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Resumo

FARIAS, Daniela da Hora. Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em
pomares e crescimento de mudas micropropagadas de mirtileiro. 2012. 74f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, RS.

O mirtilo € uma espécie frutifera de clima temperado de grande importancia
econbmica que vem se destacando na regido Sul do Brasil. Os objetivos desse
trabalho foram avaliar a influéncia de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) na
producdo de mudas micropropagadas de mirtilo, assim como isolar e identificar
esses fungos oriundos dos pomares da regido Sul - RS. Foram coletadas amostras
de solo e raizes em pomares comerciais e experimentais de mirtilo dos municipios
de Pelotas, Morro Redondo e Jaguardo e utilizados indices ecoldgicos como
forma de avaliar as populacdes nos pomares em estudo e a andlise de
componentes principais para avaliar os atributos fisicos e quimicos do solo em
relacdo aos FMAs. Foram identificadas 18 diferentes morfotipos de esporos de
FMA. As porcentagens de colonizacgdo radicular com FMA foram elevadas, variando
de 40 a 80%. Sendo que as variedades localizadas no pomar comercial do municipio
do Morro Redondo foram as mais colonizadas em relacdo as demais. O maior
numero de esporos foi encontrado na variedade O’Neal no pomar comercial da
Micaela. A abundéancia relativa e os maiores indices de diversidade Shannon (H’) e
rigueza (R) foram encontrados nas areas mais velhas de cultivo, pomar velho
experimental da Embrapa (EPV) e do pomar comercial do municipio Morro Redondo
(MR). A frequéncia relativa demonstra a prevaléncia de espécies do género
Glomus e Acaulospora em todos os pomares. A dominancia avaliada pelo
indice de Simpsom (Is) apresentou a mesma tendéncia da diversidade de Shannon
e da riqueza. Entre os parametros quimicos do solo, houve uma alta correlacéo
das espécies de FMA com as variaveis pH, V(%), P e areia. Os isolados de FMAs
para a producdo de mudas foram cedidos pelo banco de espécies do
Departamento de Horticultura e Silvicultura da UFRGS. Testaram-se quatro
espécies de FMAs (Glomus clarum, Glomus etunicatum e Scutellospora
heterogama e Gigaspora margarita) sobre a producdo de mudas das cultivares
Woodard e Bluegem. Os FMAs proporcionaram efeito positivo na producado das
mudas, em especial Gigaspora margarita que proporcionou melhor nutricdo e maior
incremento na biomassa nas plantas da cultivar Woodard e o Glomus etunicatum
para a cultivar Bluegem. A eficiéncia da simbiose dos FMAs em cultivares de mirtilo,
depende da interacéo especifica FMA X hospedeiro.

Palavras — chave: Vaccinium sp., endomicorriza, micropropagac¢ao, mudas.



Abstract

FARIAS, Daniela da Hora. Diversity of arbuscular mycorrhizal fungiin
orchards and seedling growth ofmicropropagated blueberry. 2012. 74f.
Dissertation (Master Degree) Post-Graduation Program in Agronomy. Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas.

Blueberries are temperate fruit species of great economic importance that has stood
out in Southern Brazil. The objectives of this study were to evaluate the influence of
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on the production of plantlets of blueberry, as
well as isolate and identify these fungi from the orchards in the South - RS. Samples
were collected from soil and roots in experimental and commercial of blueberry
orchards in the municipalities Pelotas, Morro Redondo and Jaguardo and ecological
indexes used as a measure populations in orchards in the study and principal
components analysis to assess the physical and chemical soil in relation to the AMF.
We identified 18 different morphotypes of spores. The percentages of root
colonization with AMF were high, ranging from 40 to 80%. Since the varieties in
commercial orchard located in the city of Morro Redondo city were the most
colonized in relation to others. The greatest number of spores found in O'Neal in the
orchard from Micaela. The relative abundance and the highest Shannon diversity
index (H ') and richness (R) were found in the older areas of cultivation, old orchard
at Embrapa (EPV) and the commercial orchard in the Morro Redondo city (MR). The
relative frequency shows the prevalence of species of the genus Glomus and
Acaulospora in all orchards. The dominance evaluated by the Simpson index (Is)
showed the same trend as the Shannon diversity and richness. Among the chemical
parameters of soil, there was a high correlation of AMF species with varying pH, V
(%), P and sand. AMF isolates for the production of seedlings were provided by Bank
of species of the Department of Horticulture and Forestry at UFRGS. Were tested
four species of AMF (Glomus clarum, Glomus etunicatum, Gigaspora margarita and
Scutellospora heterogama) on the production of cultivars Woodard and Bluegem.
The AMF would have positive effects in the nursery, particularly Gigaspora margarita
which provided better nutrition, and higher biomass of plants growing Woodard and
Glomus etunicatum Bluegem for cultivation. The efficiency of the mycorrhizal
symbiosis of blueberry cultivars, depends on the interaction specifies AMF X host.

Key-words: Vaccinium sp., endomycorrhizal, micropropagation, seedlings.
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1 INTRODUCAO GERAL

O mirtilo (Vaccinium spp.) é uma fruta nativa dos Estados Unidos e Canada,
sendo considerada uma cultura recentemente explorada pelo homem, ja que até o
inicio do século XX sua exploragdo era apenas extrativa nestes paises (SANTOS,
2009).

A cultura apresenta grande importancia comercial, especialmente nos
Estados Unidos e Canada (BRAZELTON; STRIK, 2007) e em alguns paises da
Europa, como Italia e Alemanha (STRIK, 2005). A &rea plantada com mirtilo nos
Estados Unidos e Canadéa teve um incremento de 30% no periodo de 1992 a 2003
(STRIK; YARBOROUGH, 2005). Na América do Sul, a espécie vem crescendo e
tornando-se importante economicamente, destacando-se o Chile, Argentina e
Uruguai como os principais paises produtores (MONTEIRO, 2004; BANADOS,
2006). No Brasil a cultura é recente, mas sua ascensédo pode ser facilmente notada,
principalmente na regido sul do pais, tornando-se uma boa alternativa para 0s
produtores, podendo ser utilizada para diversificar a propriedade na busca de novas
fontes geradoras de renda para a pequena propriedade rural. O cultivo de pequenos
frutos caracteriza-se pela elevada exigéncia de mao de obra e pela possibilidade de
obtencéo de alto retorno econdmico (FACHINELLO; HOFFMANN, 1994).

Devido a época de colheita coincidir com a entressafra dos paises europeus,
a perspectiva de cultivo nos paises do hemisfério Sul é bastante promissora no que
diz respeito a exportacdo (SANTOS, 2004). Segundo Corréa et al. (2004) a Regido
Sul do Brasil apresenta potencial para producdo de pequenas frutas, entre eles o
mirtilo. Dentre os fatores que limitam a expansdo do cultivo no pais estdo o
crescimento lento da planta, qualidade, a dificuldade de propagacdo em algumas
cultivares e, consequentemente, o alto custo das mudas (PAGOT; HOFFMANN,
2003; CAMPOS et al., 2005).

A area cultivada no Brasil é superior a 200 hectares, e a destinacdo a
producdo vai para exportacdo, e parte € absorvida no mercado interno. O Rio
Grande do Sul é o Estado que mais se destaca na producdo de mirtilo, com 45
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produtores rurais, ocupando uma area de 65 ha com producdo de 150 toneladas
(FACHINELLO, 2008).

O surgimento de novas tecnologias de producdo de mudas de qualidade,
capazes de reduzir o periodo de producdo e obter plantas com parte aérea e
sistema radicular vigoroso, minimizaria os problemas de formacdo da muda,
possibilitando uma maior exploracéo dessa espécie no pais.

O modelo atual de producéo de plantas frutiferas, se apoia em obter mudas
certificadas obtidas através de programas de multiplicacdo de matrizes (SILVEIRA,
2006). Sendo assim, as plantas produzidas nesse alto grau de qualidade, faz-se
necessario que seja realizada em ambientes protegidos para evitar qualquer tipo de
contaminagdo. Entretanto, a desinfeccdo do substrato para a eliminacdo de
patdégenos, elimina também os microrganismos benéficos, dentre eles os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) (SOUZA et al., 2002). No caso da producéo de
mudas micropropagadas, onde sdo utilizados substratos inertes, é interessante que
as mesmas, devido ao estresse sofrido por elas no momento do transplantio, tenham
um suporte biolégico antes da realizagdo desta etapa (RAI, 2001).

Os FMAs sdo muito importantes e comuns nos agroecossistemas naturais.
Ao colonizar as raizes, estes fungos langcam suas redes de hifas no solo ampliando o
volume que seria explorado apenas pelas raizes, contribuindo para uma maior
absorcao de nutrientes minerais, em especial do fésforo. Em troca de todos esses
beneficios as plantas fornecem substrato energético ao fungo, ocorrendo uma
perfeita interagdo. Essa simbiose, além de melhorar o estado nutricional das plantas,
acelera o crescimento e melhora o vigor na fase de formacédo (COLOZZI-FILHO;
BALOTA, 1994). Como resultado do melhor status nutricional, a planta hospedeira
passa a apresentar maior tolerancia a estresses bioticos e abioticos (RILLIG et al.,
2004; BAI et al., 2009).

Segundo Wilcox (1996), os fungos micorrizicos ndo alteram o aspecto
externo da raiz, ocorrendo assim em 83% das plantas dicotiledéneas, em 79% das
monocotiledéneas e em todas as Gimnospermas. A ocorréncia desta simbiose é
praticamente universal devido a associacdo do grande numero de plantas, na
maioria dos habitats naturais e naqueles que sofreram acdo antrépica (SYLVIA;
CHELLEMI, 2002).

Estudos realizados por Azcon-Aguilar e Barea (1997) afirmam que a

aplicacdo de FMAs é viavel para as culturas que utilizam um estagio de transplantio.
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Estes autores ressaltam ainda que a adaptacdo de plantas micropropagadas in vitro
em substratos ndo estéreis e nas condicbes de campo podem ser melhoradas pela
inoculacdo dos fungos micorrizicos, e essa inoculacdo pode ser conduzida quando
as plantulas sado produzidas em mistura em vasos ou em viveiros de plantas
desinfectados, onde propagulos de FMAs estdo presentes em baixo namero, ou até
mesmo ausentes, tais como em material de plantas micropropagadas. Contudo,
pode-se afirmar que uma selecdo cuidadosa da combinacdo compativel de
hospedeiro, FMA e substrato é um fator chave para melhor desempenho de plantas
micropropagadas.

A hipédtese a ser testada € que o uso de fungos micorrizicos arbusculares na
producdo de mudas micropropagadas de mirtilo ‘Woodard’ e ‘Bluegem’ influencia no
desenvolvimento vegetativo inicial dessas mudas.

Dessa forma, foi proposto com este trabalho identificar os fungos
micorrizicos arbusculares presentes nos pomares de mirtileiro da regido de Pelotas-
RS, bem como avaliar a influéncia desses fungos no crescimento de mudas

micropropagadas das cultivares Woodard e Bluegem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia do mirtilo

Membro da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, género Vaccinium e
conhecido como ‘blueberry’ ou ‘arandano’, o mirtilo € uma fruta explorada
comercialmente nos seis continentes e o crescimento das areas plantadas se deve
ao aumento do consumo de produtos saudaveis e com um alto potencial
antioxidante (GIONGO; BERGAMINI, 2003). E uma fruta nativa dos Estados Unidos
e Canada e representa grande importancia comercial nesses paises (SANTOS,
2004). Na América do Sul, a espécie vem crescendo e tornando-se importante
economicamente, destacando-se como principais produtores o Chile, a Argentina e o
Uruguai (MONTEIRO, 2004; BANADOS, 2006).

