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RESUMO

Vieira, V. C. S. Avaliagdo do status micorrizico de cultivares de oliveira, na Fazenda
Experimental de Maria da Fé - MG (FEMF-EPAMIG)

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) se associam as raizes da maioria das
plantas e o crescimento de suas hifas é capaz de proporcionar um aumento da
superficie radicular, resultando em maiores taxas de absorcdo de agua e nutrientes.
Devido a essa habilidade, muitos estudos relacionados aos FMAs tém sido
direcionados ao uso desse grupo de microrganismos na sustentabilidade de
culturas. Existem poucos estudos descritos envolvendo comunidades de FMAs na
cultura da oliveira (Olea europea L.). Assim, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar propagulos de FMAs em diferentes cultivares da Fazenda Experimental de
Maria da Fé — MG (FEMF — EPAMIG) e com potencial de exploracdo comercial no
Brasil, de modo a levantar as primeiras informacdes relativas a associagcao
micorrizica entre os mesmos. Para isso, amostras de solo e de raizes de oliveira
foram coletadas para determinacdo do comprimento de micélio extrarradicular ativo
e total, avaliacdo da porcentagem e intensidade de colonizacdo micorrizica, e
densidade e diversidade (morfotipos) de esporos. As primeiras fotos da associagcéo
micorrizica foram registradas em oliveira no Brasil, confirmando o micotrofismo da
espécie. No entanto, os resultados mostram que ndo houve efeito dos cultivares na
distribuicdo dos propagulos de FMAs estudados, estando homogeneamente
distribuidos nas proximidades das diferentes rizosferas. Sugerem-se estudos
posteriores relacionados a certificacao dos cultivares e a eficiéncia de populacdes de
fungos micorrizicos arbusculares no desenvolvimento de mudas, em condi¢des

controladas e em campo.

Palavras-chave: micorriza arbuscular, Olea europea L., potencial de indculo



ABSTRACT

Vieira, V. C. S. Assessment of mycorrhizal status of the cultivated olive tree, on
Fazenda Experimental de Maria da Fé - MG (FEMF-EPAMIG)

Mycorrhizal fungi (AMF) are associated to the roots of most plants and growth of its
hyphae are able to provide an increase in root surface, resulting in higher rates of
absorption of water and nutrients. Due to this ability, many studies related to the AMF
have been directed to use this microbial group in the sustainability of crops. There
are few studies involving communities of AMF in the cultivation of olive trees (Olea
europea L.). The objective of this study was to evaluate AMF propagules in different
cultivars installed on Fazenda Experimental de Maria da Fé - MG (FEMF-EPAMIG)
and with potential for commercial exploitation in Brazil, for providing the first
information on the mycorrhizal association between them. For this, soil and root
samples of cultivars were collected to determine the length of active and total
extraradical mycelium, evaluation of the rate and intensity of colonization, and
density and diversity (morphotypes) of spores. The first photos of mycorrhizal fungi in
olive tree were recorded in Brazil, showing that the species is mycotrophic. However,
the results showed no significant effect of cultivars in the distribution of AMF
propagules, being evenly distributed in the vicinity of different rhizospheres. The
author suggests further studies related to certification of cultivars and to efficiency of
populations of mycorrhizal fungi in the development of seedlings under controlled

and field conditions.

Keywords: arbuscular mycorrhiza, Olea europea L., inoculum potential



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Vista geral da area de estudo (esquerda) e detalhe de um cultivar de
oliveira  (direita)), na Fazenda Experimental de Maria da Fé -

1Y PRRERR 22
Figura 2 : Croqui do experimento em campo mostrando a distribuicdo dos cultivares
de oliveira em estudo, nos quatro blocos
........................................................................................................................... 23

Figura 3: Marcagcao (esquerda) e detalhe do ponto de amostragem de solo sob
cultivar de oliveira (direita) na Fazenda Experimental de Maria da Fé -

1Y RRRERR 24
Figura 4 : Amostras de solo da rizosfera de cultivares de oliveira coletadas na area
de estudo e acondicionadas sob temperatura de
PP EPRRRR 24

Figura 5: Fluxograma das etapas do estudo das populagcbes de

Figura 6 : Metodologia de extracéo e coloracdo de micélio extrarradicular de fungos
micorrizicos arbusculares (a) Lavagem da amostra de solo (rizosfera), (b)
Suspenséo resultante da lavagem, (c) Suspensao em agitacdo, (d) Suspensdo apos
agitacdo (descanso de 2 min), (e) Passagem da suspensao por peneira de 0, 045
mm, (f) Coleta de 11 mL de suspenséo retida na peneira anterior, (g) Filtracdo a
vacuo em membrana quadriculada e coloracdo com FDA, (h) Lamina com
membrana quadriculada demarcada 8x8 = 64 campos de contagem, (i) Membrana
ao microscopio de
EPIfIUOIESCENCIA. ... e e e e e e e e aeeaaneees 26

Figura 7 : (a) Raizes nos cassetes para coloragdo, (b) Raizes imersas em KOH, (c)
Solucéo de tinta de caneta e acido acético (d) Raizes sendo coradas em solucéo de
tinta de caneta e acido acético, (e) Placa para avaliagdo de porcentagem de
colonizacdo radicular, (f) Laminas para avaliacdo da intensidade de colonizacao
7= 1o Lo U] F= T USSP SPRPPPRPPN 27

Figura 8: (a) Amostra de solo (50 mL), (b) Lavagem da amostra de solo, (c)
Passagem da suspensédo pelas peneiras, (d) Material retido na peneira de 0,053
mm, (e) Centrifugacéo, (f) Tubo de centrifuga com suspenséo de solo sobrenadante
e solucdo de sacarose, (g) placa concéntrica para contagem dos esporos em

Figura 9: Micélio extrarradicular ativo (a) e total (b) de fungos micorrizicos
arbusculares, em amostras de solo sob oliveira, no aumento de 100X. Legenda:
MEA: Micélio Extrarradicular Ativo e MET: Micélio Extrarradicular



Figura 10 : Comprimento de micélio extrarradicular ativo, em m g™ de solo seco, em
amostras de solo da rizosfera de diferentes cultivares de oliveira, na area de

Figura 11 : Comprimento de micélio extrarradicular total, em m g™ de solo seco, em
amostras de solo da rizosfera de diferentes cultivares de oliveira, na area de

2L 18 o [0 TP PPPUPPPPPPPPP 32

Figura 12 : Relacdo entre comprimento de micélio extrarradicular ativo e total em
diferentes cultivares de oliveira, na area de
(231 18 o [0 TP U U TP TP PP 33
Figura 13 : Colonizacdo micorrizica em oliveira (a e b). Legenda: E — Esporos; H —
Hifas inter e intracelulares; \% -
VBSTICUIBS .ttt e e e 34

Figura 14 : Intensidade de colonizacdo radicular (%) em amostras de raizes de
diferentes cultivares de oliveira, na area de
(231 L8 o [0 T PP U U TP TP PP 35

Figura 15 : Intensidade de colonizacao radicular (em porcentagem), no aumento de
100X, em amostras de raizes de diferentes cultivares de oliveira, na area de

(231 L8 o [0 T U U TP PP PP 35
Figura 16: Porcentagem de colonizacdo radicular em amostras de raizes de
diferentes cultivares de oliveira, na area de
L2251 (1 [0 [ TSP 36

Figura 17 : Numero médio de esporos por 50 g de solo, por cultivar, nos blocos
L2ES] (0L F= o [0 1P 38

Figura 18 : Exemplares de esporos de FMAs coletados das amostras de solo sob
cultivo de oliveiras. (a) Glomus sp. ; (b) Scutellospora sp.; (c) Acaulospora spl. e
(d) Acaulospora

Figura 20: indice de diversidade de Shannon-Weaver (H) calculado pelos
morfotipos de FMAs por cultivar de
(o111 Z=T ] PP TTRTRP 43



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Cultivares de oliveira definidos para o presente estudo.................... 23

Tabela 2: Atributos fisicos e quimicos das amostras de solo para os quatro blocos
<70 4= (1 o [0 PPN 29

Tabela 3: Tabela 3. Géneros e espécies de FMAs por cultivar, recuperados do solo
rizosférico de
(0111 V= = TSP 40

Tabela 4: Correlagcdo entre os atributos microbiolégicos em estudo: micélio
extrarradicular ativo (MEA), micélio extrarradicular total (MET), porcentagem de
colonizacdo (% Col.), intensidade de colonizacéo (Int. Col.), densidade de esporos
(Dens. Esp.) e diversidade de esporos (Div.
S 1 SR 44



LISTA DE ABREVIATURAS

EPAMIG: Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
FEMF: Fazenda Experimental de Maria da Fé

FMAs: Fungos micorrizicos arbusculares

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MEA: Micélio extrarradicular ativo

MET: Micélio extrarradicular total



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt n e eaenee, 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........ooiieiiiiieies ctiieieiesiesess st ss st aseseseese e 14
2.1 Aspectos gerais sobre oliveira (Olea europea L.).....ccooeveeiiiiiiiiiiiiiineeeeeeeeeiiiinn 14
2.2 Aspectos gerais sobre fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) .........cccceeeeennnne 16
2.3 FMAs e a sustentabilidade de Culturas............cooouuiiiiiniiiiiiiiiic e 18

