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INOCULACAO MICORRIZICA: CONSEQUENCIAS NO
METABOLISMO E INTERFERENCIA NA PRODUCAO E
QUALIDADE DE FRUTOS DE MORANGUEIRO NO
CULTIVO SEM SOLO NO BRASIL E NA ESPANHA

ANA PAULA CECATTO!

RESUMO - O cultivo sem solo e em ambiente protegido do
morangueiro permite menores aplicagdes de fungicidas e inseticidas,
permite elevar a produtividade e qualidade dos frutos, especialmente
pelo maior nimero de plantas e pela protecdo que o ambiente
proporciona ao cultivo. O uso de fungos micorrizicos arbusculares ¢
uma tecnologia auxiliar, proporcionando melhor absor¢do de
nutrientes e estimulando o sistema de defesa das plantas. Estimula
ainda, maior sintese de compostos fendlicos. Empregando o uso de
micorrizas em cultivo sem solo em ambiente protegido, diminui os
custos de producdo e torna o sistema de cultivo ainda mais sustentavel
e comprometido com o meio ambiente. O capitulo I foi originado de
experimentos realizados na Universidade de Passo Fundo. O capitulo
Il ¢ oriundo de experimento realizado na Universidade de Huelva
localizada na Espanha. Os experimentos no Brasil consistiram em
identificar o in6culo micorrizico que atua positivamente na cultura do
morangueiro em substrato e verificar se ha a influéncia dos meses de

cultivo sobre a efetividade do fungo. O experimento realizado na

' Quimica Industrial de Alimentos, doutoranda do Programa de Pds-graduagdo em
Agronomia (PPGAgro) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMV) da Universidade de Passo Fundo (UPF), Area de Concentragio em
Produgdo Vegetal.
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Espanha consistiu em determinar a melhor época para a inoculagao
micorrizica e verificar se a época influencia no desenvolvimento,
producdo, caracteristicas fisico-quimicas e fitoquimicas dos frutos e
nas caracteristicas bioquimicas das plantas de morangueiro quando
cultivado em fibra de coco. Para tal empregou-se como meio de
cultivo o substrato comercial MecPlant Horta 2 (Brasil) e fibra de
coco (Espanha), acondicionados em sacos de polietileno, suspensos
por bancadas. As variaveis analisadas nos experimentos realizados no
Brasil foram: percentagem de colonizagdo e dependéncia micorrizica,
rendimento de frutos, caracteristicas fisico-quimicas, antocianinas,
compostos fenolicos e determinac¢des do crescimento das plantas. NO
experimento realizado na Espanha, as varidveis analisadas foram: teor
relativo de clorofila (SPAD), vitamina C, compostos fendlicos e
atividade enzimatica, através da determinacao de celulase e lacase.
Determinou-se também o comportamento dos frutos pos-colheita e
avaliaram-se as variaveis relacionadas com o crescimento do cultivo.
O isolado de Rhizophagus clarus atua positivamente na cultura do
morangueiro, influenciando na maior producao de frutos comerciais,
maior producdo de &cido citrico nos frutos oriundos da cultivar Albion
e maior teor de compostos fenolicos nos frutos de Albion e Aromas,
quando cultivada no Brasil. Os isolados Acaulospora morrowiae e
Scutelospora heterogama e o produto comercial aumentam os
conteudos de antocianinas nos frutos das cultivares Albion e Aromas,
produzidas no Brasil. A época de inoculagdo de fungos micorrizicos
nao influencia no desenvolvimento, rendimento e produgdo de
enzimas em plantas de morangueiro cultivadas fora do solo na

Espanha. Somente interfere nos teores de antocianinas e compostos
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fenolicos dos frutos na colheita e na pos-colheita. Dentre as cultivares
utilizadas na Espanha, a cultivar Fortuna possui dependéncia
micorrizica e estabelece associagdes simbidticas com o inoculante

comercial, refletindo em rendimento.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch., Scutellospora
heterogama; Acaulospora morrowiae; Claroideoglomus etunicatus e
Rhizophagus clarum, rendimento, SPAD, nitrogénio peciolar,

celulase, lacase, fendlicos, antocianinas, colheita, pos-colheita.

MYCORRHIZAL INOCULATION: CONSEQUENCES IN
METABOLISM AND INTERFERENCE IN
STRAWBERRY FRUIT PRODUCTION AND QUALITY IN
SOILLESS CULTURE IN BRAZIL AND SPAIN

ABSTRACT: The soilless cultivation and in a protected environment
to strawberry plant allows lower application of fungicides and
insecticides, it allows productivity and quality to fruits, mainly by a
bigger number of plants and by the protection given by the
environment. Arbuscular mycorrhizal fungi use is an auxiliary
technology that provides a better nutrient absorption and stimulates
the plant defense system. It also stimulates a bigger synthesis of
phenolic composite. Using mycorrhiza in a soilless cultivation and in
a protected environment, production costs decrease and the cultivation
system is better sustainable and committed to the environment.
Chapter I is from Passo Fundo University experiments. Chapter II is

from Huelva University experiments in Spain. Experiments in Brazil
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were to identify mycorrhizal inoculum that acts positively in growing
of strawberry in subtract and verify if there is influence of the month
of cultivation by the fungi effect. The experiment in Spain was to
determine the best period to mycorrhizal inoculation and to verify if
this period makes influence in the development, production, physical
and chemical characteristics and phytochemical of fruit and in the
biochemical characteristics of strawberry plants when they cultivated
in coconut fiber. To do that, it was used how a cultivation form the
commercial subtract MecPlant Horta 2® (Brazil) and coconut fiber
(Spain), in polyethylene bags, suspended in countertops. The analyzed
assumptions in experiments in Brazil were: colonization percentage,
mycorrhizal dependence, incoming of fruits, physical and chemical
characteristics, anthocyanin, phenolic composites and determination in
plant growing. In the experiment in Spain, analyzed assumptions
were: relative content of chlorophyll (SPDA), vitamin C, phenolic
composites and enzymatic activity, by the determination of cellulose
and laccase. It also determined the behavior of postharvest fruits and
considered the assumptions related to cultivation growing. The
isolation of Rhizophagus clarus acts positively in strawberry plant,
making influence in a bigger production of commercial fruit, a bigger
production in Albion plants, and in a bigger content of phenolic in
Albion and Aroma fruits, when they are produced in Brazil. The
isolation of Acaulospora morrowiae and Scutellospora heterogama
and commercial product increase the anthocyanin in Albion and
Aroma fruits produced in Brazil. The period of inoculation of
mycorrhizal fungi doesn’t change the development, incoming and

production of enzymes in strawberry plants soilless cultivated in



Spain. It just interferes in anthocyanin contents and in phenolic
composites in fruit during the harvest and after that. Among the hybrid
variety used in Spain, Fortuna has mycorrhizal dependence and makes

symbiotic association to commercial inoculant showing incoming.

Key words: Fragaria x ananassa Duch, Scutellospora heterogama;
Acaulospora  morrowiae;  Claroideoglomus  etunicatus  and
Rhizophagus clarum, yield, SPAD, petiole nitrogen, cellulase, laccase,
phenolics, anthocyanins, harvest and postharvest.

1 INTRODUCAO

O cultivo do morangueiro iniciou no século XIV, na
Europa, como uma planta de uso ornamental ¢ medicinal. Porém no
século XVIII, com a hibridizagdo natural das espécies Fragaria
virginiana e Fragaria chiloensis, surgiu a espécie cultivada
denominada Fragaria x ananassa Duch. cujo cultivo estendeu-se por
quase toda a Europa e Américas (PASSOS, 1999).

A partir dai, o morango atualmente cultivado (Fragaria x
ananassa Duch.), tornou-se uma das frutosmais apreciadas e
valorizadas no mundo. Hoje, além de ser amplamente utilizado na
industria alimenticia, ¢ matéria-prima também na industria de
cosméticos, aromas e fragrancias, sendo assim considerada como uma
cultura com grandes aplicagdes industriais.

Na safra 2012-2013, a produ¢do mundial de morangos
atingiu valores superiores a 4 milhdes de toneladas em

aproximadamente 241 mil hectares (FAOSTAT, 2014). As Américas,
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a Europa e Asia sio responsaveis pela produgdo de 90,4% da
totalidade dos frutos (FAOSTAT, 2014). Ainda segundo esses dados,
a producdo de morangos nas Ameéricas atingiu, na safra em questao,
quase 2 milhdes de toneladas. A Europa, segundo maior produtor
mundial, foi responsavel pela produgao de pouco mais de 1 milhdo de
toneladas enquanto que a Asia, produziu 800 mil toneladas.

Dentre os principais paises produtores estdo os Estados
Unidos, com 1,3 milhdes de toneladas e a Espanha com 289 mil
toneladas do fruto. Atualmente, a Espanha ¢ a lider europeia na
producdo de morangos e a quarta maior produtora em nivel mundial,
atras dos Estados Unidos, México e Turquia. A regido Andaluza ¢ a
principal produtora de frutose hortaligas da Europa e a provincia de
Huelva, a principal produtora de morangos da Espanha. A provincia
de Huelva possui atualmente cerca de 7.330 hectares do fruto,
concentrando praticamente a totalidade da producao regional (99,4%)
(CONSEJERIA de AGRICULTURA, 2014), o que nos dé a dimensio
da importancia econdmica desse cultivo para a provincia onubense.

Nas Américas, mais precisamente na América do Sul,
estima-se que o cultivo do morangueiro ocupe uma area superior a 11
mil hectares e que a producdo esteja proxima a 319 mil toneladas
(ANTUNES & PERES, 2013). Contudo, neste cendrio, a produgdo
brasileira encontra-se muito abaixo dos principais paises produtores.
Atualmente a produgdo nacional de frutos gira em torno de 3 mil
toneladas, porém observa-se um crescente avanco, devido as
condig¢des naturais favoraveis para o cultivo e pela produgdo em quase
todos os meses do ano (ANTUNES & REISSER JUNIOR, 2007a). Os

estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul sdo
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responsaveis por 40, 25 e 15%, respectivamente, de toda a fruta
produzida no Brasil (REISSER-JUNIOR et al., 2010). No Rio Grande
do Sul, terceiro Estado maior produtor nacional, a cultura do
morangueiro experimentou significativos avangos na produtividade,
em fun¢do dos avancos tecnologicos, como o cultivo fora do solo e
cultivares mais adaptadas. A introdu¢do de novas e melhores
tecnologias de cultivo podem elevar a produgdo em até 70 t ha'
(COSTA etal., 2011).

A escolha da cultivar ¢ de extrema importancia para uma
maior produtividade e qualidade de frutos. Caracteristicas como
florescimento, inicio da frutificagdo, arquitetura de planta, resisténcia
a pragas e doencas, frutos grandes com boa aparéncia e dogura
(SANTOS & RIOS, 1999), altos teores de vitaminas e frutos
resistentes a podriddes sdo caracteristicas consideradas pelos
produtores na escolha da cultivar (CASTRO, 2002).

Na Espanha, as cultivares de morangueiro predominantes
na provincia de Huelva até 2012 foram Candonga e Camarosa, ambas
de Dias Curtos. No entanto, observou-se que houve uma troca nas
cultivares, aumentando a procura por gendtipos mais precoces, como ¢
o caso de Fortuna, Sabrina e Splendor, também cultivares de Dias
Curtos. Na safra 2012/2013, as trés cultivares citadas ocuparam 69,4%
da superficie cultivada (CONSEJERIA de AGRICULTURA, 2013).

No Brasil, as principais cultivares utilizadas sdo Oso
grande (50%), Camarosa (30%), Albion (6%) e Aromas (4%) que
estao distribuidas em campo aberto e em cultivo sem solo (ANTUNES

& PERES, 2013). As mudas utilizadas pelos produtores no Rio



Grande do Sul sdo oriundas 90% do Chile e Argentina (OLIVEIRA &
SCIVITTARO, 2009).

H4 muitos anos o cultivo convencional do morangueiro no
solo vem enfrentando problemas, principalmente ergonomicos e
sanitarios. Ergondmicos devido as frequentes colheitas junto ao solo e
sanitarios em fun¢do do controle de patégenos com produtos quimicos
altamente contaminantes, principalmente nos Estados Unidos e
Europa, (GIMENEZ et al., 2008), como o brometo de metila, 1,3
dicloropropeno e o methan sédio (BENITEZ et al., 2012). No entanto,
com a proibi¢ao do uso de brometo em 2005 iniciou-se uma busca por
alternativas mais sustentaveis (GARCIA-RUIZ et al., 2013). Algumas
abordagens incluiram a criacdo e/ou mudanga das praticas culturais
empregadas e, nos ultimos anos, devido ao grande apelo
agroecologico, estudos sobre o controle bioldgico de pragas e doengas
voltou a ser o foco de pesquisas (NORMAN & HOOKER, 2000).

O cultivo sem solo e em ambiente protegido sobre
bancadas ¢ uma das alternativas apontadas para superar essas
dificuldades. Esse sistema permite ainda aumentar a densidade de
plantas e a produtividade, diminuindo os custos da lavoura
(CALVETE et al., 2007). Além disso, a utilizacdo de microrganismos
com potencial para o controle bioldgico, como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs), estdo sendo pesquisados como mais uma
alternativa para o sistema produtivo do morangueiro, uma vez que a
coloniza¢do micorrizica estimularia o sistema de defesa primario da
planta aumentando sua tolerancia a estresses bidticos e abioticos (Vos

et al., 2012). Ademais, os FMAs estimulam o crescimento e
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rendimento de inimeras espécies de plantas (FOLLI-PEREIRA et al.,
2012; LOPEZ-RAEZ et al., 2010).

Algumas influéncias dos FMAs na cultura do morangueiro
jé& foram relatadas na bibliografia, como sua influéncia no crescimento
das plantas (VESTBERG et al. 2004), aumento do niamero de estoldes
(NIEMI & VESTBERG, 1992), aumento da tolerancia contra
patégenos (MATSUBARA et al., 2009; VOS et al., 2012) e estresse
hidrico (BOROWICZ, 2010), aumento na produgdo de compostos
fenolicos e melhora da qualidade dos frutos (LINGUA et al., 2013;
CASTELLANOS-MORALES et al.,, 2010) além do aumento da
producao (DOUDS et al., 2008). No entanto, estudos com inoculacao
dos FMAs, realizada em cultivo sem solo sdo incipientes, sendo na
maioria dos casos estudos de aclimatizacdo de plantas
micropropagadas (ALARCON et al., 2001; TAYLOR & HARRIER,
2001; CASSELLS et al., 1996; VESTBERG, 1992; CHAVEZ &
FERRERA-CERRATO, 1990; HRSELOVA et al., 1988).

Para elucidar algumas perguntas, foram realizados
experimentos Brasil e na Espanha para observar o desempenho da
cultura do morangueiro em sistema de cultivo sem solo com a
inoculagdo de isolados de FMAs, bem como de produtos comerciais a
base desses fungos.

Para tal, procurou-se atingir e responder aos seguintes
objetivos:

1) identificar o indculo micorrizico que atua positivamente na

cultura do morangueiro em substrato

2) verificar se ha a influéncia dos meses de cultivo sobre a
efetividade do fungo
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3) determinar a melhor época para a inoculagdo micorrizica

4) wverificar se a ¢época de inoculagdo influencia no
desenvolvimento, producdo, caracteristicas fisico-quimicas e
fitoquimicas dos frutos e nas caracteristicas bioquimicas das

plantas de morangueiro quando cultivado em fibra de coco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Atributos de qualidade dos frutos

A qualidade dos morangos, hoje, representa um elemento
extremamente importante e cada vez mais ¢ protagonista em
programas de melhoramento genético. Assim, frutosmais firmes, mais
resistentes a manipulacdo e a podriddes conferem maior vida ttil
atendendo dessa forma as expectativas comerciais. Por outro lado,
frutosmaiores, de coloracao mais avermelhada e plantas com elevada
producao e tolerancia as doencas atendem a qualidade esperada pelos
produtores. Em contrapartida, para os consumidores, o tamanho, cor e
aparéncia sdo os fatores que mais influenciam na aceitagdo num
primeiro momento, depois a dogura, acidez ¢ o aroma tornam-se
aspectos levado em consideragdo na escolha pelos melhores frutos.

Com relacdo a qualidade nutricional e funcional do
morango, Rocha et al (2008) destacaram sua acdo antioxidante, a
capacidade de reduzir a suscetibilidade a infec¢des, o seu efeito
diurético e sua atividade anti-inflamatéria em reumatismo e gota.
Dentre as substancias benéficas estdo o acido ascorbico, presente na
polpa e os compostos fendlicos.

Dessa forma, a caracterizagdo fisico-quimica, nutricional e
funcional dos frutos ¢ de grande importancia quando se investiga o
comportamento de cultivares em uma determinada regido, pois ela
permite obter informagdes sobre a qualidade do produto final
(COSTA, 2012). Além disso, devido ao fato dos frutos serem

classificados como ndo climatéricos e altamente perecivel por
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possuirem alta intensidade respiratoria e de transpiracdo (FLORES-
CANTILLANO, 2003), agdes para se manter a qualidade do fruto, até
atingir o consumidor, devem ser tomados j& na pré-colheita e
mantidos na pos-colheita. O acondicionamento € uma dessas acoes
que merecem especial atencdo, principalmente visando um periodo de
comercializagdo mais prolongado (FLORES-CANTILLANO et al.,
2008).

2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O sabor ¢ condicionado principalmente pela relagao de
acidos organicos e teor de agucares. Uma relacdo entre o teor de
acucar e acidos alta indica que ha um maior equilibrio entre o doce e o
acido, o que proporciona frutos de sabor mais agradavel. Os acidos
sao responsavel pela regulacio do pH celular, influenciando
diretamente na formagdo dos pigmentos, entre eles as antocianinas,
responsaveis pela coloragdo vermelho-intenso dos frutos (LIMA,
1999). Nos frutos maduros hd maior concentracdo de acido citrico
(0,64 — 1,15%), apesar de ter-se identificado quantidades
significativas também de acido malico (PINELI et al.,, 2011). A
tendéncia ¢ que a acidez diminua com o amadurecimento dos
frutosdevido a sua utilizagdo no ciclo de Krebs ou seu emprego na
transformagdo de agucares no processo respiratorio (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

O teor de acucares dos frutos ¢ formado 99% por uma
mistura de dois agucares simples, frutose e glicose (CHITARRA &
CHITARRA, 2005) sendo influenciado principalmente pela
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intensidade de luz incidente na planta (SANTOS & RIOS, 1999).
Além disso, varia em func¢do da cultivar, estddio de maturacdo e clima
(FLORES-CANTILLANO, 2006) e de maneira oposta a acidez, seus
teores aumentam com o avango da maturagao.

A cor ¢ o atributo sensorial mais importante para a
aceitagdo do produto. Geralmente, num primeiro momento, ¢ através
deste atributo que as frutose hortalicas sdo julgadas quanto a sua
qualidade. E o principal pardmetro utilizado na determinagio do ponto
de colheita. Segundo Flores-Cantillano (2006) os frutos do
morangueiro devem apresentar entre 50% a 75% de sua superficie de
cor vermelho-brilhante no ato da colheita.