Atualmente, essa fruta vem se destacando nos Estados Unidos e na Europa,
onde ha uma tendéncia crescente dos consumidores incorporarem em sua dieta
diaria esses frutos, pois estudos mostram a reducdo de riscos de cancer e
problemas cardiacos, colesterol e atenuacdo dos efeitos do envelhecimento. S6 os
Estados Unidos consomem 671 mil toneladas por ano (MONTEIRO, 2006).

A cultura do mirtilo, apesar de sua grande importancia comercial em outros
paises, no Brasil, ainda é incipiente, com uma éarea estimada em 200 ha (Rigon,
2005), concentrando-se no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sul do Parana e
entorno de Curitiba, Sdo Paulo (em regifes de altitude, especialmente Campos do
Jordao) e Sul de Minas Gerais (Planalto de Pocos de Caldas e Alta Mantiqueira)
(ANTUNES, 2005).

O mirtilo é uma fruta muito apreciada devido ao seu sabor exético, seu valor
econdmico e seus poderes medicinais, sendo conhecida como a fruta da
longevidade, caracteristica conferida devido ao alto conteudo de antocianidinas
contidas nos pigmentos hidrossollveis de cor azul-parpura do fruto (VIZZOTTO,
2009). Estes compostos tém a capacidade de atuar nas doencas relacionadas a
visdo, como catarata e glaucoma, melhorando a capacidade de leitura e o foco da

visdo. O mirtilo € rico em compostos fenolicos com um grande potencial antioxidante
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e anticancerigeno capaz de exercer efeito protetor para o cérebro, contribuindo na
melhora da memoaria (KALT; JOSEPH, 2007). Retarda o envelhecimento e doencas
como mal de Alzeimer, é desinfectante, reduz infeccdes do aparelho auditivo e
respiratorio (SALGADO, 2003). Oferece enormes beneficios a pele, fortalece as
paredes dos vasos capilares (usado nos casos de varizes e hemorréidas), diminuiu
problemas circulatorios, transtornos cardiacos, feridas externas e internas, edemas,
artrites, artroses e complicacoes da diabetes (ANTUNES; MADAIL, 2007).

Do grupo das pequenas frutas, que abrange as culturas de morango,
framboesa, mirtilo e amora-preta, o mirtilo € classificado como a fruta mais rica em
antocianinas, com teores que variam de 93 a 280 mg de cianidina/100 g de fruto
fresco conforme a cultivar (CONNOR et al., 2002), seguido pela framboesa-preta
(até 197,2 mg/100 g), amora-preta (171,6 mg 100g™?) e morango (40 mg 100g™)
(WANG,; LIN, 2000).

2.2 Cultivares

Os mirtileiros classificam-se em cinco grupos importantes: Northem
Highbush, Half high, Southern highbush, Rabbiteye e Lowbush (GALLETA;
BALLINGTON, 1996). Os dois grupos com maior potencial de producdo no Brasil
sdo o southern highbush e rabbiteye, devido a sua maior necessidade de acumulo
de horas de frio.

As plantas do grupo rabbiteye podem alcancar de dois a quatro metros de
altura, apresentando como caracteristicas um elevado vigor, longevidade, alta
produtividade, baixa necessidade em frio, produzindo frutos acidos, firmes e longa
conservacao (RASEIRA et al., 2004).

As plantas do grupo southern highbush, originarias do sul dos Estados
Unidos, sdo mais exigentes em agua, qualidade de solo, drenagem e quantidade de
matéria organica quando comparadas as cultivares do tipo rabbiteye (RASEIRA et
al., 2004). Este grupo contém as variedades de mirtilo com menor exigéncia em frio
e, consequentemente, maior precocidade de producao.

O sistema radicular do mirtileiro é superficial, de raizes finas, fibrosas, de
pouca extensdo e desprovidas de pelos radiculares, no entanto, as raizes mais
jovens sao encarregadas da absorcdo dos nutrientes. Esta condicdo gera uma
capacidade de absorcdo muito menor quando comparada a outras espécies
(BUZETA, 1997).
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De habito arbustivo, a planta de mirtilo requer para seu bom
desenvolvimento solos leves, com alto teor de matéria organica (superior a 3%) e
nao sujeitos a encharcamento prolongado, além de pH entre 45 a 5,2
(WILLIAMSON et al., 2006). Da mesma forma, na fase de propagacéo da planta e
crescimento das mudas, ha necessidade da utilizacdo de substratos com reacao

acida e de textura leve.

2.3 Propagacéo

De acordo com Antunes et al. (2004) o mirtileiro pode ser propagado por
sementes, enxertia, estaquia lenhosa, semilenhosa e herbacea, ou através de
técnicas de propagacdo in vitro. Dos meios disponiveis para se propagar mirtilo, a
estaquia € a mais utilizada.

Na Europa, o mirtilo € propagado por estacas lenhosas ou herbaceas,
possibilitando obter, dependendo da cultivar, enraizamento em torno de 60% a 80%,
enguanto, nos Estados Unidos, prefere-se utilizar estacas lenhosas para o grupo de
mirtilos Highbush e herbaceas para o grupo dos Rabbiteye (BOUNOUS, 2003). Na
Nova Zelandia, a técnica mais comum € a estaquia herbacea, seguida da
semilenhosa e lenhosa, sendo que a micropropagacdo é a menos utilizada pelos
viveiristas daquele pais (MILLER et al., 2006).

Para as cultivares do grupo rabbiteye, bons resultados séo obtidos com
estacas herbaceas (SANTOS; RASEIRA, 2002) em casa de vegetacdo com sistema
de nebulizagdo constante com controle da temperatura e, principalmente, da
umidade relativa.

A propagacgado comercial através de sementes ndo é utilizada, apesar do
grande numero de sementes por fruto, devido a ocorréncia de segregacao genética,
gue origina descendentes com caracteres distintos aos da planta-mae (HOFFMANN;
FACHINELLO, 1995).

Uma das técnicas utilizadas com eficiéncia para disponibilizar mudas de
mirtileiro no mercado tem sido a micropropagacdo (DAMIANI; SCHUCH, 2008). A
aplicacdo desta técnica é importante devido a elevada qualidade fitossanitaria e a
homogeneidade das mudas produzidas, porém, o custo final desta muda € elevado
(SCHUCH; ERIG, 2005).

A micropropagacao permite a obtencdo de milhares de plantas isentas de

virus, geneticamente uniformes e em curto espaco de tempo (PASQUAL et al., 1991;
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BATI et al., 2006) além de permitir propagar variedades de dificil enraizamento,
possibilitar exportar o material mais rapidamente jA que ndo € obrigado um longo
periodo de quarentena e possibilitar a programacdo da producdo das mudas
conforme a demanda do mercado (BATI et al., 2006).

Albert et al. (2009) citam a micropropagacdo como uma alternativa quando
tem-se um limitado namero de plantas matrizes ou quando se necessita de grande
namero de plantas com uniformidade e qualidade.

Devido ao uso de reguladores de crescimento no meio de cultura in vitro, as
plantas revertem ao seu estado de juvenilidade, adquirindo melhor capacidade de
enraizamento, podendo chegar a 100% de enraizamento (BUZETA, 1997).

Esta técnica elimina microrganismos patogénicos, mas também exclui
organismos que podem favorecer o estabelecimento das mudas micropropagadas e
seu crescimento apos o transplantio (GRANGER et al.,1983), como os fungos
micorrizicos arbusculares. Por sua vez, em ambiente protegido, recomenda-se 0 uso
de substratos inertes ou desinfestados para evitar a contaminacao por patdgenos e
com isso também sdo eliminados estes fungos (SOUZA et al., 2005).

2.4 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS)

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo 0s mais antigos, existindo
evidéncias, em plantas fossilizadas, que esta simbiose ja ocorria a cerca de 400
milhdes de anos (REMY et al, 1994; ALLEN, 1996). Pertencem ao Filo
Glomeromycota, composto por quatro ordens, 13 familias, 19 géneros e 214
espécies descritas (SCHURLER, 2010), e colonizam as raizes de mais de 80% das
plantas vasculares terrestres (SMITH; READ, 2008), tanto em ecossistemas naturais
como em agroecossistemas cultivados. A funcdo da associacdo micorrizica mais
conhecida e estudada é o aumento da absor¢cdo de nutrientes pelas plantas, em
especial o fésforo (SILVEIRA, 2000). Entretanto, outras fun¢des séo atribuidas aos
FMAs como a reducéo de doencas causadas por patogenos habitantes do solo e a
formacdo de agregados de solo estaveis em agua (JEFRIES et al., 2003).

A colonizacdo das raizes pelos FMAs ocorre pelas trés possiveis fontes de
in6culos: esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas presentes no solo,
sendo dificil distinguir qual a contribuicdo de cada um na colonizagcdo do sistema
radicular (SMITH; READ, 2008). As hifas formam estruturas de penetracdo nas

raizes do tipo apressorio, onde através de uma degradacao parcial da parede celular
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das células radiculares, ocorre a penetracdo das hifas, e posterior colonizacdo das
células do cértex, onde sédo formados os arbusculos, que sdo consideradas as
estruturas responsaveis por suprir o fungo com o carbono e os fotoassimilados da
planta, e onde a planta obtém os nutrientes e a agua retirados do solo pelo fungo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As hifas extra-radiculares dos FMA aumentam a area de contato da raiz com
0 solo, proporcionando maior taxa de absorcdo de nutrientes além de uma maior
absorcao de agua, propiciando além dos beneficios nutricionais, uma melhora geral
no estado da planta hospedeira, reduzindo os efeitos dos estresses causados por
fatores ambientais (BUNN et al., 2009; QUEREJETA et al., 2009). Em geral, o seu
ciclo de vida comega com a colonizagdo de uma raiz e o desenvolvimento de
arbusculos e hifas ramificadas dentro da raiz (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

2.5 FMA x Fruticultura

Os efeitos das associagbes micorrizicas nos sistemas agricolas séo
potencialmente benéficos, com apenas alguns poucos relatos de a¢do negativa no
crescimento de plantas em campo (DANIELE-SIVA et al., 2009). Porém sao
crescentes as evidéncias de que fungos micorrizicos contribuem para a
produtividade das culturas e s&o importantes no modo como estas respondem a
aplicacdo de fertilizantes, sendo possivel fazer estimativas sobre o potencial de
economia na aplicacéo de fertilizantes se uma determinada cultura é inoculada com
o fungo (SMITH; READ, 2008).

Os efeitos positivos da associacdo micorrizica com culturas de interesse
agrondmico ja sao bastante conhecidos e difundidos, principalmente nos estagio
iniciais de crescimento e estabelecimento de plantulas e mudas. Dentre as fruteiras
cultivadas no pais, destacam-se estudos entre interacfes de FMA, com gravioleiras
(CHU et al., 2001), cajueiros (WEBER et al., 2004), bananeiras (ELSEN et al., 2008),
mamoeiros (VEGA-FRUTIS; GUEVARA, 2009), aceroleiras (SILVA et al., 1998;
COSTA et al., 2001), macieira (LOCATELLI et al., 2002), videira (SOUZA et al.,
2004), abacateiro (SILVEIRA et al., 2002), citrus (FOCCHI et al., 2004; SOUZA et al.,
2005) e pessegueiro (NUNES et al, 2008), em todos com melhora no

desenvolvimento das plantas.
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2.6 FMA x Mirtilo

As micorrizas desempenham um papel importante na biologia do Vaccinium
spp. e no desenvolvimento de uma agricultura sustentavel, pois podem ser benéficos
na reducao da utilizacdo de fertilizantes e reguladores de crescimento (STARAST et
al., 2006). Em plantas de mirtilo que crescem a campo em regides de solos nativos
para esta espécie, € normal que se encontre simbiose com micorrizas (REICH et al.,
1982). As plantas micorrizadas exibem também alterac6es metabdlicas e fisioldgicas
diversas. Varias auxinas, citocininas, giberelinas, vitaminas e compostos organicos
bioativos acumulam-se em maior quantidade em plantas micorrizadas. Moreira e
Siqueira (2006) consideram que a maioria das alteracdes fisioldgicas resulta dos
beneficios nutricionais, mas as alteracbes nas substancias reguladoras do
crescimento podem ser controladas diretamente pela simbiose, considerando-as
necessarias para o funcionamento da associacao.