2.4 Estudos aplicados de FMAs para cultura da oliveira, em condi¢des de campo e

CONTIOIATAS ... s 19
3 MATERIAL E METODOS ..ottt ettt ettt te sttt st 22
3.1 Ar€a € ESTUO ......veeveieieeeeeeee ettt ettt ettt et e e eteeae et reere e 22
3.2 AMOSLragens A€ SOI0.......uuuiiiii e 23
3.3. ANAlises MICrobIOIOQICAS .......cccoviiiiiiiict e 24
3.3.1 Micélio extrarradicular ativo (MEA) e total (MET) .....ccooviiiiiiiiiiies 25
3.3.2 Intensidade e porcentagem de colonizagdo radicular ...........cccooeveeeiiiiiiiiinnnnnnn. 27
3.3.3 Densidade e diversidade de €SPOIOS .......coovviiiiiiiiiiieee et e e 28
3.4 Andlise textural e atributos quimicos da rizosfera ..........ccooeeeiiiiiiiieiiiiniiccccn e, 29
3.5 Analise estatistica d0S resultados ............coooiiiiiiiiiiiiiic e 30
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ....cooovvieeieeieeee i ettt 31
4.1 Micélio extrarradicular ativo (MEA) e total (MET) ...ccooovviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 31
4.2 Intensidade e porcentagem de colonizagao radicular ............cccceeeeeeeiiiieiiiiinnnnnnn. 34
4.3 Densidade e diversidade de ESPOIOS ......ooooiiiieiiiiiiiiieie e ee et 38
5 CONSIDERACGOES FINAIS ......ooitiiieiteeieeece et ettt 47

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccociiiiiiiit ettt 48



12

1. INTRODUCAO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo microrganismos do solo que se
associam as raizes da maioria das plantas numa relacdo de mutualismo, onde
ambos os organismos normalmente sdo beneficiados. A associagdo micorrizica
geralmente proporciona a planta um incremento na absorcdo de agua e nutrientes,
principalmente aqueles que estdo pouco disponiveis no solo. As maiores taxas de
absorcdo se relacionam ao aumento da superficie de contato, que € dado pelo
crescimento das hifas fungicas. Em troca, o fungo recebe fotoassimilados que sdo
necessarios para o seu desenvolvimento. Os FMAs se destacam, entre os diversos
grupos de microrganismos do solo, como capazes de desempenhar multiplos papéis
como estruturacdo do solo, nutricdo das plantas e controle de patégenos.

Entre as plantas que formam micorriza arbuscular encontra-se a oliveira, cultura
cujo interesse econdmico em Minas Gerais e no Brasil esta em expansao devido,
principalmente, aos esforcos para a producéo do primeiro azeite de oliva nacional e
pelo potencial que a cultura apresenta de agregacao de valor. A oliveira, planta da
familia Oleaceae, € uma espécie exoética, de clima temperado e uma das mais
antigas, cuja origem e desenvolvimento da cultura confundem-se com a histéria da
humanidade. Quando cultivada, constitui-se em uma arvore de forma arredondada e
tamanho médio, apresentando folhas com a superficie adaxial de cor verde-escura e
prateado na superficie abaxial, apresenta inflorescéncia em racimo e o seu fruto com
coloragdo que vai do verde ao preto é conhecido como azeitona.

Os principais paises produtores de oliveira estdo na Europa, onde se destacam
a Espanha, Itdlia e Grécia. Na América do Sul, destacam-se o Chile e a Argentina
como principais produtores e exportadores de azeitona e de azeite. A oliveira foi
introduzida no Brasil no inicio do século XIX, nas Regides Sul e Sudeste e é ainda
hoje uma espécie pouco cultivada.

A produtividade das culturas e, entre essas, a da oliveira, € sustentada por
uma diversidade de fatores, principalmente de ordem biologica, que podem
ocorrer na sua parte aérea ou no solo sob cultivo. Nesse sentido, destacam-se os
fungos formadores de micorriza. Apesar da importancia a sustentabilidade, sao
inexistentes os estudos com FMAs em oliveiras no Brasil. Dessa forma, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar propagulos de FMAs (comprimento de micélio

extrarradicular ativo e total, avaliagdo da porcentagem e intensidade de
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colonizagdo micorrizica e densidade e diversidade de esporos) em diferentes
cultivares de oliveira instalados na Fazenda Experimental de Maria da Fé — MG
(FEMF — EPAMIG) e com potencial de exploracdo comercial no Brasil, de modo a
registrar a interacdo entre os mesmos e levantar as primeiras informacdes

relativas ao estado micorrizico da oliveira.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos Gerais sobre Oliveira (  Olea europaea L.)

A oliveira (Olea europaea L.) pertence a familia Oleaceae, na qual estdo
incluidos cerca de 30 géneros. A planta cultivada é uma espécie arbérea de
tamanho médio e formato arredondado, cujo porte, densidade da copa, comprimento
de entrends e cor da madeira variam em funcao do cultivar e de condicfes de cultivo
(RAPOPORT, 1998). E uma das plantas cultivadas mais antigas cuja origem e
desenvolvimento da cultura confundem-se com a histéria da humanidade. E aceito
que a oliveira seja proveniente da Siria, do Libano ou mesmo de Israel, mas ha
relatos que esta espécie tenha-se originado na Asia Menor. A domesticacdo da
espécie iniciou-se no periodo Paleolitico e Neolitico, entre 10.000 a 3.000a.C.,
possivelmente na Mesopotamia, de onde se difundiu para o Egito (2.000a.C.), ilhas
da Asia Menor e Grécia Continental (1.800a.C.). Posteriormente, a espécie
disseminou-se pela Bacia do Mediterraneo, chegando a varios paises da Europa e
do Oriente Médio. Atualmente, os principais paises produtores de oliveira estdo na
Europa, (destaque para a Espanha, Italia e Grécia). Na América do Sul, destacam-
se o Chile e a Argentina como principais produtores e exportadores de azeitona e de
azeite. No Brasil, a oliveira foi introduzida no inicio do século XIX, nas Regifes Sul e
Sudeste. Ainda hoje, € uma espécie pouco cultivada, sendo que a maioria dos
pomares existentes ndo € destinada a producdo comercial ou industrial (VIEIRA
NETO et al., 2008).

A oliveira € uma planta de clima temperado, necessitando de baixas
temperaturas no periodo que antecede a floracdo para ocorréncia de producodes
satisfatdrias. Temperaturas de inverno (médias) entre 8 e 10°C, nao ultrapassando
21°C, altitudes variaveis (200-1.300m) e regime de chuvas superior a 800 mm
anuais sdo suficientes para producdes econdémicas (OLIVEIRA & PADUA, 2002).
Embora as condicbes de temperatura e de incidéncia de chuvas observadas em
micro regides de Minas Gerais ndo apresentem caracteristicas de clima
mediterraneo (considerado o mais apropriado ao cultivo dessa planta), no Sul do
Estado, a ocorréncia de baixas temperaturas € suficiente para quebra de dorméncia

das plantas, com producao de azeitonas.
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De acordo com Vieira Neto et al. (2008), a estimativa de area plantada de
oliveira no mundo é de 8,3 milhdes de hectares e a importancia dessa atividade
agricola se relaciona principalmente com a producdo de azeite de oliva, cujo uso
moderado e habitual é considerado benéfico a salde humana pela sua comprovada
eficicia na protecdo de doencas cardiovasculares.

De acordo com os mesmos autores, o Brasil ocupa o terceiro lugar como maior
importador de azeitonas e o quinto em azeite de oliva, entre os paises importadores
do mundo. O cultivo de oliveiras em areas agricolas do Brasil, especialmente Minas
Gerais, € uma atividade econbmica em expansao, devido a inexisténcia de plantios
comerciais (em producdo) em territorio nacional, e pelo fato de que o Brasil importa
cem por cento do azeite e da azeitona que consome. Segundo dados do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), em 2008, foram gastos 463
milhGes de reais com importa¢gdes desses produtos.

A planta apresenta duas fases: a fase juvenil e a adulta. Na fase juvenil,
apresenta folhas mais curtas e grossas. Na fase adulta, alcanca a sua capacidade
reprodutiva apresentando folhas maiores e mais delgadas, a superficie adaxial da
folha é de coloracdo verde-escura, enquanto que a superficie abaxial é de coloragéo
prateada (VIEIRA NETO et al., 2008).

