MICORRIZAGAO E CRESCIMENTO DE PORTA-ENXERTOS DE CITROS
EM FUNGAO DE INOCULOS MICORRIZICOS VESICULO-ARBUSCULARES'

ANTONIO ALBERTO ROCHA OLIVEIRA, OLMAR BALLER WEBER? e ANA CHRISTINA GUIMARAES M. DA SILVA?

RESUMO - Estudou-se, em casa de vegetagdo, a eficiéncia de dois tipos de indculo de fungos
micorrizicos vesfcuio-arbusculares (MVA) sobre o estabelecimento da associagio e o crescimen-
to de limfo ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), limao ‘Rugoso da Flérida’ (C. jambhiri Lush) e
liméo ‘Rugoso da Florida FM' (C. jambhiri Lush). Foram aplicados 50 ml de solo contendo
micélio, fragmentos de rafzes colonizadas e propdgulos suficientes para fornecer 500 clamidds-
poros por planta e 50 ml de suspensfo contendo aproximadamente 1.000 clamiddsporos dos
fungos MVA Glomus mosseae (Nic. & Gerd.} e Glomus etunicatiun (Becker & Gerd.) por plan-
ta. A altura das plantas foi maior em todos os tratamentos com o indculo composto de solo, raf-
Ze$ ¢ €Sporos, especialmente na associagdo G. emunicatum e limdo ‘Rugoso da Flérida FM'. O
maior incremento de peso da matéria seca foi observado nas plantas que receberam indeulo de
solo + propdgulos, independentemente do fungo MVA e do porta-enxerto utilizados.

Termos para indexaco: Glomus mosseae, Glomus etunicanun, Citrus limonia, Citrus jambhiri,
liméo ‘Crave’, limao ‘Rugoso’, liméo ‘Rugoso da Fldrida’, liméo *Rugoso da Florida FM'.

MYCORRHIZAL INFECTION AND CITRUS ROOTSTOCKS GROWTH
IN FUNCTION OF INOCULUM TYPE OF MVA FUNGI

ABSTRACT - A greenhouse study was made on the efficiency of two inoculum types of
mycorrhizal vesicular-arbuscular (MVA) fungi on the establishment of symbiotic association and
on the growth of ‘Rangpur’ lime (Cirus limonia Osbeck), ‘Florida’ rough lemon (C. jambliiri
Lush) and ‘Florida FM’ rough lemon (C. jambhiri Lush). The inocula of Glomuies mosseae (Nic.
& Gerd.}) and G. etunicanun (Becker & Gerd.) consisted of: 1) 50ml of soil containing
mycelium, fragments of infected mycorrhizal roots and propagules enough Lo provide 500
chlamydospores per plant and 2) 50ml of suspension containing approximately 1,000
chalamydospores of the MVA fungi per plant. The plant height was greater in all reatments
with inoculum composed of soil, infected mycorrhizal roots and spores, especially in the
association between G. emunicatm and ‘Fiorida FM’ rough lemon. The highest increase of dry
weight was observed in plants inoculated with soil plus propagules, independently of the MVA
fungus and rootstocks utilized. :

Index terms: Glomus mosseae, Glomus etunicatum, Citrus limonia, Citrus jambhiri, ‘Rangpur’
lime, ‘Florida’ rough lemon, ‘Florida FM' rough lemon.

