo do consorcio Aveia, Ervilhaca e Nabo
aumentou em seis vezes o potencial de indculo em relagdo ao tratamento
contendo apenas ervilhaca, enquanto que o tratamento testemunha
apresentou potencial de indculo intermediario. Entretanto tais valores de
NMP sdo cerca de 100 vezes inferiores aqueles do inoculo de R. clarus
utilizado como referéncia no presente estudo.

Apesar disso, a introducdo de aveia solteira ou consorciada
possibilitou incrementos no niimero de propagulos de FMA no solo em
relacdo ao tratamento ervilhaca, evidenciando os beneficios da aveia
solteira ou em consoércio no aumento da quantidade de propagulos. Isso
pode estar relacionado com a morfologia fasciculada das raizes desta
graminea e também por ser reconhecida como multiplicadora dos FMA
(GOMIDE et al. 2009).

A produgdo de esporos ¢ o potencial de indculo ndo estdo
essencialmente ligados a fatores fisioldgicos dos simbiontes envolvidos,
visto que eles também sdo influenciados pelas condigdes edafo-
climaticas, podendo ocorrer situagdes em que ndo ha relagdo entre a
esporulagdo e a colonizacao radicular dos FMA (MERRYWEATHER &
FITTER, 1998).
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Tabela 2 - Numero de propagulos infectivos de fungos micorrizicos
arbusculares e colonizacdo micorrizica da mandioca apos cultivo de plantas
de cobertura.

N°. propagulos infectivos C.olonrlz.a fao
mL solo”! micorrizica da
Tratamentos mandioca (%)
Esporos de I
FMA NMP 33DAP 110 DAP
Rogado 4.1ab 1.2 ab® 70bA® 19 abB
(testemunha)
Aveia (A) 9,8a 2,1 ab 76 abA 20 aB
Ervilhaca (E) 4,9 ab 0,6 b 71 bA 19 abB
Nabo (N) 5,2 ab 1,0 ab 68 bA 13 bB
A+E 6,6 ab 2,3 ab 82 aA 16 abC
A+E+N 3,8b 39a 70 bA 20 aB
Referéncia’ 19 183 - -
CvVv=1755% CV=12,50% CV =4.88%

DAP — Dias apos plantio.
@ Médias seguidas de mesma letra mintiscula em cada coluna.
©) Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre épocas de amostragem
nao diferem pelo teste de Tukey a 5 %.

Durante a contagem de esporos foram identificadas nove espécies
de FMA, incluindo Acaulospora mellea; A. morrowiae; Dentiscutata
heterogama; Funnneliformis mosseae; Glomus spl; Glomus sp2;
Glomus sp3; Paraglomus occultum e Scutellospora sp.. Em area de
plantio de mandioca apos 82 dias de pré-cultivo com leguminosas e
sorgo, Souza et al. (1999) verificaram a ocorréncia de 16 espécies de
FMA, sendo o género Glomus o que apresentou maior frequéncia. Além
disso, os autores verificaram que o pré-cultivo com sorgo promoveu
incrementos significativos no numero de propagulos de FMA no solo,
comportamento semelhante ao observado para a graminea aveia (solteira
ou consorciada) no presente estudo.

Apesar dos resultados obtidos, as espécies de FMA identificadas
foram amplamente encontradas na 4rea experimental, sem -efeitos
significativos dos tratamentos nas quantidades dos morfotipos
identificados. Por esta razdo, priorizou-se a avaliagdo dos efeitos das
plantas de cobertura sobre as comunidades dos FMA empregando-se a
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técnica de PCR-DGGE, cujos resultados serdo apresentados
posteriormente.

Apesar do baixo potencial de indculo no solo apés o cultivo das
plantas de cobertura, a mandioca apresentou altos valores de
colonizagdo micorrizica aos 33 DAP (BALOTA et al., 1999) (Tabela 2)
com o maior indice ocorrendo no tratamento A+E. Mesmo o tratamento
rogado apresentou colonizagdo micorrizica de 70%, considerada elevada
(SIEVERDING, 1991). Esta alta colonizacdo micorrizica pode estar
relacionado com o elevado grau de micotrofismo da mandioca nos
estagios iniciais de crescimento, a qual apresenta sistema radicular
pouco desenvolvido (COLOZZI & NOGUEIRA, 2007). De fato,
estudos a campo t€m relatado porcentagem de colonizagdo micorrizica
da mandioca variando de 31 a 85 % (BALOTA et al., 1999; BURNS et
al., 2012) corroborando com os resultados do presente trabalho. O pré-
cultivo das plantas de cobertura pouco influenciou a colonizagdo
micorrizica da mandioca aos 110 DAP e isto pode estar relacionado com
a menor dependéncia micorrizica nos estagios avangados da cultura em
termos de nutricdo de P (RAMOS & MARTINS, 2010), bem como pelo
espessamento radicular que dificulta o estabelecimento da simbiose
micorrizica (ZANGARO & MOREIRA, 2010).