A oliveira apresenta sistema radicular constituido por raiz pivotante central
guando a planta se origina de semente e inicialmente por raiz fasciculada quando a
planta tem origem por propagacao vegetativa ou estaquia. Essa densidade e
configuracdo das raizes tém papel importante no estabelecimento e atividade de
microrganismos, com forte influéncia na rizosfera dos cultivares. A inflorescéncia é
em racimo, com a flor constituida por quatro sépalas verdes soldadas, que formam
um calice com quatro pétalas brancas, que também se soldam pela base para
formar a corola. O fruto conhecido como azeitona é uma drupa de tamanho pequeno
e forma elipsoidal, cujas dimensdes podem variar de acordo com a variedade,
podendo apresentar entre 1 e 4 cm de comprimento e didmetro de 0,6 a 2 cm. A
coloracdo varia de verde a preta (OLIVEIRA &ABRAHAO, 2008; OLIVEIRA et al.,
2007).
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2.2. Aspectos gerais sobre fungos micorrizicos arbu sculares (FMAS)

A simbiose conhecida como micorriza surgiu ha cerca de 400 milhdes de anos,
periodo que coincide com a conquista do ambiente terrestre pelas plantas e fato que
€ evidenciado por estudos em raizes fossilizadas (AZEVEDO, 2008; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). As micorrizas sdo associa¢cdes normalmente mutualisticas entre
certos fungos e raizes de plantas e, juntamente com os liquens, representam formas
antigas de relacdo simbidtica, com formacdo de estruturas fisiologicas
especializadas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sao microrganismos do solo,
pertencentes ao filo Glomeromycota, classe Glomeromycetes, que possui 4 ordens,
10 familias,13 géneros e cerca de 180 espécies ( AZEVEDO, 2008). Colonizam as
raizes de plantas de quase todos 0s géneros das Gimnospermas e Angiospermas,
além de alguns representantes das Bridfitas e Pteriddfitas (BERBARA et al. 2006;
MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Estima-se que aproximadamente 80% das espécies
vegetais formam esse tipo de micorriza, que de acordo com Gomide (2009),
representam, dentre os grupos funcionais de organismos do solo, os mais
intimamente e obrigatoriamente associados ao sistema radicular.

Moreira & Siqueira (2006) consideram que essa associagdo esta presente na
maioria dos taxas vegetais em nivel de ordem, e em todas 0s géneros e espécies de
plantas vasculares, representando uma regra e ndo uma excecdo na natureza. E
provavel que os FMAs representem os fungos mais abundantes nos solos da
maioria dos ecossistemas tropicais, principalmente nos sistemas agricolas, onde
podem representar até 50% da biomassa microbiana. Tal simbiose tem sido
considerada a mais importante de todas as que envolvem plantas (BERBARA et al.,
2006).

Essa simbiose mutualistica entre fungos e raizes de plantas se caracteriza pela
formacao de estruturas fungicas (hifas, vesiculas e arbusculos) na regido do cortex e
grande quantidade de hifas extrarradiculares, que funcionam como extensfes do
sistema radicular, o que proporciona maior desenvolvimento da planta, em virtude,
principalmente, da maior absorcdo de nutrientes e agua (STURMER et al., 2009;
MACHINESKI et al., 2008).

O processo de colonizacdo das raizes pelo fungo é controlado, ndo ocorrendo

colonizagcdo em regides meristematicas e nem em vasos condutores. Ndo ha
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colonizacéo de todas as células do cortex, nem formacéo de arbusculos em todas as
extremidades das hifas intrarradiculares (AZEVEDO, 2008). Pode-se dizer que 0s
aspectos anatbmicos e fisiologicos da colonizacdo das raizes por FMAs sao
conhecidos enquanto os mecanismos moleculares que controlam o desenvolvimento
e a eficiéncia da simbiose ndo sdo bem compreendidos (KIRIACHEK, 2008;
ALMEIDA, 2007).

Os FMAs séo simbiotréficos obrigatorios e s6 completam seu ciclo de vida na
presenca do hospedeiro, que lhe fornece carboidrato e outros fatores necessarios ao
desenvolvimento e esporulagcéo (AZEVEDO, 2008).

E amplamente aceita e documentada na literatura a capacidade dos FMAs em
aumentar a absorcdo de nutrientes e agua da planta a qual estejam associados. As
hifas fungicas aumentam a absorcdo de nutrientes minerais, como o fosforo e o
nitrogénio, importantes para o0 crescimento e desenvolvimento das plantas
(STURMER et al., 2009; AZEVEDO, 2008; SILVEIRA & FREITAS, 2007; MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006; ZSOGON, 2006; COLOZZI FILHO & CARDOSO, 2000). A
colonizacdo das raizes de plantas por FMAs facilita a utilizacdo de nutrientes que
ocorrem em quantidades limitantes no solo, fazendo com que a planta sofra menos
com deficiéncias, além de promover aumentos na absor¢do de agua e maior
resisténcia a periodos de estiagem e, principalmente, aumentos na resisténcia a
patdogenos do sistema radicular, principalmente outros fungos (RUSSOMANNO et
al., 2008).

Essa associacdo é capaz de exercer efeito sobre o desenvolvimento e
fisiologia da planta, aumentando seu crescimento e produgcdo, em funcdo do
incremento na absorgédo de nutrientes, principalmente o fésforo (ZSOGON, 2006). A
troca de nutrientes entre os simbiontes micorrizicos ocorre em estruturas fungicas
intracelulares chamadas de arbdsculos, que sdo formados pela ramificacdo
dicotbmica e invaginacdo da membrana plasmatica da célula hospedeira (SOUZA,
2006). Em estagios mais avancados de colonizacao ocorre a formacao de vesiculas,
que sao estruturas intracelulares, cuja funcédo possivelmente esteja relacionada a
reserva de lipideos e formacdo de esporos no solo ou no interior das raizes
(AZEVEDO, 2008).

Em suma, pode-se dizer que os FMAs fornecem nutrientes as plantas e

favorecem além da absorcdo de agua, a agregacao e estabilidade dos solos devido
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a producdo de glomalinas, glicoproteinas hidrofébicas encontradas somente na
presenca de FMAs (GOMES et al., 2007; BERBARA et al., 2006).

2.3. FMAs e a sustentabilidade de culturas

De acordo com Franca (2004), atualmente existe um grande interesse em
promover sistemas de producdo compativeis com as tendéncias do desenvolvimento
sustentavel. Entre os diversos grupos de microrganismos do solo, os FMAs se
destacam pelos multiplos papéis que desempenham: estruturacdo do solo, nutricdo
das plantas e controle de patdgenos habitantes do solo. Moreira & Siqueira (2006)
corroboram com a idéia ao afirmarem que “uma das estratégias para alcancar a
sustentabilidade de qualquer ecossistema é maximizar o uso dos microrganismos e
processos biolégicos do solo, entre 0s quais se destacam os FMASs”.

A sustentabilidade da producédo agricola se relaciona com os efeitos benéficos
das micorrizas sobre a nutricdo de plantas, principalmente no que diz respeito a
absorcao de fésforo (AZEVEDO, 2008; ZSOGON, 2006; Carneiro et al., 2004).

De acordo com Bonfim et al. (2007), para que ocorra uma diminuicdo no uso de
insumos quimicos, sobretudo fertilizantes, os estudos sobre FMAs tornam-se
importantes para contribuir na maximizacdo do equilibrio ecologico do solo, na
perspectiva de preservacdo ambiental e aumento da producéo.

O efeito mais importante do ponto de vista agronémico, conforme ja salientado
no item anterior, € o0 maior desenvolvimento e produtividade das plantas
micorrizadas. Conhecer como manejar os FMAs, visando aumentos da eficiéncia
simbidtica, pode ser importante na obtencdo de cultivos produtivos, em areas de
solos férteis e em areas de baixa aptiddo aos cultivos comerciais (SILVEIRA &
FREITAS, 2007).

Os efeitos benéficos dos FMAs tém sido demonstrados nas mais variadas
condicOes e espécies vegetais, ocorrendo sempre estimulo do crescimento vegetal
como consequéncia do aumento na nutricdo mineral da planta (RUSSOMANNO et
al., 2008). Segundo Berbara et al. (2006) as micorrizas arbusculares possuem
carater ubiquo, apresentando papel vital para a sustentabilidade da agricultura em
regides tropicais, além de potencial biotecnoldgico, com impacto na estrutura de
comunidades vegetais e no dreno de C atmosférico. Para Azevedo (2008), os FMAs

sao especialmente importantes em ecossistemas de regides tropicais, pois nos solos
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dessas regides, grande parte do fésforo esta fortemente associada a 6xidos de ferro
e aluminio, o que acarreta uma baixa disponibilidade para as plantas.

Sturmer et al. (2009) consideram que o potencial biotecnologico dos FMAs é
grande em decorréncia do papel desses fungos no aumento da absorcdo de
nutrientes iméveis no solo como o fésforo. Estudos do tema sdo importantes, uma
vez que sao gastos em solos brasileiros altos valores com a utlizacdo de
fertilizantes a base de fosforo, que nem sempre sdo eficientes no desenvolvimento

das culturas.

2.4. Estudos aplicados de FMAs para cultura da oliv  eira, em condi¢cdes de
campo e controladas

A produtividade de culturas, como € o caso da oliveira, é sustentada por uma
diversidade de fatores, principalmente de ordem bioldgica, que podem ocorrer na
parte aérea ou no solo. Dentre esses, estdo os fungos formadores de micorriza
(BONFIM et al., 2008).