Starast et al. (2006), relatam que a producdo de mirtilo highbush na Italia é
limitada pela sua baixa capacidade de adaptacéo as condi¢des de solo, a dificuldade
de encontrar plantas mais adaptadas, a baixa capacidade de enraizamento de
algumas das principais cultivares e ao crescimento lento e de baixa produtividade
das plantas propagadas por estacas. Dessa forma os autores sugerem que, cOmo 0
sucesso da simbiose entre os fungos e as plantas no campo pode ser influenciado
pelas condigcbes ambientais e de solo, sdo importantes os estudos de adaptabilidade
de plantas micorrizadas sob diferentes condi¢des climaticas, partindo do principio de
que a escolha correta da micorriza ira favorecer uma maior adaptabilidade a
diferentes regides. Eccher et al. (2006), ao testar nove cultivares de mirtilo com onze
tipos de micorrizas, observaram notavel interacdo entre as espécies do fungo e as
cultivares sobre o crescimento, o nimero e o comprimento de brotacles, além de
que houve um incremento sobre o nimero e comprimento de brotacdes basais. Os
mesmos autores concluiram que as plantas micorrizadas com as estirpes mais
eficazes podem ser menos influenciadas pela adubac&o mineral de N e P.

Eccher et al. (2009), avaliando estas mesmas plantas a campo nos primeiros
oito anos, constatou que esta interagdo fungo x cultivar persiste a longo prazo,
sendo que a mesma estirpe do fungo € capaz de aumentar o crescimento de uma
cultivar e diminuir de uma outra. Além disso, dentro das cultivares, as diferencas no
crescimento das plantas mostraram interacdo entre as estirpes do fungo e as

condi¢des edafocliméticas.
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Borkowska e Krzewinska (2009) constataram que a cultivar Bluecrop,
oriunda da América do Norte, respondeu ao ataque de fungos micorrizicos
arbusculares isolados do ecossistema polonés, resultando em mudangas
morfologicas e fisiolégicas consideraveis, havendo estimulo da atividade fotoquimica
da planta. Segundo Focchi et al. (2004), os fungos micorrizicos arbusculares
apresenta diferentes graus de adaptacdo as caracteristicas ambientais dos
agroecossistemas, determinadas pelo manejo, area de cultivo e idade das plantas,
sendo considerado de grande potencial biotecnologico. Com isso, o uso de espécies
de fungos micorrizicos nativos de pomares da prépria cultura tende a ser uma boa

opcao a ser utilizada na producédo de mudas dessa cultura (NUNES et al., 2008).
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CAPITULO | - Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em pomares de

mirtileiro da regido de Pelotas — RS.

1 INTRODUCAO

Membro da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género Vaccinium,
o mirtilo (Vaccinium spp.) € uma fruta explorada comercialmente nos seis
continentes e o crescimento das areas plantadas se deve ao aumento do consumo
de produtos saudaveis e com um alto potencial antioxidante (GIONGO; BERGAMINI,
2003). A cultura apresenta grande importancia comercial, especialmente nos
Estados Unidos e Canada (BRAZELTON; STRIK, 2007), e em alguns paises da
Europa, como Italia e Alemanha (STRIK, 2005).

Na Ameérica do Sul, a espécie vem crescendo e tornando-se importante
economicamente, destacando-se o Chile, Argentina e Uruguai como 0s principais
produtores (MONTEIRO, 2004; BANADOS, 2006). No Brasil a cultura é recente, mas
sua ascensao pode ser facilmente notada, principalmente na regido sul do pais,
tornando-se uma boa alternativa para os produtores, podendo também ser utilizada
para diversificar a propriedade na busca de novas fontes geradoras de renda para a
pequena propriedade rural. O cultivo de pequenos frutos caracteriza-se pela elevada
exigéncia de mao de obra e pela possibilidade de obtencdo de alto retorno
econdémico (FACHINELLO; HOFFMANN, 1994) mesmo em pequenas areas.

O mirtilo é uma fruta muito apreciada devido ao seu sabor exotico, seu valor
econdmico e seus poderes medicinais, sendo conhecida como o fruta da
longevidade, caracteristica conferida devido ao alto conteddo de antocianidinas
contidas nos pigmentos hidrossolaveis de cor azul-parpura do fruto (MADAIL,;
SANTOS, 2004). Rico em compostos fendlicos, esta fruta possui um grande
potencial antioxidante e anticancerigeno capaz de exercer efeito protetor para o
cérebro, contribuindo na melhora da memdria (KALT; JOSEPH, 2007).

Possivelmente retarda o envelhecimento e doencas como mal de Alzeimer, reduz
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infeccbes do aparelho auditivo e respiratorio (SALGADO, 2003), oferece enormes
beneficios a pele, fortalece as paredes dos vasos capilares, diminui problemas
circulatorios, transtornos cardiacos, feridas externas e internas, edemas, artrites,
artroses e complicacdes da diabetes (ANTUNES; MADAIL, 2007).

Segundo Corréa et al. (2004) a regido sul do Brasil apresenta potencial para
producado do mirtilo. Entre os fatores que limitam a expansao do cultivo no pais estéao
0 crescimento lento da planta, a qualidade e a dificuldade de propagagdo em
algumas cultivares e, consequentemente, o alto custo das mudas (PAGOT,;
HOFFMANN, 2003; CAMPOS, et al., 2005), aliados as exigentes necessidades
climéticas.

As plantas do género Vaccinium se desenvolveram naturalmente em solos
acidos, de baixa a moderada fertilidade, rico em matéria organica e &gua,
apresentando especificidade biolégica, necessitando uma parceria com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (BORKOWSKA; KRZEWINSKA, 2009). Os FMAs
desempenham um papel fundamental, visto que estes fungos formam associacao
com mais de 80% das plantas vasculares (SMITH; READ, 1997; WANG; QIU, 2006).
Ao colonizar as raizes, estes fungos langcam suas redes de hifas no solo ampliando o
volume seria explorado apenas pelas raizes, contribuindo para uma maior
absorcdo de nutrientes minerais, em especial, do fosféro. Em troca de todos
esses beneficios as plantas fornecem substrato energético ao fungo, ocorrendo uma
perfeita interacdo (COLOZZI-FILHO; BALOTA, 1994). A formacédo desta simbiose
proporciona maior vigor as plantas, maior capacidade de tolerar estresses climaticos,
maior competitividade devido ao aumento na taxa de crescimento inicial, resisténcia
as doencas, e sobrevivéncia em solos pobres (ZANGARO et al.,, 2002; MOREIRA-
SOUZA et al.,, 2003, MOREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo Focchi et al. (2004), esse grupo de fungos apresenta diferentes
graus de adaptacdo as caracteristicas ambientais dos agroecossistemas,
determinadas pelo manejo, area de cultivo e idade das plantas, sendo considerados
de grande potencial biotecnoldgico.

Considerando o enorme papel desempenhado pelos FMAs nos
ecossistemas naturais e as escassas informacdes na literatura sobre a presenca de
FMAs em pomares de mirtilo na regido de Pelotas - RS, o objetivo desse trabalho
foi avaliar a ocorréncia e diversidade dos FMAs presentes em pomares de mirtilo

na regido de Pelotas no estado do Rio Grande do  Sul
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao das areas estudadas

Foram escolhidas para estudo seis pomares com diferentes idades (trés a
vinte e oito anos) de trés municipios da regido sul do estado do Rio Grande do Sul,
sendo: (1) pomar velho experimental localizado na Sede da Embrapa Clima
Temperado (EPV), no municipio de Pelotas-RS, onde estdo plantados mirtileiros do
grupo rabbiteye (Powderblue, Briteblue, Delite, Woodard e Climax); (2) pomar novo
experimental localizado na Sede da Embrapa Clima Temperado (EPN), no municipio
de Pelotas-RS, onde estdo plantados mirtileiros do grupo rabbiteye (Bluebelle,
Giorgiagem, Powderblue e Woodard); (3) pomar comercial (MC) localizado no
municipio de Pelotas-RS com plantio de cultivares do grupo highbush (O’Neal e
Misty); (4) pomar comercial localizado no municipio de Jaguardo (JG) com plantio de
cultivares do grupo highbush (O’Neal e Misty) e (5) pomar comercial de cultivares do
grupo rabbiteye (Powderblue, Climax e Bluegem) localizado no municipio de Morro
Redondo (PMR). Sendo os mais antigos EPV (29 anos) e MR (8 anos) e os mais
novos JG (3 anos), EPN (4 anos) e MC (4,5 anos).

B

Figura 1. Pomares de mirtilo selecionados para estudo: A) Pomar comercial de
Pelotas com a variedade Misty (MC); B) Pomar Comercial de Pelotas com
a variedade O’Neal (MC); C) Pomar comercial de Morro Redondo (MR);
D) Pomar comercial em Jaguardo (JG); E) Pomar velho experimental da
Embrapa (EPV); F) Pomar novo experimental da Embrapa (EPN).
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2.2 Coletas das amostras de solo e raizes nas areas de mirtilo

Nas éareas selecionadas foram escolhidas ao acaso cinco plantas, que
tiveram suas areas divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante foi coletada
uma amostra simples de solo rizosférico e radicelas, totalizando 20 subamostras por
pomar, que posteriormente constituiram uma amostra composta. As coletas das
amostras de solo foram realizadas durante o més de marco de 2011 com o auxilio
de um trado na camada de 0-20 cm, na projecéo das copas. As subamostras de solo
e raizes foram colocadas em recipientes separados, e devidamente identificados,
lacrados e levados ao Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas. Das
amostras de solo coletadas retirou-se subamostras, que foram encaminhadas para o
Laboratorio Quimica do Solo da FAEM/UFPel, para andlises fisicas e quimicas. As
analises quimicas foram feitas seguindo as metodologias descritas por Tedesco et
al. (1995), e a analise granulométrica seguindo a metodologia descrita pela
Embrapa (1997).0s valores das variaveis quimicas e fisicas dos solos analisados
encontram-se na tabela 1. As amostras de radicelas foram lavadas em agua
destilada, cortadas em segmentos de 0,01lm e armazenadas em uma solucdo de
F.A.A (Formaldeido a 5%, Acido Acético a 5% e Alcool Etilico a 90%) para posterior
determinacdo da colonizagdo dos FMA, conforme método adotado por Honrubia et
al., (1993).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas das areas dos pomares de mirtilo dos
municipios de Pelotas, Morro Redondo e Jaguardo, Rio Grande do Sul,

Brasil.
Caracteristicas EPV EPN PMC PJG PMR
Areia total (%) 77,1 67,2 52,1 64,7 66,7
Silte (%) 10,3 9,9 8,1 15,0 12,9
Argila (%) 12,6 22,8 39,8 20,3 20,4
pH H.0 4,3 4,3 4,1 4,3 5,7
P disponivel (mg/dm®) >50,5 30,3 27,3 34,5 5,3
K+ (mg/dm®) 96 82 173 69 91
Ca?* (cmolc/dm?) 1 2.1 1,9 1,4 2,4
Mg**(cmolc/dm®) 0,2 0,7 0,6 0,4 0,6
Al¥(cmolc/dm®) 1,6 1,6 2,4 1,6 1
H+Al (cmolc/dm®) 5,5 6,9 10,9 7,7 3,5
CTC (cmolc/dm?) 3 4,6 5,3 3,6 4,2
V (%) 21 30 22 20 48

m (%) 53 35 44 44 24
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2.3 Extracéo, identificacdo taxondmica de esporos e das espécies de FMA

A extracdo e identificacdo taxonO6mica foi realizada com o intuito de
recuperar os esporos de FMAs das amostras de solo e separa-los em morfotipos,
para a identificacdo de espécies de FMAs das cultivares de mirtilo em estudo. Para
isso, os esporos foram extraidos de uma amostra de 100 g de solo pela técnica da
lavagem, decantacdo e peneiramento por via Umida proposto por Gerdemann e
Nicolson (1963). Cada amostra foi misturada em cinco litros de agua em um balde e
agitada vigorosamente. ApGs decantacdo por alguns segundos para sedimentacao
das particulas maiores e/ou mais densas que 0s esporos, o sobrenadante foi vertido
sobre duas peneiras, com aberturas de 425 ym e 38 ym, na sequéncia da maior
para menor abertura da malha, sendo este procedimento repetido cinco vezes. Com
0 auxilio de uma pisseta com agua destilada, o material depositado na menor malha
foi transferido para tubos de ensaio e apos, centrifugado em agua a 3000 rpm por
trés minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi posto novamente em
suspensao em sacarose 50% para novamente ser centrifugado a 2000 rpm por dois
minutos. Os esporos presentes no sobrenadante foram transferidos para peneira
com malha de 38 pym e lavados com agua destilada para retirar 0 excesso de
sacarose, e recolhidos em béquer.