A ocorréncia dos FMA avaliada pela presenga de propagulos de
FMA no solo e também pela colonizagdo micorrizica da mandioca ¢
influenciada ndo somente pelos tratamentos de plantas de cobertura, mas
também pelo historico de cultivos anteriores com plantas micotroficas
como tomate, adubos verdes, milho e batata (Tabela 1), e presenca de
plantas espontaneas comumente encontradas na area durante o pousio.
Durante a condugdo experimental foram identificadas cerca de 20
espécies de plantas espontaneas, incluindo Cynodondactylon sp. L.
(Cinodon); Digitaria ciliaris (Milhd); Amaranthus viridis L. (Caruru);
Rumex obtusifolius L. (Lingua de vaca); Commelinaerecta sp. L.
(Trapoeraba); Veronica persica Poir. (Veronica); Cyperus rotundus sp.
L. (Tiririca); Amaranthus deflexus L. (Caruru amargoso); Stellaria
media (L.) Vill (Erva de passarinho); Sida spinosa L. (Guanxuma);
Silene gallica L. (Alfinete); Lupinus albus (Tremogo); Impomoe anil
(L.) Roth (Corda de Viola); Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc
(Papud); Plantago tomentosa Lam. (tanchagem); Phenax sonneratti
(Poir.)Wedd. (Quebra pedra); Oxalis corymbosa DC. (Azedinha);
Bidens sp. (Picdo preto); Ageratum conyzoides L. (Picdo branco);
Ipomoea batatas Poir. (Batata doce), identificadas conforme Lorenzi
(2008). A maior parte destas espécies pertence a familias de plantas com
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capacidade de formar associagdo micorrizica (PURIN et al., 2006).
Tendo, portanto, capacidade de formar um banco de propagulos de
FMA que podem interferir nas culturas em sucessao.

5.2. ESTRUTURA DE COMUNIDADES DE FMA NO SOLO E RAIZ
DE MANDIOCA

Os resultados da estrutura de comunidades de FMA no solo,
avaliada pela técnica de PCR-DGGE, apds o cultivo das plantas de
cobertura e previamente ao cultivo da mandioca, sdo apresentados na
Figura 4. Nao houve similaridade entre os tratamentos quanto a estrutura
de comunidades dos FMA no solo, evidenciando a distribuigdo
heterogénea destes fungos e auséncia de efeito das plantas de cobertura
solteiras ou consorciadas.

Figura 4 - Dendograma gerado a partir da PCR-DGGE de 24 amostras de
solo (Anexo A) , coletadas aos 110 dias apés o plantio das plantas de
cobertura. Agrupamento hierarquico obtido a partir do coeficiente de
Jaccard e modelo de agrupamento por UPGMA. A nomenclatura das
amostras refere-se aos tratamentos de plantas de cobertura e a numeracio
corresponde as repeticoes.
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A 4rea experimental apresenta historico de adogdo de sistema de
cultivo organico com o cultivo de varias culturas (Tabela 1), o que tem
efeito marcante sobre a disseminagdo de propagulos de FMA na area,
contribuindo assim, para a heterogeneidade da estrutura de comunidades
destes fungos. Possivelmente, o cultivo de apenas um ciclo de plantas de
cobertura ndo foi suficiente para ocasionar seletividade marcante dos
FMA no solo.

O sistema de cultivo orginico promove a cobertura do solo, a
incorporagdo de restos vegetais, o uso de adubagdo orgénica e a rotacao
de culturas (ANDREOLA & FERNANDES, 2007). Além disso, a
pratica de cultivos organicos permite melhores condi¢des de fertilidade
do solo, aumento do teor de matéria organica, melhoria da infiltragdo de
agua e aeracdo, equilibrio térmico e a formacgdo e estabilizacdo de
agregados (PURIN et al., 2006).

