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PARASITISMO DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E
CINETICA DE ABSORCAO DE FOSFORO EM PLANTAS
CITRICAS

Autora: MARIA INES BERNARDI DA CUNHA
Orientadora: Dra. ADRIANA PARADA DIAS DA SILVEIRA

RESUMO

Com o objetivo de estudar o efeito parasitico de fungos micorrizicos arbusculares
em altas concentragdes de fosfato e sua relagdo com os parametros cinéticos de absor¢éo
de fosforo (Vmax, Km, Cmin) e com o influxo de P, foram realizados dois
experimentos, em casa de vegeta¢do, com delineamento inteiramente casualizado. O
primeiro experimento, em esquema fatorial 5 X 2, empregou o porta-enxerto limédo
cravo (Citrus limonia), cinco doses crescentes de P ( 1,5; 3,0;6,0;9,0 e 12,0 mgP L'l) na
presenga e auséncia do fungo micorrizico, Glomus etunicatum. O segundo experimento,
realizado em esquema fatorial 4 X 2, utilizou o porta-enxerto tangerina cledpatra (Citrus
reshni), 4 doses de P (1,5; 3,0; 9,0 e 12,0 mgP L), na presenca e auséncia do fungo
micorrizico, Glomus intraradices.

Os pardmetros cinéticos, foram determinados pelo método de exaustdo do P da
solugdo nutritiva, utilizando planta intacta por um periodo de 120 horas. As variaveis
analisadas foram: altura da planta, matéria seca da parte aérea, matéria fresca de raiz,
area e volume do sistema radicular, teores de macro e micronutrientes na parte aérea,
colonizag¢@o radicular, atividade in vivo de fosfatase acida nas raizes, pardmetros

cinéticos de absor¢do de P (Vmax, Km e Cmin) e influxo liquido de P.



Houve depressdio no crescimento dos porta-enxertos limdo cravo e tangerina
cledpatra quando micorrizados, nas doses mais elevadas de P aplicadas ao substrato. A
depressdo no crescimento das plantas micorrizadas, ou seja, um efeito parasitico da
colonizagdo pelo fungo micorrizico, causou alteragio nos pardmetros cinéticos de
absor¢do radicular de P em ambos os porta-enxertos. O porta-enxerto limdo cravo
colonizado por Glomus etunicatum apresentou uma diminui¢do na Vmax, expressa por
planta e aumento na Cmin, enquanto o efeito parasitico de Glomus intraradices no
porta-enxerto tangerina cleopatra relacionou-se a diminui¢o na Vmax expressa por

planta e aumento no Km e Cmin,
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PARASITISM OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI AND
KINETICS OF PHOSPHORUS UPTAKE ON CITRUS

Author: MARIA INES BERNARDI DA CUNHA
Adviser: ADRIANA PARADA DIAS DA SILVEIRA

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the parasitic of arbuscular mycorrhizal
fungi in high P concentrations and its relation with the phosphorus uptake kinetics on
citrus rootstocks.

Two experiments were conducted under greenhouse conditions, in completely
randomized designs. In the first experiment, arranged in a 5X2 factorial, the Citrus
limonia rootstock was grown in five levels of P (1,5; 3,0; 6,0; 9,0 and 12,0 mg L™ of P)
in the presence and absence of mycorrhizal fungus, Glomus etunicatum. In the second
experiment, arranged in a 4X2 factorial, the Citrus reshni rootstock was used grown in
four levels of P (1,5; 3,0, 9,0 and 12,0 mgP L) in the presence and absence of
mycorrhizal fungus, Glomus intaradices.

The kinetic parameters were determined by the phosphorus depletion method in
the nutrient solution, using intact plants through out an 120 hour period. The following
variables were determined: plant height, plant dry matter , root fresh matter, root area
and length, shoot macro and micronutrient concentration, root colonization, in vivo root
activity of acid phosphatase, P-uptake kinetic parameters (Vmax, Km, Cmin) and net P
infux.

There was growth depression in mycorrhizal citrus plants at high P

concentrations applied in the growth media. This parasitic effect of the mycorrhizal
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fungi altered the P-uptake kinetic parameters in the both rootstocks. Rangpur lime
(Citrus limonia) colonized by Glomus etunicatum showed a decrease on Vmax per plant
(whole root system) and increase on Cmin, while, the parasitic effect of Glomus
intraradices on Citrus reshni rootstock was related to a decrease on Vmax expressed per

plant and an increase on Km and Cmin.



1 INTRODUCAO

O Brasil, por apresentar condi¢gdes edafo-climaticas apropriadas para a
citricultura, é atualmente o maior produtor mundial de citros. A cultura encontra-se
disseminada por todo o territério nacional, envolvendo a participagdo de importantes
segmentos nio sO da 4area agricola como financeira, industrial, de transportes e outras,
firmando sua importincia econémica e social. Y

Embora as condigdes brasileiras sejam bastante favoraveis a cultura, a média de
produgdo de frutos ainda ¢ baixa, necessitando de diversificagfo dos porta-enxertos e de
melhoria nas condigdes fitossanitarias e qualidade dos frutos. O limdo cravo (Citrus
limonia) é o principal porta-enxerto usado pelos citricultores brasileiros, cerca de 90%
dos pomares encontram-se enxertados sobre ele, dado suas caracteristicas de
precocidade, produgdio elevada e constante (Campos & Prates, 1985). A tangerina
cleépatra ¢ uma planta de porte grande e produtiva, que vem se destacando
principalmente por apresentar maior tolerdncia ao declinio dos citros (Beretta & Lefévre,
1986; Negri, 1997) e média resisténcia‘a gomose e a seca (Negri, 1997; Pompeu Junior,
1991).

As micorrizas arbusculares (MAs) auxiliam na absorg@o de nutrientes do solo
para a planta, especialmente os de baixa mobilidade, como o P (Harley & Smith, 1983;
Safir, 1987). Como o P é absorvido pelas raizes pouco além da rizosfera (Nye & Tinker,
1977), as hifas dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) podem elevar sua
aquisi¢do, pela extensdo da superficie da zona de absorgdo radicular (Li et al., 1991;
Johansen et al., 1993)'.:) Entretanto, o crescimento do fungo além da zona de deplecdo seja

um dos fatores essenciais para a maior absor¢do de P, mudangas fisiologicas na planta



micorrizada também estdo envolvidas neste processo, podendo alterar caracteristicas
relacionadas com a cinética de absor¢éo, translocagéo e utilizagdo do P-(Cooper, 1984).
O fato das raizes micorrizadas permanecerem ativas por mais tempo pode estar
relacionada a maior absor¢do de P (Bieleski, 1973). Além disso, estudos envolvendo
cinética de absor¢do radicular de P t€m mostrado que as plantas micorrizadas
apresentam menor Km, ou seja maior afinidade ao P (Cress et al., 1979), menor Cmin,
isto é, maior capacidade de absorver P quando em baixa disponibilidade no substrato
(Silveira, 1990) e maior Vmax, o que sugere maior namero de sitios de absor¢do de P
(Karunaratne et al., 1986; Faquin et al., 1990).

A eficiéncia da associagdo micorrizica depende da interagdo entre a planta
hospedeira, o solo, o fungo e o ambiente. A influéncia desses fatores no estabelecimento
e desempenho da micorriza deve ser estudado para possibilitar o seu manejo adequado.
No geral, em condi¢des de baixa disponibilidade de P no solo, a associagdo mostra-se
eficiente gerando incremento no desenvolvimento da planta, principalmente as
dependentes a micorriza, como é o caso das plantas citricas (Cardoso et al., 1986) No
entanto, a micorriza¢do de plantas crescendo em solos onde hé alta concentragdo de P
disponivel pode resultar em redug@o no crescimento da planta, ou seja, o FMA adquire
um carater parasitico. Esses sintomas, especialmente em plantas citricas, tém sido
observados com freqiiéncia ( Cardoso et al., 1986, Antunes & Cardoso, 1991, Peng et
al., 1993, Graham et al., 1997), porém as doses inibitérias dependem da espécie do
fungo, da planta hospedeira e do substrato (Graham et al., 1982; Oliveira & Jesus, 1987).;}

Além da hipétese levantada nesse trabalho, de que alteragGes na cinética dé
absor¢édo radicular de P em plantas citricas micorrizadas poderiam estar relacionadas a
depressdo de crescimento, outras tém sido estudadas buscando a elucida¢do dos
mecanismos envolvidos. Assim, poderia estar ocorrendo competi¢do entre a planta
hospedeira e o FMA por carboidratos (Buwalda & Goh, 1982), ocasionando a formagéo
. de um dreno de carbono da planta para manuteng@o das estruturas fiingicas (Peng et al.,
1993), competi¢do por P (Crush, 1973), patogenicidade transitoria devido a supressdo do
sistema de defesa da planta (Kierman et al., 1983; Lambais & Medhdy, 1993),



diminui¢do da atividade no micélio extrarradicular (Melloni & Cardoso, 1999; Gomes,
1997).

O presente trabalho teve como objetivo determinar os pardmetros cinéticos
(Vmax, Km e Cmin) de absorgfo de P e o influxo de P por plantas citricas micorrizadas
que apresentaram depressdo no crescimento devido alta concentragdo de fosfato no
substrato. Tal estudo visa avaliar como a cinética de absor¢do de P estd envolvida no

processo de depressdo de crescimento de plantas micorrizadas, em altas doses de P.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ocorréncia e Efeitos de Micorriza Arbuscular em Citros

As micorrizas arbusculares sfo associagdes simbidticas mutualisticas entre
fungos do solo da ordem Glomales dos Zigomicetos e raizes de plantas (Morton & Beny,
1990). O principal beneficio da associag@o esta relacionado ao aumento da absorg¢do de
nutrientes, principalmente os de baixa mobilidade, devido & presen¢a das estruturas
fingicas. Beneficios como maior tolerncia ao estresse hidrico (Nielsen & Safir, 1982) e
a fitopatogenos também sdo conhecidos (Davis & Menge, 1980; Zambolim, 1986).