ApoOs a extracdo, os esporos isolados foram separados, com auxilio do
microscépio estereoscépio, em grupos de acordo as semelhancas morfoldgicas (cor,
formato, brilho, tamanho), e preparados em laminas previamente identificadas e
laminulas contendo esporos intactos montados em PVLG (&lcool polivinil-
lactoglicerol) e esporos rompidos por pressdao, montados com PVLG + Melzer 1:1
(v/v) (Morton et al. 1993). Na sequéncia, as laminas foram colocadas em estufa, com
temperatura proxima a 50°C por 24 horas, para secagem da resina. A identificacédo
foi feita pelo Dr. Sidney Luiz Stirmer da Universidade Regional de Blumenau
(FURB), Blumenau, SC.

2.4 indices ecoldgicos

As populacdes dos FMA foram avaliadas segundo dados de numero de
esporos, riqueza das espécies, abundancia relativa e frequéncia relativa das
espécies onde distinguiram-se as seguintes categorias para a frequéncia relativa:
muito frequente (> 70%); frequente (70-30%); pouco frequente (29-10%); esporadica

(<10%). Além disso, foram calculados os indices ecolégicos de dominéncia de
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Simpson (Is) e diversidade de Shannon (H’) (BROWER et al., 1990). Estes indices
foram escolhidos por representarem a diversidade levando em conta o niumero de
espécie e a ocorréncia dos individuos.

Numero de esporos: N° de esporos em 100g de solo de cada amostra.

Frequéncia relativa: Indica a frequéncia de ocorréncia de cada espécie. Foi
medida pela férmula: FR = (Pi / P) x 100, onde Pi é o numero de amostras em que
uma dada espécie ocorre e P é o numero total de amostras.

Riqueza das espécies: Foi obtida pelo nimero de espécies de FMAs
morfologicamentes distintos presente em 100g de solo.

Abundancia relativa de cada género: Calculado pela formula: AR = (Ji / K)
x 100, onde Ji € o numero de esporos de cada género e K € o numero total de
esporos na amostra.

Diversidade de Shannon: Calculado pela férmula: H' =- X (pi log pi), onde
pi = ni/N, sendo que ni € o niumero de esporo de determinada espécie e N é o
namero total de esperos (NDAW, 2007)

indice de dversidade de Simpson: Calculado pela férmula: Is = 1-L, onde
L= Z ni(ni - 1) / N(N-1), sendo ni o niumero de esporos de cada espécie de FMA "i" e

N é o nimero total de espécies de fungos micorrizicos (CAPRONI et al., 2003).

2.5 Determinacéao da colonizacao radicular

Para avaliar a colonizacao radicular por FMA, raizes das cultivares de mirtilo
foram separadas do solo rizosférico com agua corrente e clarificadas segundo a
técnica descrita por Phillips e Hayman (1970), modificada por Gianinazzi e
Gianinazzi-Pearson (1992). As raizes foram colocadas em becker com solugéo de
hidroxido de potassio (KOH) a 10% durante 30 minutos a 90°C em banho maria.
Apos a fase do KOH, adicionou-se uma solug¢éo de agua oxigenada (H,0O,) a 10%,
durante 5 minutos. Em seguida as raizes foram lavadas cinco vezes em agua
destilada e acidificadas por 5 minutos em solucdo de &cido acético a 5%. Para o
processo de coloragéo, as raizes foram colocadas no azul de tripano (0,075 g de
azul de tripano misturado a 500 mL de glicerol, 450 mL de agua, 50 mL de acido
cloridrico a 2%) e aquecidas durante 1 minuto a 90°C. Apdés o0 aguecimento, as
raizes coradas foram lavadas com agua destilada para a retirada do excesso do
corante e conservadas em lactoglicerol. A observacdo da colonizacdo de FMA foi

feita em microscopio Optico segundo Giovannetti e Mosse (1980). Foram montadas
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cinco laminas para cada amostra de raiz, contendo dez segmentos de raizes de
aproximadamente 1 cm em cada lamina. A porcentagem de raizes colonizadas foi

obtida através da relacdo: numero de segmentos infectados/total analisado.

2.6 Analises estatisticas dos dados

Foram utilizados indices ecoldégicos como forma de avaliar as
populacbes de micorriza nos pomares em estudo. As variaveis referentes aos
atributos fisicos e quimicos do solo e nimero de esporos foram avaliadas pela
estatistica multivariada através da analise de Componentes Principais (ACP). Esta
analise tem o objetivo de identificar as variaveis que tém maior contribuicdo com a
variancia dos dados, com base na matriz de correlacdo existente entre as
componentes e as variaveis padronizadas.

Todas as analises utilizaram o software estatistico SAS (Statistical Analysis
System, 1985).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade de FMA

Foram extraidos no total 1.377 esporos de FMAs nas 16 amostras de solo
coletadas nos seis pomares de mirtilo, e identificados 18 diferentes morfotipos de
FMAs, distribuidos em sete géneros: Acaulospora (7), Glomus (6), Ambispora (1),
Archaeospora (1), Gigaspora (1), Paraglomus (1) e Scutellospora (1). Dos 18
morfotipos detectados, foi possivel identificar 11 em nivel de espécie (Tabela 2).
Segundo Sturmer e Siqueira (2006), em ecossistemas brasileiros ocorrem muitas
espécies de FMAs que séo identificadas apenas em nivel de género, e isto pode ser
devido a ocorréncia de espécies inéditas. De acordo com Morton (1993), a
identificagdo de esporos de FMAs coletados diretamente no campo, comumente €
uma tarefa complexa de ser executada, devido as mas condi¢cdes que 0s esporos se
encontram, muitas vezes com as paredes degradadas ou parasitados, eliminando
caracteristicas necessarias a sua correta identificacao.

Em todos os pomares e plantas estudadas observou-se a maior ocorréncia
dos géneros Acaulospora e Glomus. De acordo com Carrenho (1998), estes géneros
apresentam maior capacidade de adaptacdo a solos submetidos a diferentes
variacbes nos teores de matéria organica, calagem, textura, e demonstram ter
espécies resistentes a perturbacdes ambientais. A maior ocorréncia de Acaulospora
pode ter sido devido aos baixos valores de pH, ja 0 Glomus possivelmente ndo esta
relacionada com este fator quimico do solo. Muitos estudos mostram que
Acaulospora, Scutellospora e Gigaspora adaptam-se melhor em pH entre 4,0 e 6,0,
enquanto que a ocorréncia de Glomus € favorecida em solos com valores de pH
entre 6,0 e 8,0 (LAMBAIS; CARDOSO, 1988; STURMER et al., 2006; ZANDAVALLI
et al., 2004). Apesar do pH dos solos em estudo se encontrarem numa faixa que
favoreceria também os géneros Gigaspora e Scutellospora, estes foram menos
abundantes em todas as areas. Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade
desses géneros estarem presentes no ambiente sob outras formas, sem a producao

de esporos.
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Tabela 2. Numeros de esporos, frequéncia (FR%) e espécies de FMA identificados nos pomares: comercial Micaela (MC); Pomar
velho experimental da Embrapa (EPV); Pomar novo experimental da Embrapa (EPN); Pomar comercial de Jaguarédo (JG), Pomar
comercial de Morro Redondo (MR) e variedades: O’Neal (O’'N), Misty (Mt), Powederblue (Pb), Briteblue (Brb), Delite (Dt), Woodard
(Wd), Climax (Cx), Georgiagem (Gg) e Bluegem (Bg).

Espécies de FMA MC EPV EPN JG MR Categoria F (%)
ON Mt |[Pb Brb Dt Wd Cx|Pb Wd Bb Gg|ON Mt |[Pb Cx Bg

Acaulospora spl - - - 5 - - - - - - - - - - - - Esporadica
Acaulospora cavernata Blaszkowski - - - - - - - - - - - 4 - 5 7 - | Pouco frequente
Acaulospora excavata Walker & Mason - 4 | - e - - - - - Esporadica
Acaulospora laevis Gerd. & Trappe - - - - - - - - -1 - - - - - - Esporéadica
Acaulospora mellea Sherek - - /6 12 - 8 - |17 23 - - |37 - 3 8 - Frequente
Acaulospora morrowiae Spain & Schenck - -3 - 7 7 6/|- - - - - - 4 18 - Frequente
Acaulospora scrobiculata Trappe - - - - - - - - - -1 - 12|11 4 8 Frequente
Ambispora sp. - - - - - - - - - - - - - - - 10 Esporadica
Archaeospora trappei Morton & Redecker - - - - 5 8 -|- - - - - - - - - | Pouco frequente
Gigaspora sp. - - - - - - - - - - - - - - - 8 Esporéadica
Glomus clarum Nicol. & Schenck 25 8 |3 - - - - |- 10 2 16| - - - - 8 Frequente
Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd. & Trappe - - - - - - -l - 12 - - - - - - - Esporadica
Glomus spl 81 416 4 10 5 - |30 27 16 29| 42 51 |11 10 22| Muito frequente
Glomus sp2 62 69 |25 34 21 10 21|23 - - 33|47 93 |24 7 15| Muito frequente
Glomus sp3 - 18|16 11 13 18 14| - - 12 2 - 51|11 15 - Frequente
Glomus sp4 - - |11 14 9 17 - | - - - - - - - - - | Pouco frequente
Paraglomus occultum Morton & Redecker 12 - - e - - - - - Esporadica
Scutellospora heterogama Nicol. & Schenck - - - 2 - - - | - - - - - - - - - Esporéadica
Total de esporos 180 140|770 82 65 73 41|70 72 31 81)130 161|59 69 71
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As espécies Glomus sp.1 e Glomus sp.2 foram consideradas muito
frequentes, presentes em 93,8% e 87,5% das amostras de solo analisadas
respectivamente. As espécies Glomus sp.3 em 68,75%, Acaulospora mellea em
50%, Glomus clarum em 43,75%, Acaulospora morrowiae em 37,5% e Acaulospora
scrobiculata em 31,25% foram consideradas frequentes. As espécies Glomus sp.4
em 25%, Acaulospora cavernata em 18,75% e Archaeospora trappei em 12,5%
foram consideradas pouco frequente. J& as espécies Acaulospora spl, Acaulospora
excavata, Acaulospora laevis, Ambispora sp., Gigaspora sp., Glomus mosseae,
Paraglomus occultum, Scutellospora heterogama presente em 6,25% das amostras
analisadas foram consideradas esporadicas (Tabela 2). Observa-se que o Glomus
sp.2 foi a espécie que mais se destacou nesse estudo, apresentando os maiores
valores em relacdo as outras espécies, totalizando em todas as areas 484 esporos.
Estes resultados podem comprovar a preferéncia de alguns fungos micorrizicos em
colonizarem determinadas espécies de plantas. Algumas plantas por meio de
exudatos radiculares, podem estimular a germinagdo de esporos e o crescimento
micelial de FMAs (COLOZZI-FILHO; BALOTA, 1994). A maior frequéncia de
algumas espécies pode estar ligada a uma maior esporulacdo e consequentemente
maior adaptacdo das mesmas ao ambiente rizosférico das variedades de mirtilo
correspondente. Considerando este fato, as espécies de FMAs mais frequentes,
Glomus sp.1 e Glomus sp.2, podem ser essenciais a adaptacao das variedades as
condicOes das areas estudadas.