INTRODUCAO

As micorrizas do tipo vesiculo-arbuscular
(MVA) sio ubiquas em rafzes da maioria das
plantas cultivadas ¢ benéficas ao crescimento da
planta hospedeira, especialmente em solos de
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baixa fertilidade (Gerdemann 1975). As plantas
cftricas, por possufrem um sistema radicular do
tipo magnolGide, com pélos absorventes pouco.
desenvolvidos, mostram-s¢ altamente depen-
deates das micorrizas para a absor¢ao do P em
solos com baixa disponibilidade dessc mincral
(Baylis 1970). Essa dependéncia € definida por
Gerdemann (1975) como o grau pelo qual uma
planta é carente da condi¢do micorrizica para
produzir seu mdximo crescimento ou rendimen-
to em um determinado nivel de fertilidade do
solo. Em solos fumigados ou esterilizados ¢ que
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posteriormente receberam indcuto de fungos
micorrfzicos, a resposta de crescimento dos ci-
tros pode ser incrementada entre 120 ¢ 2.600%,
como reflexo da melhor nutrigio mineral pro-
porcionada por esses simbiontes. Mesmo em
solo natural, a eficiéncia de vérias espécies mi-
corrizicas tem-se evidenciado como maior esti-
mulo ao desenvolvimento das plantas: citricas
quando comparadas com as que néo receberam
indculo (Menge et al. 1978).

Dentre os citros existe variagio na de-
pendéncia micorrizica, que ¢ influenciada pela
cultivar empregada e pela espécie de fungo
MVA inoculado, além de outros fatores do so-
lo (Graham & Syvertsen 1985, Edriss et al.
1984). Tem sido demonstrado que o limio ‘Ru-
£0s0’, a laranja ‘Azeda’ ¢ a tangerina ‘Cletpa-
tra’ estdo entre as espécies citricas mais depen-
dentes de micorrizagio (Levy & Krikun 1980,
Menge et al. 1978), o que ndo implica falta de
resposta dos demais porta-enxertos tais como
laranja-doce, limdo ‘Cravo’ e citranges, que
também apresentam graus varidveis de de-
pendéncias a associagio (Marx et al. 1971).

Um dos aspectos da utilizagio prdtica das
micorrizas VA € a escolha do método de inocu-
lagdo. Como o fungo ndo cresce em meio de
cultura artificial, o indculo deve ser produzido
em plantas muitiplicadoras ¢ aplicado na forma
de suspensio de esporos ou aliquotas de solo
contendo esporos € fragmentos de rafzes colo-
nizadas (Hayman et al. 1981, Manjunath &
Bagyaraj 1981). Vdrios autores tém tentado pa-
dronizar 0 indculo bésico de fungos MVA para
uso em larga escala na agricultura (Hatting &
Gerdemann 1975, Hall 1976, Biermann & Lin-
derman 1983, Elmes et al. 1984. Ferguson &
Menge (1986), comparando diferentes métodos
da inocula¢fio de fungos MV A em citros, desta-
caram a rapidez na colonizag¢io radicular pro-
porcionada pela inoculagio em solo + rafzes
micorrizadas € a pureza e uniformidade de in6-
culo obtido com a suspenséio de esporos. Se-
gundo Nemec (1983), a maioria dos métodos de
inoculacdo baseiam-se no emprego de esporos,
esporocarpos, fragmentos de rafzes infectadas e
nic€lio externo, variando a maneira de apli-
cacio que pode ser em sementes pré-germina-
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das, em contato ¢com rafzes de plantas ou dis-
perso diretamente no solo.

O presente trabatho objetivou comparar a
efetividade simbiética de dois fungos micorrizi-
cos vesfculo-arbusculares aplicados em trés por-
ta-enxertos de citros, mediante dois tipos de
indculo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido de agosto de 1986 a
margo de 1987, em casa de vegetagfio do Centro Na-
cional de Pesquisa de Mandioca ¢ Fruticultura da
EMBRAPA, em Cruz das Almas, Bahia.

Como substrato utilizou-se material da camada
argvel (0 a 20 cm) de um Latossolo Vermetho-Amare-
lo distrdfico com teor baixo de P (6 ppm de P). O solo
foi misturado a igual volume de areia de rio, ambos
previamente fumigados com brometo de metila na do-
sagem de 80 cc/m® de substrato.

Foi adotado o delineamento estatistico inteiramen-
te casualizado, com cinco repeticdes em esquema fa-
torial, com dois fungos MVA, dois métodos de inocu-
lagio desses fungos e trés porta-enxertos de citros.