Para verificar a ocorréncia e quantificar os FMAs, se faz necessaria a adocéo
de procedimentos especificos como: observacdo e avaliagdo microscopicas das
raizes quanto a presenca do fungo e estruturas tipicas como arbusculos, vesiculas e
esporos; extragdo, separagao e contagem de esporos do solo, no caso a presenca
indica a ocorréncia da associacdo no ecossistema; bioensaio para determinacdo da
infectividade do solo e do nimero mais provavel de propagulos, que indicam o
potencial de colonizagcdo micorrizica do solo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Estudos de quantificacdo da diversidade de FMAs costumam usar como
medida a contagem e a identificacdo de esporos recuperados do solo. A taxonomia
dos FMAs é baseada na morfologia dos esporos. Porém, uma identificacdo precisa
de esporos coletados em campo é dificultada devido ao fato de que tais esporos
encontram-se deteriorados por parasitas ou em fases de desenvolvimento
inadequadas para a identificagdo das estruturas diferenciadoras (CORDOBA et al.,
2002).

Brundrett (1991), citado por Gomide (2009), discorre que embora os esporos
constituam o principal tipo de inéculo de FMASs, a sua densidade, muitas vezes, ndo
se relaciona com a formacdo micorrizica nos solos devido a influéncia de varios

outros fatores, inclusive da planta hospedeira e de fatores climaticos e edaficos. O
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estudo da ecologia dos FMAs nos solos apresenta ainda outras limitacdes, impostas,
principalmente, pela impossibilidade de cultivo in vitro (AZEVEDO, 2008).

O estudo da ocorréncia e dinamica das populacbes de FMAs no solo é
considerado um desafio, de acordo com Colozzi Filho & Cardoso (2000), devido a
dificuldade de identificagéo destes fungos, tanto livres no solo como no interior das
raizes.

Avaliando a influéncia de micorriza no crescimento de oliveira, Porras - Piedra
et al. (2005) mostraram que os FMAs reduzem o esforco sofrido pelas plantas no
transplantio para o campo, o que aumenta a resisténcia da planta a doenca, melhora
a absorcdo de agua e nutrientes, aumenta sua taxa de fotossintese e melhora o seu
vigor. Da mesma forma, Santos-Antunes (2002), ao avaliar se a inoculacdo de
plantas jovens de oliveira com FMAs exercia influéncia no seu crescimento,
constatou que a mesma pode melhorar o desenvolvimento da planta sob a hipotese
das mesmas suportarem eventuais causas de estresse como a falta de agua ou
mesmo ataques de agentes patogénicos.

Com o objetivo de auxiliar o processo de recuperacao de areas mediterraneas
semiaridas degradadas pela agricultura, Caravaca et al. (2003) realizaram estudos
com in6culos de FMAs. Tais estudos mostraram que a inoculagéo foi importante no
restabelecimento de espécies vegetais naquelas areas, incluindo a oliveira. A
biomassa das plantas inoculadas mostrou-se maior que a das plantas nao
inoculadas um ano apés a plantacao.

Para Binet et al. (2007), a inoculacdo de determinados cultivares de oliveira
com FMAs pode melhorar significativamente a sobrevivéncia, desenvolvimento e
crescimento da planta, confirmando o papel fundamental desse grupo de
microrganismos na sustentabilidade da cultura.

Em estudos de reflorestamento com oliveiras, Caravaca et al. (2002)
evidenciaram que a inoculagdo com fungos micorrizicos foi capaz de promover
melhorias na estrutura do solo e aumentar o crescimento das plantas.

Para Porras Piedra et al. (2005), a inoculagédo de FMAs em plantas de oliveira
(“azeitona selvagem”) aumentou a atividade de enzimas, as taxas de fotossintese e
transpiragdo, condutibilidade de estdmatos e niveis do fosforo da folha, além de
melhorar a aquisicdo de nutriente apos o transplantio para o campo, a estabilidade
de agregados da rizosfera, a eficiéncia no uso da agua e a biomassa do componente

aéreo da planta.
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Melhorias no vigor da variedade de oliveira Arbequina em virtude da inoculacéo
com FMAs foram verificadas por Castillho et al. (2006). Estudos de inoculagdo com
plantas do mesmo cultivar foram realizados por Porras-Piedra et al. (2005), onde
observaram que a inoculagdo com uma espécie do género Glomus parece estimular
mais o desenvolvimento da planta em relacdo a outra espécie de fungo do mesmo
género. A inoculacdo de raizes de oliveira com FMAs estimula seu crescimento
durante a fase de viveiro e em estagios iniciais do desenvolvimento. Os resultados
confirmam a possibilidade de utilizacdo de FMAs na producdo de mudas de oliveira.
O desenvolvimento obtido por tais inoculagbes difere em funcdo do fungo, mas do
ponto de vista agronémico, todos aqueles usados no trabalho se mostraram Uteis.

Santos-Antunes (2002), em trabalho com inoculacdo de plantas jovens de
oliveira com FMAs pertencentes a espécie Glomus intraradices, verificou que plantas
micorrizadas apresentaram maiores taxas de crescimento. O pesquisador presume
que a inoculagéo de plantas de oliveira em viveiro pode levar a maiores taxas de
desenvolvimento em campo, considerando ainda a hipétese de que as plantas
micorrizadas suportam melhor eventuais causas de estresse como a seca ou atague
de agentes patogénicos.

Pesquisas recentes de Meddad-Hamza et al. (2010) com a inoculacédo de duas
espécies de FMAs (Glomus mosseae e Glomus intraradices) em plantas de oliveira,
empregando técnicas moleculares na identificacdo, também evidenciaram resultados
positivos no desenvolvimento das plantas inoculadas. Quando comparadas as nao
inoculadas, as plantas suportaram melhor a transplantacdo e ao estresse hidrico.

Aumentos na concentragcdo de glomalina e na porcentagem de agregados
estaveis na rizosfera foram observados por Caravaca et al. (2005), o que enfatiza a
importancia da simbiose micorrizica para a sustentabilidade e estabilidade do
ecossistema originado pelo plantio da oliveira.

No Brasil, ndo ha registros de pesquisa e divulgacdo de trabalhos que
relacionam a ocorréncia ou levantamento de FMAs na cultura da oliveira,
possivelmente pela cultura estar em processo de aclimatizacdo e implantacao.
Portanto, a caréncia desses dados limita os estudos relacionados a sustentabilidade
da cultura, ja que 0s mesmos se concentram em aspectos relacionados ao manejo

do solo, a fertilidade e ao controle fitossanitario.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo

A érea de estudo localiza-se na Fazenda Experimental de Maria da Fé (FEMF),
pertencente & Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG),
compreendendo um experimento em andamento, intitulado “Rendimento agronémico
de variedades de oliveira (Olea europaea L.) em Minas Gerais”. A utilizacdo da area
desse experimento se justificou pelo fato do mesmo ja estar devidamente instalado,
em fase de avaliacdo das respostas dos cultivares, e pelo fato do estudo né&o
contemplar a qualidade microbioldgica do solo sob cultivo, e as relagdes dessas com
os atributos fisicos e quimicos do solo. Detalhes do experimento podem ser vistos

na Figura 1.

FIGURA 1 - Vista geral da &rea de estudo (esquerda) e detalhe de um cultivar de
oliveira (direita), na Fazenda Experimental de Mari a da Fé — MG

Os cultivares de oliveira definidos para estudo estdo apresentados na tabela



Tabela 1. Cultivares de oliveira definidos para o p

resente estudo
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CULTIVAR ORIGEM PORTE VIGOR FINALIDADE TAMANHO
DO FRUTO
(PESO)
Ascolano 315 Italiana Aberto Alto Mesa Alto
Arbequina Espanha Ereto Baixo Azeite Baixo
Grappolo 541 Italiana Aberto Médio Mesa e azeite Médio
Grappolo 561 Italiana Aberto Médio Mesa e azeite Médio
Grappolo 575 Italiana Ereto Baixo Mesa e azeite Médio
Leccino Italiana Aberto Alto Azeite Médio
Maria da Fé Portugal Aberto Ato Azeite Baixo

Fonte: Adaptado de VIEIRA NETO et al. (2008).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro

repeticbes. Foram coletadas 84 (oitenta e quatro) amostras de solo referentes a trés

plantas (das cinco existentes por cultivar, por bloco), cultivadas no espagcamento de

4 x 6m, conforme o croqui do experimento, representado na figura 2.

Bloco | Maria da | Ascolano Leccino | Arbequina | Grappolo | Grappolo | Grappolo
Fé 315 575 561 541

Bloco Il Grappolo | Arbequina | Grappolo | Grappolo Leccino Maria da | Ascolano
561 541 575 Fé 315

Bloco Il Ascolano | Grappolo | Arbequina | Grappolo | Grappolo | Maria da Leccino
315 541 561 575 Feé

Bloco IV Leccino Grappolo | Grappolo | Mariada | Ascolano | Grappolo | Arbequina

561 575 Feé 315 541

Figura 2 - Croqui do experimento em campo mostrando
de oliveira em estudo, nos quatro blocos

3.2. Amostragens do solo

a distribui¢éo dos cultivares

As amostragens do solo (Figura 3) foram realizadas no final do verdo (margo)

de 2009, totalizando 84 (oitenta e quatro) amostras, na profundidade de 0-10 cm.