Este cenario pode explicar o baixo potencial de in6culo dos FMA
no solo (Tabela 2), pois os agregados formados protegem, de certa
forma, os propagulos destes fungos, diminuindo a sua associa¢do com as
plantas de cobertura. Contudo, estes propagulos continuam presentes no
solo e acabam sendo identificados pelas técnicas de PCR-DGGE
(BERBARA et al., 2006).

Conforme demonstrado na figura S5A, que se refere aos
tratamentos com as plantas de cobertura solteiras, observa-se que o
tratamento com ervilhaca possui o maior nimero de amplicons (31) e
que desse total a maioria sdo compartilhados com os demais
tratamentos, deixando apenas 4 especificos ao tratamento em si. A
quantidade de amplicons compartilhados ¢ maior que o niimero de
amplicons que ocorrem isoladamente nos tratamentos, evidenciando a
homogeneidade da area, conforme j4 mencionado. No entanto, tanto a
Ervilhaca (4), Aveia (5), o nabo (3) como a testemunha (2) apresentaram
amplicons distintos dos demais.
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Figura 5 - Diagrama de Venn, calculado a partir da matriz presenca e
auséncia gerada pelo coeficiente de similaridade de Jaccard das amostras
de solo, considerando plantas de cobertura solteiras (A) e consorciadas (B).

A B

Ervihaca Nabo

Aveia P D Rogado

3

Rogado(testernunha)

As amostras que representavam os tratamentos consorciados
(Figura 5B) entre as plantas de cobertura apresentam maior nimero de
amplicons compartilhados. Porém, ¢ o tratamento com o consoércio entre
aveiatervilhacatnabo que apresentou o maior numero de amplicons
distinto aos demais tratamentos. O tratamento rocado obteve um valor
consideravel de amplicons (27), e como este tratamento nio recebeu
influéncia das plantas de cobertura, este resultado pode ser um
indicativo da participacdo das plantas espontaneas presente na area, ou
da influencia do sistema de cultivo organico no decorrer de sete anos
anteriores.

A estrutura de comunidades de FMA nas raizes da mandioca foi
analisada aos 33 e 110 DAP. A partir do dendograma apresentado na
Figura 6, verifica-se que houve 100% de similaridade entre os
tratamentos consorciados A+E ¢ A+E+N aos 33 DAP. Aos 110 DAP, o
pré-cultivo com nabo também apresentou similaridade com os
tratamentos consorciados, enquanto a testemunha (rogada) apresentou
baixa similaridade com as demais plantas de cobertura nos dois periodos
de avaliagdo.
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Figura 6 - Dendograma gerado a partir da PCR-DGGE (Anexo B) de 12
amostras de raizes de mandioca, coletadas aos 33 e 110 dias apés o plantio
das manivas. Agrupamento hierarquico obtido a partir do coeficiente de
Jaccard e modelo de agrupamento por UPGMA. A nomenclatura das
amostras refere-se aos tratamentos de plantas de cobertura e a numeracio
corresponde aos periodos de coleta.
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Estes resultados indicam que os perfis das comunidades de FMA
presentes nas raizes da mandioca sdo influenciados pelas plantas de
cobertura, sendo as comunidades fungicas distintas ao longo do tempo.
Vandenkoornhuyse et al. (2003), avaliaram amostras de raizes em areas
de pastagem e verificaram altera¢des temporais sobre as comunidades
de FMA. Assim, a longo prazo mudangas de manejo, como uso de
fertilizantes (LIN et al., 2012; LUMINI et al., 2010) podem interferir na
permanéncia, e consequentemente, na diversidade de FMA no solo.