Com relagdo a firmeza, esta ¢ determinada pela estrutura
das substancias pécticas, também chamadas de cimento celular.
Também ¢ um importante aspecto de qualidade por estar relacionado
com a capacidade de armazenamento e vida util. Com o avanco da
maturagdo, os frutos vao diminuindo a firmeza e com isso amolecendo
os tecidos devido a solubilizacgdo das substancias pécticas
(CHITARRA & CHITARRA, 2005).

O morango apresenta altas concentracdes de substancias
antioxidantes, como o acido ascorbico (vitamina C) e o acido elagico
(ATKINSON et al., 2006). Em morangos a vitamina C encontra-se em
concentracdes de 39 a 89 mg 100 g! (VIZZOTTO, 2012), sendo
determinadas principalmente pelo genotipo, condigdes de cultivo e
forma de armazenamento (LEE & KADER, 2000). E a mais instavel
das vitaminas, por ser sensivel aos agentes fisico-quimicos, como luz,
oxigénio e calor, altas temperaturas e longos periodos de

armazenamento aceleram sua perda (BRACKMANN et al., 2011).
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Ainda participa na formacdao do coldgeno, sintese de epineftrina,
corticoesterdis e acidos biliares. E cofator enzimatico, participando de
processos de oxido-redugdo, aumentando a absor¢do de ferro e na

inativacao de radicais livres (ARANHA et al., 2000).

2.1.2 Caracteristicas funcionais

Uma caracteristica tipica das plantas ¢ a capacidade de
produzir uma ampla gama de metabolitos secundérios, compostos
presentes em células especializadas que ndo sdao essenciais a
fotossintese ou metabolismo respiratdrio, mas sao necessarios para a
sobrevivéncia e/ou adaptabilidade das plantas no meio ambiente. Os
compostos fendlicos sdo os metabdlitos secundéarios mais comuns dos
morangos (CHEYNIER et al.,, 2013) e agem como compostos
bioativos por apresentarem fungdes fisiologicas e bioquimicas a saude
do homem. Também, sd3o os maiores responsdveis pela atividade
antioxidante em frutos. Embora a vitamina C seja considerada como o
maior contribuinte na atividade antioxidante, Sun et al. (2002)
demonstraram que a contribui¢do da vitamina C na determinacao da
atividade antioxidante de onze frutiferas (morango, uva, maga,
abacaxi, péssego, entre outras) ¢ baixa e, afirmaram que a maior
contribui¢do para a atividade antioxidante total de frutos se deve a
composi¢ao de compostos fitoquimicos, principalmente aos pigmentos
antocianicos.

As antocianinas, do grego anthos (flor) e kyanos (azul),
sdo os pigmentos mais importantes de plantas vasculares. Compdem

um importante grupo de pigmentos vegetais soluveis em agua, sendo
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responsaveis pela maioria das cores azul, violeta, alaranjada, rosa e
vermelha que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e
raizes. Acumulam-se nos vacutolos das plantas em que estdo presentes,
e sua estabilidade e cor dependem de condigdes intravasculares, como
pH, copigmentacido, coexisténcia de flavonodides incolores e formacgao
de complexos com ions metalicos (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009).

Tratando-se de antocianinas, o0 morango possui um perfil
simples com poucos pigmentos principais (LINGUA et al., 2013). A
concentragdo total de antocianinas em frutos maduros de morango
pode variar entre 200 e 600 mg kg (FAZEELAT et al., 2007). No
entanto, concentragdes mais baixas também ja foram relatadas (DA
SILVA et al., 2007; TULIPANI et al., 2008). Logo, o que se pode
observar ¢ que variagdes qualitativas e quantitativas sobre o perfil das
antocianinas ocorrem entre as cultivares ou mesmo dentro das mesmas
de acordo com o grau de maturacdo, pds-colheita, armazenamento e
fatores climaticos (TULIPANI et al., 2008). Podendo também variar
de acordo com a metodologia de analise empregada.

Com base na literatura citamos alguns valores obtidos para
compostos fenolicos, antocianinas e flavonoides.

Aaby et al. (2012) caracterizaram e quantificaram por
HLPC os compostos fenolicos em frutos de 27 cultivares de morango
oriundos da Noruega. Segundo os autores, o conteudo de fenolicos
totais variaram entre as cultivares de 57 a 133 mg 100 g! de peso
fresco. J4 a concentracdo de antocianinas variou de 8,5 a 65,9 mg 100
g! de peso fresco, sendo afetado pela maturagio e pelas condigdes de

crescimento das plantas.



16

Carvalho et al. (2012) avaliaram cinco cultivares de
morango em relacdo ao contetido de flavonoides e antocianinas totais
e observaram que as cultivares Camarosa ¢ Aromas apresentaram o0s
maiores contetidos de flavdides (149,1 e 129,4 mg rutina 100 g! fruto
fresco); e de antocianinas (92,8 e 84,4 mg cianidina-3-glucosideo 100
g! fruto fresco) respectivamente.

Os compostos fenodlicos tem grande influéncia na
qualidade dos frutos, contribuindo nos atributos sensoriais,
organolépticos e no seu valor nutricional (AABY et al., 2012;
TULIPANI et al., 2008). O fruto se destaca pelo contetido de acido
elagico e antocianinas (HANNUN, 2004; VIZZOTTO, 2012).
Derivados do acido eldgico correspondem a mais de 50% dos
compostos fendlicos da fruta sendo por tanto a principal fonte deste
acido na dieta (HAKKINEN et al., 2000). Seu conteudo em frutos
varia em funcfio da cultivar, apresentando em média 1,6 mg 100 g de

massa fresca, na forma livre (VIZZOTTO, 2012).

2.2 Atributos fisioldgicos e enziméticos
2.2.1 Teor relativo de clorofila

As clorofilas sdo pigmentos responsaveis pela captura da
luz usada na fotossintese, dessa forma sdo essenciais na conversao da
radiagdo luminosa em energia quimica, na forma de ATP ¢ NADPH
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Assim, as clorofilas estdo relacionadas com

a eficiéncia fotossintética das plantas e, consequentemente com seu
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crescimento e adaptabilidade aos diferentes ambientes (JESUS &
MARENCO, 2008).

Para a determinagdo do teor de clorofila em folhas ¢
necessario que esta seja totalmente destruida, o que impossibilita
futuros estudos e acompanhamentos, além de ser bastante demorada e
onerosa. Com o desenvolvimento de equipamentos portateis,
denominados SPAD, a andlise foi popularizada, permitindo medi¢des
de forma rédpida e pratica, ainda em campo e a baixo custo.

O valor obtido de SPAD, ¢ proporcional a quantidade de
clorofila presente na folha e atualmente vem sendo utilizado para
estabelecer o melhor momento para aplicacao de nitrogénio (JESUS &
MARENCO, 2008), apesar de sofrer influéncia de fatores
edafoclimaticos, da cultivar, de variagdes anuais e locais (BULLOCK
& ANDERSON, 1999). Apesar disso, estudos utilizando o SPAD tém
demonstrado que o aparelho pode ser util para avaliar o estado de N
da planta (CAMPANELLI et al., 2014; JESUS & MARENCO, 2008;
MARTINEZ et al., 2013; SILVA et al. , 2009; WU et al., 2007).

2.2.2 Celulases

A parede celular dos vegetais varia quanto a sua
composicdo e organiza¢gdo, mas sdo basicamente constituidas de
celulose e hemicelulose. A celulose ¢ um homopolissacarideo
composto por unidades de glicose ligadas entre si através de ligacdes
B-1,4, formando microfibras. Estas microfibras se entrelacam,
formando finos filamentos, denominados macrofibrilas (TAIZ &

ZEIGER, 2004). As celulases, por sua vez, sdo enzimas produzidas
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por fungos, bactérias, protozoarios, plantas e animais que hidrolisam
as ligacdes P -1,4 das cadeias de celulose (ZHANG & ZHANG,
2013), e por isso, responsaveis, pelo amolecimento da parede celular.
Dessa forma, podem permitir a invasao de microrganismos
patogénicos na planta.

Estudos da quantificagdo de celulasas de origem vegetal e
ndo fungica sdo escassos. Ha estudos que demonstraram que a
atividade da celulase aumenta em contato com etileno durante a
abscisdo das folhas (FERRARESE et al., 1995) e no amadurecimento
de frutos (ABELES & TAKEDA, 1990).

2.2.3 Lacases

As lacases sdo polifenol oxidases extracelulares
pertencente ao grupo das proteinas azuis (BALDRIAN, 2006;
CLAUS, 2003). Foram inicialmente estudada no Japdo na seiva da
arvore da laca japonesa Rhus vernicifera (GIARDINA et al., 2010) e
foram caracterizadas como uma oxidase contendo cofatores
inorganicos metalicos (MAYER & STAPLES, 2002).

Sao enzimas amplamente distribuidas entre os organismos,
produzidas principalmente por plantas e fungos, sendo estes utilizados
como fontes de lacase para aplicagdo biotecnologica (MAYER &
STAPLES, 2002). Possuem diversos papéis biologicos, como a
degradacdo da lignina, oxidagdo de estruturas aromaticas, reagdes de
polimerizacao e formagao de pigmentos em células microbianas ou
esporos (MIKOLASCH & SCHAUER, 2009). Principalmente pela

acdo na oxidacdo de substratos aromaticos e na capacidade de oxidar
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compostos fenolicos ¢ que estudos intensivos desta enzima estdo
sendo realizados (GIARDINA et al., 2010).

Em plantas, as lacases estdo envolvidas na formacao da
parede celular e, juntas com as peroxidases, na lignificacdo (MAYER

& STAPLES, 2002).

2.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), sao
organismos biotroficos obrigatérios, que se associam com raizes de
plantas vasculares terrestres, epifitas, aquaticas e também com
rizoides e talos de bridfitas além de outros vegetais basais,
colonizando seus tecidos e assim estabelecendo associagdo
mutualisticas com as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006;
SOUZA et al., 2010). Pertencem ao Filo Glomeromycota e a Classe
Glomeromycetes (glomeromicetos) sendo os mais comuns nos
ecossistemas terrestres (SIQUEIRA et al., 2002; SOUZA et al., 2010).

Colonizando mais de 80% das espécies vegetais, eles
ocupam os mais diversos ecossistemas, como florestas, desertos,
dunas, savanas, campos ¢ agrossistemas (BASLAM &
GOICOECHEA, 2012; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; PASZT et
al., 2011; SIQUEIRA et al., 2002). Como biotroficos obrigatorios,
completam seu ciclo de vida apenas se estiverem associados a uma
planta hospedeira, a qual lhes fornece carboidratos e outros fatores
necessarios ao seu desenvolvimento e esporulagao.

A associagdo entre os fungos micorrizicos arbusculares e

as raizes das plantas se desenvolve em duas fases funcionais: a
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extrarradical fase que se estende desde a raiz para o solo e da fase
intrarradicial com hifas intercelulares e estruturas intracelulares
especializadas chamadas arbtisculos (BASLAM et al., 2011).

A sinalizagdo entre os simbiontes ocorre nas proximidades
das raizes de plantas hospedeiras, mais especificamente na rizosfera,
devido a presenga de substancias estimulantes aos fungos, metabolicos
secundarios produzidos e exsudados pelas células vegetais
especialmente quando sujeitas a algum tipo de estresse (BASLAM et
al., 2011; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Dessa forma, ha
evidéncias que esta simbiose pode estimular a sintese de metabdlitos
secundarios, que podem tanto aumentar a tolerancia das plantas a
estresses abioticos e bidticos como aumentar a acumulagdo de
compostos antioxidantes em tecidos de plantas potencialmente
benéficos para a saide humana (BASLAM et al., 2011).

Em funcdo das micorrizas causarem alteragdes
significativas no metabolismo das plantas, como aumento da atividade
enzimdtica, aumento da abertura estomdtica e consequentemente
maior taxa de absorcao de CO> (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006) a

simbiose micorrizica tem sido amplamente estudada.

2.3.1 Fungos micorrizicos arbusculares no cultivo do morangueiro

A insercdo dos fungos micorrizicos na cultura do
morangueiro vem sendo estudada a mais de uma década por
pesquisadores no mundo todo, como por exemplo na Finlandia
(NIEMI & VESTBERG, 1992), no Japao (MATSUBARA et al.,
2009), nos Estados Unidos (BOROWICZ, 2010), Italia (LINGUA et
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al., 2013) e México (CASTELLANO-MORALES et al., 2010). Esses
grupos de pesquisa veem as micorrizas como uma tecnologia
coadjuvante para melhorar o desenvolvimento, potencial produtivo e a
qualidade de frutos. Além de contribuir para a redugdo do uso de
fertilizantes, fungicidas e inseticidas, preservando assim a qualidade
ambiental e reducdo dos custos de produgao.

No entanto, os resultados encontrados até o momento,
mostram que a presenca das micorrizas nos diversos sistemas de
producao da cultura do morangueiro sdo bastante adversos, havendo
casos de real beneficio da simbiose e momentos onde estes ndo
influenciam no sistema produtivo. Por exemplo, Norman & Hooker
(2000) citam que as micorrizas podem ter acao bioprotetora nas raizes
de morangueiro pois observaram a reducdo de até¢ 69% na esporulagdo
de Phytophthora fragrariae ap6s 72 horas de exposi¢do aos exsudatos
radiciais de plantas inoculadas com Glomus etunicatum e Glomus
monosporum. Todavia, Tahmatsidou et al. (2006) ndo observaram
diferengas significativas na supressao de Verticillum dahliae conferido
pelos FMAs e Bacillus sp., sozinhos ou em dupla inoculagdo. Outros
autores mostraram que a presenga de FMAs influenciou no aumento
da massa fresca e seca de raizes, porém estes resultados, depende
muito da espécie inoculada (TAYLOR & HARRIER, 2001;
ALARCON et al., 2001). Entretanto, Gryndler et al. (2002) e Salgado-
Barreiro et al. (2012) contestaram os resultados anteriores, afirmando
que os tratamentos inoculados com micorrizas ndo apresentaram
diferencas significativas de crescimento em relagdo aos sem indculos
(controle) e, em alguns casos, houve a reducdo de peso seco e

comprimento do sistema radicial nas plantas inoculadas.
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Todavia, estudos recentes mostram que os FMAs possuem
acdao mais efetiva na sintese de compostos bioativos € no aumento de
aminoacidos. Castellanos-Morales et al. (2010) demonstraram, pela
primeira vez, que a simbiose, entre plantas de morangueiro e fungos
micorrizicos, induz a um aumento de cianidina- 3 -glucosidio e de
outros compostos fenolicos nos frutos. Lingua et al. (2013)
concluiram que os frutos de plantas inoculadas com micorrizas
apresentaram maior concentragdo de antocianinas quando cultivadas
com baixa fertilizacdo. E, Matsubara et al. (2009) obtiveram maior
concentracdo de aminodcidos totais (4cido glutdmico, serina, glicina,

leucina, alanina), em plantas inoculadas com G. mosseae.
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CAPITULO |

ISOLADOS MICORRIZICOS AUMENTAM OS TEORES DE
ANTOCIANINAS E COMPOSTOS FENOLICOS EM FRUTOS
DE MORANGUEIRO NO CULTIVO EM SUBSTRATO NO
BRASIL

RESUMO: O objetivo do trabalho foi identificar o indculo
micorrizico que atua positivamente na cultura do morangueiro em
substrato e verificar se ha a influéncia dos meses de cultivo sobre a
efetividade do fungo. Foram conduzidos dois experimentos com as
cultivares Albion ¢ Aromas submetidas a inoculagdo com 4 isolados
micorrizicos (Scutellospora heterogama; Acaulospora morrowiae;
Claroideoglomus etunicatus e Rhizophagus clarum), um produto
comercial a base de micorrizas € um controle (sem inoculacdo) em
delineamento em blocos casualizados, com quatro repetigoes. Os
fungos micorrizicos arbusculares foram arranjados na parcela
principal ¢ os meses de colheita dos frutos na subparcela. Foram
avaliados a colonizagdo radicial, dependéncia micorrizica,
caracteristicas de rendimento e de crescimento, fisico-quimicas e
compostos funcionais nos frutos. O isolado de Rhizophagus clarus
atua positivamente na cultura do morangueiro, influenciando na maior
produgdo de frutos comerciais, maior produgdo de acido citrico nos
frutos oriundos da cultivar Albion e maior teor de compostos fenolicos
nos frutos de Albion ¢ Aromas. Os isolados Acaulospora morrowiae e
Scutelospora heterogama e o produto comercial aumentam os

conteudos de antocianinas nos frutos das cultivares Albion e Aromas.
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Palavras-chave: Scutellospora heterogama; Acaulospora morrowiae;
Claroideoglomus etunicatus, Rhizophagus clarum, Albion, Aromas,

produgdo comercial de frutos.

ISOLATED MYCORRHIZAE INCREASE ANTHOCYANIN
CONTENTS AND PHENOLIC COMPOUNDS IN
STRAWBERRY FRUIT IN SUBSTRATE CULTIVATION IN
BRAZIL

ABSTRACT: This work aims to identify mycorrhizal inoculum that
acts positively in strawberry growing in substrate and verify if there is
the influence of the month of cultivation by the fungi effect. It was
done two experiments with the varieties Albion and Aromas
submitted to inoculation with four isolated Mycorrhizae
(Scutellospora heterogama; Acaulospora morrowiae;
Claroideoglomus etunicatus e Rhizophagus clarum), a commercial
product from Mycorrhizae and one control (without inoculation) in
randomized blocks design, with four repetitions. Arbuscular
mycorrhizal fungi was organized in the main sector and the months of
fruit harvest in the subsector. It was considered root colonization,
mycorrhizae dependence, incoming and growing characteristics,
physical and chemical characteristics and functional compounds in
fruits. Isolated Rhizophagus clarus acts positively in strawberry
growing, making a bigger influence in commercial fruit production, a
bigger production of citric acid in fruit from Albion and a bigger

phenolic content in Albion and Aromas fruits. Isolated Acaulospora
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morrowiae and Scutelospora heterogama and commercial product

increase the anthocyanin content in Albion and Aromas fruits.

Key-words -: Scutellospora heterogama; Acaulospora morrowiae;
Etunicatus Claroideoglomus, Rhizophagus clarum, Albion, Aromas,

fruit commercial production.

1 INTRODUCAO

O cultivo de morangos no Brasil ¢ uma atividade agricola
especializada, que exige dedicacdo, conhecimentos técnicos e
utilizagao de métodos modernos de manejo da cultura. Além disso,
possui grande importancia social, absorvendo um grande contingente
de mao de obra (ANTUNES & REISSER-JUNIOR, 2007b). Hoje, a
producao nacional de morangos ¢ de aproximadamente 3 mil
toneladas (FAOSTAT, 2014) em uma area superior a 3,5 mil hectares
(ANTUNES & REISSER-JUNIOR, 2007b). O Rio Grande do Sul ¢ o
terceiro Estado com maior produgdo, onde em uma area superior a 385
hectares responde por 15% da produg¢do nacional (ANTUNES &
REISSER-JUNIOR, 2007b; REISSER-JUNIOR et al., 2010).

