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RESUMO

O mirtilo é uma planta de alto valor comercial e com grande mercado consumidor e tem
se apresentado como uma excelente fonte de renda. Por se tratar de uma espécie pouco
conhecida no Brasil, existem alguns problemas relacionados & propagacao de mudas e,
como forma de acelerar e garantir o enraizamento e a producdo de mudas, deve ser
considerada a insercdo de agentes microbiolégicos nesse processo. O objetivo desse
trabalho foi avaliar propagulos de fungos micorrizicos em amostras de solo e raizes de
mirtilo (Vaccinium spp.), em condi¢gdes de campo e em casa de vegetacdo, de modo a
fornecer informagdes microbiolégicas para complementar as caracteristicas
agrondmicas e favorecer a sua implantacdo e comercializacdo. Para atendé-lo, o
trabalho foi desenvolvido em duas etapas independentes: 1) ldentificacdo, in situ, de
propagulos de fungos micorrizicos na rizosfera de diferentes cultivares, envolvendo a
quantificacdo de micélio extrarradicular total, diversidade de esporos e a intensidade de
colonizagdo micorrizica; 2) Avaliacdo da inoculacdo de fungos micorrizicos no
enraizamento de mirtilo em condicdes controladas, comparando-se com tratamento
hormonal &cido indolbutirico (AIB), comercialmente utilizado. Em condic¢Bes de campo,
as cultivares de mirtilo promoveram alteragdo nos propagulos de fungos micorrizicos
arbusculares em suas rizosferas, principalmente na densidade e diversidade de esporos e
micélio extrarradicular total. Os cultivares de mirtilo apresentaram diferentes respostas
a colonizagdo dos FMAs, sendo Scutellospora heterogama a espécie mais frequente na
area de estudo da primeira etapa. Houve baixa formacdo de micorriza em todas as
cultivares de mirtilo, nas condi¢bes de campo. Estacas de mirtilo ndo responderam a
inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares e nem ao tratamento hormonal AIB.

Palavras-chave: Enraizamento. Micorriza. Mirtileiro.



ABSTRACT

The blueberry plant has a high commercial value, a large consumer market, and has
emerged as a great source of income. Because it is a relatively new species in Brazil,
there are some problems related to the propagation of seedlings and should be
considered the inclusion of microbial agents in this process as a way to accelerate and
ensure the rooting and seedling production. The aim of this study is to evaluate
mycorrhizal fungi propagules in soil and roots samples of blueberry (Vaccinium spp.) in
the field and in the greenhouse, in order to provide microbiological information to
complement the agronomic characteristics and promote their deployment and
marketing. To answer it, the work was carried out in two independent steps: 1)
Identification, in situ, of mycorrhizal fungi propagules in rhizosphere of different
cultivars, involving the quantification of the total extraradical mycelium, spore diversity
and intensity of mycorrhizal colonization; 2) Evaluation of mycorrhizal fungi
inoculation on rooting blueberry under greenhouse conditions, compared with
commercially used hormonal treatment, indolbutyric acid (IBA). Under field conditions,
the blueberry cultivars promote changes on mycorrhizal fungi propagules in their
rhizospheres, mainly in density and diversity of spores and in the total extraradical
mycelium. The blueberry cultivars showed different responses to the colonization of
AMF, and Scutellospora heterogama was the most common species in the study area of
the first step. There was low formation of mycorrhiza in all blueberry cultivars, at field
conditions. Blueberry cuttings did not respond to arbuscular mycorrhizal fungi
inoculation and also to hormonal treatment IBA.

Keywords: Rooting. Mycorrhiza. Blueberry.
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1- INTRODUCAO

O mirtilo é uma planta frutifera de clima temperado, de porte arbustivo com
frutos tipo baga, de coloracdo azul escura, com muitas sementes, envolvidas em uma
polpa esbranquicada de sabor doce-4cido (HOFFMANN et al., 1995), ricos em
substancias de alto poder antioxidante preventivas de doengas degenerativas.

As caracteristicas do mirtilo variam em funcdo de trés grupos principais. O
grupo “highbush” apresenta plantas com mais de 2 m de altura, com necessidade de frio
hibernal entre 650 e 850 horas anuais, melhor desempenho em solos pobres em matéria
organica, maior resisténcia a patdégenos, maior exigéncia em agua e estruturagdo do
solo. O grupo “rabbiteye” € 0 de maior valor comercial, apresentando plantas com
maior vigor, longevidade, produtividade, tolerancia ao calor, produzindo frutos acidos,
firmes e de longa conservacdo. O grupo “lowbush” caracterizado por plantas com
menos de meio metro de altura e com menor importancia comercial, por apresentarem
frutos pequenos e menos doces (GALLETA; BALLINGTON, 1996).

O mirtilo surge como uma alternativa para pequenos agricultores da regido, ja
gue ndo necessita de grandes areas de cultivo e possui alto valor comercial, sendo assim,
uma excelente oportunidade de negdcios. Devido ao seu grande potencial econémico, o
mirtilo é apontado como a mais promissora cultura no Brasil, mas ainda existem
algumas dificuldades na sua expansdo, como a baixa disponibilidade de mudas, as
dificuldades no enraizamento de estacas e a adaptacdo ao clima. Assim, para uma maior
exploracdo e implantacdo desta espécie é necessario que se desenvolvam novas
pesquisas relacionadas ao tema.

Uma das maneiras para melhorar o cultivo de mirtilo e incentivar o
desenvolvimento da cultura, desde a fase de producdo de mudas, seria por meio de
estudos da colonizagdo radicular por fungos micorrizicos arbusculares, ja que esses
possuem acgéo reconhecida no crescimento de plantas, na adaptacdo de mudas em campo
e contribuicdo para reducdo do uso de fertilizantes e agrotoxicos (AZCON-BIETO;
TALON, 2000; STARAST et al., 2006). Nesse sentido, sdo raros os estudos associando
a presenca de fungos micorrizicos arbusculares em mirtilo no Brasil (RISTOW et al.,
2009; FARIAS, 2012).

Sendo o sul de Minas Gerais um local propicio para o desenvolvimento da
cultura de mirtilo, devido as suas condicGes climéticas, esse trabalho tem o objetivo de

valorizar a sua contribui¢cdo no desenvolvimento da regido.



2- OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia e a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares na

cultura do mirtilo.

2.2. Objetivos especificos

. Identificar, em condicGes de campo, propagulos de fungos micorrizicos
arbusculares na rizosfera de diferentes cultivares de mirtilo.
. Analisar a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares no

enraizamento do mirtilo.



3- REFERENCIAL TEORICO

3.1. Mirtilo

3.1.1. Origem e caracteristicas gerais

O mirtilo (Figura 1) é uma planta frutifera pertencente a familia Ericaceae,
subfamilia Vaccinoideae, género Vaccinium e subgénero Cyanococcus, nativo da
América do Norte, onde é denominado blueberry. Atualmente, o género Vaccinium
apresenta mais de 20 espécies descritas. Em seu habitat natural cresce de maneira
silvestre associado a floresta de coniferas, tendo seu cultivo comercial iniciado no
século XX (CABALLERO, 2009).

Figura 1 — Mirtileiros e detalhes de seus frutos (Fonte:

http://portaldoparaisodomirtilo.blogspot.com.br/2013/02/mirtilo-e-fruta-da-longevidade.html)

As folhas séo simples, de forma oval a lanceolada e caduca, adquirindo uma
tonalidade roxa no outono. O sistema radicular é superficial, sendo as raizes muito finas
e sem pelos radiculares, apresentando porte arbustivo com frutos tipo baga, coloracédo
azul escura e muitas sementes envolvidas por uma polpa esbranquicada de sabor doce-
acido (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Segundo Coletti (2009), as flores apresentam a corola com pétalas brancas ou
rosa, de forma tubular ou em forma de sino. Cerca de 8 a 10 estames estdo inseridos na
base da corola, ao redor de um longo pistilo. Os membros do género Vaccinium formam
flores, geralmente, na posicgdo axilar. As anteras tém a forma de tubos ocos, alongados,
com um poro na extremidade, por onde sai o polen. Em geral, o estigma ¢é
indiferenciado, sobre um estilete filiforme.

O mirtilo é rico em substancias antioxidantes, que previnem doengas

degenerativas, favorecem a visdo, oferecem beneficios a pele, aos vasos sanguineos,



problemas circulatorios, transtornos cardiacos, feridas externas e internas, edemas,
artrites e artroses. E rico em vitaminas A, B, C e PP, possuindo ainda sais minerais,
magnésio, potassio, célcio, fésforo, ferro, manganés, acucares, pectina, tanino, acido
citrico, malico e tartarico (SERRADO et al., 2008).