As plantas de limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia Os-
beck), limfo ‘Rugoso da Fiérida’ (C. jambhiri Lush) e
liméo ‘Rugoso da Fidrida FM' (C. jambhiri Lush) re-
ceberam a inoculagio dos fungos micorrfzicos VA
Glomus mosseae (Nic. & Gerd.) e Glomus etunicatum
(Becker & Gerd.) durante o transplantio da sementei-
ra para vasos contendo 4 kg de substrato. Foram tes-
tados dois tipos de indculo: 1) 50 ml de solo contendo
micélio, fragmentos de rafzes colonizadas e propédgu-
los suficientes para fornecer 500 clamiddsporos por

planta. 2) 50 m! de suspensfo contendo aproximada-

mente 1.000 clamiddsporos dos fungos MVA. Acres-
centou-s¢ um tratamento controle com auséncia dos
fungos MVA e padronizagio da microflora da sus-
pensdo original apds passagem em peneira de
0,037 mm de abertura. Cada parcela experimental
consistia de um vaso contendo uma planta que era
semanalmente fertilizada com 100 mi de sclugdo de
Hoagland sem P. .

Aos seis meses do transplante, o ensaio foi colhido,
e avaliaram-s¢ Os seguintes parimetros: altura das
plantas, produgio de esporos no solo, colonizagio de
rafzes, e peso da matéria seca da parte aérea e das raf-
zes. A extragdo de clamiddsporos foi efetuada atraves
de flutuagfio centrffuga em solugfio de sacarose (Jen-
kins 1964) e peneiramento dmido segilencial. A quan-
tificacio desses esporos foi efetuada em ladmina de
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contagem de Peter com auxflio de microscopio. A in-

fecgio micorrizica foi estimada pela técnica de obser-
vagfio de segmentos de rafzes (Giovannetti & Mosse
1980) apds clareamento e coloraglo destas conforme
metodologia de Phillips & Hayman (1970). As plantas
colhidas foram separadas em parte aérea ¢ sistema ra-
dicular e colocadas para secar em estufa com circu-
lagfio forgada de ar, a 65°C, até atingir peso constante,
sendo entdo determinado o peso da matéria seca.

Os resultados foram analisados estatisticamente,
aplicando-se o teste de Tukey, ao nivel de 5% para
comparagio das médias dos tratamentos. Os dados
oriundos de contagens foram transformados em /X%, e

os _valores percentuais, convertidos para arco seno
V%/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se os valores expressos na Fig. 1,
verifica-se que a produgdo de esporos na rizos-
fera das planias e a infecgio micorrizica foram
mais acentuadas com a utiliza¢io do in6culo
constitufdo de solo + propdgulos do que a ino-
culagdo com a suspensdo de esporos. Esses re-
sultados estdo em consondncia com os obtidos
por Biermann & Linderman (1983) e Graham
& Fardelmann (1986). Esses autores comentam
que o sucesso da inoculagio com rafzes coloni-
zadas se deve ao rdpido crescimento das hifas
dos segmentos infectados e A presenga de vesf-
culas nas rafzes senescentes, que freqiientemen-
te tém suas paredes engrossadas, convertendo-
-s¢ em clamidésporos. Outros autores (Manju-
nath & Bagyaraj 1981, Biermann & Linderman
1983) apontam também a maior densidade de
unidades infectivas representadas pelos espo-
10s, hifas e vesiculas como responsdveis pela
superioridade da inoculagio com raizes coloni-
zadas, e, de acordo com Abbott & Robson
(1981, 1984), com conseqilente redugdo do
tempo da infecgho micorrfzica. Também, em es-
tudo realizado por Mosse (1962), ficou eviden-
ciado que a présen¢a de bactérias do género
Pseudomonas favorece a micorrizagao de plan-
tas.
A altura das plantas foi maior em todos os
tratamentos com ¢ indculo composto de solo,
rafzes e esporos, em compara¢io com as plantas
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infectadas somente com a suspensdo de espo-
108, € as testemunhas (Fig. 2). Apesar da baixa
resposta de crescimento a4 inoculagio com a
suspenséo de esporos, observa-se uma tendén-
cia de maior altura das plantas infectadas dessa
forma em relagio as plantas sem inoculagfo,
especialmente quando se utilizon Glomus etuni-
catum associado ao limfo ‘Rugoso da Flérida
FM'. Nota-se que esse fungo foi mais eficaz em
promover o incremento em altura dos porta-
-enxertos, principalmente quando infectados
<om o composto solo + propégulos. Isto con-
firma resultados obtidos anteriormente, de que
0 limdo ‘Rugoso’ é bastante dependente da
condi¢do micorrizica (Nemec 1978, Levi & Kri-
kum 1980). Conforme Menge et al. (1978), a
menor quantidade de rafzes absorventes desse
porta-enxerto estd inversamente correlacionada
com sua maior dependéncia de micorrizagio.