24

Figura 3 - Marcacdo (esquerda) e detalhe do ponto d e amostragem de solo sob
cultivar de oliveira (direita), na Fazenda Experime  ntal de Maria da Fé — MG

As amostras foram retiradas por meio de enxada, devidamente desinfestada
com alcool etilico a 70%. As amostras da rizosfera (Figura 4) foram acondicionadas
em sacos plasticos e encaminhadas aos laboratorios. Todos os atributos
microbiologicos foram determinados no Laboratério de Microbiologia, da
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI), apds peneiramento das amostras de solo
em malha de 2 mm.

FIGURA 4 - Amostras de solo da rizosfera de cultiva res de oliveira coletadas na area
de estudo (esquerda) e acondicionadas sob temperatu  ra de 4°C (direita)

3.3. Analises microbiolbgicas

As analises microbiol6gicas correspondem a avaliacdo do potencial de indculo
(propagulos) de FMAs. Foram determinados: o comprimento de micélio

extrarradicular ativo e total, a porcentagem e intensidade de coloniza¢do micorrizica
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e a densidade e diversidade (morfotipos) de esporos de FMAs nas respectivas
amostras. As etapas do estudo com FMAs podem ser vistas na figura 5.

AMOSTRAS DE SOLO E RAIZES

FINAL DO VERAO (MARCO 2009)

QUANTIFICACAO

MICELIO COLONIZA(;KO ESPORQOS
EXTRARRADICULAR MICORRIZICA

INTENSIDAQE DE DENSIDADE
ATIVO ( MEA) COLONIZACAO RADICULAR

DIVERSIDADE

TOTAL (MET) PORCENTAGEM DE

COLONIZACAO RADICULAR

FIGURA 5 - Fluxograma das etapas do estudo das popu lacdes de FMAs

3.3.1. Micélio extrarradicular ativo (MEA) e total  (MET)

Para determinacdo do comprimento de micélio ativo e total seguiu-se
metodologia descrita por Melloni & Cardoso (1999), representada pela figura 6.
Primeiramente, peneirou-se uma amostra de 10 g de solo rizosférico (da qual foi
determinada a umidade) em peneiras de 0,71 mm e 0,25 mm, com agua de torneira,
formando-se uma suspensao de 1500 mL. Em seguida, agitou-se a suspensao em
liquidificador por 30s na menor rotacédo, deixando-a posteriormente em repouso por
2 minutos, antes do novo peneiramento de uma aliquota de 500 mL em malha 0,045
mm. As particulas retidas nessa malha foram transferidas, por meio de agua
destilada, a frasco de penicilina, em volume final de 11 mL. Desse volume, 5 mL
foram retirados e adicionados a outros 5 mL de uma solu¢cdo com diacetato de
fluoresceina — FDA (5 mg de FDA em 1 mL de acetona, solugdo completa com 100
mL de solucéo tampao de fosfato 0,1 mol L™* pH 7,4). Incubou-se a suspens&o por 5
minutos, a temperatura ambiente, e seguiu-se filtracdo a vacuo em membrana

quadriculada de triacetato de celulose. Uma ocular reticulada (10 x 10 mm) foi
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acoplada a um microscopio de epifluorescéncia (Nikon — Eclipse E200) e, pelo
método de interseccdo das hifas com as linhas horizontais da membrana, foram

avaliados o MEA sob luz ultravioleta e MET sob luz comum.

i (e}

)
FIGURA 6 - Metodologia de extracdo e coloracdo de m icélio extrarradicular de fungos
micorrizicos arbusculares. (a) Lavagem da amostrad e solo (rizosfera), (b) Suspenséao
resultante da lavagem, (c) Suspensdo em agitacdo, ( d) Suspensdo apOs agitacdo
(descanso de 2 min), (e) Passagem da suspensdo por  peneira de 0,045 mm, (f) Coleta
de 11 mL de suspenséo retida na peneira anterior, (9) Filtracdo a vacuo em membrana
guadriculada e coloragdo com FDA, (h) Lamina com me mbrana quadriculada
demarcada 8x8 = 64 campos de contagem, (i) Membran a ao microscépio de
epifluorescéncia

Empregou-se a equacdao MET ou MEA = 0,21387 * n / (10 — U), onde n
representa o numero de interseccdes avaliado e U a quantidade de agua na amostra
em gramas. O resultado é dado em metros de hifa por grama de solo seco
(MELLONI & CARDOSO, 1999).
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3.3.2. Intensidade e porcentagem de colonizagédo rad icular

Para avaliacdo da colonizacao radicular pelos FMAs, as raizes de oliveira foram
lavadas em agua corrente e imersas em KOH 10% por uma noite. Posteriormente,
foram aquecidas e clarificadas (ainda em KOH) em banho-maria a 90°C por um
periodo de 2h. Apoés clarificacdo, as raizes foram colocadas em solucao de peroxido
de hidrogénio (10 volumes), e lavadas em agua de torneira. As estruturas flngicas
foram coradas por 1 minuto em solucdo de tinta de caneta Shiffer (5%) e acido
acético (5%), segundo Vierheilig et al. (1998). As raizes coradas foram preservadas
em solucdo de glicerina, acido lactico e agua destilada (1:1:1). A porcentagem de
colonizacdo das raizes foi analisada sob microscépio estereoscopico (Nikon —
YF100) pelo método da placa quadriculada, segundo Giovannetti & Mosse (1980).
Para avaliagdo da intensidade de colonizacdo radicular, laminas de microscépio
foram montadas contendo 10 segmentos de raiz de aproximadamente 1 cm e
analisadas em microscopio éptico (Nikon — Eclipse E200). Foram atribuidas notas de
0 a 100, conforme a ocupacao da area radicular pelas estruturas flngicas
(BETHLENFALVAY et al., 1981). A metodologia ilustrada encontra-se na figura 7.

FIGURA 7 - (a) Raizes nos cassetes para coloracdo, (b) Raizes imersas em KOH, (c)
Solucédo de tinta de caneta e acido acético (d) Raiz es sendo coradas em solucédo de
tinta de caneta e acido acético, (e) Placa para ava liacdo de porcentagem de
colonizagéo radicular, (f) LAminas para avaliagdo d a intensidade de colonizagédo
radicular



28

3.3.3. Densidade e diversidade de esporos de FMAs

A extracao de esporos seguiu metodologia descrita por Gerdemann & Nicolson
(1963) e encontra-se ilustrada na figura 8. Uma porcéo de 50 g proveniente do solo
rizosférico dos cultivares de oliveira em estudo foi lavada por cinco vezes com agua
de torneira e peneirada em malhas de 0,71 e 0,053 mm. O material retido na ultima
peneira foi transferido com agua destilada para tubo de centrifuga e centrifugado a
3000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi descartado e uma solucdo de
sacarose a 70% foi acrescentada, agitando-se a 2000 rpm por dois minutos. Passou-
se 0 sobrenadante por peneira de 0,045 mm e o material retido foi transferido para
placa concéntrica para contagem da densidade de esporos (em Lupa, Nikon —
YF100) e célculo da diversidade.

(e) 63]

FIGURA 8 - (a) Amostra de solo (50 mL), (b) Lavagem da amostra de solo, (c)
Passagem da suspenséo pelas peneiras, (d) Material retido na peneira de 0,053 mm,
(e) Centrifugacao, (f) Tubo de centrifuga com suspe nsdo de solo sobrenadante e
solucdo de sacarose, (g) placa concéntrica para con  tagem dos esporos em lupa

Para fins de identificacdo das espécies, os esporos foram primeiramente
separados em morfotipos, usando como critérios principais o formato e a cor. Foram
montadas |aminas de microscopia em PVLG (polivinil alccol-lactoglicerol) e
PVLG/reagente de Melzer (4:1, v:v) que foram vistas em microscépio 6ptico comum
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Nikon. Em seguida foi feita a identificacdo das espécies, realizada por taxonomistas
de FMAs dos laboratérios de Microbiologia do solo da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ — USP) e da Universidade Regional de
Blumenau (FURB) .
Calculou-se a riqueza de espécies por cultivar em cada bloco estudado e o

respectivo indice de diversidade de Shannnon & Weaver (1949), pela equacéao:

H'= - £%-; pi In pi, onde:

K= igual ao niumero de esporos de FMAs por espécie e

pi = abundancia relativa dos esporos em cada espécie.