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ uma espécie
micotrofica, colonizada facilmente por fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) nativos ou indculos comerciais (GARLAND et
al., 2011; VESTBERG et al., 2000), provocando respostas mais
divergentes possiveis. Ha varios relatos na literatura, informando que
a simbiose em morangueiro aumenta o crescimento das plantas

(VESTBERG et al, 2004), a resisténcia contra patdgenos
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(MATSUBARA et al., 2009; VOS et al., 2012), e a aquisicao de
nutrientes (TAYLOR & HARRIER, 2001). A utilizagdo de fungos
micorrizicos aumenta a concentragdo de 6leos essenciais em plantas
de diferentes familias, como orégano (Origanum vulgare)
(KHAOSAAD et al.,, 2006), manjericao (Ocimum basilicum L.)
(COPETTA et al., 2006), menta (Mentha arvensis) (GUPTA et al.,
2002) e coentro (Coriandrum sativum L.) (KAPOOR et al., 2002). Da
mesma forma, alteram o perfil de acidos fendlicos em tomateiro
(LOPEZ-RAEZ et al., 2010) e alcachofra (CECCARELLI et al.,
2010), e de aumentarem os niveis de antocianinas em morangos
(CASTELLANOS-MORALES et al., 2010; LINGUA et al., 2013).

Frente as inimeras controvérsias relatadas na literatura e a
inexisténcia de trabalhos desenvolvidos com micorrizas no Brasil,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu alguns trabalhos preliminares
para depois executar o objetivo principal deste trabalho. Os trabalhos
pilotos foram executados para resolver alguns problemas iniciais da
pesquisa. Foram levantadas as seguintes questdes: o indculo
Rhizanova® contendo FMAs comercializado no sul do Brasil ¢é
eficiente para promover beneficios ao morangueiro? A dosagem
recomendada pelo fabricante ¢ a indicada para o sistema de cultivo do
morangueiro? Qual substrato e tratamento neste ambiente ocorre
associagao micorrizica?

Para responder essas questdes testou-se inicialmente o
efeito da esterilizagdo (autoclavagem) de um substrato organico no
estabelecimento da associacdo micorrizica em relagdo ao
desenvolvimento vegetativo do morangueiro. Para tal utilizou-se as

cultivares Aromas ¢ Monterey e o inoculante comercial a base de
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FMAs (Rhizanova®), na quantidade de 10 g planta!. Concluimos que
a percentagem de colonizagdo radicial em ambas as cultivares, foi
superior no substrato que ndo sofreu a esterilizagdo e que a cultivar
Aromas, quando cultivada em substrato ndo autoclavado e inoculada
com FMAs apresentou melhor crescimento e desenvolvimento
vegetativo (CECATTO et al., 2013a; CECATTO et al., 2013b). No
segundo teste, procuramos identificar um substrato que fosse
favoravel ao estabelecimento da simbiose ao mesmo tempo em que
favorecesse o desenvolvimento das plantas. Dessa forma, testou-se os
substratos Mec Plant Horta 2%, areia e casca de arroz carbonizada
previamente esterilizados em autoclave e, como inoculante
micorrizico o produto comercial Rhizanova® (10 g planta™). A
esterilizagdo foi novamente realizada para confirmar a resposta do
primeiro experimento teste. Além disso, utilizou-se a cultivar Albion e
também a cultivar Aromas, uma vez que esta apresentou os melhores
resultados no primeiro experimento. As respostas indicaram que o
substrato Mec Plant Horta 2®, ndo autoclavado e inoculado com
FMAs, proporcionou melhores condi¢cdes de desenvolvimento para as
plantas, bem como maiores indices de colonizagdo radicial, em ambas
as cultivares. Observou-se também neste experimento, que a presenca
de hidrogel no inoculante comercial pode ter prejudicado as plantas e
consequentemente a colonizagdo radicial. O hidrogel ao entrar em
contato com a agua se expandiu, ocasionando, provavelmente, a
asfixia da raiz e dessa forma a morte das plantas (OLIVEIRA NETO
etal., 2013).

Para identificar a dosagem do produto Rhizanova® foram

utilizadas plantas da cultivar Ivahé oriundas do cultivo in vitro, e
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quatro doses do inoculante (3, 6, 9, 12 g planta’') mais um tratamento
controle (sem inocula¢ao) no cultivo sem solo. O substrato utilizado
foi 0 Mec Plant Horta 2%, previamente esterilizado em autoclave. Com
este trabalho concluiu-se que a dosagem adequada do inoculante
comercial a ser utilizada para a cultura do morangueiro ¢ de 5 g
planta”! (MINOSSO et al., 2013).

Contudo, ¢ importante estudar diferentes espécies de
FMAs em uma mesma planta, com o objetivo de selecionar os fungos
mais eficientes e eficazes em promover melhorias no
desenvolvimento, rendimento e qualidade de frutos em diferentes
sistemas de cultivo (TAYLOR & HARRIER, 2001).

Assim, apo6s realizar os testes pilotos, o objetivo do estudo
foi identificar o inoculo micorrizico que atua positivamente no
morangueiro cultivado em substrato e verificar se ha a influéncia dos

meses de cultivo sobre a efetividade do fungo.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho constou de dois experimentos sobre producgdo e
qualidade de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.), cultivado em
substrato, em diferentes inoculos de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs). Ambos foram conduzidos com a mesma metodologia apenas
modificando-se a cultivar. O Ensaio I foi com a cultivar Albion e o
Ensaio II com a cultivar Aromas. Ambos os Ensaios foram

implantados em junho de 2013 e o término da colheita foi em

dezembro de 2013.
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2.1 Materiais, local e condicdes de cultivo

Utilizou-se mudas frescas de cultivares do grupo de Dias
Neutros denominadas Albion e Aromas, oriundas do viveiro
LLAHUEN (Chile).

Como material bioldgico foram utilizados quatro isolados
de FMAs (Scutellospora heterogama; Acaulospora morrowiae;
Claroideoglomus etunicatus e Rhizophagus clarum), provenientes da
Colecao Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG) do
Laboratério de Micorrizas da Universidade Regional de Blumenau
(FURB), o produto comercial Rhizanova® formulado a base de hifas e
esporos de fungos ectomicorrizicos (Pisolithus tinctoriusi) e
endomicorrizicos (Glomus brasilanum, Glomus clarum, Glomus
deserticola, Glomus intraradices, Glomus monosporum, Glomus
mosseae e Gigaspora margararita) e o tratamento controle (sem
in6culo).

O experimento foi realizado em ambiente protegido, no
setor de Horticultura da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria/Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo (28°1541 S;
52°2445 W e altitude média de 709 m), no sentido nordeste-sudeste
ocupando uma area de 150 m?, do total de 420 m? da 4rea construida
(Apéndice I). A estufa de ago galvanizado foi coberta com filme de
polietileno de baixa densidade (PEBD) de 120 micra, com aditivo
contra os raios ultravioletas (anti-UV) e pigmentos difusores. Para
diminuir a radiacao foi instalada uma tela termo refletora de aluminio

com malha de 50% e luminosidade (radiacao incidente).
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As plantas foram transplantadas para slabs de 1,0 m de
comprimento por 0,30 m de largura, preenchidos com o substrato
comercial Mec Plant Horta 2%, composto de turfa, restos culturais e

vermiculita (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Analise quimica basica do substrato Mec Plant Horta 2®,
realizada pelo Laboratério de Solos da Faculdade de

Agronomia e Medicina Veterinaria. Passo Fundo, FAMV/

UPF, 2013.

Arg pH  Ind. bR M.O. Al Ca Mg H+Al CTC Saturago

T . Bes A K
Amostra mg/ dm cmol, / dm o

MecPlantHorta2 237 56 6 434 760 >67 00 91 47 44 202 78 0 9,6

Tabela 2 — Andlise de micronutrientes mais enxofre do substrato Mec
Plant Horta 2®, realizada pelo Laboratério de Solos da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria. Passo

Fundo, FAMV/UPF, 2013.

Enxofre Boro Manganés Zinco Cobre

Amostra mg/ dm’

Mec Plant Horta2 43,00 1,00 11,20 10,59 0,49

Foram transplantadas oito mudas por slab no espagamento
de 0,20 m x 0,20 m e os mesmos foram suspensos, horizontalmente,
por uma bancada de madeira com 1,20 m de altura. No transplante das
plantas efetuou-se a inoculagdo de 10 gramas dos isolados

micorrizicos e 5 gramas do produto Rhizanova®.
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A irrigagdo foi realizada por sistema de gotejamento
localizado no interior das sacolas, composto por uma mangueira fixa
por sacola e gotejadores a cada 30 cm. A fertirrigacdo seguiu a
formula descrita por Calvete et al. (2007) com reduc¢ao em 50% do
composto superfosfato simples.

Os tratamentos fitossanitarios foram realizados conforme a
necessidade do morangueiro, sendo controlado principalmente o oidio
(Sphaerotheca macularis) e acaro-rajado (Tetranychu urticae), através
da aplica¢do de Kumulus ® e Abamectim®, respectivamente.

Uma colmeia de Apis mellifera, foi posicionada
externamente junto a lateral da estufa, com a abertura da caixa
posicionada para o interior, visando aumentar a polinizagdo nas

cultivares de morangueiro.

2.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em delineamento de
blocos casualizados, arranjados em subparcelas, usando como
unidades experimentais os quatro isolados de inéculos, o produto
Rhizanova® e o tratamento controle (sem indculo). Na parcela
principal foram considerados os tratamentos contendo os FMAs e na
subparcela os meses de colheita. Cada parcela foi constituida por oito

plantas, sendo consideradas para as avaliagdes seis plantas tteis.
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2.3 Avaliagdes

Durante a colheita, os frutos foram levados ao Laboratorio de
Ecofisiologia Vegetal da FAMV/UPF para efetuar as avaliagdes.
Analises de rendimento e qualidade foram realizadas semanalmente
durante o periodo de cultivo. Apenas a quantifica¢do de antocianinas e
compostos fendlicos, dentre as caracteristicas de qualidade, foram
realizadas quinzenalmente. No final do ciclo avaliou-se também,
variaveis de crescimento.

Por ocasido do transplante das mudas e ao final do ciclo
avaliou-se a percentagem de micorrizas presentes na raiz. Plantas
micorrizadas e na auséncia destas foram analisadas quanto ao
rendimento de frutos, caracteristicas fisico-quimicas, antocianinas,

fenodlicos totais e medidas biométricas de crescimento.

2.3.1 Percentagem de colonizacdo radicial e dependéncia
micorrizica

Para avaliar a colonizagdo micorrizica as raizes foram
preparadas segundo metodologia descrita por Phillips & Hayman
(1970). Foram separadas aproximadamente 1 g de raizes finas e
limpas e colocadas em uma céapsula plastica dentro de beckers
contendo solugdo de hidréxido de potassio 10% e aquecidas a 90 °C
por 10 min em autoclave, para a clarificagdo. Apds a autoclavagem as
raizes foram lavadas em 4gua corrente e imersas em uma solugdo de

acido cloridrico 1% por 3 min. Na sequéncia, o acido cloridrico foi
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retirado e adicionou-se a solugdo de azul de tripano 0,05%, sendo
autoclavadas por mais 10 minutos. A percentagem de colonizagdo
micorrizica foi estimada através do método descrito por Giovannetti &
Mosse (1980).

Na sequencia, se retirou as raizes do corante distribuindo-
as sobre uma lamina, adicionou-se glicerina ou alcool polivinilico em
lactoglicerol (PVLG) e cobriu-se com uma laminula de vidro. Foram
levadas para observagao em microscopio trinta segmentos de raizes de
cada tratamento. No campo de visdo foi efetuada a contagem da
presenca de colonizacdo ("Sim") ou auséncia ("Nao"). A percentagem

de colonizacao (PC) foi calculada com a férmula:
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PC (%) = n° total de raizes colonizadas x 100
n° total de raizes

A dependéncia micorrizica (DM) das plantas, expressa em
percentagem, foi calculada de acordo com Gendermann (1975) como
segue:

DM (%) = (MSTPM — MSTPNM) x 100

MSTPM

em que:
MSTPM = massa seca total da planta micorrizada

MSTPNM = massa seca total da planta ndo-micorrizada

2.3.2 Rendimento de frutos

Foram determinados o numero e a massa fresca total e
comercial de frutos. Como frutos comerciais considerou-se frutos com

mais de 7 g, desprovidos de injurias, doengas e deformagoes.

2.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas

Dentro dessas caracteristicas avaliou-se o diametro, solidos
soluveis totais (SST) e acidez total titulavel (ATT).

O diametro transversal dos frutos (mm) foi medido com
paquimetro digital (0-150 mm/6”) marca Pantec® em cinco frutos
escolhidos aleatoriamente.

O teor de soélidos soluveis totais (SST), pH, e acidez total

titulavel (ATT) foram obtidos a partir da maceracdo de
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aproximadamente 100g de frutos frescos escolhidos aleatoriamente
em cada unidade experimental. Depois de triturados, o pH foi
verificado em potencidmetro Tecnal, modelo pH Meter TEC-2. O teor
de SST, analisou-se em refratometro digital modelo N — 1E, expresso
em graus Brix, e a ATT foi determinada por titulometria de
neutralizacio até pH 8,1, com hidréxido de sédio 0,1 moles L', sendo
os resultados expressos em porcentagem de acido citrico. Para a
realizagdo das analises, seguiu-se a metodologia descrita pela (AOAC,
2000).

A relagao SST/ATT foi obtida a partir do quociente dessas

variaveis.

2.3.4 Antocianinas e compostos fenolicos

Para as analises de fendlicos e antocianinas totais, 0s
extratos foram preparados de acordo com a metodologia descrita por
Revilla et al. (1998). Para comparar as amostras, 30 g de frutos foram
extraidos por sonificagcdo a temperatura ambiente durante 60 minutos
com 30 mL de uma solu¢do hidroetanolica 70 °GL, em pH 1,0. Apds
as extragoes, as amostras foram filtradas e armazenadas em freezer a -
18 °C.

A quantificacdo de compostos fenolicos foi realizada pelo
método de Folin-Ciocalteu, descrita por Singleton et al. (1999). Uma
aliquota de 125 puL do extrato foi misturado com 500 pL de agua
destilada e adicionado 125 pL do reagente Folin-Ciocalteu. Apos 6
minutos, adicionou-se 1,25 mL de solugcdo aquosa de carbonato de

sodio a 7% e o volume ajustado para 3 mL com 4gua destilada. As
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solucdes reagiram por 90 minutos e posteriormente efetuou-se a
leitura em espectrofotdometro PerkinElmer, modelo Lambda 20 (Perkin
Elmer, Norwalk, CT), em comprimento de onda de 760 nm. As
leituras foram feitas em triplicata e os resultados obtidos foram
comparados com concentragdes conhecidas de padrdo de acido galico.
Os resultados foram expressos em miligramas de 4cido galico por 100
g de frutos.

O teor de antocianinas foi determinado seguindo a
metodologia do pH diferencial descrito por Lee et al. (2005) e Giusti
& Wrolstad (2001). Aliquotas de 500 pL de cada amostra foram
misturadas com 2,0 mL da solugdo tampao de pH 1,0 e pH 4,5. As
leituras foram feitas em triplicata em espectrofotdmetro PerkinElmer,
modelo Lambda 20 (Perkin Elmer, Norwalk, CT) e foram obtidas nas
absorbancias de 520 nm e 700 nm. Os resultados foram convertidos
em miligramas de cianidina 3-glicosideo por 100 g de frutos frescos

usando a seguinte formula e o coeficiente de extingdo molar de 26900.

2.3.5 Determinac0es do crescimento

No término do ciclo reuniram-se trés plantas para as
determinagdes biométricas de massa fresca e seca (total, raiz, parte
aérea); altura de parte aérea; volume de raiz; numero de folhas e
diametro de coroa.

A massa fresca foi determinada em balanga semi-analitica,
assim como a massa seca apos secagem em estufa a 65 °C até peso

constante. A altura da parte aérea foi medida com auxilio de uma
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régua. O volume de raiz foi medido através de uma proveta e o

didmetro de coroa por meio de paquimetro digital.

2.4 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia. Os resultados das plantas com e sem in6culo constaram a
parcela principal, enquanto as analises no tempo (colheita) na
subparcelas. As diferencas significativas entre as médias, quando
houveram, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Para os dados quantitativos foi realizada analise
de regressao. Os dados expressos em percentagem foram
transformados para arcseny,. O programa estatistico utilizado foi o

“CoStat” versao 6.4.

3 RESULTADOS

3.1 Percentagem de colonizacdo radicial e dependéncia
micorrizica

Em nosso estudo, observou-se que mudas da cultivar
Albion (Ensaio I), na ocasido do transplante, apresentavam 60% de
micorrizagdo oriundas do viveiro. Em Aromas (Ensaio 1I) a
colonizagdo foi de 40% (Figura 1). No final do ciclo houve a presenca
de 80% nas duas cultivares, independente do indculo. A dependéncia

micorrizica foi observada somente no Ensaio [ com a cultivar Albion.
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Quando se estudou a percentagem de colonizagdo entre as
plantas inoculadas com FMAs e o controle, ndo verificou-se
diferencas significativas, tanto no Ensaio I com Albion, quanto no
Ensaio Il com Aromas.

Nas avaliagdes microscopicas ao final do ciclo produtivo
pode-se observar, com clareza, as estruturas dos FMAs (hifas,
arbusculos e vesiculas) no interior das raizes das cultivares Albion

(Figura 2) e Aromas (Figura 3), respectivamente.

Ensaio 1 Ensaio 2

120 -

100 - a a
@]
1o+
§ 80 - b
S 60 -
E
o 40 -
S
© 20 -

0
20 -

Albion Aromas

OColonizagdo inicial @ Colonizagdo final B Dependéncia micorrizica

Figura 1 - Colonizagdo inicial, final e dependéncia micorrizica das
cultivares Albion (Ensaio I) ¢ Aromas (Ensaio II) em cultivo em
substrato. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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Figura 2 — Estruturas micorrizicas em raizes de morangueiro da
cultivar Albion (Ensaio I) ao final do ciclo. (Ali) controle,
(AlL) Rhizanova®, (Als) A. morrowiae, (Als) C. etunicatus,
(Als) R.clarus, (Als) S. heterogama. H = hifas, V =
vesiculas, Ar = arbusculos. Passo Fundo, FAMV/UPF.



[t el oy 2

Figura 3 - Estruturas micorrizicas em raizes de morangueiro da
cultivar Aromas (Ensaio II) ao final do ciclo. (Arl)
controle, (Ar2) Rhizanova®, (Ar3) A. morrowiae, (Ar4) C.
etunicatus, (Ar5) R.clarus, (Ar6) S. heterogama. H = hifas,
V = vesiculas, Ar = arbusculos. Passo Fundo, FAMV/UPF.
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3.2 Rendimento de frutos

Nos dois experimentos, ndo houve interacdo entre a
presenca e auséncia dos inoculantes utilizados ao longo dos meses de
colheita para as varidveis de rendimento. Apenas diferengas
significativas isoladas foram observadas.

Efeitos positivos foram encontrados em todos os atributos
de rendimento de frutos avaliados, em relagdo aos meses de colheita
(Figura 4).

Com excec¢ao das massas frescas médias de frutos totais e
comerciais, os demais atributos de rendimentos apresentaram
comportamento linear em ambos os Ensaios.