Desenvolvido por Cluter e Cao (2004) no National Institute on Aging em
Baltimore, o teste ORAC (oxygen radical abosorbance capacity) é um método que
determina a atividade de eliminacdo dos radicais livres (BANK; SCHAUSS, 2004).
Esse teste, ao ser aplicado no mirtilo, o classificou com elevado nivel de capacidade
antioxidante. As onze antocianinas presentes no mirtilo correspondem a 56,3% do valor
total da capacidade medida pelo teste ORAC, sendo possivel observar que os polifenois
encontrados no mirtilo podem diminuir perdas de sinais neurais, déficits nos sistemas
motor e cognitivo e prevenir doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, o mal de
Parkinson e a esclerose lateral (RAMIREZ et al., 2005).

3.1.2. Descrigao e caracterizagdo botanica

Segundo Galleta e Balington (1996) os mirtilos podem ser divididos em cinco
grupos principais.

Highbush (arbusto alto): plantas com mais de 2 m de altura, com necessidade
de frio hibernal entre 650 e 850 horas anuais (Figura 2). N&o se adaptam bem ao Brasil
por necessitarem de muitas horas de frio, ou seja, invernos rigorosos.

Highbush STK :

Taccinium corymbosum

A

Figura 02 - Grupo highbush. Fonte: Pio (2010) (Fonte:

http://frutastemperadas.blogspot.com.br/2010/12/conheca-os-grupos-dos-mirtileiros-e.html).
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Half-hight (arbusto médio): possuem caracteristicas parecidas com o grupo
Highbush, mas com menor necessidade de frio hibernal. O porte dos arbustos varia de
0,5 a1 metro.

Southern highbush (arbusto alto do sul): apresentam caracteristicas
semelhantes as do grupo Highbush, mas dentre as plantas de maior porte (highbush,
halfhigt e southern highbush) é a que apresenta menor necessidade de frio hibernal.
Apresentam melhor desempenho nos planaltos e adaptam-se a solos pobres em matéria
organica, mas sdo mais exigentes que o grupo Rabbiteye com a estruturacdo do solo,
drenagem e disponibilidade de agua.

Rabbiteye (olho de coelho): recebem esta denominagdo devido a cor
avermelhada que seus frutos adquirem préximo a maturacéo, lembrando olho de coelho
(Figura 3). E o grupo de maior valor comercial no Brasil, cujas plantas podem alcancar
de 2 a 4 metros de alturas. Apresentam plantas vigorosas, longevas, alta produtividade e
tolerancia ao calor. Seus frutos sdo acidos, firmes, de longa conservacdo, de tamanho
médio e sabor doce. A planta é semiereta e de baixa necessidade em frio (cerca de 400
horas), sdo mais tolerantes a uma variacdo maior de pH do solo e a fungos, e resistentes
a seca. Através de melhoramento genético foram corrigidos problemas de maturacéo
precoce e autoesterilidade.

Rabbiteye
Taccinium ashei

Figura 03 - Grupo Rabbiteye. Fonte: Pio (2010) (Fonte:

http://frutastemperadas.blogspot.com.br/2010/12/conheca-os-grupos-dos-mirtileiros-e.html)
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Lowbush (arbusto baixo): caracterizado por plantas com menos de meio metro
de altura e apresentam frutos pequenos (Figura 4) e menos doces, de uso doméstico sao
originarias do Canada e altamente exigentes em horas de frio (temperaturas menores ou

iguais a 7,2°C e cerca de 1000 horas de frio hibernal).

Lowbush
Taccinium myrtilloides

N A4 A
Figura 04: Grupo lowbush. Fonte: Pio (2010) (Fonte:

http://frutastemperadas.blogspot.com.br/2010/12/conheca-os-grupos-dos-mirtileiros-e.html).

Essa classificacdo pode ser simplificada em trés grandes classes: highbush,
lowbush e rabbiteye. Assim, o grupo highbush compreenderia todas as plantas do grupo
highbush, Southern highbush e halfhigh. As cultivares desse grupo foram desenvolvidas
em programas de melhoramento genético principalmente a partir de duas especies, V.
corymbosum L. e V. australe Small. S&o encontrados naturalmente na costa leste da
América do Norte, estendendo-se até o norte da Florida e sudeste do Alabama. O tipo
lowbush € o de maior importancia comercial nos Estados Unidos devido a sua grande
guantidade e abundancia nos campos do Canada. O grupo rabbiteye estende-se do norte
da Flérida até o sul do Alabama e Gedrgia. Esse grupo oferece as variedades com maior
possibilidade de melhorias genéticas por serem mais resistentes a variacdo de pH do
solo, altas temperaturas, falta de agua e baixa necessidade de frio (ANTUNES;
RASEIRA, 2006).

3.1.3. Solo
Para que o mirtilo apresente bom crescimento e producédo, alguns atributos de

solo devem ser considerados.
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O pH ideal do solo deve estar entre 4,2 e 5,5. Entretanto, se os valores de pH
forem superiores a 5,5, pode ser realizada a corregdo com enxofre um ano antes do
plantio, mas se estivem préximas a 6 o mirtilo so terd bom desenvolvimento se o solo
for rico em matéria organica. Também é importante que o solo seja aerado, leve, solto,
pouco profundo e ndo sujeito a saturacdo por agua (RISTOW et al., 2009).

Por apresentar sistema radicular superficial, com raizes muito finas e sem pelos
radiculares, € muito sensivel & compactacdo do solo, ndo sendo recomendado o plantio
em solos de textura argilosa, dando preferéncia a solos arenosos ou franco arenosos, ndo
muito profundos e de baixa fertilidade. Devido a grande exigéncia do mirtilo em agua e
oxigenagio, o solo deve ser bem drenado, poroso e ainda que consiga reter agua. E uma
das poucas frutiferas que retira &gua dos frutos, quando esta ndo esta disponivel no solo,
podendo afetar negativamente o crescimento vegetativo. O encharcamento do solo,
mesmo que em pequenos periodos, causa danos a planta, como pequeno crescimento,
pouca producdo de frutos, ramos secos e a morte das plantas (ANTUNES; RASEIRA,
2006).

Como o mirtilo apresenta uma alta suscetibilidade a toxidez nutricional por
fertilizantes, as doses precisam ser fracionadas em pelo menos duas parcelas ao ano e o
fertilizante nitrogenado deve ser distribuido ao redor das plantas, formando uma coroa

de 40 cm de distancia do tronco.

3.1.4. Clima

O mirtilo é uma espécie caducifélia que precisa de um periodo de acumulagéo de
horas de frio para conseguir brotacdo abundante e se reproduzir. As horas de frio variam
entre 200 e 1000 horas, dependendo da espécie e da variedade (VEGARA, 2008).
Contudo, o desenvolvimento do mirtileiro pode-se dar em climas diversificados, como
zonas Umidas ou secas, muito frias ou quentes, desde que se conheca o cultivar
adequado e adaptavel as condi¢bes climaticas locais. As plantas podem tolerar
temperaturas muito baixas, de até -32° C, e por pequenos periodos, temperaturas de até
50° C (COLETTI, 2009).

Os fatores climaticos atuam diferentemente segundo a fase de desenvolvimento,
determinando o potencial de producgéo. Durante a fase de repouso, o frio é o fator mais
importante e durante a fase vegetativa, a temperatura, a precipitacdo e a radiacao solar
sdo os mais importantes. O mirtileiro apresenta habito de crescimento basitonico, ou

seja, a brotagdo ocorre nas gemas basais, definindo o porte da planta. A falta de frio
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causa brotacdo e floracdo deficiente e, por consequéncia, producdo deficiente
(RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Na fase vegetativa, temperaturas elevadas e falta de agua sdo mais danosas as
cultivares devido a baixa capacidade do sistema radicular em absorver a dgua para
atender a demanda da transpiracéo da parte aérea. Na fase de desenvolvimento do fruto,
a temperatura influencia diretamente no periodo de 50 a 90 dias apés a floragdo. Na fase
de maturacéo os frutos de melhor qualidade sdo aqueles em que o fotoperiodo € longo e
as temperaturas noturnas amenas. Quando ha pouca luminosidade, o numero de gemas
florais é reduzido e, consequentemente, o potencial de producdo para o ciclo seguinte é
comprometido (ANTUNES et al., 2012).