Na Figura 7 ¢é apresentado o niimero ¢ a distribui¢do de
amplicons nos diferentes tratamentos de plantas de cobertura. Verifica-
se que o tratamento testemunha (ro¢ada) apresentou menor numero de
amplicons em relacdo aos tratamentos com as plantas solteiras aos 33 e
110 DAP (A e C). Além disso, a distribui¢do dos amplicons foi alterada
ao longo do ciclo da mandioca, sendo o tratamento com nabo
apresentando comunidades de FMA especificas aos 33 DAP (A).
Entretanto, as comunidades dos FMA foram similares entre os
tratamentos consorciados € com nabo, apresentando amplicons comuns
entre os mesmos (B e D).
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Figura 7 - Diagrama de Venn obtido através dos dados de presenca e
auséncia da analise do dendograma (figura 06) das amostras de raiz de
mandioca, considerando o periodo apos o plantio (33; e 110 DAP), e as
plantas de cobertura solteiras e consorciadas separadamente.
A B

Envilhaca_33DAP Nabo_33DAP

Aveia_33DAP Rogada_33DAP Aveia+Envilhaca_33DAP  Avsia+Enilhaca+Nabo_33DAP
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¢ D

Emvilhaca_110DAP Nabo_110DAP

Aveia_110DAP Rogada_110DAP Aveia+Envilhaca_110DAP Aveia+Emnvilhaca+Nabo_110DAP

MNabo_110DAP

Portanto, ficam evidenciadas alteragbes na sucessdo das
comunidades fungicas nas raizes da mandioca e isto pode ter relagdo
com a dindmica da simbiose micorrizica ao longo do ciclo desta cultura.
Conforme comentado anteriormente, em estagios mais avangados de
desenvolvimento da planta, a dependéncia aos FMA pode ser reduzida,
restringindo a permanéncia de determinados grupos de fungos nas
raizes. Espécies de Glomeraceae apresentam hifas intra-radiculares que
se diferenciam em estruturas globosas ricas em lipideos denominadas
vesiculas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), que podem permitir a
sobrevivéncia destes fungos nas raizes, mesmo quando ha limitagcdo no
fornecimento de fotoassimilados pela planta simbiontica.

A técnica do PCR-DGGE apresenta como limitagdo a
impossibilidade de identificacdo especifica dos FMA (@QVREAS et al.,
1997), mas a ocorréncia de varias espécies de Glomus no solo pode
indicar que este grupo de fungos tem potencial de colonizar as raizes da
mandioca mesmo em estagios avancados da cultura.
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Dessa forma, estudo futuros empregando a técnica de
sequenciamento (LIN et al., 2012; LUMINI et al., 2010) poderdo ser
utilizadas na identificagdo das espécies dos FMA em sucessdo
simbiotica com as raizes de mandioca ao longo do ciclo dessa cultura.

5.3. ESTANDE, TEOR DE FOSFORO FOLIAR E RENDIMENTO
NA CULTURA DA MANDIOCA

O crescimento, nutricdo mineral de fosforo e rendimento da
mandioca ndo foram influenciados pelos tratamentos de plantas de
cobertura.

A avaliagdo do estande considerando a altura e o didmetro do
caule aos 33 DAP das plantas de mandioca no experimento foi definida
assim que completou o primeiro periodo de coleta de raizes da mandioca
para a avaliacdo da colonizagdo radicular (Tabela 3). Os valores médios
de altura e didmetro das plantas foram de 12 e 0,4 cm, respectivamente.

Tabela 3 - Altura e Didmetro do caule das plantas de mandioca. Estande
avaliado aos 33 dias apos o plantio.

Tratamentos Altura (cm) Diametro (cm)
Rocado (testemunha) 11,2 a 05a"
Aveia (A) 13,1a 0,5a
Ervilhaca (E) 10,8 a 0,4a
Nabo (N) 10,9 a 03a
A+E 11,1a 0,4a
A+E+N 15,3 a 0,4 a

Cv=17283% CV =25,74%

! As médias seguidas de mesma letra minascula na vertical ndo diferem pelo teste de
Tukey a 5 %.

Portanto, os tratamentos de plantas de cobertura ndo
influenciaram a altura e o didmetro das plantas de mandioca.
Albuquerque (2012) avaliou a interferéncia das plantas espontaneas sob
o estande no cultivo de mandioca, e obteve valores médios de altura e
diametro entre 51 e 0,75 cm, respectivamente. O mesmo verificou que a
permanéncia de plantas espontineas na cultura da mandioca acima dos
50 DAP afeta negativamente a altura e o diametro do caule da
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mandioca. Outro estudo considerando nove variedades de mandioca
considerou altura da planta aos 40 DAP, e n3o encontrou diferengas
significativas, apresentando um valor médio de 10,9 cm (ROS-GOLLA
et al., 2009). Almendra (2005), avaliou a altura de trés cultivares sob
influéncia de cultivo com plantas espontaneas, obtendo aos 30 DAP um
valor médio de 17,2 cm de altura das plantas de mandioca.