No Ensaio II, com a cultivar Aromas, observou-se que
tanto a massa fresca média de frutos totais quanto a comercial
decresceram significativamente até o més de novembro. O que se
observou também no Ensaio I com a cultivar Albion, apenas para a
massa fresca média de frutos totais. Neste Ensaio, os frutos comerciais

apresentaram uma tendéncia em diminuir a massa ao longo do ciclo.
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Figura 4 — Numero de frutos totais (NFT) (A), massa fresca de frutos
(MFF) (B), nimero de frutos comerciais (NFC) (C), massa
fresca de frutos comerciais (MFFC) (D), namero de frutos
deformados (E), massa fresca de frutos deformados (F),
massa fresca média de frutos totais (MFMFT) (G) e massa
fresca média de frutos comerciais (MFMFC) (H), em dois
experimentos ao longo do ciclo de duas cultivares de

morangueiro produzidas em substrato. Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2013.
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Com relacdo as respostas das plantas a inoculacdo e
também ao controle, considerando a média de todas as colheitas,
somente o numero de frutos comerciais € a massa fresca média de

frutos total, apresentaram efeito positivo no Experimento 1 (Figura 5).

%1 oAtbion (Ensaio 1)

g @b ab 5’— A
. 7 1 ab
T T . b
T
24
z | | ‘
1 I
0
20 - B
a
12' [ ab :
o 7] b “V
214 7 b T |
S 12 | J [ J J
= 104 [] | J
2 8
= 6
4 4
2_
0 T T T T T 1

Controle  Bhizanova® A morrowiae C.etunicatns  Bloclarus S heterogama

Inoculo

Figura 5 — Numero de frutos comerciais (NFC) (A) e massa fresca
média de frutos totais (MFMFT) (B) de plantas de
morangueiro da cultivar Albion cultivadas em substrato
com e sem inoculacdo de micorrizas. Média + desvio
padrao. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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Plantas da cultivar Albion inoculadas com R. clarus
produziram maior numero de frutos comerciais, diferindo somente das
plantas inoculadas com C. etunicatus (Figura 5). Contudo, maior peso
médio de frutos totais foi produzido por plantas inoculadas com S.
heterogama e o produto comercial (Rhizanova), diferindo das plantas

controle, das inoculadas com A. morrowiae e C. etunicatus.

3.3 Caracteristicas fisico-quimicas

Quando se avaliou as caracteristicas ligadas a qualidade
dos frutos, as respostas foram semelhantes ao rendimento.

Nao se observou interagdo entre a presenga e auséncia de
micorrizas no decorrer dos meses de colheita, tanto no Ensaio I como
no Ensaio II, para as variaveis de diametro, pH, so6lidos soluveis,
percentagem de &cido citrico e a relacdo entre esses dois ultimos
atributos. Somente houve resposta isolada para esses tratamentos com
as cultivares Albion e Aromas (Figura 6).

Em ambos os Ensaios o teor de ac¢ucar, relacdo SST/ATT
e pH apresentaram comportamento quadratico. Os maiores niveis de
agucar nos frutos e menor acidez sao produzidos na metade do més de
novembro, em ambos os Ensaios. Porém a maior relacio SST/ATT

estd nos frutos produzidos no final de outubro.
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dois experimentos em substratos. Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2013.
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A influéncia da inoculagdo com FMAs s6 foi observada no

Ensaio I conduzido com Albion, para a caracteristica acidez titulavel.

1.40

1.20 -

0,80 -
0,60 -

0,40 -

ATT (% ac. citrico)

0.20 -

0,00 T T T T T
Controle Rhizanova A.morrowiae C.etunicatus R.clarus S. heterogama

In6éculo
[ Albion (Ensaio 1)
Figura 7 — Acidez total titulavel (ATT) em frutos de morango
inoculados com fungos micorrizicos. Passo Fundo,

FAMV/UPF, 2013.

Na Figura 7, pode-se verificar que as plantas inoculadas
com C. etunicatus os frutos concentraram menores teores de acido

citrico. Em contrapartida, o isolado R. clarus, induziu a uma maior

sintese desse composto.
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3.4 Antocianinas e compostos fendlicos

Nosso trabalho mostrou que nao houve interacao
significativa entre os frutos obtidos de plantas inoculadas e na
auséncia destes com os meses de colheita, em ambos os experimentos,
tanto para antocianinas como para compostos fenodlicos. Somente
significancia isolada dos fatores foi observada nos dois Ensaios
realizados.

Em relagdo aos meses de colheita, observou-se que em
ambos os Ensaios os teores de antocianinas nos frutos apresentaram
comportamento linear ascendente (Figura 8). Tanto no Ensaio I como
no Ensaio II os maiores teores de antocianinas foram detectados no

més de dezembro.
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Figura 8 — Conteudo de antocianinas durante a colheita de frutos de
morangueiro conduzidos em dois experimentos em
substratos. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.

A influéncia da inoculacdo com FMAs pode ser observada
tanto no Ensaio I como no Ensaio II (Figura 9). No Ensaio I com a
cultivar Albion as plantas inoculadas com o produto comercial
Rhizanova® produziram frutos com os teores mais elevados de
antocianinas, seguidas dos frutos oriundos das plantas inoculadas com
A. morrowiae. Neste Ensaio, os frutos obtidos das plantas controle
sintetizaram  menores  conteudos de  cianidina-3-glicosideo.
Diferentemente do observado no Ensaio II, onde os maiores teores de

antocianinas foram determinados nas plantas inoculadas com A.
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morrowiae e S. heterogama, diferindo somente dos frutos oriundos

das plantas inoculadas com o produto comercial Rhizanova®.
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Indculo
Figura 9 - Contetdo de antocianinas em frutos de morangueiro, de

dois experimentos, cultivados em substrato com e sem
inoculagdo de micorrizas. Média + desvio padrao. Passo
Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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O comportamento dos teores de fendlicos totais nos frutos
durante os meses de colheita, ao contrario dos teores de antocianinas,
mostraram um comportamento quadratico (Figura 10). Em ambos os
Ensaios, o pico de sintese desse composto nos frutos ocorreu entre o

final do més de outubro e inicio de novembro.
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Figura 10 — Contetido de fendlicos totais durante a colheita de frutos
de morangueiro conduzidos em dois experimentos em
substratos. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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A influéncia da presenca ou auséncia de FMAs nos teores
de fenolicos totais em frutos de morangueiro cultivado em substrato,
podem ser visualizados na Figura 11. No Ensaio I, com a cultivar
Albion, maiores teores de acido gélico foram detectados nos frutos
oriundos de plantas inoculadas com R. clarus. Assim como no Ensaio
II com Aromas, onde, além das plantas inoculadas com R.clarus,

. . ® . .
plantas inoculadas com Rhizanova® sintetizaram e armazenaram

maiores teores desse composto nos frutos.

807 O Atbion EnsioT)
50

40
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(mg de dc.

70 7 OAromas (Ensaio IT)

b

Testemunha Rhizanova® A morrowiag C. etunicams R clarus S. heterogama

Indevlo
Figura 11 - Contetdo de fenolicos totais em frutos de morangueiro, de
dois experimentos, cultivados em substrato com e sem
inoculagdo de micorrizas. Média + desvio padrdo. Passo
Fundo, FAMV/UPF, 2013.
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3.5 Determinag0es de crescimento

Ao final do ciclo produtivo foram avaliados alguns
parametros de crescimento das plantas. Observou-se que niao houve
influencia dos fungos micorrizicos nas varidveis avaliadas,
independente da cultivar, podendo ser claramente visualizada através

da auséncia de significancia ap0ds a analise estatistica (Tabela 3, 4 e 5).
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4 DISCUSSAO

Os resultados dos estudos mostraram que a simbiose com
micorrizas tem efeito benéfico em frutos de morangueiro das
cultivares Albion ¢ Aromas, aumentando as concentragoes de
antocianinas em dezembro e de compostos fenolicos nas colheitas de
outubro e novembro cultivado em substrato. O incremento de
antocianinas ¢ mais evidente quando se utiliza isolados de
A.morrowiae, S. heterogama e Rhizanova® Diferente do
comportamento dos compostos fenodlicos, onde ha uma maior
expressdo quando se emprega o isolado de R. clarus e Rhizanova®.
Em outros trabalhos a micorrizacdo de plantas de Aromas com G.
intraradices aumentou em até 15% os teores de cianidina-3-glicosideo
nos frutos, (CASTELLANOS-MORALES et al., 2010). Em nosso
estudo, frutos de Aromas incrementaram 14% e 20% os teores de
cianidina-3-glicosideo, quando as mudas foram inoculadas com A.
morrowiae e S. heterogama, respectivamente. Em Albion o acréscimo
chegou a 26% com o isolado A. morrowiae e 20% com R. clarus. Ja a
quantificagdo de fenolicos, expresso em acido gélico, revelou que a
inocula¢do com R.clarus aumenta em até 19% e 13% os teores desta
substancia em Albion e Aromas, respectivamente. Dados recentes
mostram que a presenga de G.mosseae ¢ G. intraradices aumenta a
sintese de fendlicos em outras plantas, como tomateiro (LOPEZ-
RAEZ et al., 2010), alcachofra (CECCARELLI et al., 2010), trevo
(ZHANG et al., 2013) e Echinacea purplrea (ARAIM et al., 2009).
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Por outro lado, ndo houve efeito dos FMAs na maior parte
da composicdo quimica dos frutos de morango afetando apenas os
teores de 4acido citrico em frutos da cultivar Albion. A maior parte dos
relatos mostra que a micorrizacdo nao tem influéncia nas
caracteristicas quimicas basicas dos frutos, mas influenciam no perfil
de compostos fitoquimicos (LINGUA et al., 2013; CASTELLANOS-
MORALES et al., 2010; CHAVEZ & FERRERA-CERRATO, 1990).

Assim, concordando com Zeng et al. (2013), os
microrganismos benéficos do solo, como fungos micorrizicos
arbusculares influenciam no metabolismo secundario das plantas,
incrementando os niveis de compostos fitoquimicos.

Plantas inoculadas com isolados de R. clarus induziram
maior producdo total de frutos comerciais em Albion, bem como
apresentam maiores massas frescas médias de frutos. Consultando a
literatura, verificou-se que a maioria dos trabalhos ndo obtiveram os
resultados semelhantes a nossa pesquisa. Por exemplo, a cultivar
Albion apresentou influéncia dos in6culos micorrizicos na maior
producao de frutos comerciais € no peso médio de frutos totais.
Trabalhos com morangueiro realizados por diversos autores (CEKIC
& YILMAZ, 2011; GARLAND et al., 2011; TAHMATSIDOU et al.,
2006) nao verificaram respostas semelhante. Incremento no
rendimento de morangueiro, similar ao nosso estudo, foi quantificado
por Chavez & Ferrera-Cerrato (1990) e Vestberg et al. (2000) em
plantas micropropagadas na fase de aclimatizacao.

Ressalta-se que as mudas de morangueiro utilizadas em
nosso trabalho apresentaram estruturas de FMAs, oriundas do viveiro

de produgdo dessas cultivares.
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As raizes inoculadas com diferentes isolados e com o
produto comercial, bem como nas controle ndo apresentaram
diferencas em percentagem de colonizagdo final. Os fungos presentes
inicialmente, adaptados a cultura, exercem uma supressdao nos fungos
adicionados ao meio (LOCATELLI & LOVATO, 2002).

Por outro lado, a colonizagdo radicial das plantas ¢ uma
das formas de verificacdo da acdo do fungo na planta hospedeira,
podendo nao refletir o grau de resposta da planta frente ao fungo. De
acordo com Trindade et al. (2001) a colonizagdo interna nem sempre
representa o efeito do fungo. A producdo de micélio externo seria, de
acordo com o autor, uma da caracteristicas mais representativas da
eficiéncia da simbiose. Com ideias semelhantes, Moreira-Souza &
Cardoso (2002) salientam que a percentagem de colonizagdo nem
sempre ¢ a caracteristica mais segura para definir o efeito que o
endofito causa no crescimento das plantas. Além disso, ressaltam que
em grande parte dos casos o estabelecimento da associacdo simbiotica
ndo garante a eficiéncia micorrizica.

A determinagdo da dependéncia micorrizica, por sua vez,
procura identificar se a simbiose esta sendo eficaz. Segundo
Gendermann (1975) a dependéncia micorrizica ¢ o quanto a planta se
torna dependente do fungo para atingir seu maximo crescimento e
rendimento em um determinado nivel de fertilidade do solo. Em nosso
estudo, nas condigdes de cultivo testadas, a cultivar Aromas nao
apresentou dependéncia micorrizica. Porém, ndo significa que a
mesma, em outras condicdes ou formas de manejo ndo seja
dependente destes fungos. A eficiéncia ¢ controlada pela genética e a

interagdo entre planta e fungo, assim como pelas condi¢des ambientais
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(DECLERCK et al., 1995). Menge et al. (1978) e Plenchette et al.
(1983) ja afirmavam que a magnitude da resposta da dependéncia ¢
variavel entre e dentro das espécies de hospedeiros, conforme
observado no presente estudo. Além disso, as plantas apresentam
graus de dependéncia naturalmente varidveis (DECLERCK et al.,
1995).

Assim, a selecdo de cultivares ou de gendtipos com maior
dependéncia micorrizica pode ser um importante passo no sentido de
se chegar a uma menor dependéncia de fertilizantes fosfatados
(TRINDADE et al., 2001). Ademais, a utilizacao de indéculos com um
maior nimero de espécies do fungo, seria outra alternativa importante.
Pois, segundo Stewart et al. (2005) um indculo formado por multiplas
espécies de micorrizas pode ser superior a um indculo com uma tnica
espécie, devido a maior chance de compatibilidade entre fungo e
hospedeiro.

Em nosso trabalho ndo houve influéncia dos indculos na
determinagdo de crescimento, concordando com Alarcon et al. (2001),
Taylor & Harrier (2001), Gryndler et al. (2002), Salgado-Barreiro et
al. (2012). Ha varios trabalhos demonstrando que o efeito dos fungos
micorrizicos em plantas de morangueiro s6é pode ser visualizado
quando a disponibilidade de fosforo no meio ¢ limitada (DAFT &
OKUSANYA, 1973), ou mesmo quando a disponibilidade de
nutrientes em geral ¢ baixa (KIERNAN et al.,1984). Todavia, Stewart
et al. (2005) descobriram que a inoculagdo de fungos micorrizicos em
meio rico em fosforo pode desencadear respostas no crescimento e
produtividade em morangueiro. No entanto, essas respostas sao

influenciadas pela compatibilidade entre cultivares e indculos,
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podendo ser alta e positiva ou negativa. Em nossos estudos ficou
evidenciado que a cultivar Albion apresentou dependéncia micorrizica
e respondeu positivamente aos indculos principalmente, aos

compostos fitoquimicos e a producao total de frutos comerciais.

5 CONCLUSOES

O isolado de Rhizophagus clarus atua positivamente na
cultura do morangueiro, influenciando na maior produgdo de frutos
comerciais, maior produ¢do de acido citrico nos frutos oriundos da
cultivar Albion e maior teor de compostos fenolicos nos frutos de
Albion e Aromas.

Os isolados Acaulospora morrowiae ¢ Scutelospora
heterogama e o produto comercial aumentam os conteudos de
antocianinas nos frutos das cultivares Albion e Aromas.

Frutos de morango colhidos em setembro apresentam
maior calibre e massa fresca média.

Os frutos produzidos em outubro, apresentam melhor

sabor.
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CAPITULO 11

INFLUENCIA DA EPOCA DE INOCULACAO MICORRIZICA
NO DESENVOLVIMENTO, PRODUCAO,
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE FRUTOS E
BIOQUIMICAS DE PLANTAS DE MORANGUEIRO NO
CULTIVO FORA DO SOLO NA ESPANHA

RESUMO: O objetivo do trabalho foi determinar a influéncia da
época de inoculagdo micorrizica com respostas positivas no
morangueiro. Assim, verificar se a época de inoculacdo influencia no
desenvolvimento, rendimento, caracteristicas fisico-quimicas de frutos
e bioquimicas de plantas de morangueiro de cultivares de Dias Curtos
em sistema de cultivo sem solo. Até onde temos conhecimento, apds
extensa pesquisa bibliografica, este ¢ o primeiro estudo sobre a
influéncia da época de inoculagdo micorrizica no cultivo do
morangueiro fora do solo. O experimento foi realizado entre outubro
de 2013 e maio de 2014 na E.T.S.I. La Rabida (Universidad de
Huelva). Utilizou-se um fatorial 3 x 3, onde o primeiro fator constou
dos tratamentos TO = controle; T1 = inoculagdo micorrizica no
transplante ¢ T2 = inocula¢do micorrizica 30 dias apos o transplante
(DAT) e o segundo fator trés cultivares de morangueiro (Splendor,
Sabrina e Fortuna). Os tratamentos foram distribuidos em
delineamento experimental de blocos casualizados, com trés
repeticoes e 12 plantas por parcelas. Avaliou-se a percentagem de
colonizagdo e dependéncia micorrizica, crescimento vegetativo,

atividade enzimatica em folhas, rendimento, atributos de qualidade de



62

frutos, antocianinas e compostos fendlicos nos frutos. Resultados
mostraram que a época de inoculacdo de fungos micorrizicos nao
influencia no desenvolvimento, rendimento e produgdo de enzimas em
plantas de morangueiro cultivadas fora do solo. Somente interfere nos
teores de antocianinas e compostos fenolicos dos frutos na colheita e
na pos-colheita. Dentre as cultivares utilizadas, a cultivar Fortuna
possui dependéncia micorrizica e estabelece associacdes simbidticas

com o inoculante comercial, refletindo em rendimento.

Palavras chaves: atividade enzimatica, SPAD, antocianinas, fungos

micorrizicos arbusculares.

INFLUENCE OF MYCORRHIZAL INOCULATION PERIOD
IN DEVELOPMENT, PRODUCTION, PHYSICAL AND
CHEMICAL CHARACTERISTICS OF FRUITS AND
BIOCHEMICAL STRAWBERRY PLANTS IN SOILLESS
CULTIVATION IN SPAIN

ABSTRACT: This work aims to determine the influence of the period
of mycorrhizal inoculation with positive answers in strawberry plant.
So, to verify if the period of inoculation makes influence in
development, incoming, physical and chemical characteristics of
fruits and biochemical characteristics of strawberry plants of short
days in an soilless cultivation system. According our knowledge, after
extended bibliography research, this is the first study about the period
influence of mycorrhizal inoculation in the strawberry cultivation

soilless. The experiment was done from October, 2013 to May, 2014
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in E.T.S.I. La Rébida (Universidad de Huelva). It was used a factorial
3 X 3, and the first factor was about TO control; T1 was mycorrhizal
inoculation in the transplant and T2 was mycorrhizal inoculation 30
days after the transplant (DAT) and the second factor was about three
strawberry hybrid varieties (Splendor, Sabrina e Fortuna). Treatments
were distributed in randomized blocks design, with three repetition
and 12 plants by parcels. It was considered colonization percentage
and mycorrhizal dependence, vegetable growing, enzymatic activity in
leaves, incoming, quality of fruits, anthocyanin and phenolic
composites in fruits. Results showed that the period of mycorrhizal
fungi inoculation doesn’t make influence in development, incoming,
and enzyme production in strawberry plants produced soilless. It just
interferes in anthocyanin contents and in the phenolic composites in
harvest and in postharvest of the fruits. Among hybrid varieties,
Fortuna has mycorrhizal dependence and makes symbiotic association

with a commercial inoculant showing incoming.