As gemas florais se formam no outono com temperaturas proximas a 24° C, 0s
ventos fortes prejudicam o crescimento e polinizacdo e recomenda-se a instalacdo de
cortinas florestais. Temperaturas negativas geram danos as flores e temperaturas
superiores a 32° C diminuem o crescimento da planta e alteram o sabor e o tamanho do
fruto (COLETTI, 2009).

Segundo Antunes et al. (2012) as cultivares também apresentam comportamento
diferenciado quanto a resisténcia a geadas, sendo a fase mais fragil a de floracdo, ja que
se a temperatura permanecer baixa por muito tempo, causard necrose no pistilo e no

ovario.

3.1.5. Propagacao, producao e colheita

A propagacdo do mirtileiro pode ser feita por meio de sementes (reproducgéo
sexuada) ou por estaquia (reproducédo assexuada), sendo mais utilizada a propagagéo por
estaquia. A propagacdo por sementes ndo é comercialmente utilizada, mesmo com o
grande numero por fruto, pois devido a segregacdo genética, sdo originados
descendentes com caracteristicas distintas as da planta mée, fator que ndo ocorre ao
propagar mirtilo por estaca. No entanto, a propagagdo por estaquia tem apresentado
alguns problemas, como a pouca producdo de ramos para a confeccdo das estacas e a
dificuldade de enraizamento de algumas cultivares (RASEIRA et al., 2008).

Segundo Antunes et al. (2012) o grupo highbush é usualmente propagado por
estacas lenhosas que sdo retiradas durante o periodo de repouso de hibernal. Geralmente
as estacas variam de 10 a 15 cm de comprimento, podendo ser conservadas em camara
fria, posteriormente preparadas e dispostas em canteiros com substratos a temperatura
de 18°a 21°C.
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Para o grupo rabbiteye os melhores resultados vém da propagacdo por estacas
herbaceas, que sdo retiradas da planta em estado mais tenro, mas para seu enraizamento
é necessario o controle de temperatura e da umidade. Elas podem ser retiradas durante
todo o ciclo vegetativo, mas os resultados sdo melhores quando as estacas sdo retiradas
na primavera. A planta mae precisa apresentar bom estado fitossanitario para produzir
material vegetal de boa qualidade. As estacas devem ter de 10 a 15 cm de comprimento
e elas devem ser mantidas com a base em agua para se manter hidratada. Também
devem ser mantidas de 2 a 3 folhas superiores, que serdo uma das fontes reguladoras de
crescimento (auxinas) e facilitardo a formacao das raizes, e eliminar as folhas basais. O
substrato deve ser facilmente drenado e a parte superior das estacas deve ser umedecida
através de nebulizagdo. Apds 90 dias é necessario fazer o transplante para o substrato
apropriado (ANTUNES et al, 2008).

Ao serem transplantadas para 0 campo, as mudas devem passar por processos de
aclimatizacdo, pois os ventos e 0 sol podem queimar as plantas. As mudas devem estar
vigorosas e enraizadas e devem ser levadas para covas de 30x30x30 cm. O pomar deve
ser implantando em camalhdes dispostos em curvas com declividades entre 0,6 e 0,8%
ou em linhas retas se o terreno for plano, evitando-se areas com incidéncia de ventos.
Nos dois primeiros anos é formada a estrutura produtiva da planta. A fase juvenil do
mirtileiro é curta e ele apresenta frutos e flores desde a fase de muda, mas toda flor ou
fruta deve ser eliminada para estimular as brotacdes e fortalecer os ramos em formacao.
As plantas do grupo rabbiteye necessitam de menos poda do que as do grupo highbush,
pois suportam maiores cargas de frutas. Apds os dois primeiros anos, inicia-se a fase de
producdo comercial dos frutos e as podas séo realizadas no inverno, onde se eliminam
ramos secos e galhos mal localizados, e no verdo, apés a colheita, eliminando os ramos
que produziram, pois eles tendem a secar (ANTUNES et al., 2012).

As épocas de floracdo e maturacdo dos frutos variam de acordo com as
condicGes edafoclimaticas locais. Portanto, deve-se escolher uma cultivar que se adapte
as caracteristicas locais para uma maior producdo (ANTUNES et al., 2008)

Apbs a colheita, o fruto é selecionado, descartam-se aqueles de ma qualidade,
pequenos, verdes, podres ou danificados. O mirtilo pode ser comercializado in natura

ou processado como polpa para iogurtes, doces, sorvetes, geleias e vinhos.
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3.1.6. Interesse econdmico

As primeiras experiéncias com mirtilo no Brasil foram realizadas pela Embrapa
Clima Temperado de Pelotas - RS em 1983, com plantas cedidas pela Universidade da
Flérida - Estados Unidos, com objetivo de avaliar o comportamento desta espécie em
solos brasileiros, sendo algumas cultivares perfeitamente adaptaveis as condicdes de
clima do Sul e de algumas regifes do Sudeste brasileiro.

O plantio comercial iniciou-se em 1990 na cidade de Vacaria - RS e 0 quadro
produtivo atual do pais esta estimado em cerca de 60 toneladas, dependendo do nivel de
manejo adotado, concentradas nas cidades de Vacaria e Caxias do Sul no Rio Grande do
Sul, Barbacena em Minas Gerais, e Campos do Jord&o, em S&o Paulo, totalizando uma
area de aproximadamente 35 ha (DAMIANI; SCHUCH, 2009).

Dados registrados pela Organizacdo Mundial de Agricultura e Alimentagdo das
Nacdes Unidas (FAQO) indicam que nos ultimos 40 anos a producdo mundial de mirtilo
aumentou sete vezes e sua area de cultivo quinze vezes. Nos Gltimos onze anos, esses
nameros praticamente duplicaram, passando de 105 mil toneladas em 1992 para 207 mil
toneladas em 2002. O crescente interesse dos consumidores norte americanos, europeus
e asiaticos tem pressionado os tradicionais produtores mundiais a aumentarem sua
oferta, somados a novos empreendedores (Chile, Argentina e mais recentemente o
Brasil). Os Estados Unidos detém 50% da producdo mundial do fruto, seguidos pelo
Canada, com 33%, e pelo continente europeu com 16%, cabendo ao restante do mundo
apenas 1% de participacdo no volume produzido em 2002. E também nos Estados
Unidos onde se encontram os maiores indices de consumo. Os norte-americanos
importam cerca de 80% da producdo do restante do mundo, embora seja 0 maior
produtor de mirtilo o pais ndo é autossuficiente (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Devido as suas propriedades medicinais e, principalmente, pelas oportunidades
de negdcio que a fruta apresenta, ja que abastece o mercado externo do hemisfério norte
na sua entressafra, tem despertado a atencdo de técnicos e produtores de frutas do
Brasil, sendo apontada como a mais promissora cultura no pais.

Por se tratar de uma cultura ainda em estudo no pais, existem algumas
dificuldades na sua expanséo, como a baixa disponibilidade de mudas e as dificuldades
no enraizamento. O mirtilo, normalmente, € propagado por estaquia, uma vez que a
propagacdo por sementes a nivel comercial ndo e utilizada mesmo com o grande
namero de sementes por fruto (HOFFMANN et al. 1995). Segundo Camargo et al.

(2010) a propagacéo por estaquia tem apresentado alguns problemas, especialmente no
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que se refere a baixa producdo de ramos para a confeccdo de estacas e a dificuldade de
enraizamento de alguns cultivares. Assim, para uma maior exploracdo dessa espécie é
necessario que se desenvolvam novas técnicas de producdo de mudas com parte aérea e
sistema radicular vigoroso, a fim de possibilitar um estaqueamento mais eficiente e em
grandes quantidades. Contudo, tem-se obtido resultados positivos na utilizacdo de
indutores de enraizamento e crescimento na Colémbia (CASTRILLON et al., 2008).
Desenvolver um método que permita otimizar a propagagdo do mirtilo com alta
qualidade, em menor tempo e de maneira simples, pode favorecer o cultivo
(CABALLERO, 2009). Uma maneira de melhorar a producdo de mudas pode ser por
meio de inocula¢do de microrganismos especificos do solo, ja que esses podem acelerar
o0 desenvolvimento das mesmas, contribuir para melhor adaptacdo em campo e reduzir o

uso de fertilizantes e reguladores de crescimento (STARAST et al., 2006).

3.2 Microrganismos do solo

A Microbiologia estuda os microrganismos e suas atividades, bem como sua
forma, estrutura, reproducdo, fisiologia, metabolismo e identificacdo dos
microrganismos, além da distribuicdo natural, as relac@es intra e interespecificas e seus
efeitos benéficos e prejudiciais no meio ambiente.

