QUANTIFICACAO DE MICELIO EXTRARRADICULAR DE FUNGOS
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RESUMO

Visando verificar a influéncia da utilizacdo de diferentes métodos de
quantificacdo de micélio extrarradicular ativo (MEA) e micélio extrarradicular
total (MET) de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e de diferentes
hospedeiros nesta simbiose, foi realizado um experimento em casa de vegetacéo,
com delineamento inteiramente casualizado e esquema fatorial: 3 espécies de
FMAs (Glomus intraradices, G. etunicatum e G. clarum) e um controle sem
FMA x 6 doses de P (0, 50, 100, 150, 200 e 250 mg kg de substrato) x 2 plantas
citricas: tangerina cledpatra (Citrus reshni) e laranja caipira (Citrus sinensis),
com 5 repeticdes por tratamento. Seis meses ap6s o transplantio e inoculacgado
das mudas, determinaram-se altura e diametro do caule, colheram-se as plantas
e avaliaram-se matéria seca e nutrientes da parte aérea, porcentagem de
colonizacdo radicular e comprimento de MEA e MET pelos métodos de
fluorescéncia induzida com diacetato de fluoresceina (FDA) e reducédo do
iodonitrotetrazolio (INT). As doses crescentes de P proporcionaram reducgado da
porcentagem de colonizag¢do radicular nos dois porta-enxertos estudados e
aumentos nas caracteristicas altura, diametro, matéria seca da parte aérea e
quantidade total absorvida de macro e micronutrientes por ambos os porta-
enxertos. Houve correlagdo negativa entre comprimento de MEA e quantidade
total absorvida de macronutrientes (P, N, Cae Mg) por laranja caipirae correlagao
positiva entre comprimento de MET e quantidade absorvida por tangerina
cledpatra, sugerindo ser esta ultima mais micotréfica que a anterior, além de
haver, possivelmente, outros mecanismos de absorcao de nutrientes que néo pelo
MEA, cujos resultados variaram em funcdo do método empregado.

Termos de indexagédo: corante, FDA, INT.
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SUMMARY: QUANTIFICATION OF EXTRARADICULAR MYCELIUM OF
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ON CITRUS.
I1. COMPARISONS BETWEEN DIFFERENT CITRUS AND
ENDOPHYTE SPECIES

Different methods for quantification of active extraradicular mycelium (AEM) and
total extraradicular mycelium (TEM) of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) were examined
by conducting an experiment under greenhouse conditions, with a completely randomized
factorial design and five replicates per treatment. The experiment was arranged in a
4 x 6 x 2 design and the factors were: 3 species of AMF (Glomus intraradices, G. etunicatum
and G. clarum) and one control without AMF x 6 levels of P (0, 50, 100, 150, 200 and
250 mg kg1) x 2 citrus species (Citrus reshni and Citrus sinensis). Six months after
transplanting, height and diameter were evaluated and the plants were harvested. Shoot
dry weight, total shoot macronutrients, percentage of root infection and the length of AEM
and TEM by the fluorescein diacetate (FDA) and the iodonitrotetrazolium reduction (INT)
methods were also evaluated. Increasing levels of P promoted decreases in percentage of root
infection and increases in plant height, diameter, dry weight and macro and micronutrients
absorbed by both citrus species. There was a negative correlation between AEM and total
macronutrients absorbed (P, N, Ca and Mg) by Citrus sinensis and a positive correlation
between TEM and those macronutrients by C. reshni indicating that the latter host may be
more mycotrophic than the former and, possibly, that there are other mechanisms of nutrient

absorption rather than by AEM, with results varying in relation to the method used.

Index terms: FDA, INT, vital stain.

INTRODUCAO

Plantas com sistema radicular profundo e pobre
em pélos absorventes, como citros, sdo altamente
micotrdéficas e dependentes de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) para a absorcéo de nutrientes
(principalmente P) e seu desenvolvimento (Fonseca
etal., 1994). O P é o nutriente mais importante nesse
complexo nutricional pelo fato de estar pouco
disponivel, apresentar baixa mobilidade e estar em
baixa concentracao no solo. Entéo, qualquer tipo de
manejo que aumente a absorcéo e a utilizagdo desse
nutriente seria de extrema importancia para a
agricultura, resultando em maior economia de
fertilizantes fosfatados, fonte de insumo né&o-
renovavel.