O estabelecimento da associagfo micorrizica, requer uma seqiiéncia de interagGes
entre as células das raizes dos vegetais e as hifas dos fungos (Siqueira, 1991, Koide &
Schreiner, 1992). A transferéncia de carboidratos da planta para o fungo e a de
nutrientes minerais absorvidos pelas hifas no solo para a planta representam as bases de
funcionamento e dos efeitos desta simbiose. Para Gianinazzi-Pearson (1992) os
simbiontes apresentam-se em perfeito grau de integragdio morfologica e fisiologica,
resultando um sistema compativel e funcional.

A impossibilidade da produgio de indculo em meio axénico inviabiliza a
utilizagdio de FMAs em grandes areas no campo, principalmente em relagéo a quantidade
de inoculante. Entretanto culturas que passam pela fase de viveiros para a produgio de
mudas, como os citros, podem ser micorrizadas durante esse estadio, tornando viavel a

utilizagdo de FMAs em larga escala (Mosse, 1981))



Para Berta et al. (1990) e Robinson (1994) a arquitetura radicular influencia tanto
na nutrigdo como na resposta a micorriza¢do. O sistema radicular das plantas citricas ¢
caracterizado pelo numero reduzido de radicelas, o que as torna dependentes das
associa¢des micorrizicas ( Baylis, 1975; Platt & Optiz, 1973; Abott & Robson, 1984).

Experimentos realizados na Califérnia ( Newcomb, 1975; Ferguson & Menge;
1982), Texas (Timmer & Leyden, 1980) e Florida (Nemec, 1978) mostraram que as
plantas citricas s@o altamente dependentes das associagdes micorrizicas, apresentando
resposta a inoculagdo. Neill (1944) citado por Marx et al. (1971), avaliando a infec¢do
micorrizica em raizes de diversas variedades de citros da Nova Zelandia e Australia,
encontrou FMAs associados a todas as raizes. Schenck & Perez (1987) encontraram
mais de 100 espécies de FMAs associados as raizes de plantas citricas no campo.
Zambolim & Pinto (1986) isolaram espécies de Glomus e Acaulospora de pomares de
Minas Gerais. Menge et al. (1978a) e Plenchette et al. (1983) atribuiram a reducio do
crescimento das plantas ao desbalanco de nutrientes no solo e a eliminagdo de FMAs
nativos. Kleinschmidt & Gerdemann (1972) observaram que a inoculacio do FMA
Glomus mosseae em solos esterilizados revertia sintomas de clorose e desenvolvimento
reduzido das plantas, tornando-se evidente que, com a fumiga¢do do solo, ocorria a
eliminag¢do de FMAs, levando as plantas a apresentarem teores deficientes de nutrientes,
principalmente o P, Zn e Cu.

Ja se observou que em substratos fumigados com brometo de metila,
caracterizados pela auséncia de FMAs, torna-se necessaria a adicdo de quantidades
elevadas de adubacdes fosfatadas para a producio de mudas citricas (Bueno, 1984;
Carvalho, 1987)/:/" Tucker & Anderson (1974), citados por Cambraia (1979), observaram
que em 5 semanas apds a aplicacdo de doses elevadas de P em solo fumigado com
brometo de metila, varias espécies de plantas citricas com crescimento limitado
apresentaram colora¢do normal nas folhas e novos fluxos de crescimento. Plantulas
crescidas em substratos fumigados apresentaram anormalidades no crescimento e
clorose generalizada ( Hatting & Gerdemann, 1975; Timmer & Leyden, 1980).

Algumas espécies de citros sdo grandemente dependentes dos FMAs (Graham,

1986). Entretanto, Fontanezzi (1989) observou diferencas no grau de dependéncia



micorrizica de trés porta-enxertos ao FMA Glomus clarum, variando-se a dose de
superfosfato simples aplicada ao solo. Cardoso et al. (1986) constataram que a
micorrizagdo pode reduzir substancialmente a aplicagdo de adubos fosfatados ao
substrato, observando também maior crescimento do limdo volkameriano comparado
com limdo cravo e tangerina cledpatra, quando colonizados com Gigaspora margarita.
Weber et al. (1990), estudando o efeito da adubagfio orgénica e Glomus etunicatum
sobre o crescimento de quatro porta-enxertos, constataram redugfio no crescimento de
todos porta-enxertos que ndo foram colonizados, sendo que a maior colonizag&o
radicular foi observada nos porta-enxertos limfo cravo e liméo volkameriano.

Oliveira & Jesus (1987) constataram relagdo direta entre dados de crescimento,
infeccdio radicular e produgdo de clamidosporos de Glomus etunicatum em mudas
citricas, em solo natural em relagdo a um solo esterilizado, observando maior
depéndencia micorrizica da tangerina cle6patra em relagdo ao limio cravo. Observaram
ainda que a utilizag8io tanto de solo esterilizado como de nfo esterilizado, ambos sem
adubacgio fosfatada, ocasionou diminui¢do no crescimento dos porta-enxertos quando
feita a introdugdo de FMAs no solo, sendo esta redugdo mais acentuada no limdo cravo
na presenca de Glomus intraradices.

A afinidade entre o endo6fito e a planta hospedeira é um dos fatores que concorre
para o sucesso da associagdo, sendo que espécies de FMAs diferem quanto a eficiéncia
na promogdo de crescimento de plantas citricas (Fontanezzi, 1989; Gomes, 1997). Em
citros, a resposta a inoculago com FMAs esté associada & disponibilidade de P no solo
(Menge et al., 1978b), & colonizagfo radicular, & expansdo do micélio externo as raizes
(Graham, 1982) e as cultivares de citros e espécies de FMAs associadas as raizes
(Caldeira et al., 1983; Nemec, 1978 e Menge et al, 1977), Souza et al. (1991)
verificaram que 0 FMA Glomus clarum foi mais dependente de fontes soliveis de P para
favorecer o crescimento do porta-enxerto liméo cravo. Nemec (1978) estudou o efeito de
trés FMAs do género Glomus em seis porta-enxertos, concluindo que nos tratamentos
onde ndo se adicionou fésforo houve aumentos significativos no desenvolvimento das
plantas pelas trés espécies fiingicas, observando também diferen¢a na eficiéncia delas

para um mesmo porta-enxerto e adubagfio fosfatada. Foi sugerida que as diferengas,



quanto & dependéncia micorrizica, eram devidas &s caracteristicas inerentes as raizes,
como presenga € comprimento de pélos absorventes e & taxa de crescimento. Nemec &
Patterson (1979) estudaram o efeito de Glomus etunicatum e Glomus mosseae em solos
fumigados ou nfo e concluiram que as respostas dos FMAs introduzidos nos solos ndo
fumigados foi menor do que a de solos fumigados, devido & agdo de FMAs nativos.
Mahoney & Nemec (1979) observaram que os porta-enxertos tangerina cledpatra e
laranja azeda colonizados por Glomus etunicatum apresentaram crescimento duas vezes
maior que os ndo micorrizados, quando levados ao campo. Menge et al. (1982a)
observaram aumento do desenvolvimento de Poncirus trifoliata colonizado com Glomus
fasciculatum em solos fumigados com brometo de metila. Manjunath et al. (1983)
estudaram o efeito da inoculagio do FMA Glomus fasciculatum em algumas espécies
citricas e concluiram que mesmo na presenga dos fungos nativos, os fungos introduzidos
foram benéficos as plantas.

No geral, a absor¢do e actimulos de nutrientes nas plantas micorrizadas ¢
significativamente maior que nas plantas nio micorrizadas, o que ja foi intimeras vezes
demonstrado nas plantas citriéas. Menge et al. (1978a) concluiram que os porta-enxertos
citrange troyer e laranja azeda micorrizados e sem adi¢fio de fertilizantes fosfatados
apresentaram maiores concentragdes de P, Zn, Mn e Fe nos tecidos. Camargo (1989)
observou que as plantas do porta-enxerto limdo cravo colonizados por Acaulospora
morrowae apresentaram maiores porcentagens de colonizagdo micorrizica e maiores
niveis de P na matéria seca total quando comparadas com as colonizadas por Glomus
clarum ou na auséncia de FMA. Fontanezzi (1989) obteve aumento significativo nos
teores de P na matéria seca total do porta-enxerto tangerina cledpatra colonizada por
Glomus clarum. Zambolim e Pinto, citados por Zambolim & Siqueira (1985),
observaram que o porta-enxerto limdo cravo micorrizado apresentou aumentos nos
teores de P, K, Ca e Mg, respectivamente de 19,3; 18,7; 11,8 e 9,1 vezes em relagdo a
testemunha. Graham et al. (1996), estudando quatro espécies de Glomus formando
micorriza em Citrus aurantium, concluiram que Glomus etunicatum foi a espécie mais
lenta na colonizagdo radicular, provocando menor desenvolvimento e teor de P na

matéria seca total da planta.