No solo, a agdo microbiana esta condicionada a temperatura, aeracao, umidade,
elementos nutritivos e competicdo e antagonismo entre 0s grupos de microrganismos.
Esses microrganismos contribuem para a decomposic¢do da matéria organica, producéo
de himus, alteracdo de atributos do solo, producdo de metabolitos, decomposicdo de
xenobioticos, nutricdo vegetal e controle biolégico de patégenos. Os microrganismos
presentes no solo sdo responsaveis por inumeras reacdes bioquimicas relacionadas a
transformacédo da matéria organica e do intemperismo das rochas, auxiliando na génese
do solo e atuando como reguladores de nutrientes por meio da decomposicdo da matéria
organica e ciclagem de nutrientes, sendo, fonte e dreno de nutrientes para o
desenvolvimento de plantas (ANDREOLA; FERNANDES, 2007; MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Dentre os microrganismos, 0s fungos sdo organismos quimiorganotroficos que
se reproduzem naturalmente por meio de esporos, sendo que pequenas partes podem
gerar novos individuos, ndo possuem clorofila, s&o normalmente filamentosos e
comumente ramificados, em sua maioria imovel, embora possam demonstrar células

vegetativas moveis, chamadas hifas. O conjunto de hifas é chamado micélio, que pode
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formar um tecido frouxo ou um tecido compacto. Além disso, os micélios podem ser
vegetativos ou de reproducgéo, os vegetativos buscam nutrientes por meio da penetracao
no solo, enquanto os micélios de reproducéo sdo, em geral, aéreos.

Os fungos crescem melhor em ambientes umidos, escuros, com disponibilidade
de matéria organica, pH entre 5 e 6, temperatura entre 22° e 30° C e sdo menos sensiveis
a pressdo osmotica do que as bactérias (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos vivem no solo na forma de culturas complexas com uma
grande diversidade de interagdes. A regido onde ha maior ocorréncia das interacdes
entre organismos e plantas é a rizosfera (DANTAS et al., 2009). Trata-se de um
ambiente dindmico e sua composicdo e estrutura dependem do ciclo vegetativo das
plantas, sendo o seu tamanho determinado pelo tipo de composi¢do e umidade do solo,
variando de 1 a 3 mm. Pela liberacdo de exsudatos e pequenos fragmentos de raizes a
plantas é capaz de modificar as caracteristicas quimicas do solo proximas as raizes,
fazendo com ela se torne mais rica em compostos organicos que variam desde
compostos simples e sollveis a complexos e insollveis.

A alta estabilidade das caracteristicas fisico-quimicas da rizosfera é o principal
condicionante da elevada diversidade, nimero e atividade dos microrganismos, sendo o
nimero de microrganismos maior do que no solo livre de raizes (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Sdo comumente encontrados na rizosfera aminoacidos de ocorréncia natural,
acidos organicos, carboidratos derivados de acidos nucleicos, vitaminas, enzimas e
alguns outros compostos coma as auxinas, glutaminas, glicosideos, &cidos cianidricos,
peptideos, saponinas, acidos fendlicos, etc. Assim, esta regido se torna extremamente
atraente aos microrganismos.

A rizosfera influencia direta ou indiretamente quase todos 0os microrganismos,
sendo algumas espécies mais favorecidas do que outras, resultando na sua
predominancia no habitat. N&o ha influéncia da mesma sobre o nimero de propagulos
de fungos, mas como estes estdo em contato direto com as raizes, influenciam no
desenvolvimento filamentoso em fenbmenos de quimiotaxia e quimiotrofia positiva,
garantindo a rapida colonizacédo da regido (CARDOSO; FREITAS, 1992).

3.2.1. Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
Dentre as possiveis interagdes entre as plantas e os microrganismos, a de maior

importancia nutricional e ocorréncia no solo é conhecida como micorriza, sendo
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observada em mais de 80% das espécies e essenciais na busca da compreensdo da
ecologia e evolugdo das plantas, suas comunidades e ecossistemas (AZCON-BIETO;
TALON, 2000). Segundo Berbara et al. (2006), essa associacdo pode ocorrer em todos
0s ecossistemas terrestres, além de algumas evidéncias fosseis indicarem que as
primeiras plantas da terra ja apresentavam esta interacdo, com formacdo de micélios e
esporos semelhantes aos de hoje. Atualmente, em solos tropicais, os FMA s&o
responsaveis por cerca de 50 % da biomassa microbiana.

A associacdo entre 0 FMA e a planta € considerada simbidtica e mutualistica.
Simbidtica porque os organismos habitam o mesmo ambiente e mutualistica porque
ambos se beneficiam com interacdo. O fungo coloniza a planta, consome produtos da
fotossintese e os utiliza para seu crescimento e a planta tem sua capacidade de absorver
agua e nutrientes aumentadas, devido a formacdo de hifas que aumentam a area de
abrangéncia da raiz a areas que as plantas sozinhas ndo teriam acesso (HERRERA,
2003). Segundo Berbara et al. (2006) o comprimento das hifas depende das
caracteristicas do solo e da raiz e sdo expressas através da massa ou do volume do solo
ou por unidade de raiz colonizada.

A ocorréncia da simbiose micorrizica arbuscular depende das interacdes entre as
hifas flngicas e as células das raizes, resultando na simbiose funcional e mutualistica,
sendo as principais interacdes os estimulos quimicos para germinacao e crescimento das
hifas no solo, formacéo de apressorio na superficie das raizes, regulacdo funcional para
a colonizacdo do cortex radicular e formacdo de estruturas fungicas especificas como
arbusculo, vesiculas e esporos. Todos esses passos sao regulados pelo ambiente,
particularmente pela disponibilidade de nutrientes no solo, assim, ocorre uma perfeita
integracdo morfoldgica, fisiologica, bioquimica e funcional resultado da evolugéo
conjunta dos genomas da planta e do fungo, havendo uma dependéncia essencial do
fungo pela planta (biotrofismo obrigatério) e uma dependéncia em diferentes graus da
planta pelo fungo (dependéncia micorrizica). Existe, ainda, a afinidade entre a planta e o
FMA, sendo que a planta pode responder desde forma negativa até extremamente
positiva a colonizagdo. Em solos ricos em nutrientes, as plantas ndo necessitam de
FMA, mas quanto maior for o estresse a que a planta estd submetida, maior a sua
dependéncia a associacéo, ja que as hifas sdo mais eficientes que as raizes na absor¢éo
de nutrientes e agua. No entanto, se houver uma inversdo nas condi¢des nutricionais do

solo, a associagdo simbidtica mutualistica fungo planta pode evoluir para parasitismo.
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Além da melhoria das condi¢fes nutricionais da planta, a rede micelial contribui
para estruturacdo de comunidades vegetais, pois frequentemente os micélios conectam
sistemas radiculares de plantas vizinhas, funcionando como importante elemento na
sucessao vegetal, aléem de contribuir para estruturacéo e estabilidade dos agregados do
solo, melhorando a mobilidade dos nutrientes, a disponibilidade de agua, a penetracédo
radicular e diminuindo a erodibilidade (BERBARA et al., 2006).

As alteracfes metabolicas conferem as plantas maior resisténcia aos efeitos
provocados por estresses de natureza bidtica ou abidtica. A micorrizacdo possibilita
melhor utilizacdo e conservacdo dos nutrientes disponiveis no sistema solo-planta, por
auxiliar as plantas na adaptagdo ao ecossistema e melhorar a capacidade de adaptagéo
de mudas transplantadas. Muitas espécies vegetais ndo crescem sem a ajuda da
micorriza, principalmente em solos pobres ou condicBes exéticas (AZCON-BIETO;
TALON, 2000).

A inoculacéo de fungos micorrizicos ou o incentivo a sua colonizagédo radicular
vem como uma alternativa para melhorar a absor¢do de nutrientes e o0 crescimento
vegetativo. Por isso, sdo necessarios estudos que avaliem e selecionem diferentes
espécies de FMAs para se chegar a melhor combinacdo fungo/hospedeira/meio
ambiente que incremente a produtividade agricola e diminua a utilizagéo de fertilizantes
e agrotoxicos (CARDOSO, 1986).

3.3 FMA em mirtilo

Como ja discutido, o mirtilo € uma planta exética e de recente cultivo no Brasil
e, para sua melhor adaptacdo, as associacdes com FMAs devem ser incentivadas, pois
como comprovam a maioria dos estudos, tal associacdo é benéfica e fortalece a planta,
deixando-a mais resistente a patdgenos e mais tolerante aos estresses ambientais.
Existem no Brasil, poucos estudos que comprovem a eficacia dessa associacao, sendo
necessaria a existéncia de novas pesquisas nesta area, a fim de esclarecer e desenvolver
novas técnicas para a popularizacdo do cultivo do mirtilo.