Key-words: enzymatic activity, SPAD, anthocyanin, arbuscular

mycorrhizal fungi.

1 INTRODUCAO

O cultivo do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.)
possui importancia econdmica em nivel mundial e por isso segue
sendo objeto de pesquisas. A producdo mundial de morangos ¢ de
aproximadamente quatro milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2014),

sendo a Espanha responsavel pela producao de 7% desse valor. Na
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regido da Andaluzia, mais precisamente na provincia de Huelva,
encontra-se a principal produtora de morangos da Espanha. Com
7.150 hectares do fruto e concentra praticamente a totalidade da
produgdo regional (99,4%) (CONSEJERIA DE AGRICULTURA,
2014), o que nos d4a a dimensdo da importancia econdmica desse
cultivo para a provincia onubense.

Como alternativa ao brometo de metila a Universidade de
Huelva iniciou um projeto de cultivo sem solo em morangueiro. Mais
recentemente acrescentou a utilizagdo de fungos micorrizicos
arbusculares a esse sistema.

Alguns microrganismos benéficos do solo, como os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) podem promover melhorias
no crescimento, desenvolvimento e aumento na tolerancia das plantas
a varios agentes abidticos (FOLLI-PEREIRA et al., 2012; LOPEZ-
RAEZ et al., 2010). A colonizacio das raizes com micorrizas promove
a expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas na tolerancia
ao estresse, reduzindo dessa forma as perdas. Além disso, os fungos
micorrizicos podem influenciar no metabolismo secundario das
plantas, aumentando a concentracao de compostos fenolicos em varias
partes da planta (HARRISON, 1999; REQUENA et al., 2007).

Plantas de morangueiro estabelecem associagdes
mutualisticas com fungos micorrizicos e por isso ¢, até hoje,
amplamente empregada em estudos sobre essa relagdo simbiotica.
Alguns dos beneficios da utilizagdo de FMAs em morangueiro, dizem
respeito a influéncia no crescimento das plantas (VESTBERG et al.
2004), aumento do nimero de estoldoes (NIEMI & VESTBERG,
1992), aumento da tolerancia contra patdgenos (MATSUBARA et al.,
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2009; VOS et al.,, 2012) e estresse hidrico (BOROWICZ, 2010),
aumento na producao de compostos fenolicos e melhora da qualidade
dos frutos (LINGUA et al., 2013; CASTELLANOS-MORALES et al.,
2010) além do aumento da produgdo de frutos (DOUDS et al., 2008).
Contudo, existe hoje no mercado, inimeras cultivares de morangueiro
que se difere em fenologia, variacdo na qualidade de frutos, potencial
de rendimento e na suscetibilidade a patdégenos fazendo com que
provavelmente a interacdo com as diferentes espécies de FMAs seja
singular (AZCON & OCAMPO, 1981).

A aplicagdo de inoculos micorrizicos na cultura do
morangueiro no cultivo convencional aumenta a diversidade de
espécies desses fungos na rizosfera, elevando muito as chances da
simbiose se estabelecer e trazer beneficios para a cultura. Contudo, a
aplicacdo dos fungos micorrizicos em sistema de cultivo fora do solo,
nao esta totalmente clara. A maior parte dos estudos com inoculagao
micorrizica nesse tipo de sistema ¢ visando avaliar o crescimento e
aclimatizacdo de plantas micropropagadas de morangueiro
(ALARCON et al., 2001; TAYLOR & HARRIER, 2001; CASSELLS
et al., 1996; VESTBERG, 1992; CHAVEZ & FERRERA-CERRATO,
1990; HRSELOVA et al., 1988). Outros estudos sdo em relacdo ao
comportamento da cultura frente a niveis de nitrogénio
(CASTELLANOS-MORALES et al., 2012), niveis de fosforo
(CEKIC & YILMAZ, 2011), influéncia nos parametros vegetativos
(MARTINEZ et al., 2013), influéncia da esterilizacdo do substrato de
cultivo (CECATTO et al., 2013) e sua atuagdo como bioprotetores de
raizes (MURPHY et al.,, 2000, NORMAN & HOOKER, 2000;
NORMAN et al., 1996). No entanto, estudos mais recentes sobre o
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incremento de antocianinas e influéncia do inoculo na qualidade de
frutos (CASTELLANOS-MORALES et al., 2010; LINGUA et al.,
2013; PALENCIA et al., 2013) estao sendo realizados. Para o cultivo
sem solo, encontramos apenas, um estudo que avaliou rendimento ¢ a
qualidade de frutos em plantas de morangueiro inoculadas com FMAs
(MARTINEZ, 2012).

Também, em nenhum estudo até agora, tentou-se
identificar qual o melhor época para se realizar a inoculagdo dos
fungos micorrizicos e se a presenca dos mesmos durante o cultivo,
teriam a capacidade de influenciar além dos aspectos de qualidade na
colheita, os aspectos de qualidade na pos-colheita desses frutos.

Logo, o objetivo do trabalho foi determinar a época para a
inoculacdo micorrizica com respostas positivas no morangueiro e
verificar se a época de inoculagdo influencia no desenvolvimento,
rendimento, caracteristicas fisico-quimicas de frutos e bioquimicas de
plantas de morangueiro de cultivares de Dias Curtos em sistema de

cultivo sem solo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local e condigdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na
Escuela Técnica Superior de Ingenieria La Rabida (Universidade de
Huelva), Espanha (37°12N, 6°550 e altitude média de 24 m), entre
outubro de 2013 a maio de 2014, sob condi¢des de temperatura média

e umidade do ar de 24 °C e 68%, respectivamente.
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Para o trabalho utilizaram-se plantas de morangueiro de
dias curtos (Fragaria x ananassa Duch.) de trés cultivares utilizadas
em Huelva, Espanha, (Splendor, Sabrina e Fortuna) provenientes do
viveiro Niharra, localizado em Avila. As plantas foram transplantadas
para sacos de polietileno (100 cm x 18 cm x 30 cm) preenchidos com
fibra de coco (Pelemix Spain, SL, Murcia - Espanha) (Tabela 1). Para
adequé-la as condi¢des de cultivo do morangueiro, anteriormente ao
cultivo a mesma passou por um periodo de sete a quinze dias sendo
lavada com é4gua potavel. Os sacos de polietileno foram colocados em

estruturas de apoio a 40 centimetros de altura.

Tabela 1 — Especificag¢des técnicas do substrato fibra de coco. Huelva,

Univ. de Huelva, 2014.

Carbono
C.E. M.O. organico Lignina  Celulose Relacao
pH @dSmh) (%) (%) (%) (%) CN
5,5-6,8 062550- 94 - 98 45 -50 65-170 20 -30 1:80

Fonte: Pelemix Espafia S.L., Murcia, 2014.

Durante o transplante e 30 dias apds (DAT), foi realizada
a inoculacdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs). Para tal,
empregou-se o produto comercial (Mycogrowth®), a base de Glomus
iranicum var tenuihypharum (1,2x10* NMP em 100 mL substrato).
Em ambas as épocas, a inoculagdo foi realizada com o auxilio de uma
seringa, nas proximidades do sistema radicial, com o produto diluido
em 4gua na concentracio de 3 kg ha'!, conforme instrugdes do

produto. Foram adicionadas 10 mL do inoculante por planta.



68

O sistema de irrigagdao utilizado foi o gotejadores
autocompensantes e autodrenantes com uma vasio de 2 L h'! e a
solucdo de nutriente utilizada do transplante das mudas até o final do
periodo de produgdo precoce (fevereiro de 2014), foi a seguinte: 0,08
mol L' de NH4NOs; 0,153 mol L' de KNOs; 0,189 mol L' de
Ca(NOs3)2; 0,06 mol L' de Mg(NOs), e 0,136 mol L' de KH,POs,
mais micronutrientes. No periodo de produgdo tardia até o final do
ciclo produtivo (marco a maio de 2014) o contetido de fosforo e
também de potassio (KH>POs) foi reduzido em 50%. A irriga¢dao foi
efetuada trés vezes ao dia, enquanto que a fertirrigagdo duas vezes ao
dia, ambas por um periodo de um minuto.

Os tratamentos fitossanitarios foram realizados conforme a
necessidade do morangueiro, sendo controladas as principais doengas
¢ pragas, tais como: oidio (Sphaerotheca macularis); acaro-rajado
(Tetranychu spp) e pulgdes (Capitophorus fragaefolii; Cerosipha
forbesi). Para tal, foram aplicados o fungicida Laitri® e o inseticida
Laotta®.

As coletas dos frutos foram realizadas quinzenalmente
durante o periodo de janeiro a maio de 2014. O ponto de maturagdo
utilizado foi o padrao comercial (isto ¢, entre 75% e 100% da
superficie de cor vermelha). Os frutos coletados de janeiro e fevereiro
compreenderam a producdo precoce e os frutos coletados de marco a
maio os de producdo tardia. Com a média da producdo precoce e
tardia obtém-se o comportamento médio dos tratamentos em relagao
as variaveis analisadas (producao total).

Logo ap6s a colheita, cinco frutos homogéneos de cada

tratamento foram separados para a as determinagdes de didmetro,
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firmeza, solidos soluveis totais (SST), pH, acidez total titulavel
(ATT), vitamina C e relagdo SST/ATT. Outros seis frutos, foram
separados para avaliacao de compostos fendlicos totais e antocianinas.

As avaliagdes dos frutos na pds-colheita foram realizadas em
trés amostragens ao longo do ciclo. Determinou-se como sendo pos-
colheita, os frutos que foram armazenados dois dias em camara fria (0
°C e 90-95% de UR) seguidos de mais dois dias a temperatura

ambiente, simulando a comercializagao.

2.2 Delineamento experimental

Unidades  experimentais  foram  arranjadas em
delineamento de blocos casualizados utilizando um fatorial 3 x 3, com
3 repetigdes e 12 plantas por sacola. Um fator constou de 3 cultivares
(Splendor, Sabrina e Fortuna) e o segundo fator da inoculacao
micorrizica em duas épocas (T1 = inoculagdo no transplante ¢ T, =

inoculac¢do 30 DAT e o To = controle).

2.3 Avaliagoes

2.3.1 Percentagem de colonizacdo e dependéncia micorrizica em
morangueiro

Colonizacdo micorrizica foi estimada no final do ciclo
para verificar o estabelecimento da simbiose.
A metodologia usada para determinar a taxa de

colonizagdo micorrizica das plantas foi mediante coloragao das raizes
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com Azul de Tripan, segundo Phillips & Hayman (1970).
Posteriormente, foi avaliada a percentagem de colonizagdo da
micorriza¢do, de acordo com Giovannetti & Mosse (1980), sendo as
amostras dos nove tratamentos. As amostras foram observados em
microscopio Leica DMLS, com aumento de 20x. A contagem foi
realizada visando avaliar se no campo de visdo havia a presenca de
colonizag¢do ("Sim") ou nao ("Nao"). A percentagem de colonizagdo
(PC) foi obtida através da formula a seguir:

PC (%) = n° total de raizes colonizadas x 100
n° total de raizes

A dependéncia micorrizica (DM) das plantas foi calculada
de acordo com Gendermann (1975), como segue:
DM (%) = (MSTPM — MSTPNM) x 100
MSTPM

Onde:
MSTPM = massa seca total da planta micorrizada

MSTPNM = massa seca total da planta ndo-micorrizada

2.3.2 Determinac0es do crescimento das plantas

Ao final do experimento, trés plantas de cada tratamento
foram retiradas para avaliacoes de massa fresca e seca (total, raiz e
parte aérea); altura de parte aérea; volume de raiz; comprimento de
raiz; numero de folhas e didmetro de coroa.

A massa fresca foi determinada em balanga semi-analitica,
assim como a massa seca apos secagem em estufa a 65 °C, até peso

constante. A altura da parte aérea e o comprimento de raiz foram
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medidos com auxilio de uma régua. O volume de raiz foi medido
através de uma proveta e o didmetro de coroa por meio de paquimetro

digital.

2.3.3 Atributos fisiol6gicos e enzimaticos

a) Teor relativo de clorofila (SPAD)

O teor relativo de clorofila foi medido, quinzenalmente,
usando um clorofilémetro (SPAD-502, Minolta, Osaka, Japao) sendo
medido em seis folhas (trifolios) de diferentes idades, escolhidas ao
acaso, desde muito novas (com baixos teores de clorofila) até maduras
e completamente expandidas (com altos teores de clorofila). As
leituras com o clorofildmetro foram feitas em trés pontos a cada lado

da nervura central da folha.

b) Indice de area foliar (IAF)

Area foliar de cada trifolio foi avaliada através de scanner
e software especifico. Os valores foram determinados em trés folhas

de cada tratamento, totalmente expandidas e sem injurias.

c) Atividade enzimética em folha

Os extratos concentrados de enzimas foram obtidos pelo
método de Criquet et al. (1999). Trés folhas escolhidas aleatoriamente

de cada tratamento foram secas em estufa a 65°C por 24 horas e



72

posteriormente moidas em moinho analitico marca Ika®. Exatamente
0,125 g da amostra moida foi suspensa em 20 mL de dgua destilada,
0,444 g de CaCl,, 0,3 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 1 gota de
Tween 80. Em seguida a mistura foi agitada durante 1 h numa mesa de
agitacdo a 120 oscilagdes min ~!. A suspensdo em seguida foi filtrada
através de uma camada tripla de gaze e centrifugado a 10.000 rpm a
4 °C, durante 10 min. Passou-se o sobrenadante para frascos limpos e
armazenou-se sob refrigeracdo por 24 horas. Apos esse periodo em
refrigeracdo, se adicionou 1 mL de tampao Bis - Tris (bis [2 -
hidroxietil] iminotris - [hidroximetil]-metano), 20.10"* mol L*!, pH 6,0
e novamente armazenou-se sob refrigeragdo até o momento das
analises. O extrato assim formado foi usado para as determinagdes de
diferentes atividades enzimaticas.

A atividade da enzima lacase foi determinada tal como
descrito por Criquet et al. (1999). 400 uL de extrato de enzima foram
adicionados a 1600 pL de tampao fosfato de sédio 0,1 M e pH 5,7 e
20 uL de siringaldazina 5x107 mol L' dissolvido em metanol. Apos
incubagdo a 30°C por 5 min, procederam-se as leituras em
espectrofotometro Shanghai Spectrum, modelo SP — 2000UV-VIS a
525 nm. Os resultados obtidos foram comparados com concentragdes
conhecidas de padrdo de lacase (curva padrdo) e os resultados
expressos em [Lg quinona mL! de extrato.

A enzima celulase foi determinada de acordo com
metodologia descrita por Criquet et al. (2002). O meio de reagdo foi
constituido por 100 pL de extrato de enzima incubada 1 h a 50 °C
com 900 pL de tampdo de acetato de sddio 50x10° mol L', pH 6,0,
contendo 1% de CMC (carboximetilcelulose). A hidrolise das



73

celulases por CMC liberou acucares redutores que foram
quantificados pelo método de Somogyi-Nelson (NELSON 1944;
SOMOGYTI 1952). Dessa forma, ap6s a incubacdo retirou-se uma
aliquota de 500 pL e se adicionou 500 pL de reagente de Somogyi.
Em seguida, colocou-se em banho-maria durante 15 min a 100 °C e,
apos arrefecimento, adicionou-se 500 pL de reagente de Nelson, mais
1 mL de 4gua destilada. A densidade Optica foi medida em
espectrofotometro Shanghai Spectrum, modelo SP — 2000UV-VIS a
520 nm. Os resultados obtidos foram comparados com concentragdes
conhecidas de glicose (curva padrdo) e os resultados expressos em pg
glicose mL™! de extrato.

Para cada enzima, foi realizada uma curva padrao com
concentragdes de 0 — 500 uL mL™"! de lacase, para esta enzima e de
glicose para enzima celulase. As analises foram feitas em triplicata e
em trés épocas, sendo estas na décima sexta, vigésima segunda e

trigésima semana apos o transplante.

2.3.4 Rendimento

O rendimento de frutos foi determinado, quinzenalmente,
através da quantificacdo do niimero e massa fresca de frutos total e por
planta, além da massa fresca média de frutos. Para isso empregou-se

uma balanga semi-analitica.
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2.3.5 Caracteristicas fisico-quimicas

O diametro transversal dos frutos foi medido com um
paquimetro digital, expresso em milimetros (mm). A firmeza da polpa
foi determinada com o uso de penetrometro manual marca Bertuzzi®
com ponteira de 2 mm, perfurando-se cada fruto em trés lados e em
posicdes distintas, de forma que os furos ndo coincidissem. Foi
expresso em g cm™. Solidos soltiveis totais (SST), pH e acidez total
titulavel (ATT) foram determinados, utilizando o suco proveniente da
macera¢do dos cinco frutos de cada unidade experimental. Para SST
utilizou-se refratdmetro digital, e os resultados foram expressos em
°Brix. O pH foi medido em potencidometro Crison modelo GLP-21 e a
ATT foi determinada por titulometria de neutralizagdo até¢ pH 8,1,
com hidroxido de sédio 0,1N, sendo os resultados expressos em
porcentagem de acido citrico, ambas analises seguiram metodologia
descrita pela AOAC (2000). O teor de vitamina C foi determinado por
reflectometria através de um Reflectoquant RQ flex 16970 e tiras de
teste de 25 - 450 mg L. O valor final do contetudo de 4cido ascorbico
foi expresso em mg 100 g! peso fresco. A relacdo entre os s6lidos
soluveis totais e a acidez total titulavel foi obtida a partir do quociente

das determinac¢oes de SST e ATT.
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2.3.6 Conteudo de antocianinas e compostos fenélicos

Para as analises de antocianinas totais, os extratos foram
preparados de acordo com a metodologia descrita por Revilla et al.
(1998). Onde 30 g de frutos foram extraidos por sonificacdo a
temperatura ambiente, durante 20 minutos, com 30 mL de uma
solucdo hidroetandlica 70 °GL em pH 1,0. Os extratos para
determinagdo de fendlicos totais foi realizado da mesma forma que
para antocianinas, porém o solvente utilizado foi o metanol 70°. Apds
as extracoes, as amostras foram filtradas e armazenadas em freezer
para as analises posteriores.

A analise do teor de compostos fenolicos foi realizada pelo
método de Folin-Ciocalteu, descrita por Singleton et al. (1999).
Utilizou-se 125 puL de amostra, a qual foi misturada 500 uL de agua
destilada e, adicionado 125 pL do reagente Folin-Ciocalteu. Apos 6
minutos foi adicionado 1,25 mL de solu¢do aquosa de carbonato de
sodio a 7% e o volume ajustado até 3 mL com &gua destilada. As
solucdes foram deixadas reagindo por 90 minutos para posterior
leitura a 760 nm em espectrofotdmetro Shanghai Spectrum, modelo
SP — 2000 UV-VIS. As leituras foram feitas em triplicata e os
resultados foram expressos em miligramas de acido galico por 100g
de frutos (mg acido galico/100g de frutos).