Os resultados da avaliagdo do teor de fosforo foliar,
foram coletados em dois periodos, aos 33 ¢ 110 DAP, e o
objetivo era verificar se as plantas de cobertura influenciaram
nesses teores. Os teores médios de P foliar variaram de 5,2 a
64 g kg' de P durante o cultivo da mandioca,
independentemente dos tratamentos das plantas de cobertura
(Tabela 5). Teores foliares variando de 2 a 5 g kg™ de P sdo
adequados para a cultura da mandioca (SBCS, 2004;
HOWELER, 1987), portanto, os valores encontrados no
presente estudo, independente do periodo de coleta, sao
superiores ao preconizado na literatura, o que pode estar
relacionado com a elevada fertilidade do solo (Tabelal).

Tabela 4 - Quantidade em g kg-1 de Fésforo do tecido vegetal, oriundos de
folhas de mandioca.

Tratamentos Coletas
33 DAP 110 DAP*
Rogado (testemunha) 52a 53a
Aveia (A) 5,6a 52a
Ervilhaca (E) 6,1a 55a
Nabo (N) 6,4a 53a
A+E 5,7a 53a
A+E+N 55a 59a
CV =9,68% CV =12,43%

'As médias seguidas de mesma letra mintiscula na vertical ndo diferem pelo
teste de Tukey a 5 %.
* DAP — Dias ap6s plantio.
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Ao final do experimento aos 304 DAP, a mandioca apresentou
rendimento médio estimado de 21 Mg ha™ (Tabela 5) e sem efeito
significativo das plantas de cobertura, valor este superior ao rendimento
do cultivar Oriental nos municipios de SC que é de 154 Mg ha’
(EPAGRI, 2014). Desta forma, a fertilidade do solo associada a elevada
colonizagdo micorrizica da mandioca nos estagios iniciais de
desenvolvimento (Tabela 2) contribuiram para a nutricdo mineral de P e
rendimento desta cultura.

Tabela 5 - Rendimento da cultura de mandioca, ao final de 10 meses de
cultivo.

Tratamento Rendimento
Mg/ ha
Rogado (testemunha) 22 g
Aveia (A) 17 a
Ervilhaca (E) 20 a
Nabo (N) 20a
A+E 24a
A+E+N 234
CV=61,57%

As médias seguidas de mesma letra minGscula na vertical ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5 %.

O rendimento das raizes de mandioca foi verificado em um
estudo que considerou a utilizagdo de plantas de cobertura do solo, onde
o tratamento com milheto proporcionou a maior média atingindo 48,6
Mg ha™, comparado ao sistema convencional que apresentou 37 Mg ha
(OTSUBO, 2008), Neste plantas de mandioca consorciadas com milho o
rendimento foi de 33,4 Mg ha (SCHONS, 2009). Outro estudo que
utilizou plantas de cobertura como a aveia ¢ ervilhaca, e o preparo do
solo com cultivo minimo e convencional, ndo encontrou diferenga
significativa entre os tratamentos, obtendo o valor médio de 10 Mg ha™
(GABRIEL FILHO et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

O pré-cultivo de plantas de cobertura ndo influenciou a estrutura
de comunidades de FMA no solo por PCR-DGGE. Entretanto,
verificou-se que nas raizes da mandioca em sucessdo, a variavel tempo
interferiu nos agrupamentos da estrutura de comunidade de FMA.

Apesar da alta disponibilidade de P no solo, a colonizagdo
micorrizica da mandioca foi elevada e estes fatores contribuiram para os
teores foliares de P e o rendimento da cultura, independentemente das
plantas de cobertura utilizadas.

Um ciclo de cultivo de plantas de cobertura ndo é suficiente para
obter respostas sobre a estrutura de comunidades de FMA na cultura da
mandioca.
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ANEXOS

Anexo A - Perfil eletroforético de DGGE de estruturas de comunidades
de fungos micorrizicos arbusculares presente em 24 amostras de solo,
coletada aos 33 dias ap6s o plantio de plantas de cobertura.

Anexo B - Perfil eletroforético de DGGE de estruturas de comunidades
de fungos micorrizicos arbusculares presente em 12 amostras de raizes
de mandioca, coletada aos 33 e 110 dias apds o plantio de plantas de
cobertura.
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