Os resultados de rigueza encontrados neste trabalho podem ser
considerados altos quando comparados a outros estudos realizados com culturas
perenes no Brasil. Pomares convencionais e organicos de citros com 13 anos de
idade apresentaram riqueza de 15 e 16 espécies, respectivamente (FOCCHI et al.,
2004). Areas cultivadas com mamoeiros na regido nordeste do Brasil apresentaram
24 diferentes espécies de FMAs, onde os géneros dominantes sdo 0s mesmos que
os detectados no presente estudo, ou seja, Glomus e Acaulospora (TRINDADE,
1998). Souza et al. (2002), na regiéo citricola do Rio Grande do Sul, constataram

também a predominéncia de espécies de Glomus, seguido de Acaulospora.
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As espécies dos géneros Glomus (Glomus sp.1, Glomus sp.2 e Glomus
sp.3) e Acaulospora (Acaulospora mellea) (Figura 2) foram mais abundantes na

maioria dos pomares estudados.
A B

Figura 2. Espécies de FMAs mais abundantes nas areas estudadas: A) Glomus
sp.1; B) Glomus sp.2; C) Glomus sp.3 e D) Acaulospora mellea.

Algumas espécies do género Acaulospora, Scutellospora, Glomus,
Paraglomus e Ambispora foram raras em alguns pomares estudados, ocorrendo
apenas em uma Vvariedade especifica de mirtilo como: Acaulospora sp.l e
Scutellospora heterogama encontradas apenas na variedade Briteblue no pomar
experimental velho da Embrapa (EPV); Acaulospora laevis e Glomus mossae
ocorreram apenas no pomar experimental novo da Embrapa (EPN) nas variedades

Bluebelle e Woodard, respectivamente; Acaulospora excavata e Paraglomus
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heterogama ocorreram apenas no pomar comercial (MC), respectivamente nas
variedades Misty e O’Neal e a espécie Ambispora sp. foi encontrada apenas na
variedade Bluegem no pomar comercial no municipio Morro Redondo (MR) (Figura
3).

W Acaulospora spl W Acaulospora cavernata  BAcaulospora excavata
W Acaulospora laevis W Acaulospora mellea Acaulospora morrowiae
B Acaulospora scrobiculata M Ambispora sp. Archaeospora trappei
W Gigaspora sp. W Glomus clarum W Glomus mosseae
B Glomusspl Glomussp2 Glomussp3
Glomus sp4 B Paraglomus occultum S. heterogama
100% -+ B

90% -
80% -
70% -
60% - I
50% -

40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

AB (%)

Pb Brb‘Dt‘Wd‘Cx Pb |wd | Bb | Gg |[O'N| Mt Pb | Cx | Bg

MC EPV EPN IG MR

Figura 3. Abundancia relativa das espécies de FMAs baseado na ocorréncia de
esporos nas variedades de mirtilo : O’'Neal (O’N), Misty (Mt), Powederblue (Pb),
Briteblue (Brb), Delite (Dt), Woodard (Wd), Climax (Cx), Woodard (Wd), Briteblue
(Bg), Gerogiagem (Gg), e Bluegem (Bg) e nos pomares: Pomar comercial Micaela
(MC); Pomar velho experimental da Embrapa Clima Temperado (EPV); Pomar novo
experimental localizado na Embrapa Clima Temperado (EPN); Pomar comercial
localizado no municipio de Jaguardo (JG), Pomar comercial localizado no municipio
de Morro Redondo (MR).

O elevado numero de esporos das espécies Glomus sp.1l, Glomus sp.2,
Glomus sp.3 e Acaulospora mellea pode ser um indicativo de uma maior adaptacao
dessas espécies aos pomares de mirtilo e as caracteristicas distintas de cada
ambiente, como a variagdo nas condicbes do solo, clima e caracteristicas da
planta hospedeira. O género Acaulospora também pode ter sido favorecido pelo
baixo valor de pH observado nos solos, uma vez que este género ocorre com
maior frequéncia em solos éacidos (LAMBAIS; CARDOSO, 1988; STURMER et al.,
2006).
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A ocorréncia de um maior nimero de esporos verificada nos pomares MC,
EPN e JG pode esta relacionada a uma maior incidéncia de radiacdo luminosa no
solo jA que as plantas desses pomares sao menores, com apenas trés anos de
cultivo, e ndo estdo totalmente desenvolvidas em relacdo as plantas dos pomares
EPV e MR com vinte e oito e doze anos de cultivo. A incidéncia de radiacao no solo
aumenta a evaporacao e consequentemente altera os ciclos de umedecimento e
secagem do solo. Segundo Zangaro e Moreira (2010), rapidos ciclos de secagem e
umedecimento do solo podem desencadear nos FMAs mecanismos que induzem a
esporulacdo. Em geral, a estrutura das comunidades de FMA néo ¢ alterada, apenas
a frequéncia e abundancia dessas espécies sdo modificadas pelo ambiente
(CUENCA et al., 1998; FRANKE-SNYDER et al., 2001).

No levantamento das espécies de FMA, os indices ecoldgicos de diversidade
variaram entre areas de estudo. Foram detectados os maiores indices de diversidade
Shannon (H’) e riqueza (R) nas areas mais velhas de cultivo, pomar velho
experimental da Embrapa (EPV) e do pomar comercial do municipio Morro Redondo
(MR) que as demais areas avaliadas (Figura 4). Isto pode ser explicado pelo fato de
que a rigueza de espécies de FMA aumenta a medida que 0s pomares avancam em
idade, o que ja foi observado em pomares de café e citros (CRUZ, 1989; FOCCHI et
al.,, 2004). De acordo com Magurram (2004), em estudos sobre diversidade,
geralmente o aumento no numero de espécies encontradas esta relacionado
diretamente com o aumento da abundancia, uma vez que com O aumento no
namero de individuos coletados, a inclusdo de novas espécies tende a ser comum.

O indice de Simpson (Is), que representa a dominéancia das espécies,
apresentou a mesma tendéncia da diversidade de Shannon e da riqueza (Figura 4).
Este fato significa uma distribuicdo menos uniforme das espécies de FMAs entre as
variedades de mirtilo. Assim, uma vez constatado um alto indice de Simpson,
demonstra que, se dois individuos desta comunidade forem tomados aleatoriamente,
a probabilidade de que ambos pertencam a mesma espécie € alta. Desta maneira,
sistemas que exibem maiores indices de diversidade ndo necessariamente sao mais
efetivos sob o ponto de vista ecolégico. Comunidades de FMAs com menor
diversidade podem ser mais efetivas que aquelas com alta diversidade desde que as

espécies presentes consistam em boas mutualistas (SIEVERDING, 1991).
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Figura 4. indices ecoldgicos: A) Riqueza de espécies (R), B) diversidade de
Shannon (H’) e C) dominancia de Simpson (Is), nas variedades de mirtilo: O’Neal
(O’'N), Misty (Mt), Powederblue (Pb), Briteblue (Brb), Delite (Dt), Woodard (Wd),
Climax (Cx), Woodard (Wd), Briteblue (Bg), Gerogiagem (Gg), e Bluegem (Bg) e nos
pomares: Pomar comercial Micaela (MC); Pomar velho experimental da Embrapa
Clima Temperado (EPV); Pomar novo experimental localizado na Embrapa Clima
Temperado (EPN); Pomar comercial localizado no municipio de Jaguardo (JG),
Pomar comercial localizado no municipio de Morro Redondo (MR).
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3.2 Numero de esporos de FMA

O numero total de esporos de FMAs observado na rizosfera de todas as
plantas estudadas variou de 31 a 180 esporos por 100g de solo, sendo que o maior
namero foi encontrado na variedade O’Neal no pomar comercial da Micaela (MC), e
o menor valor na variedade Bluegem na area experimental do pomar velho da
Embrapa (EPV) (Figura 5). Estes resultados podem estar relacionados ao teor de
argila do solo, onde o pomar MC apresentou a maior porcentagem (39,8%) e o
pomar EPV a menor porcentagem (12,6%) (Tabela 1). Segundo Siqueira (1993) a
porcentagem de argila retém mais agua no solo oferecendo maior umidade para o
desenvolvimento dos FMAs.

As explicacOes para estas diferencas estdo geralmente relacionadas com a
as caracteristicas da planta hospedeira, a combinacdo da intensidade e duracéo do
comprimento do dia, com as espécies de FMA presentes, e ainda a tendéncia
genética para uma espécie esporular mais do que aoutra (ENTRY et al., 2002;
OEHL et al., 2009; MOREIRA et al., 2009). Também podem estar associadas com
uma maior intensidade luminosa, que tem como consequéncia uma maior
exsudacao radicular, e concentracdo de carboidratos na raiz, contribuindo para

uma maior esporulacdo (GEHRING et al., 2003).
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Figura 5. Namero total de esporos de FMA nas areas: Pomar comercial Micaela
(MC); Pomar velho experimental da Embrapa (EPV); Pomar novo experimental da
Embrapa (EPN); Pomar comercial de Jaguardo (JG), Pomar comercial de Morro
Redondo (MR) e variedades: O’Neal (O’'N), Misty (Mt), Powederblue (Pb), Briteblue
(Brb), Delite (Dt), Woodard (Wd), Climax (Cx), Georgiagem (Gg) e Bluegem (Bg).
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3.3 Influéncia dos atributos do solo na ocorréncia e diversidade de FMA

Com a analise multivariada ACP foi possivel confirmar a diferenca das
comunidades de FMA nos pomares estudados e a relacdo destes com as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo. A andlise considerou os dois primeiros
fatores, que tiveram alto valor acumulado de 66,35%. O primeiro componente
principal explicou 37% da variancia total, enquanto que o segundo componente
29,35%. O primeiro componente correlacionou as variaveis areia, argila, P, Ca, Mg e
CTC, onde foi observada uma correlacdo negativa da areia com as demais variaveis.
O segundo componente correlacionou-se com as variaveis pH, K, V (%) e m (%), onde
foi observada uma relagao negativa do pH e V(%) com K e m (%).

Observando a distribuicdo das espécies de FMA e sua relacdo com as
variaveis de solo, observou-se uma alta correlagdo (>70%) das espécies Acaulospora
cavernata, Ambispora sp., Gigaspora sp., Acaulospora scrobiculata, Glomus sp3,
Glomus sp4, Glomus sp2, Scutellospora heterogama, Acaulospora spl e
Archaeospora trappei com as variaveis pH, V(%), P e areia (Figura 6). Trindade et al.
(2007) abordaram a relacéo entre pH e diversidade de espécies de FMA. Segundo
0s autores, algumas espécies de FMA como Acaulospora morrowiae, Glomus
intraradices e Glomus macrocarpum foram mais frequentes em solos com valores
de pH<5,5, enquanto Acaulospora scrobiculata, Acaulospora delicata, Glomus
etunicatum e Gigaspora sp foram mais frequentes em solos com valores de
pH>5,5. Além do mais, o baixo nivel de fésforo do solo também pode influenciar
positivamente a ocorréncia dos FMA (SIQUEIRA, 1994).

No geral, embora com valores menores que 70%, a ocorréncia das espécies
Glomus clarum, Glomus spl, Acaulospora excavata e Paraglomus occultum foram
pouco associadas as variaveis argila, CTC e K. Ja as espécies Acaulospora
morrowiae e Acaulospora mellea foram pouco influenciadas pela variavel areia.
Segundo Entry et al. (2002) a formacéo e funcdo dos relacionamentos micorrizicos
sdo afetados por condi¢cdes edéficas, tal como composicdo do solo, umidade,
temperatura, pH, capacidade de troca de cations, e também compactacdo do solo,
metais e pesticidas.