O conteido de antocianinas monoméricas totais foi
determinado de acordo com a metodologia descrita por Giusti &
Wrolstad (2001) e Lee et al. (2005), onde utilizou-se 500 pL dos

extratos e diluiu-se com 2,5 mL de solugdo tampao em pH 1,0 e pH
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4,5. As leituras das absorbancias foram feitas, em triplicata, em
espectrofotometro Shanghai Spectrum, modelo SP — 2000 UV-VIS,
em dois comprimentos de onda (520 nm e 700 nm). Os resultados
encontrados foram expressos em miligramas de cianidina-3-glicosideo

para cada 100 g de frutos.

2.3.7 AvaliacOes pds-colheita

Separaram-se seis frutos homogéneos de cada unidade
experimental para avaliacdo na colheita e outros seis frutos para as
andlises de pos-colheita. As avaliagdes realizadas em ambos os casos
foram: perda de massa fresca e quantificagdo de antocianinas e
compostos fenodlicos.

As avaliagdes de antocianinas e compostos fendlicos totais na
pos-colheita, seguiram a mesma metodologia descrita nas avaliagdes

no momento da colheita.

a) Perda de massa fresca dos frutos

Primeiramente os frutos foram pesados no tempo zero, ou
seja, na colheita, e acondicionados em potes plasticos. A perda de
massa fresca das amostras foi avaliada apos dois dias em camara fria
(0 °C € 90-95% de UR) e mais dois dias a temperatura ambiente (poOs-
colheita). Os resultados foram expressos em porcentagem

massa/massa (%) sobre a massa inicial, conforme a equagao:
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Perda de massa (%) = [(MFc — MFpc)] x 100
MFc

em que:
MFc = massa fresca na colheita (g)

MFpc = massa fresca pos-colheita (g).

2.4 Andlise estatistica

Os resultados das avaliagdes foram avaliados por meio de
analise de variancia e havendo diferengas significativas entre as
médias, estas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Para melhorar a distribuicdo do erro residual,
transformaram-se os dados expressos em percentagem para arcsen v .

O programa estatistico utilizado foi o “CoStat” versao 6.4.

3 RESULTADOS

3.1 Colonizagéo e dependéncia micorrizica

As raizes das trés cultivares de morangueiro nao
inoculadas com micorrizas (controle) ndo apresentaram qualquer tipo
de estrutura do fungo (hifas, esporos ou arbusculos) (Figura 1). Isso
sugere que as plantas oriundas do viveiro ndo estavam micorrizadas.
Nas plantas onde se realizou a inoculagdo, a taxa de colonizagdo

radicial independente da época ou cultivar foi de 50% (Tabela 2).



Figura 1 - Visualizacdo microscopica radicial da cultivar Fortuna ao
final do ciclo de producdo. (A) Planta controle; (B) Planta
inoculada no transplante; (C) Planta inoculada 30 DAT.
Huelva, Univer. de Huelva, 2013-2014.

Nao houve interagdo significativa entre cultivares e épocas
de inoculacdo para a percentagem de colonizacao radicial (Tabela 2).
Entretanto, entre as cultivares houveram diferengas. A cultivar
Fortuna apresentou indices de colonizacao superiores as demais ¢ foi a

unica cultivar que apresentou dependéncia micorrizica (DM > 10%)

(Figura 2).



Tabela 2: Coloniza¢do micorrizica em plantas de morangueiro em

cultivo sem solo ao final do ciclo produtivo. Huelva,
Univer. de Huelva, 2013-2014.

Colonizagao
radicial
Cultivares (%)

Splendor 51+15b
Sabrina 25+8¢c
Fortuna 73+9a

Epoca de Inoculagio
Inoculado no transplante 47 + 27
Inoculado 30 DAT 52420
Cultivar (cv) *
Epoca (época) NS
CV X €poca NS

Médias + desvio padrio com letra minuscula comum ndo

diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). (n = 3). NS — nio
significativo.

79
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T1 - Inoculado no transplante

Dependéncia micorrizica (%)
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l_

T2 - Inoculado 30 DAT
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éncia micorrizica
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>
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®Splendor A Sabrina BFortuna

Figura 2 — Dependéncia micorrizica em morangueiro no cultivo sem
solo ao final do ciclo produtivo. Média + desvio padrao.
Huelva, Univ. de Huelva, 2014.

3.2 Determinacdes de crescimento

Para as varidveis relacionadas com o crescimento das
plantas, constatou-se que ndo ha interacao entre os fatores (p > 0,05)
(Tabela 3 e 4). Apenas constatou-se significancia para as cultivares,
apresentando entre essas diferencas em numero de folhas, altura de

parte aérea, comprimento de raiz, massa seca total e de parte aérea.
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A ANOVA mostrou que a cultivar Sabrina apresentou
maior crescimento nos atributos com diferenga significativa, em
relacdo as outras duas estudadas, com excecdo para o comprimento de

raiz.

3.3 Atributos fisiologicos e enzimaticos

O teor de clorofila, indice de area foliar e das atividades
enzimdticas ndo apresentaram interagdes entre os fatores (Tabela 5).
Significancia do fatorial apenas foi encontrada entre cultivares para a
caracteristica teor de clorofila.

O SPAD ¢ um valor que quantifica indiretamente o
conteudo de clorofila e providencia uma medida indireta do status de
nitrogénio na planta (CHANG & ROBISON, 2003; WU et al., 2007).
No experimento, a cultivar Splendor indica ser um gendtipo com

potencial fotossintético superior as demais.
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3.4 Rendimento

Os resultados para numero de frutos, massa fresca e
peso médio de frutos por planta para as cultivares Splendor,
Sabrina e Fortuna e épocas de inoculagdo, estdo demonstrados
na Tabela 6. Nao houve interagdo entre os fatores, foi observada
somente significancia entre as cultivares. Fortuna apresenta-se
superior em rendimento, diferindo apenas de Sabrina. Em
relagcdo as épocas de inoculacdo micorrizica, observou-se que a
massa fresca de frutos das plantas controle foi aproximadamente
18% maior do que as plantas que foram inoculadas no
transplante e 6% maior que as plantas inoculadas 30 DAT. Em
contrapartida, a massa fresca médio dos frutos obtidos das
plantas controle foram 7% menores que as plantas inoculadas 30

DAT e 6,3% superiores nas plantas inoculadas no transplante.
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Tabela 6 - Numero de frutos, massa fresca de frutos por planta e
peso médio de frutos de morangueiro em cultivo sem

solo com inocula¢dao micorrizica. Huelva, Univer. de

Huelva, 2014.

Frutos Massa Fresca Peso médio
Cultivares (n° planta’!) (g planta™) (g fruto™)
Splendor 1,0£09ab 10,48+11,3ab 10,19+9,7b
Sabrina 0,8+09b 8,64+102b 10,00+11,1b
Fortuna 1,3£09a 1430+120a 18,24+ 6,8 a
M¢édia 1,2+0,9 12,41 £ 11,6 14,42 +9,8
Epocas de inoculagio
Controle 1,1+1,0 12,08 £ 12,6 12,76 £ 10,4
Inoculado no transplante 1,0 £0,9 9,93 £10,5 11,96 + 10,1
Inoculado 30 DAT 1,1+0,9 11,41 £11,0 13,65 +9,7
Média 1,1 £0,9 11,43 £11,80 13,44 + 9,89
Cultivares (cv) * * *
Epocas (épocas) NS NS NS
CV X épocas NS NS NS

Meédias + desvio padrdo seguidas de mesma letra na coluna nio diferem pelo
teste de Tukey. * significativo a p<(0,05). NS — ndo significativo.

O comportamento produtivo das cultivares em
relacdo ao rendimento total de frutos durante o periodo de
cultivo pode ser visualizado na Figura 3. Ambas as cultivares

apresentaram comportamento linear ascendente.
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Figura 3 - Comportamento produtivo de trés cultivares de
morangueiro em sistema de cultivo sem solo

inoculadas com fungos micorrizicos. Huelva, Univer.
de Huelva, 2014.

3.5 Caracteristicas fisico-quimicas

Para verificar se a época de inoculagdo de fungos
micorrizicos apresenta efeito na qualidade dos frutos de
morangueiro, foram determinadas as caracteristicas fisico-
quimicas mais importantes para frutose hortalicas (Tabela 7 e
Tabela 8). Em ambas as tabelas se observou, que neste sistema
de cultivo, ndo houve interacao entre as épocas de inoculagdo e
as cultivares (p > 0,05). Somente significancia isolada.

Para os tratamentos de inoculagdo foi obtido
significancia em frutos colhidos na produg¢do precoce,
proveniente de mudas inoculadas 30 DAT (Tabela 7). Frutos

produzidos na safra considerada precoce diferenciam - se entre
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cultivares em diametro e firmeza considerando a média extraida
de plantas com e sem inoculagdo. Fortuna apresentou maior
diametro de frutos. Sabrina teve frutos mais firmes nas duas
safras de produgao.

Os resultados para percentagem de 4cido citrico
evidenciaram beneficios da micorrizagdo (Tabela 8), com menor
acidez em frutos da cultivar Sabrina colhidos na produgao
tardia. Confirmou-se que essa cultivar ¢ mais doce, embora nao
tenha diferenca das outras duas no sabor (relacio SST/ATT) e
com mais teor de vitamina C.

Os solidos soluveis totais, atributo importantissimo
para a aceitagdo do produto pelos consumidores, apresenta
variacdo entre cultivares (Tabela 8), o que ja ¢ relatado em
varios estudos (CECATTO et al, 2013; COSTA, 2009;
MENDONCA, 2011). Sabrina mantém os niveis de agucares
mais elevados durante o ciclo de producdo, enquanto Fortuna
apresenta os mais baixos conteudos, situagdo essa observada a
campo pelos produtores da provincia onubense. Todavia, a
relacdo SST/ATT, importante indicativo do sabor, ndo difere

entre cultivares.
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3.6 Conteudo de antocianinas e compostos fenolicos.

Houve interferéncia do fator inoculagao (com e sem)
entre as cultivares para os compostos de antocianinas e
fendlicos. Plantas de Fortuna quando foram inoculadas no
transplante produzem frutos mais ricos em antocianinas (514,04
mg 100g!) (Figura 4A). Sabrina apresentou 0s menores
conteudos em todos os tratamentos e Splendor diminuiu os
teores em aproximadamente 23%, quando inoculada no
transplante e, até 53% quando a inoculacdo ocorreu 30 DAT. O
inverso foi observado com relagdo ao conteudo de fenodlicos
(Figura 4 B). Fortuna apresentou os menores valores de acido
galico em todos os tratamentos e Sabrina os maiores, sendo
quantificado 235,56 mg 100 g' quando a inoculagio foi
realizada no transplante. Splendor, ao ser inoculado com
micorrizas, ndo incrementou os teores de antocianinas, porém
respondeu positivamente aos contetidos de fenolicos. Quando
inoculada no transplante os teores se aproximaram muito dos

quantificados em Sabrina, sendo determinado 222,85 mg 100g™.
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Figura 4 - Médias + desvio padrdo de antocianinas € compostos
fendlicos em frutos de trés cultivares de morangueiro
cultivados em fibra de coco e inoculado com fungos
micorrizicos em diferentes épocas. (A) Contetido de
antocianinas. * expresso em cianidina-3-glicosideo.
(B) Contetdo de fenodlicos totais. ** expresso em
acido galico. Médias com letra minuscula comum
nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) entre
tratamentos. Médias com letra maitiscula comum nao
diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) entre
cultivares. Huelva, Univer. de Huelva, 2014.
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Para verificar possiveis associagdes e interferéncias
dos fungos micorrizicos nas caracteristicas fisico-quimicas dos
frutos foi efetuada analise de correlacao de Pearson (Tabela 9).

Quando as plantas ndo foram inoculadas a firmeza
de frutos (média das 3 cultivares) estd associada positivamente
aos teores de acido citrico e aglcares, porem diminui o contetido
de antocianinas. Vitamina C e fenolicos totais diminuem quando
o pH aumenta. O teor de agucar influencia negativamente o teor
de antocianinas.

Frutos de plantas inoculadas no transplante tém
associagdes positivas correlacionando firmeza com aglcares e
sabor; agucar com vitamina C e teores de fenolicos. Todavia,
quanto mais firme ¢ o fruto menos o contetido de acido citrico e
quanto mais acUcar e vitamina C diminui o contetido de
antocianinas.

A inoculacdo com micorrizas aos 30 DAT
influenciou da seguinte forma. Quanto maior foi o didmetro do
fruto menos vitamina C foi obtido; quanto mais agucar menos
antocianinas e quanto maior esses conteidos menos fendlicos.
Por outro lado, quanto mais aglcar mais vitamina C e quanto

mais esta vitamina maior riqueza de fendlicos.
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Tabela 9- Relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas,

baseado nos coeficientes de correlagdo (r), e épocas
de inoculagdo micorrizica em morangueiro no cultivo
fora do solo. Huelva, Espanha, Univer. de Huelva,
2013-2014.

Controle

Didmetro Firmeza pH  Acido Citrico Brix ~SST/ATT Vitamina C  Antocianinas Fendlicos Totais

Didmetro 0,37 0,29 0,48 0,41 0,22 0,01 -0,44 0,07
Firmeza 0,31 0,72" 0,73* 0,57 0,28 -0,80" 0,14
pH 0,05 -0,58 -0,58 -0,70° 0,58 -0,80"
Acido Citrico 0,46 0,15 0,01 0,54 -0,09
Brix 0,85" 0,60 -0,83" 0,66
SST/ATT 0,38 -0,63 0,58
Vitamina C -0,63 0,62
Antocianinas -0,49

Fenolicos Totais

Inoculado no transplante

Didmetro  Firmeza  pH Acido Citrico  Brix ~ SST/ATT ~ Vitamina C ~ Antocianinas ~ Fenolicos Totais

Diametro -0,36 0,36 -0,15 -0,54 -0,15 -0,35 0,09 -0,13
Firmeza 0,28 -0,68" 070" 0,68 0,22 40,56 0,27
pH 0,54 -0,37 -0,73" -0,6 0,33 -0,59
Acido Citrico -0,38 -0,78" -0,3 0,49 -0,47
Brix 0,37 0,72" 0,82 0,69"
SST/ATT 0,28 -0,48 0,41
Vitamina C -0,73" 0,92"
Antocianinas -0,84"

Fendlicos Totais

Inoculado 30 DAT

Didmetro Firmeza pH  Acido Citrico Brix ~SST/ATT Vitamina C  Antocianinas Fendlicos Totais

Didmetro -0,15 0,28 0,01 -0,66 -0,29 -0,69 0,72* -0,55
Firmeza 40,06 0,06 028 0,13 0,19 20,03 0,11
pH -0,06 -0,22 -0,05 -0,01 0,09 0,01

Acido Citrico 0,19  -0,80" 0,16 0,14 0,13
Brix 0,37 087" -0,81° 0,70"
SST/ATT 0,65 -0,34 0,56

Vitamina C -0,89" 091"
Antocianinas -0,92°

Fenolicos Totais

*, significativo a 5% de probabilidade de erro.
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3.7 AvaliacOes pos-colheita

Frutos armazenados para serem comercializados ndo
apresentaram perda de massa em funcdo da auséncia e presenca
do inoculante, bem como da época que foi inoculado, em
relacdo as cultivares. Também nado houve significancia em cada
fator. [Entretanto, observou-se que da colheita até a
comercializa¢cdo houve uma perda de 3,53%, considerando a

média dos dois fatores.

Houve uma resposta positiva entre a auséncia de
inoculante e a presenga deste, aplicado em duas épocas e trés
cultivares para avaliagdes de antocianinas e fendlicos totais
(Tabelas 10 e 11). O contetido de antocianinas avaliado na
colheita foi superior em frutos da cultivar Splendor oriundos de
plantas inoculadas no transplante (259,77 mg 100 g fruto
fresco) e de frutos das plantas controle (256,43 mg 100 g™! fruto
fresco). Durante a colheita observou-se que frutos das cultivares
Sabrina e Fortuna destacaram-se no conteudo de antocianinas,
quando as plantas foram inoculadas 30 DAT. Apos quatro dias
de armazenamento, a cultivar Splendor nesse mesmo tratamento,
apresentou maior teor de antocianinas. J4 a cultivar Fortuna
alterou o comportamento, pois os frutos, apds o armazenamento,
apresentaram efeito quando as plantas foram inoculadas durante
o transplante. Contudo, observou-se que na pos-colheita, os
teores de antocianinas aumentaram significativamente. Em
frutos da cultivar Fortuna, inoculadas no transplante, o aumento

foi de aproximadamente 300% e nos frutos da cultivar Splendor
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inoculada 30 DAT o aumento foi maior que 200%. Frutos de

plantas controle da cultivar Sabrina foram os tUnicos que
apresentaram decréscimo nos contelidos de antocianina no
periodo pds-colheita, apresentando em média 18% menos que na
colheita.

O comportamento do contetido de fendlicos foi
semelhante ao observado para antocianinas. Durante a colheita
Sabrina foi a cultivar com maior qualidade em compostos
fendlicos, independente se foi ou ndo inoculada e a época em
que a planta recebeu as micorrizas. Na pds-colheita essa cultivar
também confere maior contetido de fenolicos, porem em frutos
colhidos de plantas sem inoculagao. Também Splendor tem essa
qualidade, entretanto as plantas necessitam ser inoculadas 30
DAT. Observou-se que o incremento dos conteudos pos-colheita
foram menores, atingindo 59% a mais de acido galico em frutos
cultivar Splendor inoculados 30 DAT (Tabela 11). Na colheita,
os frutos da cultivar Sabrina apresentaram os maiores conteudos
de acido gélico, tanto nos frutos das plantas controle como nos
frutos das plantas inoculadas. No entanto, na pods-colheita, os
frutos das plantas inoculadas 30 DAT da cultivar Splendor
foram os que apresentaram o maior incremento de fenodlicos
(258 mg 100 g fruto fresco). Frutos das cultivares Sabrina e
Fortuna oriundos de plantas inoculadas no transplante sofreram
um decréscimo nos conteudos de acido galico na pods-colheita,

em média 12% e 4% respectivamente em relagdo a colheita.
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Tabela 10 - Conteudo de antocianinas* em frutos durante a
colheita e poés-colheita em trés cultivares de
morangueiro com inoculacdo micorrizica € na
auséncia desta, produzidas no cultivo fora do solo.
Huelva,Univer. de Huelva,2014.