A significativa absorcdo de P por plantas
micorrizadas tem sido atribuida & maior exploracéo
do solo e a maior capacidade das hifas
extrarradiculares em absorver P em baixa
concentracéo (Silveira & Cardoso, 1990; Tobar et al.,
1994; Sena et al., 1997). Segundo Cardoso et al.
(1986), a utilizacdo de FMAs de grande eficiéncia
pode promover aumentos de até 5.070% no P
acumulado na parte aérea dos hospedeiros.

O efeito de P do substrato sobre a micorrizacéo
ocorre na fase de crescimento rapido com o
desenvolvimento de micélio extrarradicular,
multiplas infec¢des e extensivo desenvolvimento
interno de cada espécie de FMA (Abbott & Robson,
1985; Lambais & Cardoso, 1988). Baixas
concentracdes de P na planta ja foram relacionadas
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com o maior desenvolvimento de micélio
extrarradicular (Miranda & Harris, 1994a,b), assim
como diferentes fontes de P in vitro (Silvaetal., 1991)
e espécies de FMAs (Jakobsen et al., 1992). Portanto,
o desenvolvimento micelial constitui importante
fator na determinacéo da capacidade do FMA em
aumentar o crescimento vegetativo, mas a sua
quantificacdo sempre foi associada a dificuldades
técnicas, principalmente na diferenciacdo entre
fungos MAs e 0s ndo-micorrizicos, e ao uso de
métodos trabalhosos de extracédo e avaliacdo (Sylvia,
1992; Vilarifio et al., 1993; Cardoso Filho, 1994).

Segundo Sylvia (1988), independentemente da
importancia do micélio extrarradicular na absorcéo
e translocacéo de nutrientes, muitos pesquisadores
tém-se dedicado apenas a quantificacdo do
comprimento de micélio total de FMAs no solo, sem
distin¢éo de micélio ativo e inativo. Uma vez que a
absorg¢ao de P é um processo ativo (Beever & Burns,
1980; Schubert et al., 1987), a quantificacéo de
micélio ativo seria de extrema importancia. Ha
duvidas quanto ao método mais apropriado, visto que
diferentes técnicas podem fornecer resultados
discrepantes (Hamel et al., 1990; Melloni & Cardoso,
1998). Os métodos enzimaticos tém sido largamente
utilizados nesta avaliagdo, destacando-se os de
fluorescéncia induzida com a hidrdlise do diacetato
de fluoresceina-FDA (Hamel et al., 1990; Sylvia,
1992; Gomes, 1997; Nogueira, 1997), indicando a
presenca de esterases, e o de reducdo do
iodonitrotetrazdlio-INT (Sylvia, 1992; Cardoso Filho,
1994; Kabir et al., 1997), para desidrogenases,
presentes em organismos Vivos.



QUANTIFICAGAO DE MICELIO... Il. COMPARAGAO ENTRE DIFERENTES ESPECIES... 61

Os objetivos do presente trabalho foram verificar
a influéncia de utilizagdo desses dois métodos
enzimaticos de quantificacdo de micélio extrarradi-
cular ativo (MEA) e total (MET) de FMAs em estudos
nutricionais de dois porta-enxertos de citros (laranja
caipira e tangerina cledpatra) micorrizados.

MATERIAL E METODOS

Desenvolveu-se um experimento em casa de
vegetacdo com delineamento inteiramente ao acaso
e esquema fatorial 6 doses de P (0, 50, 100, 150, 200
e 250 mg kg-1 de substrato) na forma de KH,PO, e
NaH,PO,.H,0 x 4 niveis de inoculacgédo [(3 espécies
de FMAs (Glomus intraradices, G. etunicatum e G.
clarum) e um controle (sem FMA)] x 2 porta-enxertos
citricos [(tangerina cledpatra (Citrus reshni) e laranja
caipira (Citrus sinensis)],com 5 repeticdes, em vasos
plasticos de 5 litros. O substrato foi composto de
3 partes de solo Areia Quartzosa série Paredé&o
Vermelho (pH em CacCl, 3,8; 11 g dm-3 de M.O;
3 mg dm-3de P resina; 0,2; 7; 2; 8 e 28 mmol, dm-3
de K+, Ca*2, Mg+2, Al+3 e H*+Al+3, respectivamente),
para 1 parte de areia de rio peneirada e lavada,
autoclavada por 2 h a 121°C, corrigido e adubado
conforme Antunes & Cardoso (1991). O substrato dos
vasos foi infestado com propagulos de FMAs,
utilizando-se 20 g de solo rizosférico e raizes de milho
Piran&o micorrizado, antes do transplantio de uma
muda de tangerina cledpatra ou laranja caipira por
vaso, obtida apds 3 meses de crescimento em caixas
de areia autoclavada. Para os vasos de controle,
utilizou-se a mesma quantidade de solo rizosférico
de plantas né&o inoculadas.