Segundo Muiioz (1998), o fungo mais comumente associado ao mirtilo
cultivado, no Chile, é o Hymenoscyphus ericae (Pezizella ericae), mas isso ndo €
confirmado no Brasil, onde podem ser encontradas outras relagdes com outras espécies
fangicas.

De acordo com Camargo et al. (2010), um dos poucos estudos realizados no

Brasil, o uso de agentes bioldgicos compostos por bactérias Pseudomonas spp.,
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Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas borealis e Bacillus subtilis e fungos Glomus
caledonium, Glomus intraradices, Glomus coronatum, Tricoderma atroviridae e
Tricoderma harzianum proporcionaram maior peso da massa seca do sistema radicular
de plantas micropropagadas de mirtilo da cultivar Bluebelle.

Segundo Farias (2012) as espécies de FMA se adaptam em diferentes graus,
sendo esta adaptagdo relativa as caracteristicas quimicas e fisicas do solo, as areas de
cultivo e a idade das plantas, sendo 0s pomares mais antigos os de maior diversidade.
Ainda assim se desconhece a resposta de mirtilo a diferentes indculos de FMAs, sob
condicdes ambientais e condi¢bes controladas, sendo esta avaliacdo de grande
importancia na busca da producdo de mudas de melhor qualidade e de aceleragdo do

crescimento destas plantas em condig¢des de campo.
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4- MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em duas etapas independentes, desenvolvidas
nas dependéncias da Empresa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG) - Fazenda
Experimental de Maria da Fé (FEMF) e na Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI).

4.1- Cultivares estudadas

Algumas cultivares foram estudadas, cujas principais caracteristicas estdo
descriminadas a seguir (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Bluebelle: originaria de Tifon, Gedrgia, é resultado do cruzamento entre
“Callaway” e “Ethel” em 1946. E autofértil, produz frutos firmes, de tamanho médio,
sabor doce &cido e presenca moderada de pruina na superficie e de forte pigmentacao.
Pertence ao grupo rabbiteye.

Climax: originaria de Tifon, Gedrgia, foi desenvolvida pela Coastal Plain
Experimental Station e o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos. Produz
frutos de tamanho médio, de coloracdo azul escura e polpa saborosa. Amadurece de
maneira uniforme e apresenta bastante pruina na superficie. Pertence ao grupo rabbiteye
e sua necessidade de frio esta entre 400 e 500 horas de frio em temperaturas menores
que 7,2°C.

Delite: tem origem na Coastal Plain Experimental Station, gerada a partir do
cruzamento de duas selecBes, T14 e T15. Produz frutos grandes, de sabor doce e &cido,
coloracdo escura e pouca pruina. Essa variedade pertence ao grupo rabbiteye.

Misty: originaria da Fl6rida, ainda ndo é patenteada e é amplamente plantada na
Argentina e no Uruguai. Resultou do cruzamento da variedade Avonblue e da selecéo Fl
67-1. Produz frutos grandes, azuis claros, firmes e de sabor doce. Desenvolve muitas
gemas florais e geralmente necessita de poda de inverno para maior producdo. Esta
inserida no grupo Southern highbush.

O’neal: origindria da Carolina do Norte é resultado do cruzamento entre
“Wolcott” e Fla 4-15, pertece ao grupo Southern highbush. E de maturagdo precoce,
com frutos firmes, boa coloracéo e sabor.

Georgiagem: originaria da Gedrgia é resultado do cruzamento entre as selecoes
Gl 32, Us 76 e “V. darrowi”. Produz frutos de coloragdo forte, boa qualidade, firmes e
de maturacdo precoce. As plantas sdo medianas, vigorosas, de produtividade média e
com crescimento semi-vertical. Faz parte do grupo Southern highbush e necessita de
350 a 500 horas de frio.
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4.2. Etapa 01

Esta etapa foi realizada nas dependéncias da FEMF — EPAMIG, no municipio de
Maria da Fé, microrregido da Serra da Mantiqueira, sul de Minas Gerais (22° 18' de
latitude Sul e 45° 23' de longitude Oeste, altitude média de 1.276 m), que possui
classificacdo climatica de Koppen tipo Cwb. Foram retiradas 18 amostras da rizosfera
dos cultivares de mirtilo conduzidos sob condi¢do de campo, sendo 04 amostras da
cultivar Delite, 04 amostras da cultivar O’neal, 04 amostras da cultivar Misty, 03
amostras da cultivar Geodrgia e 03 amostras da cultivar Climax, abrangendo todas as
plantas presentes e cultivadas in situ (Figura 5). O local de cultivo possui Argissolo
Vermelho Amarelo e as plantas ja& estavam no campo ha um ano sob manejo
convencional e sem a utilizacdo de herbicidas e controle de ervas daninhas. O
instrumento de coleta (enxada) foi desinfestado com alcool etilico 70 %, a cada
amostragem.

As amostras de solo foram acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas
imediatamente ao Laboratdrio de Microbiologia da Unifei, onde foram mantidas a 4° C
(Figuras 6) até a avaliacdo dos atributos microbioldgicos: quantificacdo de micélio
extrarradicular total (MET), nimero total de esporos, diversidade de esporos, riqueza de
espécies, frequéncia relativa de espécies de FMA e intensidade de colonizacao

micorrizica.

Figura 5: Area de cultivo de mirtilo da FEMF- Figura 6: Amostras acondicionadas a 4° C
EPAMIG

A quantificacdo de micélio extrarradicular total foi feita segundo o método da
fluorescéncia induzida com diacetato de fluoresceina (MELLONI; CARDOSO, 1999).
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A extracdo de micélio extrarradicular foi feita transferindo-se 10 g de amostras para
1500 mL em &gua de torneira, peneirando simultaneamente em malhas de 0,5 e 0,25
mm (Figuras 7, 8 e 9). O filtrado foi agitado em liquidificador por 30 segundos na
velocidade minima. Dois minutos foram aguardados até a retirada de uma parcela de
500 mL e passagem em peneira de 0,45 mm (Figura 10). O retido foi transferido para
frasco de penicilina, utilizando-se 11 mL de &gua destilada, tomando-se o cuidado de
ndo despejar na peneira os residuos que decantaram, pois 0s mesmos continham muita
matéria organica, que dificultariam a visualizacdo do micélio. Em seguida foi feita uma
filtracdo a vacuo em membrana de triacetato de celulose quadriculada (Figura 11). A
membrana foi seca ao ar e posteriormente transferida para uma lamina de vidro, onde
foi delimitada uma éarea de 64 quadrados (Figura 12). O micélio extrarradicular é
facilmente observado ao microscopio, utilizando-se aumento de 100 vezes (Figura 13).
O numero total de esporos foi determinado ap0s separacdo dos mesmos por
peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963). Adicionaram-se 1500 mL
de agua de torneira em 50 g de amostras de solo (Figura 14). Agitou-se a suspensdo com
um bastéo de vidro por um minuto, e em seguida, despejou-se o conteido do recipiente
sobre duas peneiras (a primeira com malha de 0,71 mm e a segunda com malha de 0,053
mm), processos estes repetidos cinco vezes por amostra (Figura 15). Transp0s-se 0
retido na peneira de 0,053 mm para o tubo da centrifuga, centrifugando-se por 3 min a
3000 rpm (Figura 16). Descartou-se o sobrenadante da suspensdo e adicionou-se
solucdo de sacarose 70 %, antes de nova centrifugacdo por 2 min a 200 rpm (Figura 17).
O sobrenadante foi, entdo, coletado com uma seringa e disposto sobre uma placa

concéntrica para avaliacdo dos esporos sob lupa microscépica.

Figura 7: Amostras de 10 g de solo separadas Figura 8: Conjunto peneiras e copo, antes da

lavagem
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Figura 9: Lavagem de amostras do solo com agua Figura 10: Retirada da aliquota de 500 mL, apés

de torneira repousar por dois minutos em liquidificador

T L e T R

Figura 11: Filtracdo a vacuo para separacédo do Figura 12: Membrana de celulose, com micélio.
micélio

Figura 13: Detalhe de quantificacdo de micélio presente no filtro de celulose (aumento de 100 vezes).

Figura 14: Detalhe do volume de solo Figura 15: Processo de peneiramento Umido

para determinacdo de esporos
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Figura 16: Tubos de centrifuga, um Figura 17: Alocacédo dos tubos na centrifuga
contendo apenas agua e o outro contendo o (posicéo cruzada)

retido em peneira de 0,053 mm

A diversidade de esporos foi feita segundo Shannon-Weaver (1949), de acordo

com as caracteristicas fenotipicas dos esporos por meio da equacao:
g
I
H = - ZP:‘ In p;
i=1

Em que: s representa o nimero de esporos de FMAs por morfotipo, pi a abundancia
relativa dos esporos em cada morfotipo e In o logaritmo neperiano.