2.2 Depressio de crescimento de plantas induzidas por altas doses de P e FMAs

A absor¢do de P em contato com a superficie das raizes € proporcional a
extensdo do sistema radicular, a concentragdo de P na sua superficie e a capacidade das
raizes absorverem P (Goedert & Souza, 1984). Como os teores de P disponivel nos
solos brasileiros encontram-se abaixo de 10 mgP kg'1 (Malavolta, 1980), tornam-se
necessarias aplicagdes de fertilizantes fosfatados para obtengdo de produ¢des mais
elevadas. As plantas citricas requerem quantidades relativamente pequenas de P do solo
(Malavolta et al., 1974). Entretanto, como grande parte dos fosfatos adicionados,
tornam-se indisponiveis para a planta (Buckman & Brady, 1974), é necessario adicionar
quantidades maiores de P para o desenvolvimento da cultura (Raij et al., 1982). As
plantas citricas requerem elevadas adubag¢des fosfatadas na fase inicial de crescimento
(Carvalho, 1987, Camargo, 1989). Plantulas de citros apresentaram paralisagdo do
crescimento apds serem transferidas para solugdo nutritiva deficiente em P. O
crescimento foi novamente estimulado quando estas plantas foram transferidas para
solugdo com niveis normais de P (Achituv, 1977).

A maioria dos vegetais apresenta baixa eficiéncia em extrair P do solo e baixo
aproveitamento do P no metabolismo interno (Goedert & Souza, 1984; Smith et al.,
1986). No caso de plantas citricas que apresentam sistema radicular pobre em pélos
absorventes, a absor¢do de P torna-se ainda mais dificil.

O clima e a idade da planta influenciam na resposta das plantas citricas a adi¢do
de adubos fosfatados, mas o principal fator esta relacionado ao teor inicial de P no solo.
Sabe-se que as plantas novas absorvem fosfato muito mais rapidamente que raizes de
plantas mais velhas (Malavolta, 1980). Bueno (1984) e Nicoli (1982) encontraram
efeitos positivos de doses crescentes de P no crescimento inicial de diferentes porta-
enxertos citricos em diferentes condi¢des de cultivo. Em viveiro, aplicagdes de adubos
fosfatados proporcionaram aumento no crescimento das plantas (Souza, 1990). Bueno
(1984) observou acréscimo no crescimento de plantas citricas até o nivel de 583 mgP
kg, a partir desse valor notou-se efeito depressivo. Para o autor, o efeito depressivo de

altas doses de P pode ser devido a distirbios metabolicos. Paula (1991) s6 obteve maior



incremento na altura das plantas na menor dose de P aplicada. A absorgdo excessiva de
P pode provocar um desbalango na absor¢do de outros nutrientes (Malavolta, 1980),
toxidez e diminui¢do da quantidade de raizes ativas e consequentemente diminui¢do no
crescimento (Malavolta & Violante Netto, 1989). O crescimento do limdo cravo e de
outros porta-enxertos de citros aumentaram em resposta a niveis crescentes de P nos
solos ou substratos de cultivo, decorrentes da adi¢do de superfosfato simples, fosfatos
naturais e outras fontes de P, onde o maior crescimento esta relacionado a maior
absor¢do de P (Bueno, 1984; Camargo, 1989). Silva (1981) avaliou os efeitos de
superfosfato simples e outros nutrientes requeridos pelo limdo cravo no seu
desenvolvimento inicial e concluiu que as plantaé responderam até a aplicagdo de 1280g
de P,0s m™ de substrato, no qual o P foi responsavel por 36% do acréscimo na matéria
seca da parte aérea. Plantulas de laranjeira abacaxi, com aplicagio de 500 mg kg™ de P
na forma de superfosfato simples e superfosfato triplo, apresentaram maior crescimento
enquanto que na maior dose, 2500 mgP kg™, ocorreu a morte das plantulas (Rasmussem
& Smith, 1959). Para Camargo (1989) a eficiéncia da adubagdo fosfatada pode ser
verificada através da interagdo do P com outros nutrientes. Aumentos nas doses de
adubag@o fosfatada acarretaram redugdes nos teores de N na matéria seca da parte aérea
de plantas citricas em pomares em formagdo e adultos (Fonseca, 1991). Entretanto
Fortes (1991) ndo obteve efeito de doses crescentes de fertilizantes fosfatados sobre o
teor de N na matéria seca das plantas citricas em vasos.

Menge et al. (1982b) relataram que plantas de citrange troyer poderiam ser
beneficiadas pela inoculagio de FMAs em solos com menos de 34 mgP kg'. Graham &
Timmer (1984) observaram melhor crescimento e maior infec¢@o radicular de plantas
colonizadas por FMAs, quando cultivadas em substratos organo- minerais que indicaram
teores abaixo de 8 mgP disponivel kg™ de solo, concluindo que o nivel de fertilidade do
solo ou substrato de cultivo, principalmente o contedo de P, é o que mais influencia a
associag¢do micorrizica.

A disponibilidade de fosforo no solo € responsavel pelo equilibrio entre o dreno

de fotoassimilados da planta e os beneficios trazidos pelo fungo a planta (Siqueira &
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Colozzi- Filho, 1986). Para Miranda (1989) a eficiéncia da associagdo micorrizica esta
vinculada a um teor minimo de disponibilidade de P no solo.

A associagdo micorrizica € favoravel a planta quando o suprimento de nutrientes,
principalmente o P, for baixo, ou se existirem outros fatores que limitem o
desenvolvimento das raizes (Siqueira & Saggin Janior, 1995). Quando ha altos niveis de
P disponivel para a planta, esta ndo necessita do FMA, criando uma condig¢do
desfavoravel para o desenvolvimento da associagdo, podendo a planta apresentar
sintomas de depressdo de crescimento quando comparada com a planta ndo colonizada,
sendo que a simbiose passa a ter natureza parasitica ( Menge et al., 1978; Cardoso ¢t al.,
1986 ;, Fontanezzi, 1989; Antunes & Cardoso, 1991; Saggin Junior et al., 1994). Vale
hospedeira e do substrato. Sylvia & Schenck (1983) observaram que algumas espécies
de FMAs apresentam-se mais tolerantes ao excesso de P no solo.

Sabe-se que na simbiose ha um dreno de carbono da planta para manutengdo e
crescimento das estruturas fingicas, porém em condig¢oes desfavoraveis, ou seja , altos
niveis de P no solo, ocorre competi¢do entre a planta e o FMA por carboidratos,
diminuindo assim a colonizag@o micorrizica e o crescimento da planta (Buwalda & Goh,
1982; Peng et al, 1993). Nas plantas micorrizadas observa-se elevagio de P por unidade
de matéria seca devido ao maior aproveitamento de P, podendo ocorrer um desbalango
de outros nutrientes, acarretando danos relacionados ao seu desenvolvimento .Essa
depressdo de crescimento das plantas micorrizadas sob altas concentragdes de fosfato
ainda ndo esta bem esclarecida.. Outras hipéteses tem sido investigadas, dentre as quais
se supde a existéncia de patogenicidade em altas doses de P, levando o FMA a
apresentar natureza parasitica (Lambais & Mehdy, 1993); competicdo de P entre a planta
e o fungo (Crush, 1973), sendo esta hipétese ndo satisfatoria uma vez que ha ocorréncia
de depressdo de crescimento mesmo em condi¢des de alta disponibilidade de P, onde a
competigdo por P é pouco provavel; a produgido de toxinas constitui uma das estratégias
para microrganismos colonizarem o tecido do hospedeiro, sendo capazes de alterar a
fisiologia do hospedeiro, ocasionado sintomas de doengas. Em FMA, a produgio de

toxinas € desconhecida, o FMA em altas concentra¢des deixaria de produar compostos
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essenciais para o estabelecimento da simbiose mutualistica sendo produzida s6 em
baixas concentragGes de P; altera¢des da taxa fotossintética e utilizagdo de fotossintatos,
a alteragdo na disponibilidade de P acarretaria prejuizos nos processos de fotossintese e
utilizagdo de carboidratos (Qiu & Israel, 1992); alteragdo da relagdo entre a biomassa
fungica intra e extrarradicular, em condi¢des limitantes de P, o crescimento de hifas
extrarradiculares favoreceriam a promogéo de crescimento do hospedeiro, enquanto em
condig¢Ges ndo limitantes se observa depressdo de crescimento das plantas, o que poderia
ser explicado pelo crescimento de hifas extrarradiculares, além da capacidade de
manuteng@o do sistema, provocando desbalango energético resultando em sintomas de
depressdo (Melloni, 1996, Gomes, 1997).