3.4. Andlise textural e atributos quimicos da rizos  fera

Parte das amostras do solo coletadas foi seca em estufa (temperatura de
105, por um periodo de 24 horas) para analise da textura. Para caracterizagédo
quimica, as amostras de solo coletadas foram secas ao ar (por um periodo de 2
dias), para andlise de pH, P, K, Ca®", Mg?" AP**, H+Al, soma de bases (SB),
capacidade de troca catidnica efetiva (t), capacidade de troca catibnica total (T),
saturacdo por bases (V%), saturacdo por aluminio (m%), teor de matéria organica do
solo (MO) e teor de fosforo remanescente no solo (P-rem). Todas essas andlises
foram feitas segundo metodologias descritas em EMBRAPA (1997). Deve-se
ressaltar que a textura e os atributos quimicos do solo foram determinados com
finalidade complementar, de modo a fornecer subsidios para entendimento e
esclarecimento aqueles relacionados aos aspectos microbioldgicos, tema central
dessa dissertacdo. Os resultados das analises fisicas e quimicas para as amostras

do solo encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos fisicos e quimicos das amostras de solo para os quatro blocos em
estudo

pH P K Ca* Mg* AP~ H+Al 5B (i) m Vv m MO  P-rem Argila Silte  Areia

-

Blocos H:0 mg dm-= cmol, dm % dag mglL! gkg”

kg
Blocol 57 2111 137 37 09 0.0 40 50 50 8% 5530 27 341 90 470 440
Blocoll 59 2111 139 41 07 00 29 52 52 81 6400 25 363 160 470 370

Bloco 55 1977 17 34 05 01 40 42 43 82 5122 27 320 160 510 330
]
Bloco 58 31 111 39 05 01 32 47 48 79 594 2 24 331 200 450 350
v
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3.5. Andlise estatistica dos resultados

Os dados obtidos, com excecdo de micélio extrarradicular ativo e total, foram
transformados para arcsen (x+1)®° e submetidos a andlise de variancia,
empregando-se o teste de Duncan a 5 % para comparacdo das médias entre os
cultivares de oliveira. O programa estatistico utilizado foi o Sanest (ZONTA et al.,
1984). Os atributos microbiolégicos (micélio extrarradicular ativo, micélio
extrarradicular total, intensidade de colonizagdo radicular, porcentagem de
colonizacdo radicular, densidade de esporos e diversidade de esporos) foram
submetidos a analise de correlagdo por meio do Excel® e as significaAncias entre as

correlacdes foram testadas a partir da ferramenta de regressao do mesmo software.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Micélio extrarradicular ativo (MEA) e total (M ET)

Imagens de micélio extrarradicular ativo e total de FMAs em amostras de solo
sob cultivares de oliveira estdo apresentadas na Figura 9.

(@) (b)
FIGURA 9. Micélio extrarradicular ativo (a) e total (b) de fungos micorrizicos
arbusculares, em amostras de solo sob oliveira, no aumento de 100X. Legenda: MEA:
Micélio Extrarradicular Ativo e MET: Micélio Extrar radicular Total

O comprimento do micélio extrarradicular ativo (MEA) obtido em amostras de
solo rizosférico dos cultivares de oliveira em estudo encontra-se na figura 10. Os
valores de MEA variaram de 0,11 a 0,44 m g* de solo seco entre os cultivares,
sendo que aquele obtido na rizosfera do cultivar Arbequina foi estatisticamente
diferente e superior aos dos cultivares: Grappolo 561, Grappolo 575, Leccino e Maria
da Fé. Os demais cultivares (Ascolano 315 e Grappolo 541) n&o diferiram entre si e

dos demais quanto ao comprimento de MEA.
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Micélio E xtrarradicular Ativo (m g ?)

0,5 032ab 442 0.243b
J ’ 0,11b 0,17b 0,155b 0,15b
Ascolano  Arbequina Grappolo Grappolo Grappolo Leccino Maria da Fé
315 541 561 575

FIGURA 10 - Comprimento de micélio extrarradicular ativo,emm g "1 de solo seco, em
amostras de solo da rizosfera de diferentes cultiva res de oliveira, na area de estudo.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estat  isticamente entre si, por Duncan
5% de significancia

Os valores do comprimento do micélio extrarradicular total (MET) obtido em
amostras de solo rizosférico dos cultivares de oliveira em estudo encontra-se na
figura 11. Nao houve diferenca estatistica entre os cultivares para o comprimento de

MET, com variacgéo de 2,4 a 3,7 m g* de solo seco.
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Ascolano Arbequina  Grappolo Grappolo  Grappolo Leccino  Maria da Fé
315 541 561 575

FIGURA 11 - Comprimento de micélio extrarradicular  total, em m g ™ de solo seco, em
amostras de solo da rizosfera de diferentes cultiva  res de oliveira, na area de estudo.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estat  isticamente entre si, por Duncan
5% de significancia
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Verificou-se uma grande diferenca entre os valores de MEA (Figura 10) e MET
(Figura 11), sendo o comprimento do micélio ativo inferior ao total. A relacédo entre
MEA e MET pode ser vista na figura 12. Os valores variaram de 3,0% no cultivar
Grappolo 561 a 14,0% no cultivar Arbequina, o que mostra que além de valores
menores observados para MEA, houve também uma variagdo na propor¢ado entre as
estruturas. Os valores inferiores encontrados para MEA quando comparados ao
MET concordam com aqueles observados por Melloni et al. (2000), em estudos de
avaliacdo da influéncia do fésforo e de FMAs em limoeiro-cravo, onde o
comprimento de MEA variou de 0,5 a 1,0 m e de MET de 6 a 12 m g de solo. No
entanto, no presente trabalho com oliveira, os valores observados para MEA (0,11 a
0,44 m g* de solo) e MET (2,40 a 3,70 m g™* de solo) foram muito inferiores.

Valores maiores para MET em comparacdo com MEA sao esperados ja que do
total de micélios extrarradiculares produzidos pelo fungo, somente parte esta ativa,
absorvendo e translocando nutrientes para a planta.

Esses foram os primeiros dados de MEA e MET de FMAs para oliveira, nédo
havendo outros dados na literatura para comparacéo dos resultados obtidos.

16 -
14 -
12 -
10 -

4 -
2 -
0

Ascolano Arbequma Grappolo Grappolo Grappolo Leccino Maria da
315 541 561 575 Fé

Relagdo entre MEA e MET (%)
o]
Il

FIGURA 12 - Relacdo entre comprimento de micélio ex trarradicular ativo e total em
diferentes cultivares de oliveira, na areade estud o

Em estudos com outras espécies vegetais, como o de Metzner (2009), que
avaliou o emprego de substratos organicos adubados com diferentes doses de Cu
para obtencdo de mudas micorrizadas de limoeiro Cravo, foram observados valores
para o comprimento do MET do fungo Glomus intraradices, de 1,32 a 2,95 em
substrato com pinus, 1,61 a 6,23 em fibra de coco, e 4,12 a 10,38 m g™ de solo em

turfa. Portanto, os valores de MET obtidos para o substrato pinus foram menores



aos de oliveira, enquanto aqueles dos outros substratos foram superiores aos
encontrados no presente estudo.

4.2. Intensidade e porcentagem de colonizagéo radic  ular

N&o havia registros fotograficos de colonizagdo micorrizica em oliveiras, no
Brasil. Todas as amostras de raizes de oliveira que foram analisadas apresentaram
colonizacao intrarradicular por FMAS. Dentre as estruturas visualizadas, as hifas
intercelulares e intracelulares, esporos e vesiculas foram as mais comuns (figura
13).

(al

(b

FIGURA 13 - Colonizacao micorrizica em oliveira (a e b). Legenda: E — Esporos; H —
Hifas inter e intracelulares; V — Vesiculas

A taxa de intensidade de colonizacao radicular variou de 23,6% a 32,2% e
nao foi significativamente diferente entre os cultivares, como pode ser visto na figura
14.
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Ascolano  Arbequina Grappolo Grappolo Grappolo Leccino  Maria da Fé
315 541 561 575

Intensidade de Colonizagdo Radicular (%)

FIGURA 14 - Intensidade de colonizacdo radicular (% ) em amostras de raizes de
diferentes cultivares de oliveira, na area de estud 0. Médias seguidas por letras iguais
ndo diferem estatisticamente entre si, por Duncan 5 % de significancia

Resultados para intensidade de colonizacdo radicular, em escala de
porcentagem, também podem ser vistos na figura 15.

60% 80%

FIGURA 15 - Intensidade de colonizacgdo radicular (e m porcentagem), no aumento de
100X, em amostras de raizes de diferentes cultivare s de oliveira, na area de estudo
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Também n&o houve diferenca significativa entre os cultivares para porcentagem
de colonizagéao radicular, como observado na Figura 16, com variagéo entre

1,21% a 5,83%, valores considerados baixos.
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4,58a 4,343 >,83a 3 25,
5 2,52a ’ 1,97a

1,21a

Ascolano Arbequina Grappolo Grappolo  Grappolo Leccino Maria da Fé
315 541 561 575

% de Colonizagao radicular

FIGURA 16 - Porcentagem de colonizacdo radicular em amostras de raizes de
diferentes cultivares de oliveira, na area de estud 0. Médias seguidas por letras iguais
ndo diferem estatisticamente entre si, por Duncan 5 % de significancia

Apesar da auséncia de diferencas significativas para ambos os meétodos de
quantificacdo da colonizacdo micorrizica, quando comparado com a intensidade de
colonizacédo radicular (Figura 15), a porcentagem de colonizagdo (Figura 16)
apresentou valores inferiores. Esse resultado pode estar relacionado as diferencas
metodoldgicas de observacao e quantificacdo da colonizacdo, onde a intensidade de
segmentos radiculares € observada sob microscépio e a colonizagdo por lupa em
placa quadriculada. A maioria das raizes da oliveira depois de coradas apresentou-
se muito escuras, o que dificultou a observacdo da colonizagdo em microscopio
estereoscopico, em lupa. Para contornar essa dificuldade, sugere-se que se
aumente o tempo de clarificagdo em KOH, que no presente trabalho foi de 12 horas
em temperatura ambiente (pernoite) e 2 horas em banho-maria a 90°C. Em vista
disso, a porcentagem de colonizacdo radicular pode ter sido subestimada em
relacdo a intensidade de colonizagdo, cuja metodologia permite uma melhor
visualizacdo e avaliacdo sob microscopio Optico (maior aumento e melhor

observacédo). Portanto, recomenda-se que, para avaliacdo da colonizacao radicular
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de oliveira, adaptacdes sejam feitas na metodologia de Giovanetti & Mosse (1980)
ou se dé preferéncia para a determinacéo da intensidade de colonizacéo radicular.