Seis meses apds o transplantio, determinaram-
se altura e diametro do caule, colheram-se as plantas
e avaliaram-se: (a) matéria seca da parte aérea, ap6s
peso constante em estufa a 60°C; (b) macronutrientes
(N, P, K, Ca, Mg) e micronutrientes (Cu, Fe e Mn) da
parte aérea, segundo método descrito em Sarruge
& Haag (1974); (c) porcentagem de colonizagéo
radicular (Phillips & Hayman, 1970; Giovanetti &
Mosse, 1980; Bethlenfalvay & Ames, 1987) e (d)
comprimentos de micélio extrarradicular ativo
(MEA) e micélio extrarradicular total (MET) de FMAs
pelos métodos de fluorescéncia induzida com hidrdlise
de diacetato de fluoresceina-FDA (Hamel et al., 1990;
Sylvia, 1992) e de reducao de iodonitrotetrazélio-INT
(Benefield et al., 1977; Cardoso Filho, 1994), apds
extracao de micélio por meio do método predefinido
por Melloni & Cardoso (1998).

Os dados foram submetidos a analise de
variancia, utilizando-se o nivel de significancia de
0,05 para o teste F. Valores relativos a porcentagem
de colonizacéo radicular foram transformados para
arc sen (x/100)12, sendo as comparacdes de médias
(Tukey) e as equacdes de regressao feitas por meio
do programa estatistico SANEST (Zontaet al., 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Altura, diametro de caule, matéria seca da parte
aérea e porcentagem de colonizacgdo radicular
dos porta-enxertos

Verificaram-se efeitos das interacdes porta-
enxerto-P e P-FMAs nas variéveis altura de planta
e matéria seca da parte aérea. O comportamento da
variavel matéria seca da parte aérea em funcéo das
doses de P pode ser representado por equacao linear
para o porta-enxerto tangerina cledpatra
(y=0,019x + 1,0 R2=0,90**) e quadratica para
laranja caipira (y =-5,1.10-5x2 + 0,024x + 0,83
R2 = 0,96%*), revelando maior resposta do primeiro
ao P. Houve correlacéo altamente significativa entre
matéria seca da parte aérea e altura de plantas,
concordando com os resultados obtidos por Gomes
(1997). O efeito de fungos micorrizicos arbusculares
(FMASs) na matéria seca da parte aérea em funcéo
das doses de P pode ser visto no quadro 1, onde G.
clarum e G. intraradices destacaram-se dos demais
em praticamente todas as doses de P e porta-enxertos,
com médias estatisticamente superiores as de G.
etunicatum e controle sem FMA. Para médias de
ambos os porta-enxertos, verificou-se efeito quadratico
de doses de P (y =-2,7.10-5x2 + 0,015x + 2,55
R2 = 0,98**), com médias para laranja caipira
significativamente superiores as de tangerina
cledépatra quando colonizada por G. clarum ou G.
intraradices (resultados ndo apresentados).

O efeito de doses de P nessas variaveis ja era
esperado, pelo fato de ter sido este o0 Unico nutriente
limitante na referida condicéo experimental. Diversos
autores (Lambais & Cardoso, 1990; Souzaetal., 1991;
Fonseca et al., 1994; Melloni et al., 1996a,b; Gomes,
1997; Nogueira, 1997), em estudos com micorrizas,
constataram correlagao positiva e significativa entre
matéria seca da parte aérea e P total absorvido,
conforme ocorreu em ambos o0s porta-enxertos. Os
fungos G. clarum e G. intraradices foram os FMAs
gue mais se destacaram nessas variaveis, provavel-
mente por apresentarem alta eficiéncia na colonizacéo
radicular de ambos os porta-enxertos (Quadro 2).