Alguns trabalhos tém investigado uma possivel relagdo entre aumento no P
disponivel, redu¢do na formag¢do do micélio extrarradicular e depressdo de crescimento.
Abbott & Robson (1984), estudando o efeito de P sobre a formagdo de hifas
extrarradiculares do FMA Glomus fasciculatum no solo, observaram que o comprimento
maximo das hifas do FMA formado por grama de solo e por cm de raiz colonizada de
trevo ocorria nos tratamentos que receberam um grama de superfosfato simples (33 mg
de P). Nas doses mais elevadas de superfosfato, houve redugdo na formagdo de hifas
externas demonstrando que a relagdo entre o micélio externo e o interno depende da
concentragdo de P no solo. Crush (1976) constatou que em doses elevadas de P, o
comprimento do micélio externo era estimulado, mas ocorria redugdo no
desenvolvimento da planta em até 16%, supondo a ocorréncia de competi¢do entre o
fungo e a planta por fotoassimilados. Miranda et al. (1989), trabalhando com sorgo
colonizado por Glomus macrocarpum, em diferentes doses de P, observaram redugio
no crescimento do micélio externo nas doses mais elevadas. Para Cardoso Filho (1994)
o aumento do volume do micélio extramatricial total e concomitante redugdo de sua
atividade pode acarretar efeito depressivo para o crescimento da planta. Melloni (1996)
observou que o comprimento de micélio extrarradicular ativo e total de FMAs variou
com os porta-enxertos de citros. Gomes (1997) notou que em doses de P acima de
200 mgP kg de substrato se observa redugio significativa do comprimento do micélio

externo ativo.
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Adicdo de P sob diferentes formas e em doses crescentes tém causado
diminui¢do na colonizag@o e na resposta de crescimento causada por FMAs (Stribley et
al., 1980; Koide, 1985; Antunes e Cardoso, 1991). Altos niveis de P no solo reduzem a
colonizagdo devido ao aumento nos teores deste elemento na planta (Menge et al.,
1978). Outra explicacdes para esse fato pode estar numa possivel redugdo na
permeabilidade e exsudagdo de metabolitos das membranas (Graham et al.,1981), ou
pelo efeito de carboidrato da planta (Siqueira et al., 1984) ou pelo envolvimento de
fosfatases acidas que controlam o estabelecimento da simbiose (Woolhouse, 1975). Para
Ratnayake et al. (1978) e Graham et al. (1981), plantas bem supridas de P mostraram
menor exsudagdo radicular de agicares e aminoacidos, o que pode influenciar na
colonizagdo radicular micorrizica ou afetar a germina¢do dos esporos. Além disso,
aumento da atividade de endoquitinases e de [B-endoquitinases pode restringir a

colonizagdo (Lambais & Mehdy, 1995).

2.3 Atividade de Fosfatases em fungos micorrizicos

A eficiéncia de uma micorriza é geralmente estimada em termos de crescimento
de planta ou absor¢do de nutrientes, comparando-se plantas micorrizadas com ndo
micorrizadas. Poucos estudos, entretanto tem sido realizados com o objetivo de avaliar a
associag@o micorrizica quanto & atividade de enzimas especificas.

Os fungos endomicorrizicos ericoides produzem fosfatases acidas que podem
mobilizar o fosfato a partir de moléculas complexas ou fosfatos ésteres (Straker &
Mitchell, 1986). Estas enzimas estdo localizadas nas paredes fungicas sendo que sua
atividade pode ser histoquimicamente visualizada na superficie das hifas em cultura pura
(Straker et al., 1989). A atividade dessas fosfatases pode ser inibida por altos niveis de P
soluveis (Lemoine et al., 1992), o que torna a associagdo ineficiente no fornecimento de
P para a planta. As fosfatases acidas produzidas pelo manto micelial dos fungos e as
ramificagdes presas ao micélio sdo consideradas como responsaveis pela catalise e

hidrolise de complexos organicos de P para a forma mais prontamente absorvida (Ho &



13

Zak, 1979). Antibus et al. (1981) mostrou que a atividade de fosfatase acida em raizes de
Salix rotundifolia colonizada por Entoloma sericeum foi 40 vezes maior do que nas
raizes ndo micorrizadas, sugerindo o alto potencial desses fungos em degradar
compostos complexos de P orgéanico.

Estudos envolvendo enzimas e FMAs tém sido direcionados para identificagdo
de espécies fungicas (Sen & Hepper, 1986). Outros tém procurado compreender o
fenémeno da nutricdo de FMAs (Gianinazzi-Pearson & Smith, 1993), desenvolver um
meio de avaliagdo da importancia do micélio (Kought et al., 1987, Sylvia? 1987) e
analisar as interagdes entre os simbiontes (Gianinazzi et al., 1983) envolvendo atividades
enzimaticas.

Estudos bioquimicos e citoquimicos mostraram que as plantas micorrizadas e
FMAs produzem diferentes tipos de fosfatases, as quais parecem ser ativadas pela planta
hospedeira, e que sdo fundamentais para a expressdo da simbiose (Dodd et al., 1987,
Marx el al., 1982; Cappacio & Callow, 1982) embora, a atividade funcionalidade dessas
enzimas na simbiose ainda ndo esta esclarecida.

A atividade de fosfatases acidas tem sido relatada em FMAs e, embora sua
fungdo ndo esteja bem esclarecida, essas enzimas parecem estar associadas com o
crescimento e desenvolvimento do fungo dentro do tecido do hospedeiro (Gianinazzi et
al., 1979), e com a aquisic@o de P na rizosfera. A medida que as hifas se aproximam da
superficie radicular da planta, a atividade da fosfatase acida é incrementada diminuindo
ao longo da penetragdo das hifas e desenvolvimento dentro das células do hospedeiro
(Gianinazzi-Pearson et al., 1986). MacDonald & Lewis (1978) detectaram atividade de
fosfatase acida em estruturas de FMAs tanto dentro como fora das raizes, usando
métodos citoquimicos. Azcon et al. (1982) compararam efeitos da micorrizagio no
crescimento, absor¢do de P e atividade de fosfatases acidas em trigo e alfazema
(espécies que diferem quanto a dependéncia a micorriza em baixa disponibilidade de P),
observando que a infec¢do micorrizica diminuiu a atividade da fosfatase na superficie
radicular da alfazema, mas ndo na de trigo. Similarmente, Gianinazzi-Pearson &
Gianinazzi (1986) relataram que a micorrizag@o ndo afetou a atividade de fosfatase acida

em trevo micorrizado. J& McLachlan (1976, 1980) encontrou atividade de fosfatase
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acida mais baixa em plantas mais eficientes em absorver P, quando crescidas em
condig¢des de baixa disponibilidade de P.

A atividade da fosfatase alcalina parece ser mais representativa do que a acida,
podendo ser utilizada como marcador potencial da funcionalidade da simbiose. Localiza-
se no vactiolo do fungo (Gianinazzi et al., 1979; Dexheimer et al., 1982), sendo
detectada em gel de poliacrilamida (PAGE) de extrato de raizes colonizadas pelos FMAs
(Gianinazzi-Pearson et al., 1978; Olivier et al., 1983). Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi
(1983) observaram diminui¢do da atividade da fosfatase extraivel com diminui¢do dos
niveis de infec¢do micorrizica, com adi¢do de P ao solo ou ainda com diferentes espécies

de plantas hospedeiras.

2.4 Absorcio de P e Cinética de absorg¢iio idnica pelas plantas

A capacidade de absor¢do de nutrientes pelas plantas pode ser atribuida a
caracteristicas intrinsecas a propria planta, como tamanho, ramificagdo e cobertura de
pélos absorventes do sistema radicular (Foshe et al., 1991). Diferengas na aquisi¢do dos
nutrientes podem se dar por variagGes de seus mecanismos morfologicos e fisiologicos,
quando o fornecimento nutricional se altera. As diferengas observadas na capacidade de
absor¢do de fosforo, entre espécies e variedades, sdo confirmadas tanto em campo
(Sinha et al., 1980) como em condig¢des controladas (Nielsen & Barber, 1978). Em
condigdes de estresse podem ocorrer diferen¢as nos ajustes morfologicos radiculares,
como por exemplo, exploragdo de maior volume de solo ou reten¢do e movimentag@o
dos ions através das células radiculares (Bieleski, 1973, Schorring, 1987). A geometria
radicular exerce importante papel na habilidade da planta em absorver P. Sistemas
radiculares ricos em radicelas e pélos absorventes sdo capazes de explorar maior volume
de solo, aumentando, consequentemente, a absor¢@o de P (Fohse et al., 1991). Bouldin
(1961) estimou matematicamente o fluxo total de P em sistemas radiculares ricos em

pélos absorventes, podendo ser trés a dez vezes maior que em plantas com sistema
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radicular escasso. Como se sabe, o sistema radicular de plantas citricas é pobre em
radicelas, dificultando ainda mais a absor¢do de P. Além disso, cerca de 95-98% do P do
solo ocorre em forma nédo prontamente disponivel a planta, com concentra¢@o na solugéo
do solo muito baixa e lenta difuséo.

A concentragdo de P da solugdo do solo é infinitamente mais baixa do que no
interior das raizes. Por isso sua absor¢do é feita contra um gradiente de concentragio,
envolvendo gasto de energia (Beever & Burns, 1980) e, depende da concentrag@o desse
ion na solug@o. Para explicar tal absor¢do supde-se a existéncia de um carregador que
transporta o ion através da membrana (Epstein & Hagen, 1952). A absor¢do de ions
presentes em solugdes de concentragdio relativamente baixa, pelos vegetais, segue a
cinética de Michaelis-Menten, cujo modelo matematico é representado pela equagéo:

I= V max-C

Km+C
Onde I € o influxo ou velocidade de absor¢ido do ion numa concentragdo (C), sendo que
a taxa de influxo depende de dois fatores: capacidade e intensidade. Os pardmetros
cinéticos Vmax e Km representam a velocidade maxima de absorg¢do (fator capacidade)
e a concentra¢do em que a velocidade de absorgdo corresponde & metade de Vmax (fator
intensidade), refletindo a por¢do de sitios do carregador ocupado pelo ion numa dada
concentragdo externa do ion.