Colheita
Tratamentos Splendor Sabrina Fortuna
Controle A256,43+12,71a B13455+12,79a B108,65+10,13b

Inoculado no Transplante A 259,77 +7,03a C 65,84+ 1538b B 125,07+ 11,24 ab
Inoculado 30 DAT A 172,16 +43.85b A 158,69+9,60a A 151,18+773a

Média 229,45+ 21,86 119,69 + 12,59 128,30+ 9,70
Cultivar (cv) *
Tratamento (Trat) *
Trat x cv *
Pos-colheita
Tratamentos Splendor Sabrina Fortuna
Controle A393,70+44,01 b B110,87+20,54¢ B 159,41 +14,26¢

Inoculado no Transplante A 539,79+2,01a B19572+541b A541,57+7,00a
Inoculado 30 DAT A572,08+830a (C28830+£960a B449,12+10,92b

Média 501,85 + 18,10 198,29 + 11,85 383,36 + 10,72
Cultivar (cv) *
Tratamento (Trat) *
Trat x cv *

*Expresso em cianidina-3-glicosideo 100 g de fruto fresco™. Médias + desvio
padrao seguidas de mesma letra minuscula na coluna e antecedidas de mesma
letra maiuscula na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) (n = 3).
NS — ndo significativo.
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Tabela 11 - Contetido de fendlicos totais* em frutos durante a
colheita e poés-colheita em trés cultivares de
morangueiro com inoculagdo micorrizica € na
auséncia desta, produzidas no cultivo fora do solo.
Huelva, Univer. de Huelva, 2014.

Colheita
Tratamentos Splendor Sabrina Fortuna
Controle AB171,22+558b A231,29+37,61a BI111,80+£826b

Inoculado no Transplante B 184,58 £6,92a A 216,58+ 13,11a C152,89+£10,96a
Inoculado 30 DAT B162,02+631¢c A211,54+7,51a C114,00£9,83b

Média 172,60 + 6,27 219,80 £ 19,41 126,23 £9,68
Cultivar (cv) *
Tratamento (Trat) *
Trat x cv *
Pos-colheita
Tratamentos Splendor Sabrina Fortuna
Controle A201,66+978b A23045+823a B156,75+23,74a

Inoculado no Transplante A 212,99 +6,17b AB 190,62 +23,93a B 146,61 £4,13a
Inoculado 30 DAT A258,11+320a B21337+446a C154,00+4,81a

Média 22422 + 6,38 211,48 +12,20 152,45 £ 10,89
Cultivar (cv) *
Tratamento (Trat) *
Trat x cv *

*Expresso em mg de 4cido galico L''.Médias + desvio padrio seguidas de
mesma letra minuscula na coluna e antecedidas de mesma letra maitscula na
linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) (n = 3). NS — ndo
significativo.
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4 DISCUSSAO

Os resultados desse experimento identificam a
cultivar Fortuna como sendo a beneficiada pela inoculagdo com
o produto a base de micorrizas. A dependéncia micorrizica
evidencia os beneficios da associagdo com fungos micorrizicos
arbusculares, refletindo na producao de frutos. Por outro lado, a
época da inoculagdo micorrizica, bem como, a presenga dos
fungos micorrizicos, ndo influenciam no crescimento,
rendimento e producdo de enzimas das plantas. Apesar de nao
obtermos influéncia significativa dos fungos micorrizicos no
cultivo do morangueiro em fibra de coco, encontrou-se
colonizacdo em 52% das raizes quando foi inoculado aos 30
DAT. Entre as cultivares, Fortuna teve 73% das raizes
colonizadas pelo fungo. Niveis de colonizagdo similares foram
obtidos por Vestberg (1992) em 10 cultivares de morangueiro
com G. mosseae (22 — 42%) e por Varma & Schiiepp (1994) na
cultivar Avanta inoculada com G. intraradices (41%).

No presente trabalho as estruturas flngicas mais
presentes nas raizes foram hifas e esporos, ndo havendo a
presenca de estruturas do tipo arbusculares. Também Alarcon et
al. (2001) observaram baixa incidéncia de arbusculos e presencga
de esporos intrarradiciais na ordem de 50,6%, em plantas
matrizes de morangueiro, o que foi muito similar ao nosso
estudo. Entretanto, a percentagem de colonizacdo nem sempre ¢é
uma caracteristica segura para definir o efeito que o endofito

causa no crescimento de sua planta hospedeira (MOREIRA-
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SOUZA & CARDOSO, 2002). Em plantas de cacau, valores de

coloniza¢do micorrizica de 5 % demonstraram ser suficientes
para um bom desenvolvimento (EZETA & SANTOS, 1981). A
principal forma de intercambio bidirecional de nutrientes entre
ambos simbiontes foi proposta por Smith & Gianinazzi-Pearson
(1988), para o estabelecimento da interfase arbuscular nas
células corticais do hospedeiro. No entanto, Bago et al. (2003),
mencionam que ndo sao somente os arbusculos que realizam as
trocas de nutrientes, ha indicios de que também as hifas
intercelulares contribuem de forma significativa na liberagao de

nutrientes nas células do hospedeiro.

E importante salientar que nem sempre o
estabelecimento da associagdo simbiotica garante eficiéncia
micorrizica elevada (MOREIRA-SOUZA & CARDOSO, 2002).
Muitas vezes, as espécies de FMAs com mecanismos evoluidos
de infectividade nao fornecem beneficios para a planta, pois sao
ineficientes nas trocas, e, consequentemente, ndo favorecem o

crescimento da planta (HETRICK & WILSON, 1991).

Por outro lado, a utilizagdo de inoculantes
comerciais a base de fungos micorrizicos pode ter sido um dos
problemas da baixa coloniza¢do e influéncia nos parametros
avaliados em nosso estudo. O uso desses inoculantes, segundo
Garland et al. (2011), traz como principal desvantagem a
presenca de apenas uma ou algumas poucas espécies do fungo
que podem ou ndo se adaptarem as condi¢des do meio, onde
serdo utilizadas. Devendo ser, preferencialmente, empregados
em casos onde as populagdes de fungos nativos sdo muito baixas

ou ausentes. O cultivo em substratos, como o realizado em
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nosso estudo, justificaria a utilizagdo do inoculante, porém

nenhum efeito da presenga do indculo foi observado, o que nos
leva a crer que o tipo de substrato e as espécies utilizadas
influenciam na maior eficiéncia do fungo. Por outro lado, a
utilizacdo de FMAs em cultivos hidropdnicos necessitam de
estudos mais direcionados sobre o manejo do sistema, quando

na presenca desses fungos.

Com relagdo aos substratos, de acordo com
Gianinazzi et al. (1990) a inoculagdo pode ser realizada em
materiais com maior fertilidade, no entanto, para que expresse
seu beneficio devem ser considerados aspectos relacionados ao
contetido de matéria organica e fosforo, os quais podem refletir
na funcionalidade e efetividade dos fungos micorrizicos. Dessa
forma, a composicdo do substrato modula as respostas obtidas
(POUYU-ROIJAS et al., 2006). A fibra de coco utilizada em
nosso experimento mostrou uma relagdo C:N de 1:80, matéria
organica total de 94-98%, 45-50% de carbono organico e 20-
30% de celulose, podendo ser este um dos problemas associados
a efetividade das micorrizas. Segundo Douds et al. (1997), um
composto com baixa relagdo C:N ¢ preferivel para o
desenvolvimento dos fungos micorrizicos. Além disto, os
microrganismos presentes na fibra de coco devem ser
considerados. Apesar de n3o termos avaliado as populagdes
microbianas do substrato em nosso estudo, outros trabalhos
indicam que ha populagdes antagonistas de bactérias e outros
grupos de microrganismos na rizosfera que diferem entre as
diferentes fibras de coco do mercado o que podem contribuir

para resultados varidveis (LINDERMAN & DAVIS, 2003;



102
LINDERMAN et al., 2003). McAllister et al. (1994) concluiram

que o acumulo de substancias toxicas produzidas por saprofitas,

por exemplo, podem inibir o crescimento de FMAs.

Estudos sobre a influéncia dos fungos micorrizicos
nos atributos de crescimento, desenvolvimento e rendimento de
frutos no cultivo de morangueiro sdao bastante controversos. Em
nosso estudo, ndo houve qualquer influéncia destes
microrganismos nas varidveis estudadas. Tal qual em nosso
trabalho, Salgado-Barreiro et al. (2012) ndo observaram
diferencas significativas em peso seco de raiz e de parte aérea
associada a presenca do inoculo micorrizico em plantas de
Camino Real. Gryndler et al. (2002) observaram menor peso
seco ¢ comprimento de raiz nos tratamentos com inoculagdo e
Alarcon et al. (2001) concluiram que ndao ha diferengas
significativas entre massa seca da parte aérea, havendo diferenca
no volume e massa seca radicial de plantas inoculadas, mesmo
sendo significativamente menores que nas plantas controle. Em
contra partida, em trabalho de Taylor & Harrier (2001) plantas
colonizadas por G. margarita incrementaram significativamente
0 peso fresco e seco de raizes e as plantas colonizadas por G.
intraradices apresentaram também incremento do peso seco da
raiz. Martinez (2012) verificou aumento da darea foliar nas
cultivares Albion e Jacona inoculadas com micorrizas, ao
mesmo tempo em que observou ndo haver influéncia sobre o
numero de folhas e peso fresco total. Em relacdo aos teores de
SPAD, como em nosso trabalho, Martinez et al. (2013) nao
observaram efeito da micorrizagdo sobre os teores de SPAD.

Entretanto, ha respostas entre cultivares, mostrando em Splendor
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maior conteudo de clorofila. Embora com maior potencial

fotossintético ndo foi confirmada maior producdo. Esse
resultado pode estar ligado em ser esta cultivar ndo dependente
da simbiose micorrizica. JA em alcachofra, os conteudos de
clorofila foram superiores em plantas micorrizadas em relagao

as nao micorrizadas (CAMPANELLI et al., 2014).

Em relagdo a determinagdo da atividade enzimatica
em folhas de morangueiro, ha poucos trabalhos. Em plantas que
sofreram inoculagdo micorrizica este tipo de informagdo, no
entanto, ¢ incipiente. Os resultados encontrados pelo nosso
trabalho demonstraram que estas duas enzimas ndo sao
influenciadas pelos fungos micorrizicos. Assim como em nosso
estudo, Criquet et al. (2000) ndo encontraram atividade da
enzima lacase em plantas micorrizadas, apesar da quantificacao
ter sido realizada em raizes e ndo em folhas. Sabe-se, por sua
vez, que os fungos micorrizicos desempenham um papel
essencial na tolerancia ao estresse (JONER & LEYVAL, 2001).
Eles induzem a um aumento da atividade de enzimas
antioxidativas, como peroxidase, lacase, catalase e superoxido
dismutase (LAMBAIS et al., 2003), enzimas essas capazes de
eliminar espécies reativas de oxigénio (EROs) que ocorrem
naturalmente no metabolismo celular em condi¢des de estresse.
Dessa forma, poderia ter-se um acumulo dessas enzimas de

interesse biotecnologico.

Com respeito aos parametros de rendimento,
encontramos dados corroborando com nosso estudo. Garland et
al. (2011) e Cekic & Yilmaz (2011) observaram que a utilizagao

de inoculantes comerciais ou o uso de fungos nativos
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promoveram a infec¢do radicial, porém esta ndo influenciou

significativamente em maior rendimento ou incremento de
producdo. Todavia, Martinez (2012) concluiu que a cultivar
Albion quando inoculada com G. clarum teve um incremento de
até 28,75% em rendimento em relagdo ao controle e a cultivar
Jacona apresentou maior peso médio de fruto quando inoculada

com um mix de fungos micorrizicos.

Analisando o comportamento produtivo das trés
cultivares de dias curtos empregadas no estudo, observou-se um

comportamento linear ascendente (Figura 3).

Este ¢ o primeiro trabalho que demonstra que a
época de inoculacdo micorrizica em plantas de morangueiro
cultivadas fora do solo, afeta as caracteristicas fisico-quimicas e,
principalmente antocianinas e compostos fenolicos em frutos.
Quando a inoculacao ¢ realizada no transplante das mudas, os
frutos apresentaram o maior teor de antocianina (514 mg 100g™)
e fendlicos totais (235,6 mg 100g™'). Beneficios em relacio a
producdo de compostos fenolicos em morangueiro inoculado
com FMAs, mas em outros sistemas de cultivo, também foram
observados em outros estudos. Castellanos-Morales et al. (2010)
demonstraram, pela primeira vez, que a simbiose, entre plantas
de morangueiro e fungos micorrizicos, induz a um aumento de
cianidina — 3 — glucosidio e de outros compostos fendlicos nos
frutos. Lingua et al. (2013) trabalhando com a cultivar Selva e
fungos micorrizicos do genero Glomus obtiveram concentragdes
de 350 pg g' de pelargonidina-3-glucosideo e 4,5 pg g' de
cianidina — 3 — glicosideo. Resultados positivos da inoculagao

de micorrizas em aspectos de qualidade de frutos,
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principalmente compostos bioativos, também foram obtidos em

outras culturas. Em estudo realizado por Giovannetti et al.
(2012), com tomateiro inoculado com fungos micorrizicos em
casa de vegetacdo, observou-se que a simbiose afetou
positivamente o valor nutricional dos frutos, aumentando os
niveis de licopeno. Baslam et al. (2011) em alface micorrizadas
observaram que apos a inoculagdo o conteudo de soélidos
soluveis totais (SST) nas folhas aumentou, assim como os teores
de compostos fenolicos e antocianinas, principalmente nas

folhas mais internas.

A qualidade fisica e sensorial de morangos estd
associada com caracteristicas como tamanho, firmeza, cor, pH,
relagdo agucar/acidos, sabor ¢ aroma. Em nosso estudo, as
maiores diferencas encontram-se entre as cultivares de
morangueiro. A cultivar Sabrina apresenta frutos mais doces,
firmes, com maior teor de vitamina C, quando cultivada em
fibra de coco. Apesar dessa cultivar apresentar maiores
conteidos de acucar (graus Brix), permanece abaixo do
considerado ideal para frutos destinados ao consumo in natura,
valores acima de 7% (MITCHELL et al., 1996; NAMESNY,
1999).

A influéncia dos fungos micorrizicos sobre os
aspectos basicos de qualidade foram observados somente para
os atributos firmeza e acidez total titulavel, quando as plantas
foram inoculadas 30 DAT e no inicio do periodo produtivo, o
que compreende até a vigésima segunda semana de produgao.
Castellanos-Morales et al. (2010), verificaram na cultivar

Aromas cultivada em fibra de coco e perlita (1:3 v/v), que a



106
inoculagdo de fungos micorrizicos ndo afetou o diametro dos

frutos, acidez total tituldvel e graus Brix, corroborando com

resultados obtidos em nosso trabalho.

Os frutos dos morangos sao uma importante fonte de
compostos bioativos devido aos altos niveis de vitamina C e de
metabolitos secundarios de plantas, substancias relacionadas por
ter potenciais propriedades benéficas para a satde (AKHATOU
& FERNANDEZ-RECAMALES, 2014; PINELI et al., 2011;
TULIPANTI et al., 2008; VAN De VELDE et al., 2013).

Em nosso estudo a presenga dos fungos micorrizicos
ndo afetou os contetidos de vitamina C, havendo diferenca
somente dentre as cultivares. Os contetidos de acido ascorbico
encontrados no presente estudo (44, 2 a 67,6 mg 100g™") foram
semelhantes a outros estudos com morangueiro. Flores-
Cantillano et al. (2012) encontraram niveis de 55, 56 mg 100g™!
e 53,50 mg 100g™! de 4cido ascorbico para as cultivares Camino
Real e Camarosa, respectivamente. Enquanto que Mazur et al.
(2014) obtiveram para as cultivares Blink. Polka e Senga, 49 mg
100g!, 43 mg 100g' e 44 mg 100g! de acido ascérbico,
respectivamente.

Buscando verificar quais caracteristicas estdo
associadas entre si, de acordo com o fator inoculacdo, realizou-
se analise de Pearson (Tabela 9). Constatou-se que frutos mais
firmes associam-se positivamente a teores mais elevados de
agucar, que por sua vez correlaciona-se com os conteudos de
vitamina C e compostos fendlicos, porém com menor teor de
antocianinas. Esses resultados sdo semelhantes na presenca ou

auséncia de inoculantes micorrizicos.



107
Comparando com outros autores (SOUZA et al.,

2014; MALACRIDA & MOTTA, 2005) que também obtiveram
resultados adversos ao presente estudo. Os autores verificaram,
em suco de uva, que houve correlacdo entre fenodlicos totais e
antocianinas, porém de ordem positiva. No entanto,
identificaram que houve uma correlacio negativa entre a
contribuicdo das antocianinas poliméricas a cor do suco e as
concentragdes de fendlicos totais, e explicam que isso ocorre
provavelmente devido a polimerizagdo das antocianinas
monoméricas. Nesse caso, uma alta polimerizacdo das
antocianinas provoca uma redug¢do nos teores de compostos

fendlicos totais.

Em nosso estudo, pode-se verificar que a correlagao
negativa entre fenolicos e antocianinas, no ato da colheita, ¢
claramente visualizada na Figura 4. Independente da cultivar
utilizada, quando ha inocula¢ao micorrizica essa relacao ¢ mais

acentuada.

No comportamento pods-colheita, frutos da cultivar
Splendor oriundos de plantas micorrizadas, expressam maior
conteudo de antocianinas apds o periodo de refrigeracdo em
detrimento aos teores determinados na colheita. Nos contetidos
de fendlicos totais a interferéncia da inoculagdo ¢ menos
evidenciada.

De uma forma geral, ha influéncia comprovada dos
FMAs em relagdao a qualidade dos frutos, principalmente na
producdo de compostos fitoquimicos. Castellanos-Morales et al.
(2010), Rivera-Chavez et al. (2012) e Lingua et al. (2013)

demonstraram que a simbiose, entre plantas de morangueiro e
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fungos micorrizicos, induz a um aumento de antocianinas e de

outros compostos fendlicos nos frutos. Contudo, ndo ha estudos
que visam identificar se essa tendéncia se mantem no periodo
pos-colheita. Sabe-se que os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) afetam varios aspectos fisiologicos das plantas, como
crescimento, absor¢do de nutrientes ¢ aumento na tolerancia a
fatores de estresses ambientais os quais sdao amplamente
estudados mundialmente. No entanto, outros efeitos dos FMAs
as vezes sao desconsiderados, como por exemplo, sua possivel
influéncia no comportamento pds-colheita dos frutos. Em nosso
estudo, a inoculacdo micorrizica influenciou nos teores de
compostos fitoquimicos ndo somente na colheita, mas apos o
periodo poés-colheita. Independente da cultivar utilizada, a
inoculagdo micorrizica no transplante proporcionou um
incremento de aproximadamente 200% nos teores de
antocianinas em frutos na pods-colheita em relagdo a colheita.
Enquanto para fenodlicos, a inoculagdo 30 DAT foi mais
eficiente, provocando um aumento de acido galico pos-colheita
em torno de 47%. Trabalhos similares, porém, sem a utilizagao
de fungos micorrizicos, foram realizados visando quantificar os
teores de antocianinas e fendlicos em frutos de morangos pos-
colheita. Nesse sentido, Flores-Cantillano et al. (2012)
observaram que depois de oito dias de armazenamento a 1 °C os
niveis de fendlicos totais nos frutos da cultivar Camino Real e
Camarosa aumentaram em 14% e 18%, respectivamente em
relacdo ao dia da colheita. Da mesma forma, Ayala-Zavala et al.
(2004) observaram que o conteudo de fendlicos totais aumentam

em até 61% quando os frutos sdo submetidos a 10°C. Ambos
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autores observaram também aumento significativo nos niveis de

antocianinas em frutos armazenados sob refrigeragdo. Holcroft
& Kader, (1999) determinaram um ganho de 35% nos niveis de
antocianinas em frutos armazenados a 5 °C por 10 dias. Os
resultados encontrados em nosso estudo podem ser advindos de
possiveis estresses mecanicos ou bioldgicos, exposicdo a luz,
disponibilidade de oxigénio (NACZK & SHAHIDI, 2004),
exposicao as baixas temperaturas (BOO et al., 2011), pela
influencia dos fungos micorrizicos ou uma mescla de todos

fatores.