A riqueza de espécies foi expresso pelo nimero de esporos presentes em 50 g de
solo.

A frequéncia relativa foi calculada a partir da frequéncia de ocorréncia de cada
espécie, por meio da equacdo FR= (Pi/P)x100, onde Pi representa o nimero de esporos
em que uma determinada espécie ocorre e P 0 nimero total de amostras.

A intensidade de colonizacdo radicular foi determinada pelo método proposto
por Giovannetti e Mosse (1980).

As amostras de raizes foram colocadas em cassetes (Figuras 18 e 19), os quais
foram imersos em solugdo de KOH 10 %, mantido em banho-maria (90° C) por
aproximadamente 40 minutos. Em seguida, as raizes foram lavadas em &gua corrente, e,
clareadas com peroxido de oxigénio 3 %. ApOs acrescentou-se ao recipiente tinta preta
de caneta (50 mL de tinta Parker em 1000 mL de &cido acético a 5 %) por
aproximadamente 15 minutos (Figura 20). Foi adicionado, entdo, o glicerol a fim de se
remover 0 excesso de tinta. Os cassetes foram entdo abertos, selecionaram-se segmentos
de cerca de 1 cm para disposicdo e observacdo de 10 segmentos pro lamina de
microscopia (Figura 21) por cultivar. Para a categorizagdo quanto a colonizagéo, as

cultivares foram classificadas em: baixa, media, alta e sem colonizagdo, quando
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apresentavam grau de colonizacdo 1 a 19 %, 20 a 49 %, > 50 % de colonizacdo e

auséncia de colonizacéo, respectivamente.

71

Figura 19: Cassetes contendo segmentos de raizes
imersas em KOH 10%

Figura 18: Raizes coletadas e separadas das

amostras de solo.

Figura 20: Cassetes contendo segmentos de raizes ~ Figura 21: Lamina com segmentos de raizes para

imersas em tinta avaliacdo da intensidade de colonizagdo

micorrizica

4.3. Etapa 02

Essa etapa foi realizada em casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Itajubd, no municipio de Itajubd, sul de Minas Gerais.

Na segunda quinzena de junho de 2011, a partir da poda de inverno da cultivar
Bluebelle, ja formada em Gongalves — MG (Latitude: 16° 53' 45" Sul Longitude: 42° 35'
59" Oeste), foram confeccionadas as estacas de 10 a 15 cm, ausentes de brotacéo,
utilizados neste experimento. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, sendo
definidos 7 tratamentos com 5 repeticOes, totalizando 35 unidades experimentais.

Cada unidade experimental foi composta por copo plastico de 500 mL, com 300
mL de areia esterilizada e 5 estacas semilenhosas de 10 a 15 cm de comprimento com
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dois pares de folhas na regido apical (Figuras 22 e 23). Os substratos foram infestados
com ino6culo de fungos micorrizicos arbusculares, conforme os tratamentos: Glomus
clarum, Gigaspora rosea, Glomus etunicatum, Scutellospora heterogama e
Acaulospora scrobiculata, alem do tratamento controle, sem inoculacdo, e outro com
fertilizacdo completa com hormonio enraizador AIB (Figura 24).

O indculo contendo os esporos foi aplicado nos copos com a areia esterilizada
antes da insercdo das estacas, em quantidade suficiente para acrescentar
aproximadamente 100 esporos por copo.

O experimento foi conduzido por noventa dias, periodo recomendado por
Antunes et al. (2004) para garantir o enraizamento do mirtilo (Figura 25).

Para avaliagdo do enraizamento (Figuras 26 e 27), foram mensuradas as
seguintes variaveis resposta: comprimento das raizes (cm), porcentagem de
enraizamento e formacao de calos. Por¢des de raizes foram retiradas para determinacéo
da intensidade de colonizacdo micorrizica, segundo metodologia de Giovannetti e
Mosse (1980), ja descrita anteriormente na etapa 01.

Figura 22: Detalhe dos copos plasticos de 500 Figura 23: Detalhe da acomodacéo de cinco
mL, com 300 mL de areia esterilizada (parcelas estacas de mirtilo por parcela

experimentais)

Figura 24: Detalhe das parcelas no dia do plantio Figura 25: Detalhe das parcelas aos 90 dias ap6s

plantio
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Figura 26: Detalhe da medicdo das raizes Figura 27: Detalhe das avaliagdes dos mirtileiros

4.4. Andlise estatistica

Com o auxilio do programa Microsoft Excel®, para andlise estatistica da etapa
01 foram realizados calculos de média, variancia, desvio padrdo e amplitude.

Por meio do programa estatistico ASSISTAT 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2009),
foram realizados testes para verificar a normalidade dos dados obtidos nas etapas 01 e
02, através do método Shapiro Wilk (1965). Os resultados obtidos foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F, com comparacdo de médias por Duncan, a 5 % de
significancia. Antes de serem analisados, os dados de porcentagem obtidos para
intensidade de colonizacdo micorrizica foram transformados por meio de arco seno
(x/100)*? ¢ os obtidos para densidade e diversidade de esporos, cumprimentos e

niimeros de calos, por x*2.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ETAPA 01
Os resultados das estatisticas descritivas referentes as varidveis resposta

densidade de esporos, diversidade de esporos, micélio extrarradicular e intensidade de

colonizacao radicular encontram-se, respectivamente, nos quadros 1, 2, 3 e 4.

Quadro 1 - Densidade de esporos na rizosfera das cultivares (n® 50 mL™ de solo)

Amostras Total Média E;jg; Variancia Amplitude
Georgia 01 71
Georgia 02 76 710c 5 25 10
Georgia 03 66

Climax 01 54

Climax 02 58 58,3d 4,5 20,3 9
Climax 03 63

Misty 01 156

Misty 02 145 1485a 5,1 25,7 11

Misty 03 147

Misty 04 146

O'neal 01 103

O'neal 02 104 103,5 b 13 17 3
O'neal 03 102

O'neal 04 105

Delite 01 62

Delite 02 12 64,25 cd 5,2 26,9 11

Delite 03 61

Delite 04 62

1V (%) 4,81

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a 5 % de
probabilidade. 1V (indice de variacdo) dado por: coeficiente de variagdo/niimero de repeticdes, %.
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Quadro 2 - Diversidade de esporos (H”) na rizosfera das cultivares

Amostras Total (H) Media Desvio Padréo Variancia
Georgia 01 1,01
Georgia 02 1,03 102a 0,012 0,0001
Georgia 03 1,01

Climax 01 0,57

Climax 02 0,51 0,56 b 0,046 0,002
Climax 03 0,6

Misty 01 0,71

Misty 02 0,97 0,87a 0,132 0,017

Misty 03 0,99

Misty 04 0,82

O'neal 01 0,83

O'neal 02 091 0,86 a 0,059 0,004
O'neal 03 0,92

O'neal 04 0,8

Delite 01 0,59

Delite 02 06 0,59 b 0,017 0,0003
Delite 03 0,61

Delite 04 0,57

IV (%) 9,29

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a nivel de
5 % de probabilidade. IV (indice de variacdo) dado por: coeficiente de variacdo/nimero de repeticGes, %.

Quadro 3 - Comprimento de micélio extrarradicular total (MET) de fungos

micorrizicos arbusculares na rizosfera das cultivares (m g™* de solo seco)

Cultivar | Amostra 1l | Amostra 2 | Amostra 3| Média |Desvio Padréo | Variancia | Amplitude
Climax 4,80 4,13 5,63 4,85a 0,75 0,56 1,50
Delite 10,70 7,00 4,11 7,27 a 3,30 10,91 6,59
O'neal 4,47 4,27 4,19 4,31a 0,14 0,02 0,28
Gedrgia 4,39 4,24 3,27 3,97 a 0,61 0,37 1,12
Misty 5,58 7,63 6,38 6,53 a 1,03 1,07 2,05

1V (%) 13,53

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a nivel de
5 % de probabilidade. IV (indice de variacdo) dado por: coeficiente de variagdo/nimero de repeticGes, %.
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Quadro 4 - Intensidade de colonizacéo radicular das cultivares (%)

Cultivar Média Desvio Padréo Variancia Amplitude | Interpretacdo
Climax 2,8a 2,05 4,2 4 Baixa
Delite 12,4 a 11,57 133,8 23 Baixa
O'neal 6,4a 4,98 24,8 13 Baixa
Georgia 3,0a 1,87 3,5 4 Baixa
Misty 48a 3,27 10,7 8 Baixa
1V (%) 45,42

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a nivel de
5 % de probabilidade. IV (indice de variagdo) dado por: coeficiente de variagdo/ntimero de repetigdes, %.