Os ions presentes na solugdo nutritiva podem apresentar dois movimentos,
influxo e efluxo. O influxo é caracterizado pelo movimento do ion da solu¢do externa
para dentro da raiz e o efluxo é caracterizado pelo movimento do ion de dentro da raiz
para a solugdo externa. O influxo liquido € caracterizado pela diferencga entre o influxo e
o efluxo, igualando-se a zero numa determinada concentra¢do do ion, denominada
concentragdo minima. Assim, o influxo liquido é obtido por um calculo teodrico,
estimado a partir da Cmin pela equagéo:
¥ max- (C — C min)

Km +(C —C min)

Influxo liquido =

Valores baixos de Cmin caracterizam a capacidade da planta em manter a

concentra¢do do ion extremamente baixa na zona da raiz (Canal & Mielniczuk, 1983).
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Embora o crescimento da hifa do FMA além da zona de deple¢ido do elemento ao
redor da raiz seja a explicagdo mais aceita para a maior absor¢do de P pela planta
micorrizada, mudangas fisiologicas também devem ocorrer em tais plantas, e que
podem interferir nas caracteristicas relacionadas a cinética de absor¢éo, #ranslocagédo e
utiliza¢@o do P (Cooper, 1984). Sabe-se que raizes micorrizadas permanecem ativas por
mais tempo (Bowen et al., 1975) e possuem maior disponibilidade energética para
absorver P (Bieleski, 1973). Espera-se que as taxas de absor¢do de P por plantas
micorrizadas sejam maiores que as ndo micorrizadas permitindo menor dependéncia dos
teores de P disponiveis no substrato e maior desenvolvimento das plantas (Pacovsky et
al., 1986). Pang & Paul (1980) observaram que a biomassa de FMAs no interior das
raizes pode chegar até 17% da massa da matéria fresca da raiz, sugerindo maior gasto de
energia pelas raizes micorrizadas do que as ndo micorrizadas.

Essas alteragbes fisiologicas influenciando a absor¢do iOnica pelas plantas
micorrizadas tém levado a realiza¢do de estudos de cinética de absor¢do de P. Acredita-
se que as plantas micorrizadas apresentam ndo somente um mecanismo fisico de
absor¢do de P, mas também maior afinidade dos sitios de absor¢do do ion, devido,
exclusivamente, a presenga da hifa fingica e/ou raiz colonizada (Cress et al., 1979).

Cress et al. (1979), estudando os pardmetros cinéticos de absor¢do de P,
observaram diminuig@o nos valores de Km em plantas de tomate colonizadas por FMA,
embora os valores de Vmax tenham sido semelhantes, tanto na presenga como na
auséncia do FMA, concluindo que a maior contribui¢do das micorrizas no aumento da
absor¢do de P foi devido & maior afinidade das raizes ao P. No entanto, é importante
ressaltar que esses autores trabalharam com raizes destacadas. Karunaratne et al. (1986)
e Silveira (1990) observaram aumento nos valores de Vmax em plantas micorrizadas,
indicando aumento na absor¢do de P, devido maior nimero de sitios ativos. Faquin
(1988) observou aumento de Km e Vmax em plantas de soja micorrizada, quando
comparadas com as ndo micorrizadas, sendo que as maiores diferengas foram
observadas quando as plantas foram cultivadas com solug¢do nutritiva diluida. A Cmin
também foi reduzida em 62%, quando comparada com as plantas de soja ndo

micorrizadas. Silveira (1990) constatou efeito do nivel de P e da espécie de FMA nos
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valores de Cmin em feijoeiro, observando um aumento de sete vezes no Cmin no
tratamento com adi¢do da dose mais elevada de P ao substrato.

Andrew (1966), estudando os pardmetros cinéticos da absor¢do de fosfato
observou diferengas nas taxas de absor¢do de diferentes espécies vegetais. A espécie
Stylosanthes humilis apresentou a maior taxa de absorgdo de P.

Nielsen & Barber (1978) observaram diferengas nos valores de Vmax , Km e
Cmin entre gendtipos de milho. Esses autores atribuiram essas diferengas nas
propriedades de absor¢do do nutriente a um controle genético.

Independente da micorrizagdo, a concentragdo de P no substrato interfere na
cinética de absor¢do de P . Jungk (1974) observou aumento do Imax e diminuig¢do do
Km e Cmin, em plantas de milho que passaram por periodos de caréncia de P.
Anghinoni et al. (1989) trabalhando com diversas espécies e genodtipos de plantas
observaram aumento de Vmax nas plantas que apresentaram deficiéncia de P. Jungk et
al. (1990) acreditam na necessidade de maiores estudos sobre cinética de absorgdo de \.
nutrientes por plantas cultivadas em diferentes condi¢des de fornecimento de nutrientes.
Esses autores verificaram que Imax foi cinco vezes maior em plantas de milho crescidas
em solugdes com baixos niveis de P. Martinez et al. (1993), estudando os pardmetros
cinéticos em variedades de soja, concluiram que esses parametros foram fortemente
influenciados quando o nivel interno de P encontrava-se mais baixo.

A maioria dos estudos de cinética de absorg¢do de nutrientes é realizada com
plantas anuais e raros com plantas perenes. Estudos envolvendo plantas citricas seriam
de grande validade, uma vez que estas plantas tém diferente capacidade de absorver
nutrientes. Murthy & Iyengar (1994) observaram que o limdo rugoso exauriu mais
rapidamente o P da solugdo, enquanto o Imax foi maior em Citrus reticulata seguido
pelo citromelo. O limdo cravo e limdo rugoso apresentaram menor Imax. Também
observaram que as plantas citricas apresentam um Imax muito maior do que as plantas
anuais. Murthy & Iyengar (1996), avaliando os pardmetros cinéticos em diferentes
variedades de banana nas fases vegetativas e de floragdo, observaram diferengas nos

valores de Km e Imax quanto as variedades e estadio de desenvolvimento da planta.
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A absorg@o de nutrientes pode sofrer variagdes em fungdo da idade da planta
(Edwards & Barber, 1976). Jungk & Barber (1975) observaram decréscimo de quatro
vezes nos valores de Vmax quando a idade de plantas de milho variaram de 12 para 56
dias. Plantas de soja apresentaram decréscimo de duas vezes nos valores de Vmax
quando a idade das plantas variou de 18 para 70 dias (Edwards & Barber, 1976).
Resultado contraditorio foi observado por Anghinoni et al. (1989), esses autores
obtiveram aumento do Vmax e redugdo do Km com o aumento da idade das plantas.
Esse resultado sugere a possibilidade de diferengas no comportamento de absorgéo de
nutrientes pelas espécies vegetais.

Sob mesmas condigdes ambientais, a taxa de influxo de P do solo para a raiz
colonizada é maior do que para as raizes ndo colonizadas. Sanders & Tinker (1973)
constataram que em raizes de cebola micorrizadas, o influxo de P foi seis vezes maior do
que em raizes ndo micorrizadas. Smith (1982) constatou que o influxo de P de plantas de
Trifolium subterraneum micorrizadas foi superior as ndo micorrizadas em todos os
niveis de P adicionados. Faquin (1988), trabalhando com soja micorrizada, obteve
aumento do influxo liquido de P por grama de raiz fresca por hora. Silveira & Cardoso
(1990a) observaram aumento no influxo de P, mesmo com a adi¢do de Al ao substrato.
Silveira & Cardoso (1990b), trabalhando com plantas de feijdo colonizadas com Glomus
etunicatum obtiveram maior influxo e influxo liquido de P nas plantas micorrizadas do
que nas ndo micorrizadas. Para Jungk & Barber (1974), a redug@o no sistema radicular
aumenta a taxa de influxo por comprimento radicular. Nielsen & Barber (1978),
analisando 12 genotipos de milho, observaram que os genoétipos com raizes longas e
finas apresentaram taxa de influxo por comprimento radicular mais baixa. Furlani et al.
(1984) trabalhando com plantas de sorgo em diferentes niveis de P, observaram que as
plantas crescidas nas maiores doses de P apresentaram maior sistema radicular e
consequentemente menor influxo.

Os pardmetros cinéticos de absor¢do por plantas micorrizadas tém sido utilizados
na predi¢do de absorgdo de nutrientes pelas planta (Ernani et al., 1994; Rheinheimer et
al., 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em casa de vegetagdo e laboratorios do Centro de
Solos e Recursos Agroambientais do Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) em
Campinas, Sdo Paulo.

A partir do estabelecimento das doses de fosforo que garantiram o maximo de
eficiéncia simbidtica e que causaram sintomas de depressdo no crescimento das plantas,

em condig¢Ges de hidroponia, foram instalados dois experimentos.

3.1 Substrato utilizado

O substrato empregado foi areia média-fina, peneirada e lavada com agua
corrente e fumigada com brometo de metila por trés dias consecutivos. Foi
acondicionado em vasos de aluminio de 2,5 kg, revestidos internamente com saco
plastico, tendo na base uma camada de brita lavada e desinfestada com hipoclorito de

sodio a 2,5%.

3.2 Os porta-enxertos

Foram empregados os porta-enxertos: limdo cravo (Cifrus limonia) e tangerina
cleopatra (Citrus reshni), em virtude dessas espécies serem as mais utilizadas pelos

citricultores brasileiros,
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As sementes foram fornecidas pela Estagdo Experimental de Cordeirdpolis (SP),
do Instituto Agrondmico de Campinas. Foram pré-germinadas em areia esterilizada para
obtengdo de plantulas, as quais foram transplantadas para o substrato (item 3.1) cerca de

dois meses apds a semeadura, permanecendo uma por vaso.