Verificou-se efeito negativo das doses de P na por-
centagem de colonizacéo radicular dos porta-enxertos
para todos os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAS) utilizados. Observou-se que G. intraradices
apresentou efeito linear negativo de colonizagédo
radicular com o aumento das doses de P para ambos
0s porta-enxertos (y = -0,042x + 24,6 R2 =0,42** para
laranja caipiraey = -0,122x + 32,2 R2=0,90** para
tangerina cledpatra), enquanto G. clarum mostrou
efeito quadréatico (y =-5,8 10-4x2 + 0,092x + 32,7 R2 =
0,68** para laranja caipiraey = -7,3 10-4x2 + 0,11x
+ 35,2 R2 = 0,64** para tangerina cledpatra). Pelos
resultados obtidos, este ultimo parece ser menos
sensivel ao aumento das doses de P, quando
comparado ao G. intraradices, ja que, mesmo em
doses elevadas de P, ainda promoveu colonizagao dos
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Quadro 1. Matéria seca da parte aérea dos porta-enxertos (média de 10 repeti¢cdes) influenciada por
fungo micorrizico arbuscular e doses de fosforo e respectivas equacgdes de regressao

Fungo micorrizico

Doses de P (mg kg! de substrato)

Equacao de regressao

arbuscular 0 50 100 150 200 250
9
Controle 0,17a 0,35b 1,01 b 151b 291b 3,86 bc ¥ =0,015x — 0,27 R?=0,94**
G. intraradices l41a 3,52a 4,16 a 4,38 a 4,62 b 526 ab v =0,013x + 2,26 R?=0,82**
G. etunicatum 0,19a 0,48b 1,18 b 1,75b 2,84 b 294c¢c Y =0,012x + 0,035 R?=0,97**
G. clarum 1,24a 484a 3,99 a 5,80 a 7,45 a 6,12a ¢ =-1.10"x?+0,046x + 1,60 R?=0,83**

Comparam-se letras na vertical. Médias seguidas por letras iguais nédo diferem entre si (Tukey a 5%). ** significativo a 1%.

Quadro 2. Colonizacgao radicular dos porta-enxertos laranja caipira e tangerina cleépatra, colonizados
por FMAs, considerando as doses crescentes de P (média de 5 repeticdes)

G. intraradices G. etunicatum G. clarum
Doses P
(mg kg?) Laranja Tangerina Laranja Tangerina Laranja Tangerina
caipira cledpatra caipira cledpatra caipira cledpatra
%

0 14,2bB 27,8aA 2,0aC 0,2aB 35,2aA 38,6aA

50 19,9aA 20,4aA 2,5aB 0,1aB 22,5aA 34,2aA

100 17,5aB 14,7aB 0,1aC 0,0aC 39,2aA 32,6aA

150 3,4aB 4,6aB 0,8aB 0,0aC 32,0aA 31,0aA

200 6,6aB 0,1bB 0,6aC 0,0aB 26,6bA 39,8aA

250 8,7aA 1,2bAB 0,1aB 0,0aB 8,9aA 4,0aA

Comparam-se letras minasculas na horizontal entre porta-enxertos para o mesmo FMA e letras maiUsculas entre FMAs do mesmo
porta-enxerto. Médias seguidas de letras iguais nédo diferem entre si (Tukey a 5%).

hospedeiros. O efeito negativo de doses de P na
colonizacéo radicular por G. intraradices e G. clarum
esté de acordo com Antunes & Cardoso (1991), Peng
et al. (1993), Miranda & Harris (1994b), Melloni et
al. (1996a,b), Nagahashi et al. (1996), Gomes (1997)
e Nogueira (1997), com hipoteses ligadas a
diminuicéo dos exsudatos radiculares, interferindo
no processo inicial de desenvolvimento micelial de
FMAs (Graham et al., 1981; Miranda & Harris,
1994a); ao aumento de P foliar com diminuicéo da
permeabilidade radicular a infeccdo (Thomson et al.,
1986; Miranda et al., 1989); a variagao do fluxo de
carboidratos da planta ao endéfito (Buwalda & Goh,
1982; Siqueira et al., 1984); ao aumento da atividade
de endoquitinases e de B-1,3 endoglucanases,
restringindo a colonizagéo interna (Lambais &
Mehdy, 1993; Lambais & Mehdy, 1995), entre outras.
O FMA G. etunicatum, apesar de utilizado
previamente por Antunes & Cardoso (1991), nao
demonstrou capacidade de colonizac&o radicular
em nenhum dos porta-enxertos utilizados, provavel-
mente por causa da ineficiéncia enzimatica ou
morfoldgica no processo inicial de infecgao radicular.
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Absorcao de nutrientes pelos porta-enxertos