Os maiores valores de densidade de esporos (Quadro 1) foram obtidos na
rizosfera das cultivares Misty e O"neal, 149,67 e 104,00 esporos por 50 gramas de solo
seco, respectivamente, seguidos pelas cultivares Georgia, Delite e Climax.

Para diversidade de esporos (Quadro 2), com base nas caracteristicas do
morfotipo, os maiores valores foram obtidos nas rizosferas de Georgia, Misty e O"neal e
0s menores nas rizosferas de Delite e Climax.

Dessa forma, as cultivares Misty e O'neal estimularam maior esporulacdo na
rizosfera, com aumento da diversidade de espécies de FMAs, quando comparadas as
demais. Segundo Angelini et al. (2012) esse efeito diferenciado de hospedeiro na
esporulacdo (quantidade e diversidade) é dependente do tipo de manejo e adubacgédo
adotado, além da compatibilidade entre a idade da planta e a densidade de suas raizes.
Plantas com sistema radicular vigoroso, crescimento rapido, que favorecem a associagdo
e fornecem fotossintatos e bioativos ao fungo, tendem a maior taxa de esporulacao.

Em geral, areas onde sdo adotadas técnicas convencionais de plantio e conducéo
da cultura apresentam menor diversidade de esporos, ja que essas podem romper as
redes miceliais e reduzir o potencial de in6culo, além de expor os propéagulos a
oxidacgdo, altas temperaturas e predadores (MEHROTRA, 1998; MELLONI et al.,
2003). As coberturas vegetais, além de melhorar as propriedades bioldgicas,
influenciando positivamente a multiplicacdo de esporos de fungos, assim como areas de
cultivo onde se utiliza pouco agrotoxico, onde ha rotacdo de culturas e cobertura
vegetal, a comunidade de FMA tende a ser mais numerosa (ANGELINI et al., 2012).
No presente estudo, o fato das plantas de mirtilo serem conduzidas naturalmente nas
areas, sem nenhum controle de plantas daninhas, pode ter colaborado para a baixa
colonizacdo micorrizica e uniformizacdo dos dados relativos aos propagulos nas

diferentes rizosferas das cultivares.
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Com relagdo ao comprimento de micelio extrarradicular total de FMAs na
rizosfera das cultivares, ndo se observaram diferencas significativas entre as rizosferas,
apesar dos valores variarem de 3,97 a 7,27 m de hifas por grama de solo seco (Quadro
3). Apesar de ndo haver diferenca significativa, a cultivar Misty, em condicGes de
campo, atuou como estimuladora de formacdo de importantes propagulos (esporos e
micélio) de FMAs, responsaveis pela multiplicacdo e dispersdo no solo. Tais propagulos
sdo importantes, pois funcionam como uma extenséo radicular, proporcionando a planta
maior capacidade de absorver nutrientes e 4gua do solo, além de integrar e interligar
habitats, tornando-os sensiveis as mudancas do ambiente (STAMETS, 2005).

Os propagulos avaliados anteriormente, esporos e micelio, estdo na rizosfera das
cultivares e sdo responsaveis pela colonizagdo desse ambiente, como resultado da
necessidade de aumento do inoculo dos FMAs, como demanda ambiental e da absorcao
e transporte de nutrientes e agua do solo ao hospedeiro. No entanto, como resultado da
colonizacdo radicular, conforme quadro 4, os valores de intensidade de colonizagéo
radicular ndo diferiram entre as cultivares, apesar do valor para Delite ser superior (12,4
%) aos das demais (abaixo de 6,4 %). Para condicbes de campo, esses valores sdo
considerados normais, em funcdo da micorrizacao estar ligada ao grau de micotrofismo
e das condigdes edafoclimaticas. No entanto, podem ser considerados baixos em manejo
onde se busca evidenciar a melhor resposta fungo-hospedeiro perante o
desenvolvimento vegetativo e, posterior, producao.

Nesse sentido, no campo, pode-se dizer que houve efeito das diferentes
cultivares na estimulacdo de formacgdo de propagulos na rizosfera, com variacGes de
resposta (Quadro 1 a 4). Pode-se dizer que a cultivar Climax pouco estimulou a
formacdo dos propagulos e foi aquela que revelou menor valor de intensidade de
colonizacdo, apesar de auséncia de diferenca significativa para essa variavel (Quadro 4).

As cultivares Misty e O"neal pertencem ao grupo Southern highbush. Segundo
Galleta e Ballington (1996), é o grupo que menos se adequa as condicdes
edafoclimaticas do Brasil, devido as suas caracteristicas genéticas ligadas a necessidade
de muitas horas de frio. O fato dessas cultivares (Misty e O neal) estimularem maior
formacdo de propagulos de FMAs pode estar relacionado & necessidade desses
hospedeiros estabelecerem uma rizosfera suficientemente propicia para a formacéo de
micorriza e, por conseguinte, atuar ou favorecer a sua adaptacdo as condicOes
desfavoraveis no Brasil. Tal fato também pode estar associado a alguma particularidade

ndo identificada da cultivar, mesmo que nenhum estudo tenha comprovado tal
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comportamento.

Das pertencentes ao grupo Rabbiteye, a cultivar Delite foi a que se destacou em
propagulos formados (MET) e intensidade de colonizagdo radicular, conforme ja
comentado, possivelmente, como reflexo de sua maior tolerdncia a variacOes
edafoclimaticas e adaptacdo as condicbes da éarea estudada (GALLETA;
BALLINGTON, 1996).

Das 18 amostras da rizosfera coletadas, no total foram extraidos 1653 esporos e
identificados 8 morfotipos de FMAs, distribuidos em 3 géneros: Scutellospora, Glomus
e Gigaspora, sendo possivel identificar 3 espécies, Scutellospora heterogama, Glomus

sp. e Gigaspora rosea (Figura 28 e 29).

Figura 28: Detalhe do esporo da espécie Figura 29: Detalhe dos esporos da espécie

Gigaspora rosea Scutellospora heterogama

Nas condicGes de campo, a identificacdo de espécies de FMASs se torna muito
dificil em decorréncia da grande influéncia dos fatores bidticos e abioticos e do manejo
adotado, que podem comprometer as caracteristicas necessarias para a identificacdo da
espécie. Assim, tornar-se-ia necessario multiplicar esses esporos em vasos com plantas-
iscas, de forma a obter esporos jovens e com boas caracteristicas de identificacao
(STURMER; SIQUEIRA, 2006). Em condi¢des de campo, a maioria dos esporos se
encontra parasitado ou com a estrutura comprometida, o que dificulta sua identificacéo
devido as alteragbes nas principais caracteristicas que permitem reconhecer a sua
espécie (MORTON, 1993). Em culturas armadilhas, o resultado € muito diferente do
observado em campo. Quando a diversidade de esporos € elevada e todas as espécies
buscam a associacdo, a colonizacdo é baixa. A maioria dos fungos indigenas esporula
apos dois ou trés ciclos de propagacdo sucessivos, cerca de 4 meses, mas quando ha
muita competicdo, apenas a espécie dominante vai alcancar esses valores. As culturas
armadilhas se mostram mais eficientes para a propagacao de esporos quando as plantas

apresentam micorriza, mas o numero de esporos é baixo ou quando a competicao € alta,
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ou quando o solo fértil (INVAM, 2013).

A frequéncia relativa das espécies de FMAs na rizosfera das cultivares é
apresentada na figura 30. A espécie mais comumente observada foi Scutellospora
heterogama, estando presente em 52 a 75 % das amostras rizosféricas, seguido da

espécie Gisgaspora rosea, de 16 a 39 %, e de Glomus sp. de 14 a 20 %.

B Scutellospora heterogama B Gisgaspora rosea B Glomus sp.