Nota-se que a ocorréncia das espécies Acaulospora laevis e Glomus

mosseae nao foram influenciadas por nenhuma variavel de solo neste estudo.
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Figura 6. Representacdo grafica da Andlise de Componentes Principais entre as
espécies de FMA e os principais atributos do solo: pH, V (saturacédo por base), Ca
(calcio), Mg (magnésio), m (saturacao por aluminio), P (fésforo), K (potassio),
CTC (capacidade de troca de cations). As espécies: Ac. spl (Acaulospora spl),
Ac. ca (Acaulospora cavernata), Ac. ex (Acaulospora excavata), Ac. La (Acaulospora
laevis), Ac. me (Acaulospora mellea), Ac. mo (Acaulospora morrowiae), Ac. SC
(Acaulospora scrobiculata), Am. sp (Ambispora sp.), Ar. tr (Archaeospora trappei),
Gi. sp (Gigaspora sp.), G. cl (Glomus clarum), G. mo (Glomus mosseae), G. spl
(Glomus spl), G. sp2 (Glomus sp2), G. sp3 (Glomus sp3), G. sp4 (Glomus sp4), P.
oc (Paraglomus occultum) e S. he (Scutellospora heterogama).

3.4 Colonizacéao radicular por FMA
De modo geral, as porcentagens de colonizacdo radicular com FMA foram

elevadas, variando de 40 a 80% (Tabela 3).
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Tabela 3. Colonizac¢éao radicular com fungos micorrizicos arbusculares a partir de
amostras coletadas em pomares da regido de Pelotas do Rio Grande do Sul.

Pomar Variedade Colonizacéao %

icael O'Neal 60
Micaela Misty 65
Powderblue 40

Briteblue 45

Embrapa Pomar Velho Delite 45
Woodard 40

Climax 40

Bluebelle 55

Embrapa Pomar Novo Glorgiagem °5
Powderblue 60

Woodard 60

. O'Neal 55

Jaguarao .

Misty 60

Powderblue 75

Morro Redondo Climax 75
Bluegem 80
Média 56,8

As variedades localizadas no pomar comercial do municipio do Morro
Redondo foram as mais colonizadas em relacdo as demais. Alguns autores relatam
que a diferenca na colonizacdo de plantas da mesma espécie entre locais diferentes
geralmente estdo relacionadas as condi¢cdes de fertilidade do solo (ABBOTT,;
ROBSON, 1991; BALOTA et al. 1999). Além disso, os baixos teores de fésforo
encontrados neste pomar podem ter contribuido para as altas porcentagens de
colonizacdo, visto que esta caracteristica favorece a colonizacdo micorrizica
(PAULA; SIQUEIRA, 1987; SAGGIN JUNIOR et al., 1995). Em contrapartida, o
pomar velho experimental da Embrapa com maior teor de fosforo encontrado,
apresentou a menor porcentagem de colonizacdo radicular, média de 42%, em
relacdo aos demais pomares estudados.

De acordo com Siqueira (1994), os niveis de fosforo disponiveis no solo
interferem na colonizacdo micorrizica, e os efeitos deste nutriente na colonizagéo
diferem entre as espécies. Sendo assim, a quantidade de fésforo requerida para
inibir a colonizacdo depende da capacidade de absorcdo e translocacdo pela

espécie vegetal.
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Outra provavel causa da variacdo no percentual de colonizacdo das raizes
entre as regides € o tipo de manejo do solo utilizado em cada propriedade. Segundo
Silveira (2000), o manejo agricola € determinante no estabelecimento e desempenho
dos FMA, sendo que varios fatores (pH, nivel de fertilidade, umidade, aeracéao,
manejo do solo, grau de dependéncia micorrizica da planta e interacdes entre
fungos e outros organismos do solo) interferem na infectividade do fungo e na
eficiéncia da associagdo. Michel-Rosales e Valdes (1996), em um estudo para
avaliar a colonizacdo de plantas de lima (Citrus aurantifolia Swingle) por FMA,
encontraram variacdes significativas em um curto espaco de tempo. Estes mesmos
autores analisaram a colonizacdo das plantas com duas coletas mensais, em
pomares mantidos em regime de monocultura, observando em janeiro a colonizagcao
média de 40%. Ja em fevereiro, 0 mesmo pomar apresentou colonizacdo média de
18%, sendo as condicbes ambientais, nivel de nutrientes e pH, fatores que

influenciaram diretamente nessa variacao.

4.0 CONCLUSOES

Espécies de Acaulospora e Glomus sdo as mais comumente
encontradas nos pomares de mirtilo pesquisados.

O pomar velho experimental da Embrapa, com vinte e oito anos,
apresentou a maior diversidade de espécies de FMAs, seguido pelo pomar
comercial do municipio de Morro Redondo com 8 anos.

As espécies de FMA apresentam diferentes graus de adaptacdo as

caracteristicas quimicas e fisicas do solo, areas de cultivo e idade das plantas.
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CAPITULO Il - Comportamento das cultivares de mirtileiro “Woodard” e

“Bluegem” inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

1 INTRODUCAO

O mirtilo (Vaccinium spp.) € uma espécie frutifera originaria de algumas
regibes da Europa e América do Norte, onde € muito apreciada por seu sabor
exotico, pelo valor econébmico e por seus poderes medicinais (MADAIL; SANTOS,
2004). No Brasil a cultura é recente, mas sua ascensdo pode ser facilmente notada,
principalmente na regido sul do pais, tornando-se uma boa alternativa para o0s
produtores, podendo ser utilizada para diversificar a propriedade na busca de novas
fontes geradoras de renda para a pequena propriedade rural. O cultivo de pequenos
frutos caracteriza-se pela elevada exigéncia de méo de obra e pela possibilidade de
obtencéo de alto retorno econdmico (FACHINELLO et al., 1994). Entre os fatores
que limitam a expansao dessa cultura, esta a dificuldade de propagacao, que reduz
a disponibilidade de mudas para comercializacdo (HOFFMANN, 1995).

O atual modelo de producao de plantas frutiferas, se apoia em obter mudas
certificadas obtidas através de programas de multiplicacdo de matrizes (SILVEIRA,
2006). O surgimento de novas tecnologias de producdo de mudas de qualidade,
capazes de reduzir o periodo de producdo e obter plantas com parte aérea e
sistema radicular vigoroso, minimizaria os problemas de formacédo da muda. Sendo
assim, as plantas produzidas nesse alto grau de qualidade, faz-se necessario que
seja realizada em ambientes protegidos para evitar qualquer tipo de contaminagéo
(SOUZA et al., 2002).

A propagacdo comercial do mirtilo através de sementes ndo € utilizada,
apesar do grande numero de sementes por fruto, devido a ocorréncia de segregagao
genética, que origina descendentes com caracteres distintos aos da planta-méae
(HOFFMANN et al., 1995). Uma das técnicas utilizadas com eficiéncia para
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disponibilizar mudas de mirtileiro no mercado tem sido a micropropagacao
(DAMIANI; SCHUCH, 2008). A aplicacdo desta técnica é importante devido a
elevada qualidade fitossanitaria e & homogeneidade das mudas produzidas, porém,
o custo final desta muda é elevado (SCHUCH; ERIG, 2005). Entretanto, as técnicas
de micropropagacdo privam as plantulas de sua microbiota natural benéfica, como
os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), embora promovam condicfes
ambientais 6timas em relacdo a agua, nutricdo e luz. No caso da producdo de
mudas micropropagadas, onde sdo utilizados substratos inertes, é interessante que
as mesmas, devido ao estresse sofrido por elas no momento do transplantio, tenham
um suporte bioldgico antes da realiza¢do desta etapa (RAI, 2001).

A micorriza constitui-se numa simbiose praticamente universal, entre os
FMAs e as plantas, tanto pelo grande nimero de plantas suscetiveis a micorrizacéo,
como por sua ocorréncia generalizada na maioria dos habitats (DECLERCK et al.
1995).

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo microorganismos biotroficos
obrigatérios que se associam a raizes secundarias da planta hospedeira
promovendo um aumento do volume de solo explorado pelo sistema radicular
(CARNEIRO et al., 1998). Essas associacO0es aumentam o0 acesso das plantas aos
minerais escassos ou imoéveis no solo, como o fésforo, aumentando a taxa de
crescimento das plantas, melhorando a relagdo planta-agua, contribuindo para um
melhor aproveitamento da agua do solo pelas plantas melhorando a resisténcia
desses vegetais a seca (SANCHEZ-DIAZ et al., 1990). Desempenham importante
papel na ciclagem de nutrientes, impedindo uma répida perda por lixiviacdo e
permitem sua conservacao nesses ecossistemas, onde grande parte dos nutrientes
disponiveis se concentra na biomassa (ODUM, 1988).

Sendo assim, o uso da micorrizagdo pode ter um grande potencial de
utilizacéo, através de sua capacidade de tornar o sistema radicular mais eficiente e
de seu papel no aumento da tolerancia das plantas a estresses bidticos e abioticos,
abrindo perspectivas de grande interesse para a producdo de plantas de alta
qualidade em sistemas com uma utilizacao reduzida de insumos (GIANINAZZI et al.,
1990; HOOKER et al., 1994).

O objetivo deste trabalho consistiu em avaliar o efeito da inoculagédo de

FMAs em mudas micropropagadas de mirtileiro das cultivares Woodard e Bluegem.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Micropropagacédo de Plantas
Frutiferas e na casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de Solos, da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, na Universidade Federal de Pelotas, no
municipio de Capédo do Le&o (RS), no periodo de 09 de maio de 2011 até 10 de
outubro de 2011.

2.2 Micropropagacédo das mudas

Para a producdo de mudas micropropagadas, foram utilizados segmentos
caulinares como explantes de mirtileiro ‘Bluegem’ e ‘Woodard’ pertencentes ao
grupo rabbiteye com sete gemas e folhas, produzidas no Laboratério de
Micropropagacdo de Plantas Frutiferas, do Departamento de Fitotecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), em meio nutritivo WPM - Wood Plant Media (LLOYD; MCCOWN, 1980)
acrescido de 100 mg. L™ de mio-inositol, 30 g. L™ de sacarose e 6g. L™ de agar. O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,0 com NaOH 0,1 N e, HCI 0,1N antes da
adicdo do agar. Na fase da multiplicacéo foi adicionado 5mg de 2iP (citocinina).

Em funcdo da disponibilidade destes materiais no Laboratério de

Micropropagacéao de Plantas Frutiferas, deu-se preferéncia por estas cultivares

2.3 Enraizamento das mudas

O enraizamento foi realizado ex-vitro em casa de vegetacao por um periodo
de dois meses. Os explantes, com cinco a oito pares de folhas, foram imersos em
solucdo de &cido indolbutirico (AIB), na concentracdo de 250 mg.L™ por 10 minutos,
para estimular o seu enraizamento. Em seguida, foram transferidas e
acondicionadas em cumbucas plasticas contendo vermiculita expandida de
granulometria média. As bandejas foram acondicionadas em casa de vegetacdo com

temperatura controlada (£ 25 °C).

2.4 Aquisicao dos inéculos de FMAs
Os isolados de FMAs (Glomus clarum Nicolson e Schenck, Glomus

etunicatum Becker e Gerd, Gigaspora margarita Becker e Hall e Scutellospora
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heterogama Nicolson e Gerd) utilizados no experimento, foram cedidos pelo banco

de espécies do Departamento de Horticultura e Silvicultura da UFRGS.