O conteldo de nutrientes (N, P, Ca e Mg) para
tangerina cledpatra, considerando as doses aplicadas
de P, pode ser expresso por equacdes lineares
[y(N) = 0,54x + 23,26 R2 = 0,94**; y(P) = 0,01x + 1,19
R2 = 0,89**; y(Ca) = 0,26x + 14,75 R2 = 0,89**;
y(Mg) = 0,07x + 4,0 R2 = 0,91**], enquanto para
laranja caipira verificou-se um efeito quadratico para
a maioria dos nutrientes avaliados [y(N) =
-0,002x2 + 0,77x + 31,0 R2 = 0,95*; y(P) = 0,02x + 0,85
R2 = 0,90**; y(Ca) = -0,0008x2 + 0,39x + 17,22
R2 = 0,92*; y(Mg) = -0,0002x2 + 0,097x + 4,66
R2 = 0,91*]. Destacou-se maior contetdo de P em
tangerina cledpatra nas doses iguais e superiores a
200 mg kg1 de P no substrato, o que poderia explicar
0 maior desenvolvimento vegetativo desse porta-
enxerto, quando comparado a laranja caipira nessas
doses (dados nao apresentados). Aumentos do
conteudo de nutrientes (P, K, S, Cu, Fe e Mn) em
funcéo das doses de P poderiam ser explicados pelo
aumento da matéria seca da parte aérea das plantas
(Quadro 1), reflexo, possivelmente, de trés fatores:
(a) exigéncia proporcional de nutrientes com o
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crescimento e necessidade de manter um equilibrio
nutricional interno; (b) aumento do sistema
radicular das plantas em funcé@o das doses de P,
garantindo maior exploracéo do substrato e maior
absorcéo de nutrientes, ou (c) maior desenvolvimento
do micélio extrarradicular total, garantindo maior
exploracdo superficial de substrato, transpondo a
zona de deplecao nutricional da raiz.

Quanto ao efeito de FMAs na composi¢éo mineral
das plantas, houve resposta no contedido de N, S, Ca
e Mg da parte aérea dos porta-enxertos, com G.
clarum e G. intraradices hovamente se destacando
como os FMAs responsaveis pelos maiores valores.
O conteudo de P na planta relacionado com os FMAs
com a aplicacdo de doses de P no substrato pode ser
representado por equacao linear para G. intraradices
(y=0,014x + 1,98 R2=0,88**) e equacao quadratica
para G. clarum (y =-9,4.10-5x2 + 0,043x + 1,50
R2 = 0,83**), com um pico de absorcdo para este
ultimo na dose calculada de 229 mg kg-1 de P no
substrato. Enquanto G. intraradices destacou-se pelo
maior contetido de P comparado ao G. clarum, G.
etunicatum n&o diferiu do controle sem FMA em
nenhuma dose aplicada.

Observou-se comportamento linear positivo de
conteddo de P e matéria seca da parte aérea com o
aumento das doses de P para os fungos G.
intraradices, G. etunicatum e controle sem FMA.
Entreanto, G. clarum apresentou efeito quadratico,
com diminuigao dos valores dessas duas variaveis a
partir da dose teodrica de 229 mg kg-1 de P no
substrato. Embora esse fungo, em doses menores de
P, promova associagdes simbiodticas mais eficientes
gue os demais FMAs, possivelmente em doses
superiores as utilizadas poderia ocorrer depressao
no crescimento vegetativo em ambos 0s porta-enxertos,

¥ (INT)=-2,1.103% + 0,60 R?=0,72**
Y (FDA) =1,1.10°x? - 5,1.103x + 0,73 R?=0,97**

0,8

Laranja caipira

MEA, m g* DE SUBSTRATO

0 50 100 150 200 250

fendmeno demonstrado por diversos autores que
utilizaram outras espécies citricas e outros FMAs
(Antunes & Cardoso, 1991; Peng et al., 1993; Gomes,
1997).