74,94 72,02

66,40

64,27

Georgia Climax 01 Misty O'neal 01 Delite 01

Figura 30 - Frequéncia relativa (%) das espécies de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera das

diferentes cultivares

A maior frequéncia de algumas espécies de FMAs pode ocorrer pelos altos
niveis de esporulacdo e, portanto, pela melhor adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas
proporcionadas pelo mirtilo, solo e ambiente (FARIAS, 2012). A ocorréncia da espécie
Glomus sp. esta condicionada a alcalinidade do solo, sendo sua faixa de pH ideal de 6,0
a 8,0. Os esporos desse género formam-se intercalados ou no fim de uma hifa fértil
cilindrica ou alongada (NICOLSON; SCHENCK, 1979). Ja os esporos de Scutellospora
heterogama se desenvolvem, principalmente, nas células do bulbo formadas ao final de
um hifa fértil ligada a raiz. Sua ocorréncia € maior em solos acidos, com pH entre 4,0 e
6,0 (KORSKE; WALKER, 1985). A regido de estudo do presente trabalho esta sob
Argissolo Vermelho Amarelo e possui pH entre 5,5 e 6,0 (VIEIRA et al., 2011), fator
que beneficia a ocorréncia do género Scutellospora. O género Gigaspora apresenta
caracteristicas adaptativas e reprodutivas semelhantes as do género Scutellospora, mas
difere em cor e tamanho, j& que apresenta coloracdo amarela brilhante e maiores
tamanhos (GEDERMANN; NICOLSON, 1963).
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As especies encontradas sdo comuns em solos tropicais, sendo frequente sua
identificacdo em solos brasileiros (MIRANDA; MIRANDA, 1997). As espécies
Scutellospora heterogama e Gigaspora rosea estavam presentes na rizosfera de todas as
cultivares, enquanto a especie Glomus sp. foi menos frequente. Segundo Melloni et al.
(2003), tal fato pode ser explicado pelas especificidades do habitat ou pelas
caracteristicas genéticas da cultivar. Resultados semelhantes foram obtidos por Vieira et
al. (2011), ao estudarem o comportamento dos FMAs em cultivares de oliveira em outra
area da FEMF-EPAMIG.

5.2. Etapa 02

Os valores médios relativos as variaveis-resposta do enraizamento de estacas de
mirtilo inoculado com diferentes espécies de FMAs, sob condi¢Bes controladas,
encontram-se no quadro 5.

Quadro 5 - Variaveis de enraizamento de estacas de mirtilo submetidas ao tratamento
hormonal (AIB) e fungos micorrizicos arbusculares

Média do Média de nimero de -
; Média de plantas
comprimento das calos formados por -
Tratamentos . enraizadas (%)
raizes por tratamento
por tratamento
tratamento (cm)
AlIB 2,47 a 1,99a 72
Controle 2,21 a 1,42 a 52
Glomus clarum 3,85a 1,89 a 72
Gisgaspora rosea 2,25a 1,89a 64
Glomus etunicatum 1,83 a 1,69 a 48
Scutellopora heterogama 3,08 a 1,99a 60
Acaulospora scrobiculata 2,09 a 1,74 a 64
V% 37,63 24,24

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan ao nivel
Od/(()e. 5 % de probabilidade. 1V (indice de varia¢do) dado por: coeficiente de variagdo/nimero de repeticoes,

N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos para comprimento das
raizes e formacdo de calos. O tempo experimental foi de 90 dias, definido e
recomendado por Antunes et al. (2008) para que ocorresse 0 enraizamento de estacas de
mirtileiro (figura 31, 32 e 33). No entanto, observou-se baixa formagdo de calos e
enraizamento, possivelmente em virtude da época ou do tipo de estaca utilizadas na
conducdo experimental (HOFFMAN, et al., 1995), ou ainda, das caracteristicas
genéticas da espécie, jA que nem o tratamento hormonal promoveu o enraizamento
(SOUZA, 2000; SOUZA et al., 2000).

36



Segundo Souza (2000), a utilizacdo do hormoénio AIB € importante para a planta
durante o desenvolvimento inicial da raiz, se tornando menos efetivo para o crescimento
radicular. Paralelamente, os FMAs ampliam a absor¢cdo dos nutrientes pelas raizes ja
formadas. Assim, algumas espécies de plantas necessitam da interacdo entre esses
tratamentos para que se obtenha resultados positivos, como 0s observados em murici
(COSTA, 2013), péssego (NUNES, et al., 2010) e citrange (SOUZA, 2000; SOUZA et
al., 2000).

Segundo Hoffmann et al. (1995), o melhor enraizamento de mirtilo é obtido
quando os ramos sdo coletados logo apOs seu primeiro fluxo de crescimento na
primavera, mas a época de coleta também pode ser afetada pela fenologia, grau de
lignificagdo e equilibrio hormonal. Os ramos devem apresentar alta atividade fisiologica
na regido de cambio e com muitas folhas jovens, as quais sdo grandes produtoras de
auxinas, carboidratos e cofatores de enraizamento. A coleta ndo deve ser feita no
periodo de diferenciacdo das gemas florais ou durante o periodo de dorméncia, onde as
células do cambio estdo em baixa atividade. Para garantir o enraizamento, as estacas
devem ser semilenhosas, mas quando coletadas durante o inverno, as estacas geralmente
sdo lenhosas e seu enraizamento é baixo, mesmo sendo o método mais utilizado
comercialmente, por aproveitar as sobras das podas de inverno. Em contrapartida,
Antunes at al. (2008) defende que as estacas promoverdo maiores taxas de
enraizamento, quando coletadas a partir das podas de inverno, método que utilizado no
presente trabalho. Sendo assim, as taxas de enraizamento irdo variar de acordo com a
época de coleta das estacas e das caracteristicas climaticas do local em que se
desenvolvera a cultura, uma vez que, Hoffman et al. (1995) e Antunes et al. (2008)
desenvolveram suas pesquisas em areas diferentes.

Quando propagado por estacas, o mirtilo apresenta taxas de enraizamento de 60
a 80 %, dependendo da cultivar. As estacas devem ter de 6 a 7 mm, sendo as menores
de maior enraizamento, apesar de crescimento lento (HOFFMANN, et al., 1995). Dessa
forma, entre os tratamentos com fungos micorrizicos, as espécies Glomus clarum e S.
heterogama apresentaram maior tendéncia a efeitos positivos no enraizamento de
estacas de mirtilo, com 72 e 80 % de enraizamento de estacas, em relagcdo ao AIB (52
%) e controle (40 %).

A espécie Glomus clarum é capaz de colonizar um grande nimero de espécies,
estabelece-se no solo com maior facilidade, sendo altamente recomendada sua
utilizacdo em éareas degradadas e reflorestamento (POUYU-ROJAS; SIQUEIRA;
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SANTOS, 2006). Segundo Pessoa et al. (1997), o fungo Glomus clarum também se
mostra eficiente quando associado a fungos nativos ou quando o habitat for alterado por
adubacdo e calagem. A utilizacdo do fungo Glomus clarum tem sido utilizada no
enraizamento das mais variadas plantas (CALDEIRA et. al., 1999; FREITAS et al.,
2004; POUYU-ROJAS et al., 2006; CARNEIRO et al., 2007). Conforme ja discutido,
na etapa 01, em condigbes de campo, o género Glomus foi 0 menos frequente em
relagcdo aos demais observados (Figura 30).

A espécie Scutellospora heterogama, a mais frequente na area de campo do
presente estudo (Figura 30) promoveu maiores rendimentos de matérias secas, absorcéo
de fosforo e nitrogénio quando associada a braquiérias (COSTA, 2005). Essa espécie,
quando inoculada diretamente na planta, apresenta maior capacidade de multiplicagcéo
em comparacdo a fungos nativos e mais resistentes a patégenos, quando ja estabelecidas
em associagdo micorrizica (ANJOS et al., 2010). Quando associado ao abacateiro,
Scutellospora heterogama promoveu maior desenvolvimento vegetativo, desde a
formagdo da muda até o seu transplante para o campo (SILVEIRA, 2002).

No entanto, sugere-se que novos estudos sejam realizados com este propdsito,
aumentando-se o numero de repeticdes por tratamento ou o nimero de estacas por
parcela, j& que o mirtilo apresenta baixa resposta de enraizamento também ao
tratamento hormonal com AIB (Quadro 5).
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6- CONCLUSOES

Em condicBes de campo encontradas na FEMF-EPAMIG, as cultivares de mirtilo
estudadas promoveram alteracdo nos propéagulos de fungos micorrizicos
arbusculares em suas rizosferas, principalmente na densidade e diversidade de
esporos e micélio extrarradicular total, com maior frequéncia da espécie
Scutellospora heterogama.

Nas condicdes em que foram conduzidos os experimentos, as cultivares Delite,
O’neal, Misty, Georgia ¢ Climax, apresentaram baixa formacédo de micorriza.
Estacas da cultivar Blue Belle, nas condi¢cBes experimentais utilizadas, ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com fungos micorrizicos

arbusculares, nem ao tratamento hormonal AlB.
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