2.5 Inoculacdo dos FMAs nas mudas

Decorridos dois meses, 0s explantes ja enraizados ex vitro foram transferidos
para sacos de polietileno preto (tamanho 10 x 15 cm), em substrato comercial
Carolina® composto por (Turfa Canadense, Vermiculita e Casca de Arroz) onde a
inoculacdo das espécies de FMA foi realizada na propor¢cdo de 5g de indculo
contendo estruturas de FMA. Para cada saco de polietileno, os quais foram
preenchidos até a metade de sua altura com o substrato, a seguir adicionado o
in6culo de FMA formando uma camada uniforme e, por fim, o restante do substrato
completando o volume do saco. Em seguida, foi realizada a transferéncia das
plantas micropropagadas aos respectivos sacos de polietileno. As plantas foram
irrigadas com pulverizador manual de acordo com a sua necessidade, com agua pH

igual a 5,0, sendo este reduzido com o uso do produto comercial SolP30.

2.6 Variaveis analisadas

Para mensurar a influéncia da micorrizacdo nas mudas de mirtileiro, foram
analisada altura das plantas, nimero de brotagdes, comprimento das brotagdes,
biomassa seca da parte aérea e raizes, analise de macro e micronutrientes das
folhas e determinacéo da colonizacédo radicular com FMA.

Inicialmente as avaliacbes da altura das plantas, numero de brotacdes e
comprimento das brotagcdes foram realizadas semanalmente, com intuito de
identificar o momento exato da atuacdo dos FMA nas plantas e, posteriormente,
passando a avalia-las quinzenalmente.

Para a altura das plantas, a mensuragéo foi feita desde o colo até o 4pice da
haste principal utilizando uma régua milimetrada. O numero de brotagcbes foi
analisado através de contagem das mesmas. Para o comprimento das brotacfes a
mensuracao foi feita através de uma régua milimetrada. Para avaliacdo da biomassa
seca, as plantas foram divididas em parte aérea e sistema radicular, onde foram
devidamente lavadas com &gua destilada. Em seguida, pesadas em balanca de
precisdo. Logo apds, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel e

levadas a estufa com circulacéo forcada de ar, onde procedeu-se a secagem a 70°C
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por 72 horas, até peso constante. Em seguida, o meterial foi pesado em balanca de
alta precisao.

Para avaliar a colonizacao radicular por FMA, raizes das cultivares de mirtilo
foram coletadas na base e na extremidade da copa, estas foram separadas do
substrato com agua corrente e clarificadas segundo a técnica descrita por Phillips e
Hayman (1970), modificada por Gianinazzi e Gianinazzi-Pearson (1992). As raizes
foram colocadas em becker com solugcédo de hidroxido de potassio (KOH) a 10 %
durante 20 minutos a 90°C em banho maria. Apés a fase do KOH, adicionou-se uma
solucéo de agua oxigenada (H,0,) a 10%, durante 5 minutos. Em seguidas as raizes
foram lavadas cinco vezes em agua destilada e acidificadas por 5 minutos em
solucdo de acido acético a 5 %. Para o processo de coloracdo, as raizes foram
colocadas no azul de tripano (0,075 g de azul de tripano misturado a 500 mL de
glicerol, 450 mL de agua, 50 mL de &acido cloridrico a 2 %) e aquecidas durante 1
minutos a 90 °C. ApGs o0 aguecimento, as raizes coradas foram lavadas com agua
destilada para a retirada do excesso do corante e conservadas em lactoglicerol. A
observacdo da colonizacdo de FMA foi feita em microscépio 6ptico segundo
Giovannetti e Mosse (1980). Foram montadas cinco laminas para cada amostra de
raiz, contendo dez segmentos de raizes de aproximadamente um centimetro em
cada lamina. A porcentagem de raizes colonizadas foi obtida através da relagéo:

namero de segmentos infectados/total analisado.

2.7 Experimento 1: Comportamento de plantas de “Woodard” inoculadas com
fungos micorrizicos arbusculares
Todas as etapas de instalacdo do experimento foram descritos no item 2.0.
Os tratamentos testados para as cultivares “Woodard” foram: T1 - Inoculagéo
com Scutellospora heterogama Nicol. e Gerd; T2 - Inoculagcdo com Glomus
etunicatum Becker e Gerd; T3 - Inoculagdo com Glomus clarum Nicol. e Schenck; T4

— Inoculacédo com Gigaspora margarita Becker e Hall e Testemunha, sem FMA.

2.8 Experimento 2: Comportamento de plantas de “Bluegem” inoculadas com
fungos micorrizicos arbusculares
Todas as determinacdes feitas neste experimento foram iguais as realizadas

no experimento 1 (item 2.7).
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2.9 Anélises estatisticas dos dados

O delineamento experimental utilizado para producdo de mudas de mirtilo
micorrizadas foi blocos casualizados. Os dados foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) das caracteristicas avaliadas, e logo, quando significativos, para
comparacao das médias, foram aplicados os testes de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro para comparar tratamentos de inoculacdo e o de Dunnet a 5%
de significancia para comparar os tratamentos de inoculagdo com a testemunha.

Em todas as analises foi utilizado o software estatistico SAS (Statistical

Analysis System, 1985)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a cultivar Woodard a altura das plantas inoculadas com Gigaspora
margarita foi superior aos demais tratamentos, inclusive a testemunha. Quanto ao
namero de brotacfes os tratamentos Scutellospora heterogama, Glomus etunicatum,
Glomus clarum e Gigaspora margarita ndo apresentaram diferenca entre si e nem
quando comparadas a testemunha. Com relagcdo ao comprimento das brotacfes
todos os tratamentos apresentaram comportamento semelhante entre si. Entretanto
s6 o tratamento Gigaspora margarita foi superior quando comparado a testemunha.
Para a variavel comprimento das raizes, todos os tratamentos nao diferiram entre si.

Entretanto, quando comparados a testemunha todos os tratamentos foram

superiores (Tabela 4).

Tabela 4. Altura, numero de brotagdes, comprimento das brotagbes e comprimento
das raizes de plantas de mirtilo cv. Woodard, inoculadas com quatro
espécies de FMA (Scutellospora heterogama, Glomus etunicatum,
Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem inoculacéo (Testemunha).

Comprimento Comprimento

o

Tratamento AEI(;[::]r)a brcI:ltadges das brotacdes das raizes

¢ (cm) (cm)
Scutellospora heterogama 9,11ab "™ 4,87a" 10,91a ™ 11,93a*
Glomus etunicatum 9,34ab ™ 4,70a "™ 10,73a"™ 12,00a *
Glomus clarum 8,04b "™ 4,79a™ 10,92a ™ 12,10a *
Gigaspora margarita 11,69a * 4,50a "™ 12,53a * 12,45a *
Testemunha 8,1 4.8 9,4 9,0
C.V (%) 47,6 32,2 28,9 16,4

Médias seguidas por letras iguais na coluna nédo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

ns: Nado houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Dunnet.

*: Diferencga significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

Desde o inicio do experimento até o 100° dia de cultivo ndo houve um
crescimento consideravel em altura, nimero de brotacdes e comprimento das
brotacBes, em todas as plantas, devido as baixas temperaturas ocorridas durante

esse periodo. A partir do 100° dia, voltou a existir um crescimento até o 160° dia, e
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foi nesse periodo que os FMA passaram a exercer efeito sobre a altura,
comprimento das brotacdes e raizes das plantas.

Para a cultivar Bluegem, todos os tratamentos testados para a altura nao
diferiram entrei si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Entretanto, sé o Glomus
etunicatum foi superior a testemunha quando comparados pelo teste Dunnet. Para o
namero de brotacdes os tratamentos também nao diferiram entrei si, e quando
comparados com a testemunha, Scutellospora heterogama e Glomus etunicatum,
estes foram estatisticamente superiores. Em relacdo ao comprimento das brotagcdes
e comprimento das raizes os tratamentos apresentaram resultados semelhantes

entre si e superiores a testemunha (Tabela 5).

Tabela 5. Altura, nimero de brotac6es, comprimento das brotacfes e comprimento
das raizes de plantas de mirtilo cv. Bluegem, inoculadas com quatro
espécies de FMA (Scutellospora heterogama, Glomus etunicatum,
Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem inoculacdo (Testemunha).

Comprimento Comprimento

Tratamento AEI(;[rL::)a broNtc;gges das brotacdes das raizes
(cm) (cm)
Scutellospora heterogama 6,89a"™ 4,67a* 9,20a* 11,86a*
Glomus etunicatum 7,20a* 5,12a* 9,39a* 11,97a*
Glomus clarum 6,60a"™ 3,91a™ 8,88a* 10,7a*
Gigaspora margarita 6,36a™ 4,25a"™ 10,23a* 11,79a*
Testemunha 4,94 4,7 9,6 8,1
C.V (%) 53,7 38,5 25,7 16,4

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo

teste Tukey.
ns: Ndo houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Dunnet.
*: Diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

Bilttenbender (2001) verificou que para porta enxerto de videira, 0s
tratamentos com Glomus clarum e Scuttelospora heterogama nao diferiram da
testemunha, ou seja, ndo houve efeito sobre o crescimento. Silva et al. (1998),
trabalhando com mudas de pupunheira (Bactris gasipaes) inoculadas com Glomus
clarum e Glomus etunicatum, mostraram que as mudas inoculadas apresentaram
altura superior as plantas nao inoculadas. Este resultado ndo corrobora com os
dados obtidos neste trabalho, visto que, obteve-se resultados de crescimento em

altura diferenciados entre as espécies de FMA inoculados e as cultivares, sendo que
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apenas Gigaspora margarita da cv. Woodard foi superior a testemunha. De acordo
com alguns trabalhos, o fungo Gigasopra margarita esta entre as espécies de FMAs
gue mais tem promovido grandes respostas no crescimento de fruteiras, como
macieira (KON, 1995), goiabeira (SAMARAO; MARTINS, 1998) e mamoeiro
(TRINDADE et al., 2000). Samarédo e Martins (1999) obtiveram resposta significativa
no crescimento de mudas de goiabeira quando inoculadas com Gigaspora margarita,
em comparacao com Glomus clarum.

De acordo com os resultados alcancados para o comprimento do sistema
radicular, onde as plantas inoculadas tiveram maior estimulo a formacéo de raizes
em relacdo as plantas ndo inoculadas, Gendiah (1991) também verificou que mudas
de videira ao serem inoculadas com FMAs tendem a ter maior comprimento radicular
e crescimento da parte aérea que as ndo submetidas a inoculacéo.

Segundo Silveira et al. (2002), a afinidade de cada espécie de FMA
inoculada em plantas frutiferas € o principal fator para acarretar um crescimento
diferenciado nestas plantas.

A biomassa verde e seca da parte aérea da cultivar Woodard inoculada com
Gigaspora margarita foi superior aos demais tratamentos (Tabela 6). Quando
comparada a testemunha, todos os tratamentos diferiram ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Dunnet. Com relacdo a biomassa verde das raizes, as
plantas inoculadas com Scutellospora heterogama e Gigaspora margarita
apresentaram 0s maiores resultados. Quando comparados a testemunha, 0s
tratamentos Scutellospora heterogama, Glomus etunicatum e Gigaspora margarita
diferiram ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunnet. Ja em relacdo a
biomassa seca das raizes, Gigaspora margarita diferiu dos demais tratamentos e foi
superior a testemunha. A colonizacdo nas raizes pelos fungos Scutellospora
heterogama e Gigaspora margarita diferiu a 5% de probabilidade pelo teste Tukey
dos demais tratamentos. No entanto, todos os tratamentos foram superiores quando

comparados a testemunha.
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Tabela 6. Colonizacao das raizes, biomassa fresca e biomassa seca da parte aérea
(folhas e hastes) e das raizes de plantas de mirtilo cv. Woodard,
inoculadas com quatro espécies de FMA (Scutellospora heterogama,
Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem
inoculacéo (Testemunha).