3.3 In6culo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)

As espécies de FMAs utilizadas foram Glomus etunicatum e Glomus
intraradices. Os fungos foram previamente multiplicados em Brachiaria brizantha,
constando de pedagos de raizes infectadas, hifas, cerca de 5000 esporos de Glomus
etunicatum por 25 mL de terra. O indculo de Glomus intraradices foi caracterizado pela
colonizagdo radicular, no caso cerca de 69%, ja que a esporulag¢do é intraradicular, ndo
se determinando o nimero de esporos. A técnica utilizada para a quantificagdo dos
esporos foi a do peneiramento iimido (Gedermann & Nicolson ,1963) e para a estimativa
da colonizag@o radicular empregou-se 0 método da intersec¢do de pedagos de raiz em
placa quadriculada (Ambler & Young, 1977), ap6s coloragdo das raizes com azul de
tripano (Phillips & Hayman, 1970). A inoculagdo foi realizada por ocasido da
semeadura, depositando-se o solo indculo a 5 cm da superficie do substrato no

transplantio.

3.4 Fontes de fosforo e demais nutrientes

Foram aplicadas doses crescentes de P, que variaram conforme o experimento.
Tanto o P como os demais nutrientes foram fornecidos através da aplicagdo semanal de
100 mL da solugdo nutritiva n ° 2 de Hoagland & Arnon (1950) modificada por Faquin
(1988), cuja composi¢do se encontra na Tabela 1. Quando necessario as plantas foram

irrigadas com 4gua destilada. A drenagem dos vasos foi livre.
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3.5 Experimentos realizados

Foram realizados dois experimentos que diferiram no porta-enxerto, no FMA,

nas doses de fosforo e no tempo de cultivo, descritos a seguir;

3.5.1 Experimento 1

O experimento em esquema fatorial 5 X 2, com delineamento inteiramente
casualizado e oito repeti¢des, constou dos fatores: 5 niveis de fosforo (1,5; 3,0; 6;0; 9;0 e
12,0 mgP L"), uma espécie de FMA, Glomus etunicatum, e um controle sem fungo
micorrizico. Utilizou-se o porta-enxerto limdo cravo (item 3.2) O experimento teve
durag@o de 90 dias ap0s a repicagem das plantulas, totalizando 11 aplicagdes de solugdo
nutritiva. Das repeti¢des feitas, foram selecionadas as cinco melhores para o ensaio de

cinética e posterior avaliag@o do crescimento e colonizag¢@o micorrizica.

3.5.2 Experimento 2

O experimento em esquema fatorial 4 X 2, com delineamento inteiramente
casualizado e vinte repeti¢des, constou dos fatores: 4 niveis de P (1,5; 3,0, 9,0 e
12,0 mgP L") X uma espécie de FMA, Glomus intraradices € um controle sem FMA.
Foi utilizado o porta-enxerto tangerina cledpatra, permanecendo em casa de vegetagio
por 210 dias apds a repicagem das plantulas, totalizando 30 aplicagdes de solugéo
nutritiva. Das repetigdes feitas, foram selecionadas as cinco melhores para o ensaio de

cinética e posterior avaliagdo do crescimento e colonizagdo micorrizica.
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Tabela 1- Concentrag@o dos nutrientes usados na solugdo nutritiva de crescimento, de
absor¢do de fosfato no ensaio de cinética e na determinagdo da atividade de
fosfatase acida.

(1) () . O
Nutrientes Crescimento Absor¢ao Fosfatase Acida
mg L mg L mg L™
N 126,0 145,0 29,0
P — — —
K 117,0 95,0 19,0
Ca 120,0 151,0 30,2
Mg 243 19,0 3,8
S 32,0 55,0 11,0
B 0,5 0,3 0,06
Cu 0,02 0,11 0,02
Fe 3,7 1,4 0,28
Mn 0,5 0,5 0,10
Mo 0,01 0,10 0,05
Zn 0,02 0,15 0,03

(1) Solugdo n° 2 de Hoagland & Arnon (1950) modificada para N, K, Ca, Mg e S, segundo
Faquin (1988).

(2) Solugdo nutritiva segundo Furlani & Furlani (1988)

(3) Diluigdo de 1/5 da solugdo nutritiva completa de Furlani & Furlani (1988).
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3.6 Variaveis analisadas

O efeito das doses de fosforo e da inoculagdo de FMA no crescimento dos porta-

enxertos foi avaliado através das seguintes variaveis:

A-) Altura das plantas: Mensalmente mediu-se a altura de cada planta,

utilizando-se réguas graduadas.

B-) Massa da matéria seca da parte aérea das plantas: As plantas foram
cortadas a 0,5 cm do colo, acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com
ventilagdo forgada de ar, a temperatura de 65°C por cinco dias, até atingirem peso
constante, Para a determinagdo da massa da matéria seca da parte aérea utilizou-se

balanga semi-analitica.

C-) Quantifica¢io da coloniza¢io micorrizica: Apoés o término do ensaio de
cinética (item 3.8), as raizes foram separadas, lavadas em agua corrente e mantidas
separadamente em frascos de vidros com solugdo de alcool 50% até o momento da
coloragdo. Retirou-se raizes de varias partes do sistema radicular para obter amostra
representativa. A coloragdo das raizes foi realizada pela técnica de Phillips & Hayman
(1970). A quantifica¢do da percentagem de raiz colonizada foi efetuada pelo método da

lamina com 10 segmentos de raiz de 1 cm (Giovannetti & Mosse, 1980).

D-) Teor e quantidade de nutrientes na parte aérea: Apds a secagem e
determinagdo da massa da matéria seca da parte aérea, as plantas foram moidas e
submetidas & digestdo nitro-perclorica para determinagdo do P por colorimetria e Ca,
Mg, Fe, Mn, Cu e Zn pelo plasma, K por fotometria de chama e digestdo sulfiirica para a
determinag@o do N pelo método semi micro Kjedahl (Bataglia et al., 1983). A absor¢éo

total de nutrientes foi obtida a partir dos teores de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg) e
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micronutrientes (Zn, Cu, Fe, Mn) multiplicados pela massa da matéria seca da parte
aérea. Os resultados foram expressos em mg planta” para os macronutrientes e

pg planta™ para os micronutrientes.

E-) Comprimento e Area do sistema radicular: O comprimento e a area do
sistema radicular foram determinados através do sistema integrado para analise de raizes
e cobertura do solo (SIARCS- Embrapa/ CNPDIA).

F-) Eficiéncia de utilizacio do fosforo (EUP): Este indice foi calculado
segundo Siddiqi & Glass (1981):
EUP= (massa da matéria seca da parte aérea)’ / quantidade total do nutriente na

matéria seca.

3.7 Determinacio da atividade de fosfatase acida em raiz de planta intacta

A atividade de fosfatase acida foi determinada segundo método de Clark (1975).
As plantas foram retiradas do substrato solido, transferidas para vasos plasticos de 1,8 L
contendo 1,6 L da solugdo de absor¢do (Furlani & Furlani, 1988), pH= 5,0 (ajustado
com NaOH/ HCI), (Tabela 1), com aeragdo constante por cinco dias, em casa de
vegetagdo, e posteriormente levadas para cdmara de crescimento, um dia antes da analise
da atividade da fosfatase acida, para adaptagdo as condigdes da cdmara.

Na noite anterior do ensaio, as plantas foram colocadas em vasos contendo
apenas agua destilada. No dia do ensaio, as plantas foram transferidas para copos de 500
mL revestidos de papel aluminio com 400 mL da solugdo nutritiva (Tabela 1) na
concentragdo de 1/5 da original (Furlani & Furlani, 1988), contendo o substrato
p-nitrofenolfosfatodissddio hexahidratado (p-NPP) 0,20 M, pH= 4,0. Foram retiradas
aliquotas de 3mL de cada copo plastico, aos 25 e 50 minutos apds o contato das raizes
das plantas com a solugdo nutritiva acrescida do substrato p-NPP, e transferidas para
tubos de ensaio de 10 mL contendo2 mL de hidroxido de sédio 2N. O produto da agéo

da fosfatase da raiz sobre o substrato p-NPP ¢ o p-NP (nitrofenol), de cor amarela,
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estavel por 24 horas em meio alcalino. Determinou-se colorimetricamente, a 410 nm, a
quantidade de p-NP formado, com auxilio de reta padrdo previamente estabelecida. A
atividade enzimatica foi expressa em mg p-NP de substrato hidrolisado por hora por
grama de massa de matéria fresca de raiz (mg p-NP h! g). A cdmara possui um sistema
de iluminagdo apropriado, constituido por um conjunto de 8 ldmpadas de 250 Watts e 25
lampadas fluorescentes com fornecimento de intensidade luminosa de 200p. E m? s™ a0
nivel das folhas superiores, umidade relativa de aproximadamente 50% e temperatura de
32+ 1°C no periodo claro e de 29+ 2° C no periodo escuro, com fotoperiodo de. 16 horas,
no primeiro experimento e temperatura de 28 + 1° C no periodo claro e de 25 + 1°C no

periodo escuro, com fotoperiodo de 14 horas, no segundo experimento.

3.8 Cinética de absorcio de fosforo

O estudo de absor¢do de P foi realizado pelo método da deplegio da
concentragdo de P na solugdo (Claasssen & Barber, 1974), usando plantas intactas e
baixa concentra¢do do nutriente na solugdo.