O efeito mais significativo, observado no li-
moeiro ‘Rugoso da Flérida FM’, pode ser atri-
buido A maior afinidade & micorrizacio com a
espécie nativa (G. etunicatum), tendo em vista
que esse porta-enxerto, além do seu maior grau
de dependéncia micorrfzica (Tabela 1), adapta-
do A simbiose com espécies enddgenas, foi obti-
do de seleglo local do limio ‘Rugoso da Fléri-
da’.

O peso da matéria seca das rafzes e da parte
aérea dos trés potta-enxertos estudados mos-
trou variagdo em fungdo dos fungos testados e
do tipo de in6culo empregado (Tabela 2). Com
relagdo aos fungos MVA inoculados, observa-se
que a maior variagdo de peso ocorreu com a
inoculagiio de G. erunicatum, sendo menores as
diferencas nas plantas infectadas com G. mos-
seae, ambas comparadas com as testemunhas.
Nesse pardmetro de avaliacio também foi evi-
denciada a maior dependéncia de micorrizacio
do limdo ‘Rugoso da Flérida FM'. Constatou-
se, também, que, independentemente do fungo
MVA e do porta-enxerto utilizados, o inoculan-
te via solo, embora contendo a metade do nag-
mero de clamid6sporos que o in6culo via sus-
penséo de esporos, induziu maior incremento
no peso da matéria seca do que esse Gltimo tipo
de in6culo. Esses dados estdo em concorddncia
com as pesquisas de vdrios autores (Hall 1976,
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FIG. 1. Produgiio de esporos na rizosfera e taxa de colonizagiio micorrizica das plantas de
limfio ‘Cravo’ (A), limfe ‘Rugoso da Flérida’ (B) e lim&o ‘Rugoso da Flérida FM’ (C),
com os dois tipos de in6eulo dos fungos micorrfzicos Glomus mosseae (Gm) e G.
etunicaium (Ge).
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FIG. 2A. Altura das plantas dos trés porta-enxertos inoculados com os dois tipos de indcnlo
dos funges micorrizicos Glomus mosseae (Gm) e G. etunicatum (Ge). Test, = teste-
munha sem inoculagio de fungo MVA. Distincias minimas significativas pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5%, foram de 5,3 cm. (Figs. 2A, 2B, 2C).
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TABELA 1. Dependéncia micorrizica dos trés porta-enxertos em funcfo da altura das plantas e em relagfio
aos tipos de indculo dos fungos MVA.