Parte aérea Raizes L

Tratamento Biomassa Biomassa Biomassa Biomassa Color:)}ozagao

verde (g) seca(g) verde(g) seca(Q)
Scutellospora heterogama 4,41b* 1,46b* 1,37a* 0,08b "™ 45,1a*
Glomus etunicatum 3,97b* 1,21b* 0,72c* 0,06bc " 32,3b*
Glomus clarum 4,15b* 1,25b* 0,98b " 0,06¢c ™ 34,0b*
Gigaspora margarita 7,29a* 2,17a* 1,44a* 0,3a* 48 2a*
Testemunha 3,31 0,93 0,99 0,07 0
C.V (%) 19,5 19,1 18,6 23,2 27,9

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo

teste Tukey.
ns: Ndo houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Dunnet.
*: Diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

Na cultivar Bluegem, os tratamentos com Glomus etunicatum e Gigaspora
margarita foram os que apresentaram os maiores incrementos na biomassa verde e
seca da parte aérea, respectivamente, quando comparado aos demais tratamentos
(Tabela 7). Entretanto, quando comparado a testemunha, o Glomus etunicatum foi o
Unico tratamento que diferiu a 5% de probabilidade pelo teste Dunnet para a
biomassa verde da parte aérea, assim como o tratamento Gigaspora margarita para
a variavel biomassa seca da parte aérea. Com relacédo a biomassa verde e seca das
raizes a resposta para o tratamento Glomus etunicatum foi superior aos demais e a
testemunha. A colonizacao nas raizes pelos fungos Glomus etunicatum e Gigaspora
margarita diferiu a 5% de probabilidade pelo teste Tukey dos demais tratamentos.
No entanto, todos os tratamentos foram superiores quando comparados a

testemunha (Tabela 7).
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Tabela 7. Colonizacao das raizes, biomassa fresca e biomassa seca da parte aérea
(folhas e hastes) e das raizes de plantas de mirtilo cv. Bluegem,
inoculadas com quatro espécies de FMA (Scutellospora heterogama,
Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem
inoculacéo (Testemunha).

Parte aérea Raizes

) . ) ) Colonizacao
Tratamento Biomassa Biomassa Biomassa Biomassa % ¢

verde (g) seca(g) verde(g) seca(Q)

Scutellospora heterogama  2,85b"™ 0,98b "™ 0,62c™ 0,08c™ 44,7ab*

Glomus etunicatum 4.79a* 1,36a"™ 1,25a* 0,42a* 50,1a*
Glomus clarum 3,05b "™ 0,89b "™ 0,51c™ 0,09c™ 40,3b*
Gigaspora margarita 4,40a™ 1,61la* 0,85b ™ 0,28b"™ 47,4a*
Testemunha 3,97 1,26 0,78 0,21 0
C.V (%) 26,8 28,8 26,07 39,7 10,6

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo

teste Tukey.
ns: Ndo houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de

probabilidade pelo teste Dunnet.
*. Diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

Bittenbender (2001) trabalhando com porta enxerto de videira, observou um
incremento no peso da biomassa fresca da parte aérea do porta enxerto quando
inoculado com Scutellospora heterogama. Trindade et al. (2001) observaram grande
acréscimo de matéria seca da parte aérea em plantas de variedades de mamoeiro
inoculadas com Glomus clarum e Gigaspora margarita. Silva et al. (2004),
trabalhando com maracujazeiro-doce, observaram que os FMAs tém capacidade de
aumentar a taxa fotossintética da planta, incrementando a matéria seca da parte
area.

Silva et al. (1999) trabalhando com porta enxerto de videira micropropagado,
observaram maior peso da biomassa seca das raizes quando inoculado aos fungos
Scutellospora heterogama e Glomus clarum. Entretanto, dentre os FMAs avaliados,
apenas o0s Scutellospora heterogama, Glomus etunicatum e Gigaspora margarita
diferiram dos demais tratamentos para estes parametros. Estes resultados
comprovam novamente que o0s beneficios provenientes da simbiose dependem da
espécie de FMA utilizada. Estas diferencas podem ser explicadas também pelo
tempo em que as plantas de mirtilo permaneceram em contato com os FMAs.
Algumas espécies de fungos, provavelmente precisam de um periodo maior para se

adaptarem, e consequentemente demonstrarem seus efeitos.
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo para a intensidade de
colonizacéo radicular, todas as espécies testadas colonizaram as raizes de mirtilo
(Tabelas 6 e 7). Porém Gigaspora margarita (48,2%) e Scutellospora heterogama
(45,1%) obtiveram a maior intensidade para a cultivar Woodard e Glomus
etunicatum (50,1%) e Gigaspora margarita (47,4%) para a cultivar Bluegem.

Matos e Silva (1996) observaram maior desenvolvimento vegetativo em
plantas micropropagadas de abacaxi inoculadas com Glomus clarum e Gigaspora
margarita no periodo de 12 meses. Ao final do experimento as plantas estavam com
maior tamanho, maior nimero de brotacdes novas e maior acimulo de P e K. Estes
mesmos autores pressupdem que no decorrer do tempo os efeitos benéficos de
plantas micorrizadas tendem a aumentar.

Os percentuais de macronutrientes da parte aérea dos tratamentos com
FMAs das cultivares Woodard e Bluegem encontram-se nas Tabelas 8 e 9. As
plantas colonizadas por FMAs tiveram melhor absorcdo de nutrientes comparadas
as nao-colonizadas. Este resultado explica um bom desenvolvimento inicial das
plantas de mirtilo micorrizadas. De acordo com Siqueira et al. (2002) esta diferenca
de crescimento das plantas inoculadas e das nao inoculadas pode ser atribuida ao
efeito das hifas externas dos FMAs possibilitarem, ao sistema radicular das plantas
hospedeiras, uma maior absorgcéo de nutrientes.

Para a cultivar Woodard os tratamentos com Scutellospora heterogama,
Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita proporcionaram maiores
teores de N e P na parte aérea das plantas. Quanto aos teores de K, todos os
tratamentos foram superiores a testemunha, sendo que, Gigaspora margarita
proporcionou o maior teor foliar e Glomus clarum valor intermediario. Quanto ao
conteudo de Ca e Mg encontrado nos tecidos da parte aérea, todos os tratamentos
apresentaram resultados semelhantes, inclusive nao diferindo da testemunha
(Tabela 8). A maior absor¢cdo de nitrogénio pelas plantas inoculadas com FMAs
contribuiu para que esses tratamentos proporcionassem maior altura, comprimento
de brotacdo, biomassa fresca e seca da parte aérea e raizes, quando comparados a

testemunha (Tabelas 4 e 6).
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Tabela 8. Teores nutricionais da parte aérea de plantas de mirtilo cv. Woodard,
inoculadas com quatro espécies de FMA (Scutellospora heterogama,
Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem
inoculacéo (Testemunha).

Teorer Nutricionais g kg™

Tratamento

N P K Ca Mg
Scutellospora heterogama 32,6a* 3,la* 7,5ab* 2,8a" 1,7a™
Glomus etunicatum 36,2a* 2,6a* 7,4ab* 2,4a™ 1,8a™
Glomus clarum 35,2a* 3,la* 7,2b* 2,6a"™ 1,7a™
Gigaspora margarita 36,8a* 3,4a* 8,2a* 3,4a"™ 1,9a™
Testemunha 25,4 2,1 6,4 2,5 1,52
C.V (%) 14,5 21,6 51 21,9 14,1

Médias seguidas por letras iguais na coluna nédo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

ns: Nao houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Dunnet.

*. Diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

No caso da cultivar Bluegem, os teores de N, P, K, Ca e Mg foram
semelhantes entre os tratamentos, apenas o teor de K em todos os tratamentos, foi
significativo em relagcdo a testemunha. Entretanto, para os teores de N encontrados
nos tecidos da parte aérea Glomus etunicatum foi superior a testemunha. Ja para o
P, Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita foram superiores a
testemunha. Para os teores de Ca e Mg, os tratamentos apresentaram
comportamento semelhante quando comparados a testemunha (Tabela 9).

Os resultados dos nutrientes encontrados neste estudo para a cultivar
Woodard, mostram que além dos tratamentos com FMAs apresentarem maiores
teores de macronutrientes nos tecidos vegetais, em relagédo a testemunha, seus indi-
ces alcangcaram os valores 6timos mostrados por Freire (2004) na cultura do mirtilo
para N, P e K. Pode-se afirmar entdo, que o periodo total do experimento, de 150

dias, foi suficiente para as micorrizas explorarem bem o substrato.
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Tabela 9. Teores nutricionais da parte aérea de plantas de mirtilo cv. Bluegem,
inoculadas com quatro espécies de FMA (Scutellospora heterogama,
Glomus etunicatum, Glomus clarum e Gigaspora margarita) e sem
inoculacéo (Testemunha).

Teorer Nutricionais g kg™

Tratamento

N P K Ca Mg
Scutellospora heterogama 33,8a™ 1,4a™ 5,5a* 2,3a™ 1,5a™
Glomus etunicatum 35,4a* 1,6a* 5,3a* 2,8a™ 1,6a™
Glomus clarum 32,1a™ 1,7a* 5,3a* 2,4a™ 1,6a"™
Gigaspora margarita 34,9a" 1,5a* 5,2a* 2,7a"™ 1,7a™
Testemunha 29,1 1,3 4,7 2,8 1,8
C.V (%) 10,7 14,35 9,8 21,4 32,8

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si a nivel de 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

ns: Ndo houve diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste Dunnet.

*. Diferenca significativa entre o tratamento e a testemunha a nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Dunnet.

Segundo Minhoni e Auler (2003) os fungos micorrizicos séo vitais para as
plantas, pois podem proporcionar aumento de até 25% na absorcdo de N
(SIQUEIRA et al., 2002), 80% na absorcao de P (MARSCHNER; DELL, 1994) e de
60% para o K (SIQUEIRA et al., 2002). Ainda segundo Minhoni e Auler (2003), os
FMAs sdo de fundamental importancia para as plantas, em funcdo de sua
capacidade de induzir uma maior absorcéo do fosforo e potassio. Com os resultados
significativos em relacao a testemunha obtidos neste estudo, pode-se relacionar este
resultado as boas condi¢cdes que foram proporcionadas, principalmente o valor do
pH, que beneficiou a colonizacdo dos FMASs nas raizes, propiciando maior absorcao
de fésforo do substrato. De acordo com Tedesco et al. (2004), o fésforo e o potassio
sdo elementos com grande mobilidade no tecido vegetal, porém sao pouco moveis
no solo, além de terem baixa solubilidade.

Segundo Silveira (1999), o calcio e 0 magnésio sdo elementos essenciais
em processos fisiologicos como a regulacdo da hidratacdo, ativacdo de enzimas e,
no caso do magneésio, na fotossintese. De acordo com resultados obtidos por Souza
(1995) em plantas frutiferas, verificou-se que os FMAs tém o poder de reduzir a
absorcéo do calcio e magnésio. De acordo com Souza et al. (2005), a concentracao
de célcio e o0 magnésio em plantas de Citrus submetidas a inoculagdo com FMAs é
semelhante a concentracdo presente em plantas ndo colonizadas, pela inibicdo da
absorcdo desses elementos, devido a um efeito tampao ocasionado pelos FMAs.
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Nunes et al. (2008) observaram em porta enxerto de pessegueiro, inoculado com
FMAs niveis baixos de calcio e magnésio nos tecidos das plantas. Este resultado
corrobora com os resultados obtidos com as espécies de FMAs analisadas neste

trabalho.

4 CONCLUSOES

O FMA Gigaspora margarita proporciona melhor nutricdo e maior
desenvolvimento vegetativo das plantas de mirtilo cultivar Woodard.

O uso de espécies de FMA Glomus etunicatum melhora o estado nutricional
e 0 crescimento vegetativo de plantas de mirtilo cultivar Bluegem.

A eficiéncia da simbiose dos FMAs em cultivares de mirtilo, depende da

interacao especifica FMA X hospedeiro.
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