Foi realizado um ensaio prévio com o objetivo de estabelecer a concentragio
inicial de P para se obter a curva de esgotamento do elemento da solugdo. Apds a
determinagdo da atividade enzimatica, as plantas permaneceram 21 horas em solugéo
nutritiva de absor¢do (Tabela 1), omitindo-se o P, para aumentar a capacidade das raizes
em absorver este nutriente (Jungk, 1975 citado por Faquin, 1988). A cdmara apresentou
uma temperatura de 32 + 1°C no periodo claro e de 29+ 2° C no periodo escuro, com
fotoperiodo de 16 horas, no primeiro experimento e temperatura de 28 + 1° C no periodo
claro e de 25 £ 1°C no periodo escuro, com fotoperiodo de 14 horas, no segundo
experimento. Iniciando-se o ensaio de cinética de absor¢do de P, completou-se o volume
dos vasos para 1,6 L e adicionou-se 10 puM de KH,POy4, no experimento 1 e 3 uM de
KH,PO4, no experimento 2. A homogeneizagdo de P foi feita com um bastdo de vidro. O
periodo de absorg¢do foi de 120 horas, sendo o periodo das amostragens de 2, 4, 6, 8, 10,
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 48, 50, 52, 72, 96 e 120 horas (Experimento 1) , totalizando
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dezoito amostragens por vaso e de 3, 6, 9, 12, 24, 27, 30, 33, 48, 72, 75, 78, 96, 99, 101
e 120horas (Experimento 2), totalizando dezesseis amostragens por vaso. Aliquotas de
10 mL da solugéo foram retiradas para determinagdo colorimétrica de P, utilizando-se
espectrofotometro 880 nm, na qual se usou o acido ascorbico como agente redutor
(Murphy & Rilley, 1962).

Terminado o ensaio de cinética, o sistema radicular foi separado da parte aérea,
lavado com agua corrente e seco em papel toalha para determinagéo da massa da matéria
fresca e conservado em alcool 50% para posterior coloragdo radicular. A parte aérea foi
posta em estufa para determinagdo da massa da matéria seca da parte aérea.

A partir da curva de exaustdo de P da solugéo em fungdo do tempo de absorgdo,
estimaram-se 0s parametros cinéticos de absor¢do radicular de P (Vmax e Km),
empregando-se a aproximagdo grafico- matematica proposta por Ruiz (1985). A Cmin
foi determinada pela média dos valores de concentragdo de P na solugdo, os quais
apresentaram tendéncia de permanecer constantes nas amostragens finais da curva de
exaustao.

O influxo radicular liquido de P foi calculado para concentragGes externas de 2,
4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 € 20 uM (C), incluindo-se o Cmin, através da equagdo de
Michaelis-Menten: Influxo liquido = Vmax (C-Cmin)/ Km + (C-Cmin) onde C-
concentragdo do ion na solugdo; Vmax- taxa maxima de absor¢do, Km- constate de
Michaelis-Menten, ou seja, valor corresponde & concentragéo do ion na qual se obtém
metade da velocidade maxima de absor¢do; Cmin- concentragdo de P da solugdo, onde o
influxo liquido se iguala a zero. Os valores de Vmax e influxo liquido foram expressos
por unidade de massa de matéria fresca de raiz (umolP gMF" h™) e por planta (umolP
planta® h™), de acordo com Faquin et al. (1990)
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3.9 Analise Estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise de varidncia, aplicando-se o
teste de Tukey a 5% para as compara¢gdes das médias, conforme recomendagéo de
Gomes (1990). Os tratamentos que envolveram doses de P foram submetidos a analise
de regressdo polinomial, testando-se modelo linear e quadratico.

Os dados expressos em percentagem de colonizagdo radicular, foram
normalizados pela transformag¢do de arco seno raiz quadrada x/100, onde x € a
porcentagem de colonizagdo radicular . Utilizou-se o programa estatistico SANEST
(Sistema de Analise Estatistica).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento das plantas

Foi verificado efeito da adigdo de doses crescentes de fosforo e da micorrizagdo
sobre o desenvolvimento das plantas nos dois experimentos realizados.

No experimento 1, no qual foi empregado o porta-enxerto limédo cravo, as plantas
ndo colonizadas pelo FMA Glomus etunicatum responderam linearmente & adi¢do das
doses crescentes de fosforo aplicadas ao substrato (Figﬁras 1A e 2A). As plantas
micorrizadas apresentaram resposta quadratica ascendente com pico de desenvolvimento
na dose 3,0 mgP L™ e depressdo no crescimento das plantas nas doses 9,0 e
12,0 mgP L (Figuras 1A e 2B). A inoculagdo do FMA proporcionou incremento de
53% na altura das plantas na dose 3,0 mgP L™, enquanto que na maior dose aplicada
(12,0 mgP L), as plantas apresentaram redugio de 71% no desenvolvimento, quando
comparadas com as plantas ndo micorrizadas.

No experimento 2, no qual foi utilizado o porta-enxerto tangerina cledpatra, o
comportamento da variavel altura das plantas foi similar ao experimento 1, ou seja, as
plantas ndo micorrizadas responderam linearmente & adi¢do de P ao substrato (Figuras
3A e 4A) e as plantas colonizadas por Glomus intraradices apresentaram pico de
desenvolvimento na dose 3,0 mgP L™ e depressio no crescimento nas doses mais
elevadas (9,0 e 12,0 mgP L), apresentando aumento de 103% na altura das plantas e
redugdio de 56% na maior dose de P aplicada ao substrato, em relag@o s plantas que ndo

foram colonizadas (Figuras 3A e 4B). Embora essa varidvel ndo reflita caracteristicas
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Figura 1- Altura (A) e Matéria seca da parte aérea (B) do porta-enxerto limdo cravo, na

auséncia (Testemunha) e presenga do FMA (Glomus etunicatum),

adicionando-se doses crescentes de P ao substrato.
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Figura 2- Porta-enxerto limdo cravo, aos 90 dias apds a repicagem das plantulas, na
auséncia (A) e presenga do FMA (B), adicionando-se doses crescentes de P ao
substrato (P1-1,5 mgP L™'; P2- 3,0 mgP L"'; P3-6,0 mgP L™'; P4- 9,0 mgP L' e
P5-12,0 mgP L™).
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intraradices), adicionando-se doses crescentes de P ao substrato.
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TANGERINA
CLEOPATRA

C/FMA | S/FMA

Figura 4- Porta-enxerto tangerina clebpatra, aos 210 dias apds a repicagem das plantulas, na

auséncia (A) e presenga do FMA (B), adicionando-se doses crescentes de P ao
substrato (P1- 1,5mgP L™'; P2- 3,0mgP L™ P3- 9,0mgP L™'; P4- 12,0mgP L™).
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fisiologicas das plantas, esses resultados deixam claro que em condigtes favoraveis o
FMA pode estabelecer uma associagdo eficiente e gerar incrementos no
desenvolvimento das plantas, como constatado por Saggin Janior et al. (1994) e
Marschner (1995).

A depressdo no desenvolvimento de plantas em altas doses de P mostra que a
micorriza € muito afetada pela disponibilidade de P no substrato (Nicoli, 1982 e Bueno,
1984). Tal faixa de disponibilidade de P que determina se a associagdo sera eficiente ou
parasitica ¢€ estreita, como demonstrado pelos resultados. Assim observou-se que na dose
de 3,0 mgP L ocorreu um pico de eficiéncia da micorriza, na dose 6,0 mgP L™ ndo
houve diferenca entre planta micorrizada e nio micormrizada e a partir de 9,0 mgP L™ foi
evidente a depressdo no crescimento e o efeito parasitico da associagio.

Para variavel matéria seca da parte aérea verificou-se efeito significativo nas
interagGes doses de P X FMA. As plantas de lim3o cravo ndo micomrizadas responderam
linearmente a adigdo de fosfato ao substrato ocasionando aumento significativo na
matéria seca da parte aérea, chegando a ser 266% maior na dose 12,0 mgP L™ em
relagdo as plantas micorrizadas (Figura 1B). As plantas micorrizadas responderam de
forma quadratica a adigdo de P, com pico de crescimento na dose 3,0 mgP L. Nas doses
1,5 e 3,0 mgP L. o incremento na producido de matéria seca foi de 102% e 163%,
respectivamente, em relagdo as plantas ndo micorrizadas. Nas plantas micorrizadas que
apresentaram depressdo de crescimento nas doses mais elevadas de P (9,0 e
12,0 mgP L), a redugio na matéria seca da parte aérea foi de 49% e 84%,
respechivamente em relagio s plantas ndo micorrizadas (Figura 1B).

Da’ mesma forma que para o limio cravo, o porta-énxerto tangerina cleOpawra
também respondeu de maneira linear as doses de P na auséncia de FMA, e, de forma
quadratica quando micorrizado. Observou-se aumento de 590% na matéria seca das
plantas ndio micorrizadas na maior dose de P (12,0 mgP L), em relag@o as micorrizadas.
As plantas micorrizadas apresentaram incremento de 210% e 238% na matéria seca da
parte aérea nas menores doses aplicadas e fedugéo de 72% na maior dose de P (Figura
3B), ocorrendo um pico de produgio de matéria seca na dose 3,0 mgP L. O efeito de

depressio no desenvolvimento de plantas micorrizadas em condigdes de alta



34

disponibilidade de fosforo foi mais uma vez confirmado, concordando com as
observagdes de Cardoso et al. (1986), Antunes & Cardoso (1991) Peng et al. (1993) e
Gomes (1997).

Tanto no porta enxerto limdo cravo (P>0,01 r=0,95) como na tangerina cledpatra,
(P>0,01 r=0,96) observou-se correlagdo positiva entre a altura e a matéria seca da parte
aérea, 0 que é importante ja que para plantas citricas, a altura pode ndo ser um dado tdo
significativo por causa das brotagdes laterais.

O comprimento e a area radicular foram determinados somente no porta-enxerto
limdo cravo, dado a dificuldade de manuseio para obtengdo dessas variaveis.