Micélio extrarradicular ativo (MEA) e total
(MET) de FMAs

Para o método FDA, verificou-se efeito quadrético
do comprimento de MEA de acordo com as doses de
P, enquanto, para o método INT, o efeito pode ser
representado por equagao linear, em laranja caipira
e em tangerina cledpatra (Figura 1). A tendéncia das
curvas de ambos os métodos no mesmo porta-enxerto
foi semelhante, com diminuicéo do comprimento de
MEA para laranja caipira e aumento para tangerina
cledpatra até a dose 200 mg kg-! de P no substrato.
Como ambos os métodos sdo enzimaticos e cada um
atua em complexos enziméticos diferentes,
resultados controvertidos poderiam ser esperados,
como de fato ocorreu, concordando com Hamel et al.
(1990). Segundo Beever & Burns (1980), altas doses
de P podem inibir o ciclo de Krebs e, como o INT &
também reduzido por enzimas presentes neste ciclo,
0 meétodo apresentaria maior sensibilidade e
tenderia a indicar menor quantidade de MEA,
guando comparado ao método FDA nas mesmas
doses de P.

N&o houve efeito significativo de FMAs na
variavel comprimento de MEA, mas verificou-se
efeito positivo do aumento das doses de P, quando
associados ao porta-enxerto tangerina cledpatra
(Figura 2). Apesar de ser a suscetibilidade da planta
a micorrizacdo controlada geneticamente, a
diferenga de comportamento verificada entre os
porta-enxertos se deve, provavelmente, a fatores
morfoldgicos e, ou, fisioldgicos, ligados a facilidade

Y (INT)=5.10"x + 0,07 R?=0,38"™
Y (FDA) =-1,3.10%2 + 4,1.10% - 0,06 R?= 0,27**
Tangerina cle6patra
[ ]
FDA

0 50 100 150 200 250

DOSES DE P, mg kg* DE SUBSTRATO

Figura 1. Comprimento de micélio extrarradicular ativo (MEA) de fungos micorrizicos arbusculares para
laranja caipira e tangerina cleépatra, pelos métodos de fluorescéncia induzida (FDA) e reducao de
iodonitrotetrazdlio (INT), considerando as doses aplicadas de P (média de 20 repeti¢des).
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de absorcdo de P e outros nutrientes pela raiz; a
exigéncia diferenciada de P pelo hospedeiro, a
morfologia radicular ligada a penetragao do fungo;
a producao e liberagdo de exsudatos radiculares
responséveis pela atracéo e formacéo da comunidade
biolégica na micorrizosfera, e a espécie ou ao isolado
de FMA utilizado, cujo grau de compatibilidade
fungo-planta parece estar ligado a mecanismos de
reconhecimento entre os simbiontes (Silveira, 1992).

Foram encontrados valores consideraveis de
comprimento de MEA em substratos nao infestados
com propagulos de FMAs (controle), evidenciando a
existéncia de fungos saprobios, oriundos
provavelmente do inéculo original ou de
contaminacdo natural, jA que o substrato foi
previamente autoclavado. Hifas de fungos néao-
micorrizicos ndo sdo facilmente distinguiveis
daquelas produzidas pelos FMASs, por ndo haver
diferencas morfoldgicas ou de coloracéo expressivas
entre ambas (Abbott et al., 1984; Abbott & Robson,
1985; Sylvia, 1992).

Apesar dessa dificuldade de diferenciacéo, o
comprimento de MEA de fungos saprobios
(tentativamente identificados pela maior espessura
e coloracdo mais escura) foi superior, embora nao
estatisticamente diferente, em substrato-controle
(principalmente em tangerina cleépatra) do que em
substrato infestado com FMAS, sugerindo inibicéo