Dependéncias micorrizica®
Porta-enxertos Glomus mosseae Glomus etunicarum
Indculo de Suspensio Inéculo de Suspensfio
solo? * de esporos® sola? de esporos®
Limé&o ‘Cravo’ 145 1,11 3,11 1,25
Limé4o ‘Rugoso da Flérida® 1,19 1,05 236 1,13
Limé&o ‘Rugoso da Fi6rida FM’ 1,20 1,01 4,31 1,52

L . Altura das plantas inocutadas
1 Dependéncia micorrfzica =

Altura das plantas ndo inoculadas
2 Indeulo de solo = Solo, raizes, micélio e clamiddsporos

3 Suspensdo de clamidésporos.

TABELA 2. Peso da matéria seca da raiz e parte aérea de plantas de liméo ‘Crave’, limo ‘Rugoso da Fiérida’

e liméo ‘Rugoso da Flérida FM’ inoculadas com dois tipes de indculo de dois fungos micorrizicos
vesfculo-arbuscutares (MVA)'.

Limdo ‘Cravo’ Limédo ‘Rugoso Limdo 'Rugoso da
tmao Lravo da Fl6rida’ Fl6rida FM'
Tipo de
Fungos MVA indculo Peso da matériaseca(g)  Pesoda mawériaseca (g)  Pesoda matéria seca (g}
Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz Parte aérea
Glomus emnicatum  Indeulo de solo? 52a 7.8 6,1a 8.6a 88a 11.6a
Suspensfio de
esporos® 2,0 3.3bc 3.0b 5,1b 5,3b 8.0b
Glomus mosseae Inéculo de solo 21bv 3,6b 32b 5.5b 34c 5.1c
Suspensio de
' esporos 1,2¢c 3,0c 23 43¢ 27d 4,8¢
Testemunha - 1,0c 2.2d 2,1c 4,0¢ 2.4d 4,6¢
DMS 0,6 04 0.5 0.6 06 0.7
CV (%) 120 78 6.3 6.7 11,1 7.6

! Médias comparadas na coluna, seguidas por letras idénticas, ndo diferem significat ivamente, pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

% Solo, raizes, micélio e clamidésporos.
3 Suspensio de clamiddsporos.
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- Powell 1976, Ferguson & Menge 1986), que ve-
rificaram maior eficiéncia infectiva do inéculo
contendo solo, esporos, hifas e rafzes coloniza-
das, destacando que, no conjunto, ¢sse tipo de
inéculo fornecia adequado nimero de propégu-
los para o estabelecimento da associagdo mi-
corrizica. De acordo com Powell (1976) ¢ Man-
junath & Bagyaraj (1981), a veiculagao desses
propdgulos via solo pode favorecer a germi-
na¢ao dos esporos em fungio da atividade da
microbiota desse substrato. Por outro lado, sa-
be-s¢ que na obtengdo dos esporos isolados
existe 0 inconveniente de se suspender esses
propagulos em sofugio de sacarose, 0 que cer-
tamente inviabiliza grande nimero de esporos,
em virtude do estresse osmotico a que sdo sub-
metidos nesse processo (Furlan et al. 1980), e a
conseqiiente colonizagdo por hiperparasitas.
Microrganismos contaminantes tém sido obser-
vados na superficie de esporos desses fungos
(Danicls & Menge 1980, Varma et al. 1981,
MacDonald et al. 1982).

CONCLUSOES

1. O uso de inéculo constituido de solo, es-
poros, micélio e rafzes colonizadas por fungos
micorrizicos teve efeito mais significativo sobre
a taxa de colonizagio micorrizica e o crescimen-
to dos porta-enxertos que a inoculagdo com a
suspensdo de esporos.

2. O fungo micorrfzico Glomus etunicatum,
independentemente do tipo de inéculo utiliza-
do ¢ do porta-enxerto testado, destacou-se co-
mo simbionie mais eficiente em promover o
crescimento das plantas citricas.

3. Os porta-enxertos estudados apresentaram
diferengas quanto 3 dependéncia micorrizica
aos fungos MVA inoculados. O limdo ‘Rugosc
da Flérida FM’ mostrou-s¢ mais dependente 2
condi¢io micorrfzica, especialmente em asso-
ciagio com G. erunicatum.
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