Em oliveiras, Porras-Piedra et al. (2005), ao estudarem a influéncia de FMAs no
crescimento de plantas jovens, obtiveram resposta positiva da inoculacédo ao testar
trés espécies de fungos do género Glomus. Utilizando as mesmas metodologias
vistas no presente trabalho para coloracdo das raizes e avaliagdo da colonizagéo
micorrizica, 0s pesquisadores encontraram 100% de colonizacdo nas plantas
inoculadas. Castilho et al. (2006), em estudos da influéncia de FMAs no controle de
nematdides, encontraram colonizagdo para o cultivar Arbequina, inoculado com
diferentes espécies de FMAs, variando de 78% a 94,6%. Ressalta-se que 0s
trabalhos supracitados para oliveira foram realizados em condi¢des controladas, ao
contrario do presente trabalho, que foi desenvolvido em condicbes de campo, os
guais, normalmente, apresentam resultados inferiores (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006; CORDOBA et al., 2002).

N&o ha estudos publicados na literatura nacional que relacionam colonizacao
micorrizica em oliveira. Pela auséncia de dados relativos a micorrizacdo em oliveira,
uma breve comparacdo com algumas culturas perenes serd apresentada, mesmo
sabendo-se que ha variacdo de micorrizagdo entre diferentes hospedeiros
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Comparativamente a outras culturas perenes, Silva
Junior & Cardoso (2006) avaliaram a colonizacdo micorrizica arbuscular em
pupunha e cupuacu cultivados em sistema agroflorestal e em monocultivo (com
adubacdo e em condi¢cdes de campo) e obtiveram valores de 13,41% a 32,95%,
proximos aos observados para intensidade de coloniza¢do e acima dos valores de
porcentagem de colonizacao para oliveira, nesse trabalho.

Em trabalho que objetivou avaliar os efeitos da inoculacdo de FMASs no
crescimento e absorcdo de nutrientes de mudas de cafeeiro Catuai, em substrato
com e sem adicdo de esterco de curral e adubado com doses crescentes de
superfosfato simples, Souza et al. (1991) encontraram valores de colonizacéo
micorrizica em substrato sem matéria organica variando de 36,55% a 53,49% e em
substrato com matéria organica variando de 38,94% a 51,57%. Da mesma forma,
Balota & Lopes (1996), verificando a flutuacdo sazonal de espécies de FMAs
associados a cafeeiros, encontraram valores para coloniza¢cdo micorrizica variando
de 32% a 39%, superiores aos obtidos para coloniza¢do micorrizica (porcentagem e

intensidade) em oliveiras no presente estudo. No entanto, Bonfim et al. (2007), em
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estudos que avaliaram a colonizacdo de FMAs em raizes de cafeeiro cultivado em
sistema agroflorestal e a pleno sol, em duas épocas do ano, encontraram valores
para porcentagem de colonizacao radicular de 14,50% a 28,66%, valores menores
gue a faixa encontrada em oliveiras para intensidade de colonizacéo radicular que
foi de 23,6% a 32,2%.

De acordo com Silveira & Freitas (2007), em cafeeiros adultos sob condi¢oes
de campo, a colonizacdo micorrizica apresenta valores bastante variados, de 4% a
80%. Uma das causas de variacfes tado grandes esta nas diferentes condicfes de
obtencdo dos dados e pelo fato de que em situa¢des de campo é dificil estudar as
correlagbes entre fatores edaficos e a colonizagéo radicular, em virtude do grande

namero de complexas interacdes envolvidas.

4.3. Densidade e diversidade de esporos

A densidade de esporos de FMAs no solo rizosférico dos cultivares de oliveira

é apresentada na figura 17. Nao houve diferenca significativa (Duncan p>0,05) na

densidade de esporos para 0s sete cultivares estudados, sendo que o nimero médio

de esporos por 50 g de solo variou de 12,01 no cultivar Arbequina a 32,5 no cultivar
Ascolano 315.

35,0

29,55a
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16,69a
150 14,01a
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Ascolano Arbequina Grappolo Grappolo Grappolo Leccino Maria da
315 541 561 575 Fé

Numero médio de esporos
(n° 50g™ de solo)

FIGURA 17 - Numero médio de esporos por 50 g de solo, por cultivar, nos blocos
estudados. Médias seguidas por letras iguais ndo di  ferem estatisticamente entre si,
por Duncan 5% de significancia
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Como ja comentado para colonizagdo micorrizica, sdo poucos 0s estudos
publicados na literatura que relacionam densidade e diversidade de esporos de
FMAs em solo rizosférico de oliveiras. Pela auséncia de dados relativos a
esporulacdo em oliveira, a comparacdo dos resultados obtidos sera feita com
algumas culturas perenes. No entanto, deve-se enfatizar que as condi¢cbes edaficas
e climaticas interferem na formacdo desses propagulos e, como 0s experimentos
sao diferentes, as comparacdes devem sempre ser feitas com ressalvas.

Avaliando o efeito de duas formas de manejo, convencional e organico em
pomares e viveiros de citros, Fochhi et al. (2004) observaram numero médio de
esporos variando de 12,2 a 15,3 (50 g* de amostra de solo), nimero inferior & faixa
observada para o presente trabalho com oliveiras. Ja Colozzi Filho & Cardoso (2000)
obtiveram valores mais altos para densidade de esporos de FMAS, em raizes de
cafeeiro com crotalaria na entrelinha (62 a 135 esporos 50 g™ de amostra de solo).
NUumero médio de esporos superior ao observado para oliveiras também foi obtido
por Silva Junior & Cardoso (2006), ao avaliarem FMAs em pupunha e cupuacgu
cultivados em sistema agroflorestal e em monocultivo (média de 42 a 120 esporos
50 g de amostra de solo).

Verificando a influéncia da arborizacdo do cafezal (C. canephora) sobre a
populacdo de FMAs, Costa et al. (2007) encontraram numero de esporos para 0S
diferentes tratamentos (com pinho cuiabano, com teca, com bandarra, cafeeiro
solteiro) variando de 120 a 250 esporos por 100 g de amostra de solo, valores mais
altos que os observados para o presente trabalho em 50 g de amostra de solo
rizosférico de oliveira.

Dentre os esporos, foram recuperados o0s géneros e espécies de FMAs
relacionados na Tabela 3, nos diferentes cultivares de oliveira.

De acordo com Costa et al. (2007), o conhecimento da diversidade das
populacées de FMAs, bem como seu papel e interagdes com o meio abidtico, séo
requisitos basicos para o0 estabelecimento capaz de permitir 0 aumento no
crescimento de plantas. A sobrevivéncia e persisténcia de espécies fangicas
importantes ou comprovadamente eficientes em um determinado ambiente ou
rizosfera sdo de extrema importdncia e mostram que os efeitos benéficos da
simbiose devem ser considerados e incentivados quando do manejo agricola e

ambiental de culturas de interesse.
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Tabela 3. Tabela 3. Géneros e espécies de FMAs por  cultivar, recuperados do solo
rizosférico de oliveira

CULTIVAR GENEROS/ESPECIES DE FMAs

Ascolano 315 Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Gigaspora spl, Glomus mosseae, Scutellospora
pellucida e Scutellospora spl

Arbequina Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Glomus mosseae, Scutellospora pellucida e
Scutellospora spl

Grappolo 541 Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Glomus mosseae, Scutellospora pellucida e
Scutellospora spl

Grappolo 561 Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Gigaspora spl, Scutellospora pellucida e
Scutellospora spl

Grappolo 575 Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Glomus mosseae, Scutellospora pellucida e
Scutellospora spl

Leccino Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Gigaspora spl, Glomus mosseae, Scutellospora
pellucida e
Scutellospora spl

Maria da Fé Acaulospora denticulata, Acaulospora scrobiculata,
Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Entrophospora
spl, Gigaspora spl, Glomus mosseae, Scutellospora
pellucida e
Scutellospora spl

Alguns exemplares dos esporos obtidos no solo rizosférico de oliveira sao
mostrados na figura 18, enquanto o percentual de distribuicdo dos oito morfotipos

esta representado na figura 19.