0,8

de desenvolvimento micelial dos primeiros na
presenca dos FMAs e impossibilitando a subtracéo
dos valores, como sugerido por Sylvia (1992) e Kabir
et al. (1996) para micélio extrarradicular. Isto vem
comprovar que a micorrizosfera difere profundamente
da rizosfera de plantas ndo micorrizadas, como ja
discutido por Silveira (1992), e que a Unica maneira
realmente confiavel para identificar espécies de
FMAs seria por meio de métodos como imunofluores-
céncia (Kough et al., 1983; Wilson et al., 1983) ou
moleculares (Lanfranco et al., 1993; Di Bonitoetal.,
1995; Lanfranco et al., 1995). Para todos os FMAs
de laranja caipira, observou-se reduc¢do acentuada
de comprimento de MEA com o aumento das doses
de P, cuja causa pode estar associada aos nutrientes
acrescentados quando da adubacdo com KH,PO,,
principalmente o K*. Esse nutriente exerceria efeito
inibitério no crescimento micelial pelo fato de a
planta micorrizada apresentar maior absorcéo e
concentragéo intracelular de P (e de K), podendo
atingir niveis toxicos ao fungo (Silva et al., 1991).

O porta-enxerto laranja caipira promoveu maior
comprimento de MEA, principalmente em doses
iguais ou inferiores a 100 mg kg-! de P, quando com-
parado ao tangerina cledpatra, independen-temente
do método de avaliagdo empregado (Figura 1), bem
como do FMA (Figura 2), sugerindo um cuidado
adicional em estudos interligados, considerando a
grande influéncia do hospedeiro nessa variavel.

G.intraradices

u yl=-2,0.103x + 0,54 R?=0,80%*
y2 =-1,5.10°%? + 4.10°3x + 0,06 R?= 0,30*

@ laranja caipira

M tangerina cledpatra

0,8

G.clarum

MEA, m g DE SUBSTRATO

y1=1,2.10%%?-5.10°%x + 0,70 R?= 0,83*
y2 =6,0.10%x + 0,04 R?>= 0,67™

200 250

DOSES DE P, mg kg DE SUBSTRATO

Figura 2. Comprimento de micélio extrarradicular ativo (MEA) de G. intraradices e G. clarum, nos porta-
enxertos laranja caipira e tangerina cledpatra, considerando as doses aplicadas de P e métodos FDA

e INT (média de 10 repeticdes).
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Correlagfes negativas significativas (r = -0,96** e
r =-0,71*) foram encontradas entre comprimento de
MEA de FMAs (métodos FDA e INT, respectivamente)
e P total absorvido por laranja caipira, contrariando
resultados obtidos em experimentos que utilizaram
lim&o-cravo (Melloni et al., 1996b) e trevo (Schubert
et al., 1987). Esta poderia ser uma resposta da
propria planta ao desenvolvimento micelial de FMA,
a qual estaria absorvendo P pela raiz,
independentemente da presenca do fungo, néo
havendo necessidade de despender energia para que
se mantivessem as hifas ativas do fungo,
responsaveis pela absorc¢ao do nutriente.

Verificou-se 0 oposto para tangerina cledpatra
com correlacdo positiva e significativa (r = 0,68%)
entre comprimento de MEA (método INT) e P total
absorvido, concordando com os autores supracitados
e revelando que a absorcéo de P ocorreu realmente
pelo MEA, provavelmente num processo ativo com
dispéndio de energia pelo hospedeiro (Beever &
Burns, 1980; Cooper & Tinker, 1981; Sylvia, 1992;
Kabir et al., 1997; Bago et al., 1998).

Quanto ao MET de FMASs, nédo se verificou
diferenca estatistica significativa em doses iguais e
inferiores a 150 mg kg-! de P para ambos os porta-
enxertos. No entanto, em doses superiores, a
tangerina cledpatra superou significativamente a
laranja caipira, com comportamentos representados
por equacdo linear para o primeiro porta-enxerto
(y=0,014x + 7,11 R2=10,56**) e sem ajuste
significativo para o segundo. Essa observagéao
contrariou os resultados obtidos por Abbott & Robson
(1985), Miller et al. (1987), Miranda et al. (1989),
Miranda & Harris (1994a,b), dentre outros, que
encontraram reducdo do crescimento micelial
extrarradicular com o aumento da concentragao de
P na planta, e assemelhou-se aos obtidos por Crush
(1976) em leguminosas, Cardoso-Filho (1994) em
milho, Melloni et al. (1996b) em lim&o-cravo e Gomes
(1997) em espécies citricas.