A perda de agua ¢ um acelerador da senescéncia das
frutas, acarretando em uma maior rapidez na taxa de
desintegracdo da membrana e perda do conteudo celular e,
consequentemente, murchamento e perda de suculéncia
(BRACKMANN et al., 2011). Estudos anteriores sugerem que
os FMAs influenciam na distribuicdo dos fotoassimilados para
os frutos, além de melhorarem sua firmeza (RIVERA-CHAVEZ
et al., 2012), influenciando consequentemente em uma menor
perda de massa fresca. Segundo Medina et al. (1997) o impacto
dos FMAs sobre a firmeza dos frutos de morango
provavelmente seja consequéncia da diminui¢do da atividade de
enzimas pécticas sobre a parede celular do fruto. No presente
estudo, durante o periodo de armazenamento, ndo se observou
diferengas quanto a perda de massa fresca entre cultivares e
épocas de inoculacdo, assim como no estudo realizado por
Brackmann et al. (2011). Porém ha uma tendéncia em menor
perda de massa pelos frutos oriundos de plantas que sofreram

inoculagdo micorrizica. No entanto, nossos resultados sao
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satisfatorios, uma vez que, de acordo com Garcia et al. (1998), a

maxima perda de massa fresca tolerada para morangos ¢ de 6%

e a determinada no presente estudo permaneceu abaixo dos 4%.

5 CONCLUSOES

A cultivar Fortuna de morangueiro estabelece
associagdes simbiodticas com o inoculante comercial, refletindo
em rendimento.

A época de inoculagdo micorrizica ndo influencia no
desenvolvimento, rendimento e produgdo de enzimas em plantas
de morangueiro cultivadas fora do solo.

A inoculagdo micorrizica interfere nos teores de
antocianinas ¢ compostos fenolicos de morango na colheita € na
pos-colheita.

H4 maior acimulo de antocianinas em frutos de
morangos, pos-colheita, quando a inoculagdo micorrizica ¢

realizada no transplante e de fendlicos totais aos 30 DAT.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos com fungos micorrizicos arbusculares, na
cultura do morangueiro, em sistema de cultivo fora do solo
iniciaram com um grupo de pesquisa espanhol. A professora
Fatima Martinez, o professor Carlos Weiland, ambos da
Universidade de Huelva e o professor Pedro Palencia, da
Universidade de Oviedo, foram os precursores desse tipo de
pesquisa. Instigados pelo grupo espanhol, nosso grupo
brasileiro, resolveu se unir a eles e, formou-se também um
grupo de pesquisa sobre o tema.

Para o cultivo em substrato do morangueiro na
Espanha utiliza-se o substrato fibra de coco como meio de
cultivo. Além disso, as cultivares mais utilizadas em todo o pais
sdo cultivares de Dias Curtos. Ao contrario do Sul do Brasil,
onde os substratos empregados sdo a base de casca de arroz
carbonizada ou misturados a substratos comerciais. As
cultivares empregadas no sistema de cultivo em substrato sao de
Dias Curtos como de Dias Neutros.

Em ambas as localidades e manejos, verificou-se
que a utilizacdo de FMAs no cultivo do morangueiro € viavel e
traz beneficios para as plantas.

No entanto, apds a realizagdo dos experimentos,
tanto no Brasil como na Espanha, verificou-se a necessidade de
maiores estudos referentes a alguns aspectos. Por exemplo,
maiores estudos com relacdo a nutricdo das plantas, irrigagdo e

fertirrigagdo. Além disso, observou-se que o substrato utilizado
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exerce influéncia sobre o estabelecimento e efetividade da

simbiose. Nesse sentido, estudos com relagdo as caracteristicas
quimicas, fisicas e principalmente microbioldgicas dos
substratos, sdo importantes aspectos a serem pesquisados.

Outra observacao realizada pelo grande grupo de
pesquisa foi a necessidade da realizagdo de trabalhos onde a
inoculagdo micorrizica fosse realizada previamente nos viveiros.
Dessa forma, as mudas chegariam aos produtores com um indice
de colonizag¢ao radicial, aumentando as chances desses indculos
se multiplicarem no ambiente definitivo e promoverem a
simbiose de forma positiva.

A identificacdo de espécies de fungos micorrizicos
oriundos de campos produtores de morangueiro, sua purificagao
e multiplicagdo para posterior reinoculacao em cultivo sem solo,
também sdo sugestdes de trabalhos a serem realizados.
Geralmente, inoculos oriundos de campos produtores (on farm),
ja estdao adaptados a cultura, aumentando as chances destes
in6culos, promoverem beneficios a cultura.

Diante disso, ambos grupos estdo formando recursos
humanos visando ampliar os estudos, na utilizagdo de fungos

micorrizicos arbusculares em cultivo sem solo de morangueiro.
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Apéndice I - Resumo da andlise de variancia do numero de

frutos totais (NF) numero de frutos comerciais
(NFC), massa fresca de frutos total (MFT), massa
fresca de frutos comercial (MFFC), peso médio de
frutos totais (PMFT) e peso médio de frutos
comerciais (PMFC). Passo Fundo, FAMV/UPF,

2013.
Albion
Quadrado médio
NFT NFC NFD MFF MFEC MFFD MFMFT MFMFC
Fatores de variagao GL (n° planta") (g p]anta") (g ﬁ'uto")
Bloco 3 15,34 10,30* 18,47 2978,78 2888,03* 1139,87 41,16* 30,68*
Inoculo 5 13,33 9,79* 327 1125,16 128522 170,97  21,10% 13,92
Erro(A) 15 12,39 2,67 7,28 1897,7 679,11 782,75 9,17 8,74
Meses de cultivo 3 235,62* 112,58* 48,44* 28864,57* 15147,87* 5788,53* 97,41*  93,81*
Indculo x meses 15 2,85 3,15 3,00 496,29 488,73 263,26 4,314 7,05
Erro (B) 54 6,29 3,92 3,46 749,11 617,93 770,23 4,16 5,41
Total 95
Média 6,43 4,26 3,91 76,1 59,47 38,54 12,45 14,62
CV% 39,04 4643 475 35,96 41,8 46,09 18,42 16,96
Aromas
Quadrado médio
NF NFC NFD MFF MFEC MFFD MFMFT MFMFC
Fatores de variagdo GL (n° p]anta") (g p]anta") (g fruto")
Bloco 3 41,33 117,84* 20,13 11017,55 21139,26* 592,02 23,45 7,05
In6culo 5 2581 29,56 597 4597,71 58331 970,73 3,38 5,82
Erro(A) 15 12,84 2834 8,25 3930,13 5490,06 4572 7,4 391
Meses de cultivo 3 821,05* 326,96* 160,25% 61520,57* 33102,77* 7769,19* 150,12% 165,19*
Inéculo x meses 15 22,17 16,57 4,93 308892 24479 583,21 2,95 3,97
Erro (B) 54 22,58 18,64 599 359944 306824 590,16 4,93 7,05
Total 95
Meédia 10,12 6,39 5,72 110,26 79,37 51,13 11,59 13,2
CV% 46,94 67,5 42,77 54,41 69,79 47,51 19,15 20,11

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagao.
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II — Resumo da analise de variancia do diametro,
solidos soluveis totais (SST), pH, acidez total
titulavel (ATT), relagdo SST/ATT, antocianinas e
fenolicos totais em frutos de morangueiro em cultivo
sem solo. Passo Fundo, FAMV/UPF, 2013.

Albion

Quadrado médio

Diametro

SST

ATT

Fendlicos Totais Antocianinas

Fatores de variagio  GL (mm)  (°Brix) pH (% éc. Citrico) Relagdo SST/ATT — GL
Bloco 3 119,46 245 0,03 0,08* 20,5 2 14,56* 1321,82
Inéculo 5 105,65 391 0,11 0,06* 18,8 5 162,42 7991,00%
Erro(A) 15 45,55 3,62 0,04 0,01 9,99 10 1,98 419,48
Meses de cultivo 3 239,74% 121,23*%  1,59* 1,44% 396,77* 3 8239,82% 136810,61*
Inéculo x meses 15 61,94 27 0,10 0,01 72 15 227,13 1658,71
Erro (B) 54 60,85 3,86 0,06 0,01 9,46 90 156,36 26273
Total 95 125
Média 322 757 346 0,88 933 33,46 220,5
CV% 2422 2598 7,42 12,69 32,94 37,36 23,24
Aromas
Quadrado médio
Diagmetro ~ SST ATT ~ Fendlicos Totais Antocianinas
Fatores de variagio  GL (mm)  (°Brix) pH (% éc. Citrico) Relagdo SST/ATT — GL
Bloco 3 112,28 2,16 0,01 0,19 4,01 2 19,86* 1260,16
Indculo 5 55,8 1,11 0,02 0,13 9,07 5 146,13* 16078,60*
Erro(A) 15 178,87 245 0,01 0,08 7,16 10 3,11 2299,76
Meses de cultivo 3 470,60% 61,93*  0,68* 0,75% 173,09* 3 4233,68* 81301,35*
In6culo x meses 15 68,14 1,78 0,01 0,11 325 15 79,48 1421747
Erro (B) 54 11433 2,29 0,01 0,12 6,82 90 42,92 8264,59
Total 95 125
Média 3504 6,55 34 0,88 8,19 42,75 24732
CV% 30,5 23,08 3,83 39,39 31,85 16,19 36,75

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey.

variagao.

CV — coeficiente de
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Apéndice III — Resumo andlise de variancia de volume de raiz
(VR), niimero de folhas (NF), didmetro de coroa
(DC), altura de parte aérea (APA), massa fresca de
raiz (MFR), massa fresca de parte aérea (MFPA),
massa fresca de coroa (MFC), massa fresca total
(MFT), massa seca de raiz (MSR), massa seca de
parte aérea (MSPA), massa seca de coroa (MSC),
massa seca total (MST) de plantas de morangueiro
inoculadas com  micorrizas. Passo  Fundo,

FAMV/UPF, 2013.
Quadrado médio
VR NF DC APA
(cm’) () (cm)
Fatores de variagdo GL Albion  Aromas _ Albion Aromas _ Albion Aromas _ Albion Aromas
Bloco 3 138,58 101,58 1,49 12,81%* 0,86 8,64 4,72 3,43
Inoculos 5 31,94 42,61 12,46 9,77 0,53 7,33 4,12 3,84
Erro 15 43,11 86,56 10,94 3,77 0,78 5,29 7.88 6,00
Total 23
Média 17,50 18,65 14,38 15,90 13.44 14,89 23,67 24,67
CV% 37,52 49,88 23,00 12,21 6,58 15,45 11,86 9,93
MFR MFPA MFC MFT
()
Fatores de variagao GL Albion Aromas Albion Aromas Albion Aromas Albion Aromas
Bloco 3 145,42 230,08 325,20 397,80 0,17 21,90 877,85 118434
In6culos 5 43,54 36,44 171,82 144,54 3,36 2,63 270,93 252,76
Erro 15 45,00 95,48 273,67 120,85 5,62 7,18 526,67 486,42
Total 23
Média 17,43 18.88 48,36 41,53 8,28 8,56 74.07 68.98
CV% 38.47 51,75 34,21 26.47 28,65 31.30 30,98 31.97
MSR MSPA MSC MST
(3]
Fatores de variagao GL Albion  Aromas  Albion Aromas  Albion Aromas Albion  Aromas
Bloco 3 3,99 7,51 10,28 22,06 2,09 1,13 32,66 50,82
Indculos 5 1,92 1,82 7,71 6,39 2,69 0,04 24,12 11,26
Erro 15 1,35 3,61 7,95 5,19 2,35 0,36 16,50 19,81
Total 23
Média 3,12 3,43 11,26 9,68 2,27 1,96 16,65 15,15
CV % 37.29 55.42 25,06 23.34 67,59 30.96 24,40 29.38

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagao.
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Apéndice IV — Resumo da andlise de variancia da colonizagao

micorrizica.
Quadrado médio
Fatores de
variacao GL Albion Aromas
Bloco 3 0,21 0,04
Inoculos 5 0,04 0,02
Erro 15 0,06 0,04
Total 23
Média 1,20 1,14
CV% 21,44 18,75

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV —

coeficiente de variagao.

Apéndice V — Resumo da andlise de variancia da percentagem
de colonizacao micorrizica. Experimento: Espanha.
Quadrado médio

GL  Coloniza¢do Micorrizica

Fatores de Variacao
Bloco 2 0,02
Inoculagao 2 1,845%
Cultivar 2 0,263*
Inoculagdo x cultivar 4 0,076*
Erro 16 0,008
Total 26
Média 0,52
CV % 17,25

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV —

coeficiente de variagao.
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Apéndice VI — Resumo da andlise de variancia dos parametros

de crescimento vegetativo do morangueiro.
Experimento: Espanha.
Quadrado Medio
Fatoresdevarmgdo L~ MFT  MST MFR MR MPPA MSPA DC NF APA (R W
Bloco 100 N 26 037 0% 199 18 213 089 859 29
Ioabeo(l 2 ST6T 64 16T 005 B 075 40 3% 4T 790 2988
Cofmer(e) 2 20805 36372% 1817 104 20037 20607 3% TRgE 2530+ 914¢ 1901
Inxev b @O M3 905 023 T 403 315 07 4 T
o 16183 3575 13 081 M7 5% JM o 5e5 1T 1647 148
Totl 2
Meda 29 0% 103 30 07 75 led 948 1953 23 18
(VY% 0009 BN NG K 106 BK 88 BN N

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagdo. DC (diametro de coroa); APA (altura da parte aérea); CR
(comprimento de raiz); VR (volume de raiz); MFT (massa fresca total); MST
(massa seca total); MFR (massa fresca de raiz); MSR (massa seca de raiz);
MFPA (massa fresca de parte aérea); MSPA (massa seca da parte aérea).

Apéndice VII — Resumo da andlise de variancia do rendimento
de frutos. Experimento: Espanha.

Quadrado Médio
Fatores de
variagao GL NF MFF PMF
Bloco 2 0,827  6429,24 2,26
Inoculagéo (In) 2 57,81  14201,9 45,79
Cultivar (cv) 2 644,33* 97424,66* 1747,32%

Inx cv 4 10,05  3410,39 58,4
Erro 232 123,28 16890,97 81,37

Total 242
Média 12,76 133,7 12,79
CV % 86,97 97,2 70,53

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagdo. NF — numero de frutos totais, MFF — massa fresca de frutos totais,

PMF — peso médio de frutos
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Apéndice VIII — Resumo analise de variancia do teor relativo de
clorofila (TRC), indice de area foliar (IAF),
nitrogénio peciolar (NP), celulase e lacase.
Experimento: Espanha.

cvxsem 12 18,81 19840,64
Inxsem 12 1443 61251,50
Inxcvxsem 24 2452 16 31908,08

43551420 4365,56 396574
36741235 850258 330,05
562546,60 798851  3049,39

Quadrado Médio Quadrado Médio Quadrado Médio

Fatores de variagdo ~ GL TRC GL IAF GL NP Cellbse Lacase
Bloco 2 1178 2 5099,17 2 43089012 53476 316714
Inoculagdo (In) 2 1,10 2 59604,29 22766790 787154 131977
Cultivar (cv) 2 541,50% 2 46062,14 2 TTI50494 227811 8928,61
Semana (sem) 6 5695,93* 4 43573,84 2 11857516% 221278,19* 384939
Inxcv 4 22,03 4 63436,15 469539198 3880,05 2730,13

8 4

8 4

§

Erro 124 2920 88 34604,50 52 42881705 448999 335340
Total 188 134 80

Meédia 61,32 787,98 121,60 21600 59,24
CV% 881 58,38 5838 3102 97 M4

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagao.

Apéndice IX — Resumo da analise de varidncias dos aspectos de
qualidade de frutos. Experimento: Espanha.

Quadrado Médio
Didmetro Firmeza pH

Fatores de Variagho ~ GL ~ Precoce Tardia ~ Total Precoce Tardia  Total Precoce Tardia  Total

Bloco 2 6,62 546,96 230,84 219,88 68,06 208,86 0,00  0,06% 0,02

Inoculagdo (In) 2 2227 662,17 246,62 610,62* 3223 28590 0,02 0,04 0,01

Cultivar (cv) 2 50,38% 434770 185,42 1207,72* 4737,97* 3886,21* 0,00  0,08*  0,03*

Inxcv 4 15,09 548,67 22326 8568 338,82 691,76 0,00 0,03 0,01

Erro 16 10,00 49345 22298 63,69 391,05 25573 0,00 0,01 0,01
Total 26

Média 2457 32,83 3023 29498 23933 256,83 3,02 3,00 3,00

CV% 12,87 67,66 49,38 2,70 8,26 6,22 1,96 4,03 2,87

Acidez total titulavel Solidos soliveis totais Relagdo SST/ATT

Fatores de Variagho ~ GL ~ Precoce Tardia ~ Total Precoce Tardia  Total Precoce Tardia  Total

Bloco 2 002 000 000 031 002 020 228 8780 29,19
Tnoculagdo (In) 2 009% 000 001* 056 020 032 446 8032 29,04
Cultivar (cv) 2 000  002% 001  405% 281* 354% 346 16841 77,50
Inxcv 4 002 001 000 097 044 064 355 8387 34,09
Erro 16 001 001 000 099 010 017 317 8470 304l
Total 26
Meédia 09 065 069 65 58 607 872 1125 1022
CV% 1374 1139 805 1528 555 694 2040 8178 5396

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagao.
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Apéndice X — Resumo da anélise de variancia de vitamina C, da
perda de peso dos frutos pos colheita e de
antocianinas e fenolicos totais de frutos na colheita e
pos-colheita. Experimento: Espanha.

Quadrado Médio

Fatores de variagdo GL Vitamina C Antocianinas (colheita) Fendlicos Totais (colheita)
Bloco 2 42,14 673,32 112,96
Inoculagdo (In) 2 27,76 8176,95* 3871,13*
Cultivar (cv) 2 766,85* 187652,15* 19607,49*
Inxcv 4 85,91 28779,71* 668,78*
Erro 16 31,68 1043,02 193,44
Total 26
Média 52,29 327,94 188,18
CV % 9,82 9,85 7,39
Perdade
massa fresca Antocianinas Fendlicos Totais
Fatores de variagdo GL pds-colheita (pds - colheita) (pds - colheita)
Bloco 1 1,07 177,50 311,38
Inoculagdo (In) 2 0,41 132273,96* 1416,57*
Cultivar (cv) 2 0,27 210666,38* 13202,54*
Inx cv 4 1,31 18858,22* 1269,64*
Erro 44 1,77 343,55 137,22
Total 53
Média 3,55 361,17 196,06
CV % 37,44 5,13 5,97

*: significativo a 5% (P < 0,05) pelo teste de Tukey. CV — coeficiente de
variagao.