cultivo de oliveiras. (a)
Acaulospora sp. 2
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(d)

FIGURA 18 — Exemplares de esporos de FMAs coletados  das amostras de solo sob

Glomus sp.; (b) Scutellospora sp.; (c) Acaulospora sp.1 e (d)
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Ascolano 315 Arbequina Grappolo 541 Grappolo 561

Grappolo 575 Leccino MariadaFé

FIGURA 19 - Morfotipos de fungos micorrizicos arbus  culares nos cultivares de
oliveira

O morfotipo f ndo esteve presente nos cultivares: Arbequina, Grappolo 541 e
Grappolo 575 e o morfotipo ¢ ausente no cultivar Grappolo 561. Observa-se que no
cultivar Ascolano 315 o morfotipo de maior ocorréncia foi o b, seguido pelo morfotipo
g. Nos cultivares: Arbequina e Grappolo 541, a maior densidade de esporos foi
vista para o morfotipo d, seguido pelo morfotipo b. No cultivar Grappolo 561 o
morfotipo d apresentou maior ocorréncia, seguido dos morfotipos b e g. O cultivar
Grappolo 575 também apresentou maior numero de esporos do morfotipo d, seguido
do morfotipo g. O morfotipo g predominou no cultivar Leccino que também
apresentou grande ocorréncia de esporos do morfotipo d. Da mesma forma, no
cultivar Maria da Fé houve também dominio do morfotipo g, seguido pelo morfotipo
b.



De maneira geral, houve dominio de trés morfotipos principais, os morfotipos b,
d e g. Conforme Melloni et al. (2003), os esporos cujos morfotipos foram
predominantes podem indicar que essas espécies de FMAs possuem mecanismos
especiais de adaptacdo para suportarem as variacdes dos fatores bidticos e
abidticos, com baixa especificidade quanto ao habitat e por isso predominam nos
solos avaliados. J&4 os morfotipos que ocorreram com pouca frequéncia podem
indicar espécies de FMAs com exigéncias mais especificas de hospedeiro-ambiente,
sendo menos freqlentes nos solos estudados. Pela distribuicdo do numero de
esporos por morfotipo, calculou-se o indice de diversidade de Shannon-Weaver na
rizosfera de cada cultivar (Shannon & Weaver, 1949), cujos resultados estdo na
figura 20.
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FIGURA 20 - Iindice de diversidade de Shannon-Weaver (H) calculado pelos
morfotipos de FMAs por cultivar de oliveira

Os resultados do indice de diversidade de Shannon-Weaver (H') mostram que,
exceto para o cultivar Grappolo 575, que apresentou menor diversidade de FMAs, os
valores de H" para os demais cultivares foram semelhantes, com valor médio de
1,39. A baixa diversidade de FMAs na cultivar Grappolo 575 esta relacionada ao
menor numero de morfotipos (auséncia do morfotipo f) e dominancia de outros
(morfotipos d e g). No entanto, essa menor diversidade ndo comprometeu a
micorrizacdo do cultivar e nem o potencial de in6culo avaliado.

Das 15 correlagdes feitas com os atributos microbiol6gicos em estudo (micélio

extrarradicular ativo, micélio extrarradicular total, porcentagem de colonizacao,



intensidade de colonizagéo, densidade de esporos e diversidade de esporos), sete
foram significativas a 5% (*) e serdo apresentadas. O micélio extrarradicular ativo
(MEA) apresentou a maior correlacdo negativa com intensidade de colonizagéo
radicular (r= -0,79%), seguido de micélio extrarradicular total (MET) e intensidade de
colonizacgdo radicular (r=-0,73*). A maior correlacdo positiva foi obtida entre micélio
extrarradicular total (MET) e diversidade de esporos (r= 0,58*), como mostrado na
tabela 4.

Tabela 4. Correlacdo entre os atributos microbiol6g icos em estudo: micélio
extrarradicular ativo (MEA), micélio extrarradicula r total (MET), porcentagem de
colonizacdo (% Col.), intensidade de colonizacdo (I nt. Col.), densidade de esporos
(Dens. Esp.) e diversidade de esporos (Div. Esp.)

MEA MET % Col. Int. Col. Dens. Esp.  Div. Esp.
MEA - 0,23 0,15 -0,79* 0,02 0,13
MET 0,23 - -0,26 -0,73* 0,42* 0,58*
% Col. 0,15 -0,26 - -0,04 0,02 -0,55*
Int. Col. -0,79* -0,73* -0,04 - -0,12 -0,41*
Dens. 0,02 -0,42* -0,02 -0,12 - 0,37*
Esp.
Div. Esp. 0,13 0,58* -0,55* -0,41* 0,37* -

(*) Significancia a 5%.

O comprimento de micélio extrarradicular total (MET) foi o atributo que
apresentou maior numero de correlacdes significativas com os demais atributos
microbiolégicos estudados. O MET apresentou correlacdo significativa negativa com
a intensidade de colonizacao radicular, e positiva com densidade e diversidade de
esporos.

A correlacdo negativa entre MET e intensidade de colonizacdo indica que
quanto maior a quantidade de hifas de FMAs no solo (dado pelo comprimento de
micélio extrarradicular total) menor a quantidade de hifas de FMAs no interior das
raizes (medida pela intensidade de colonizacdo radicular), o que sugere que o
crescimento de micélio extrarradicular total, para esse caso, independe da
colonizacdo interna da raiz pelos FMAs. A correlacdo positiva entre MET e

densidade e diversidade de esporos indica que, para o presente estudo, o
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comprimento de micélio externo apresenta relacdo de proporcionalidade com a
guantidade e diversidade de esporos no solo rizosférico.

O comprimento de MEA, assim como ocorreu com o MET, apresentou
correlagcdo negativa significativa com intensidade de colonizacdo radicular, o que
indica que o numero de hifas ativas do solo, capazes de absorver e translocar
nutrientes, estd inversamente relacionado a colonizagdo interna, crescendo
independentemente da mesma.

Entre as estruturas de FMAs, o micélio extrarradicular € o que apresenta
maior extensdo e biomassa (MELLONI & CARDOSO, 1999) e a correlacao
significativa com esses propagulos demonstra a complexidade da formacdo dos
propagulos, regulada por influéncias bioldgicas, edéaficas e ambientais (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

A diversidade de espécies de FMAs tem correlagdo positiva e significativa com
o numero de esporos encontrados (densidade), e quanto maior 0 nimero de esporos
maior a riqueza. A diversidade de esporos também apresentou correlacao
significativa positiva com a presenca de hifas de FMAs (MET) e negativa com a
quantidade de hifas do fungo dentro da planta (intensidade de colonizacao
radicular), e quanto maior a diversidade de esporos no solo rizosférico menor a
porcentagem e intensidade de colonizacdo radicular. Nesse contexto, Azevedo
(2008) considera que ndo se sabe se as espécies mais abundantes detectadas no
solo, por meio da identificacdo com base na morfologia dos esporos assexuais, S&o
também as mais abundantes no interior das raizes, devido as dificuldades para
identificagdo dos FMAs nessa regiao.
Pela homogeneidade de distribuicdo dos propagulos de FMASs na rizosfera e raizes
dos diferentes cultivares de oliveira, na Fazenda Experimental de Maria da Fé, pode-
se inferir que isso se deve, provavelmente, a homogeneidade do manejo do solo
aplicado (fertilidade) e a baixa diversidade genética dos cultivares, apesar das
diferentes origens (Tabela 1), reduzindo a interferéncia do hospedeiro na formacéao e
funcionalidade desses propagulos. Nesse sentido, ha varios estudos realizados no
exterior sobre a diversidade genética de cultivares de oliveira e alguns revelam a
importancia da origem e do efeito da regido agroecoldgica de cultivo (GEMAS et al.,
2004), e outros confirmam a semelhanca genética entre os cultivares (MARTINS-
LOPES et al.,, 2006; CORDEIRO et al., 2008), a existéncia de clones entre os



46

cultivares (RONY et al.,, 2009) e a necessidade de garantir a diferenca entre os

cultivares para fins de certificacdo (GOMES et al., 2009).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os cultivares: Ascolano 315, Arbequina, Grappolo 541, Grappolo 561, Grappolo
575, Leccino e Maria da Fé, da espécie exdtica Olea europaea L. (oliveira) formam
associacdo com fungos micorrizicos arbusculares nativos nas condicbes ambientais
estudadas no Brasil, sendo obtidos 5 géneros e 9 espécies.

Os propéagulos de fungos micorrizicos arbusculares estdo homogeneamente
distribuidos nas proximidades da rizosfera dos cultivares estudados, sem diferenca
significativa entre miceélio extrarradicular total, densidade e diversidade de esporos e
colonizagéo radicular.

Recomenda-se, apds a presente avaliacdo do status micorrizico dos cultivares
de oliveira da Fazenda Experimental de Maria da Fé (FEMF-EPAMIG), estudos com
0S mesmos cultivares instalados em outros locais e outros relacionados a
certificacdo dos cultivares e a eficiéncia de populacbes de fungos micorrizicos
arbusculares no desenvolvimento de mudas, em condigdes controladas e em

campo.
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