Abbott et al. (1984) discutiram que o P poderia
atuar ainda nao diretamente no crescimento
micelial, mas no aumento da densidade radicular,
reduzindo a distancia que o micélio deveria crescer
para interceptar a raiz do hospedeiro. Tais resultados
revelam que plantas com maior quantidade de P
absorvida e acumulada (aquelas mais propensas a
depressao de crescimento quando micorrizadas)
poderiam destinar mais fotoassimilados para a
formacao de maior comprimento de MET, enquanto,
proporcionalmente, pequena parte estaria ativa e
envolvida no processo de absorcéo do nutriente, como
verificado na figura 1.

Para laranja caipira, encontraram-se correlagdes
positivas e significativas (r = 0,78* e r = 0,83%,
respectivamente) entre comprimento de MEA de G.
intraradices e G. etunicatum e porcentagem de
colonizacéo radicular. Isto indica, provavelmente,
uma extensdo das estruturas fungicas ativas
presentes no interior da raiz altamente colonizada,

corroborando com Sylvia (1988), apesar da baixa
eficiéncia do ultimo FMA. Teoricamente, tal
comportamento era esperado, visto que, havendo
maior comprimento de MEA explorando o solo,
deveria existir conjuntamente maior quantidade de
estruturas internas como micélio e arbusculos para
gue se efetuassem as trocas nutricionais entre os
simbiontes. Para o porta-enxerto tangerina clepatra
e para o fungo G. clarum, ndo foram encontradas
correlacdes significativas para essas variaveis.

Além do P total absorvido, discutido anteriormente,
observou-se correlacdo negativa significativa entre
totais absorvidos de N, Ca, Mg e comprimento de
MEA para laranja caipira, enquanto para tangerina
cledpatra encontrou-se correlacéo positiva significativa
entre 0s mesmos macronutrientes e comprimento
de MET. Tais correlac¢des indicam que podem existir
outros mecanismos de absorcéo e translocacdo de
nutrientes que ndo pelo MEA, como ja discutido por
Schubert et al. (1987) e Miranda et al. (1989).

Os dados revelam que: (a) a absorcao desses
nutrientes poderia ndo ser promovida exclusiva-
mente pelo MEA ou (b) a alta quantidade absorvida
de nutrientes pela raiz ou talvez pelo micélio
extrarradicular inativo (compreendido no MET)
promoveria um efeito “feed-back” negativo,
reduzindo o comprimento de MEA e evitando o
desvio desnecessario de fotoassimilados do
hospedeiro ao FMA. Miranda et al. (1989) e Jakobsen
etal. (1994) discutiram, neste sentido, que uma alta
guantidade absorvida de P pelo MEA poderia
diminuir a absorg¢éo radicular, ou a presenca dessa
absorcao radicular poderia impedir o funcionamento
6timo do MEA pela competicéo por P ou interacfes
com microrganismos da rizosfera. A existéncia de
correlagdes positivas entre P absorvido e MEA e
entre macronutrientes absorvidos (P, N, Ca e Mg) e
MET somente em tangerina cledpatra indica ser ele
0 porta-enxerto com maior dependéncia micorrizica
a absorcdo de nutrientes, ao contrario do porta-
enxerto laranja caipira, que seria capaz de absorvé-
los por suas proprias raizes. Segundo Oliveira &
Jesus (1987), tangerina cledpatra dispée de um
sistema radicular com dominancia apical e uma
baixa relacdo de massa entre raiz e parte aérea,
confirmando ser uma planta mais micotrofica, como
comprovado neste trabalho.

Neste experimento, ndo foi encontrada correlacéo
significativa entre comprimento de MEA e MET de
FMAs em nenhum porta-enxerto utilizado, contrarian-
do Sylvia (1988), indicando ndo depender da atividade
micelial do MET, e vice-versa.

CONCLUSOES

1. Ha variacdo no comprimento de micélio
extrarradicular ativo e total de fungos micorrizicos
arbusculares quando submetidos a diferentes doses
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de P e porta-enxertos de citros, a qual pode estar
ligada ao método empregado de avaliagao e, ou, a
dependéncia micorrizica do hospedeiro na absorcao
de nutrientes.

2. As doses crescentes de P proporcionaram
diminuicéo da porcentagem de colonizacgédo radicular
de ambos o0s porta-enxertos e aumentos nas variaveis
altura, didmetro, matéria seca da parte aérea e
quantidade total absorvida de macro e
micronutrientes por ambos 0s porta-enxertos.
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