Em ambas as variaveis, a adi¢do de doses crescentes de P causou um efeito
inverso nas plantas ndo micorrizadas e micormrizadas. Assim, nas ndo micorrizadas, a
resposta foi quadratica descendente, com um pico na dose 3,0 mgP L™, enquanto que nas
micorrizadas, apresentou-se quadratica ascendente com pico na dose 6,0 mgP L™ (Figura
5A e 5B). Na dose 1,5 mgP L™ tanto o comprimento como a érea radicular das plantas
micorrizadas apresentaram-se 30% menores que nas plantas ndo micomizadas, enquanto
que na dose 12,0 mgP L' a redugdo foi de 69%. E comum observar alteragdes do
comprimento do sistema radicular em fungdo da disponibilidade de nutrientes no solo
(Caradus, 1990). Geralmente o aumento de doses P aplicadas ao substrato ocasiona
redugdo no sistema radicular (Foeshe & Jungk, 1983), enquanto a aplicagdo de doses
baixas tanto no solo (Bhat et al., 1979) como em solugdo nutritiva (Brewster, 1976)
acarreta aumento, em plantas nio micorrizadas, discordando dos resultados obtidos
(Figura 5A e 5B). Nicoli (1982) observou diferengas no comprimento de raizes de liméo
cravo utilizando diferentes fontes de P. Observagdes semelhantes as obtidas no presente
estudo em relagdo s plantas micorrizadas, em altas doses de P, nas quais houve
depressdo no desenvolvimento do sistema radicular, ja foram também constatadas em
centeio micorrizado (Baon et al., 1994). Berta et al. (1990) observaram redugdo no
comprimento das raizes micorrizadas, acreditando-se que essa redu¢do pode estar

vinculada a maior “funcionalidade” de tais raizes.
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Figura 5- Comprimento (A) e Area radicular (B) do porta-enxerto limdo cravo, na

auséncia (Testemunha) e presenca do FMA (Glomus etunicatum),

adicionando-se doses crescentes de P ao substrato.
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4.2 Porcentagem de colonizacio radicular

Observou-se que no limdo cravo colonizado por Glomus etunicatum a
colonizag@o micorrizica decresceu linearmente com a adi¢do de doses crescentes de P ao
substrato (Figura 6A). Graham et al. (1996) observou que Glomus etunicarum, apbs 64
dias da sua inoculag@o ainda ndo havia colonizado as raizes das plantas citricas. Nesse
experimento foi constatada micorrizagdo das plantas por esse fungo apés 90 dias da
repicagem das plantulas. Ja na tangerina cledpatra, a colonizagdo pelo Glomus
intraradices apresentou resposta quadratica descendente a adigio de fosforo ao
substrato, com pico de redugio de colonizagio micorrizica na dose 9,0 mgP L (Figura
6B). Em ambas as plantas, ndo houve grande variagio na porcentagem de colonizago,
que ficou na faixa de 30-50%. O fato de néo ter ocorrido um decréscimo acentuado na
colonizagio pelo aumento da dose de P sugere que, provavelmente, o decréscimo no
crescimento nio tenha sido uma consequéncia direta da diminui¢do da colonizag&o.

Alguns trabalhos relatam que o aumento de P disponivel reduz
significativamente a colonizag@o micorrizica (Siqueira & Colozzi- Filho, 1986; Schubert
& Hayman, 1986). Saggin Junior et al. (1994) observou que a colonizagéo micorrizica
diferiu entre dois isolados de Glomus etunicatum mostrando-se mais sensiveis a
elevagdo de P disponivel no solo que Glomus clarum e Gigaspora margarita. Antunes &
Cardoso (1991), Peng et al. (1993) e Melloni & Cardoso (1999) também observaram
diminui¢do no desenvolvimento das plantas e na porcentagem de colonizagdo radicular
das plantas citricas com o aumento no P disponivel no substrato Esse efeito negativo de
doses crescentes de P na colonizagdo radicular pode ser explicado pela redugdo da
exsudac@o de amino nitrogenados nas raizes interferindo no desenvolvimento do micélio
externo dos FMAs (Miranda & Harris, 1994), alteragdo da permeabilidade da membrana
radicular dificultando a infec¢do ( Thomson et al., 1986, Miranda et al., 1989), produgéo
e translocagdo de carboidratos (Siqueira et al., 1984), produgido ou aumento da atividade
de algumas enzimas como endoquitinases e P-1,3 endoglucanases restringindo a

colonizagdo interna ( Lambais & Mehdy, 1993 e 1995), desenvolvimento do micélio
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Gomes, 1997, Nogueira, 1997) ou, ainda, pela interferéncia na fotossintese ( Sena,

1998).
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substrato.
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4.3 Absorcio de nutrientes pelas plantas citricas

A resposta da concentragio de fosforo na parte aérea do porta-enxerto limio
cravo em fun¢do da adig¢do de P aplicado ao substrato apresentou-se linearmente para as
plantas ndo micorrizadas e ndo foi significativa para as plantas micorrizadas com
Glomus etunicatum, ou seja, ndo variou com a dose de P (Figura 7A). Como as plantas
micorrizadas apresentaram maior crescimento nas doses intermediarias, pode-se inferir
que estas tenham absorvido maior quantidade deste nutriente, o qual ficou diluido nos
tecidos das plantas. Rocha et al. (1995) observaram resultados semelhantes ao deste
trabalho. Nas doses 1,5 e 3,0 mgP L, a micorrizagio promoveu maior absor¢io de
fosforo na parte aérea, sendo esse aumento 58% e 21%, respectivamente, em relagdo as
plantas ndo micormmizadas. A concentra¢do de P nas plantas micomzadas na maior dose
de P (12mgP L") apresentou redugiio de 22% em relagiio is plantas ndo micorrizadas
(Figura 7A). Antunes (1987) observou aumento de P na parte aérea das plantas citricas
quando se aumentava a disponibilidade de P aplicado ao substrato.

Tanto para o limdo cravo micorrizado como para o ndo micorrizado, observou-se
efeito linear no acimulo de P em relagdo a adi¢do de doses de P ao substrato, entretanto
de forma inversa (Figura 7B). Nas plantas micorrizadas o acamulo foi descendente,
enquanto nas n3o micorrizadas, ascendente com o aumento de P disponivel no substrato.
As plantas micorrizadas nas menores doses de P (1,5 e 3,0 mgP L") aumentaram
significativamente a quantidade acumulada de P, sendo o incremento de 210% e 231%,
respectivamente, em relagdo as plantas ndo micorrizadas. Ja na maior dose de P, onde se
observou efeito de depressio no crescimento, o decréscimo na quantidade de P
acumulada foi de 87%, comparando-se com a ndo micorizada (Figura 7B). Portanto, o
aumento de P disponivel no substrato refletiu no aumento da concentragio e quantidade
acumulada de P nas plantas sem micorriza. Ja nas plantas micorrizadas, o aumento de P
disponivel acarretou decréscimo na quantidade de P e ndo alterou a sua concentragdo na
parte aérea. Entretanto, Trindade et al. (1996) observou que o aumento de P disponivel

causou aumento no teor e na quantidade de P em milho micorrizado.
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Para a tangerina cledpatra, a concentragdo de P na parte aérea, tanto nas plantas
micorrizadas como nas ndo micorrizadas respondeu linearmente & adi¢do de P aplicado
ao substrato (Figura 8A). Na menor dose aplicada (1,5 mgP L) as plantas micorrizadas
tiveram um incremento de 40% na concentragdio de P em relagdo as plantas ndo
micorrizadas. Ja na maior dose de P, as plantas micorrizadas apresentaram acréscimo de
10% em relagio as plantas ndo micorrizadas. As plantas micorrizadas, mesmo
apresentando sintomas de depressdo no desenvolvimento, apresentaram concentragdes
adequadas de P (Figura 8A).

Para Negri et al. (1997) a concentragdo adequada de P na parte aérea de plantas
citricas com seis meses de idade encontra-se em tornode 1,2- 1,6 g Kg". Portanto, ndo
houve deficiéncia do elemento, pois tanto na auséncia como na presenca de FMA, os
dois porta-enxertos mostraram niveis adequados de P.

A quantidade acumulada de P na tangerina cledpatra ndo micorrizada apresentou
efeito linear ascendente, com aumento das doses de P adicionadas ao substrato (Figura
8B). Ja as plantas micorrizadas apresentaram efeito quadrasico ascendente com um pico
ao redor da dose 6,0 mgP L. Na dose 12,0 mgP L'l, a quantidade acumulada de P foi
reduzida em 42% em relagdo as plantas ndo micorrizadas, o que pode ser explicado pelo
menor desenvolvimento das plantas, quando comparadas com as plantas ndo
micorrizadas nessa mesma dose. Gomes (1997) também observou queda na absorgédo de
P total por plantas citricas colonizadas por Glomus intraradices a partir da dose de 400
mgP kg

Tanto para o limdo cravo (P>0,01 r=0,97) como para a tangerina cledpatra
(P>0,01 r=0,70), observou-se correlagdo positiva entre a matéria seca da parte aérea e a
quantidade de P total mostrando que aumentos ou diminuig¢des da quantidade absorvida
de P total em fungdo das doses de P aplicadas ao substrato poderiam ser explicados pelo

aumento ou redug¢do da produgdo de matéria seca da parte aérea das plantas.
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Figura 8- Concentragdo (A) e quantidade de P total absorvido (B) no porta-enxerto

tangerina cleOpatra, na auséncia (Testemunha) e presenca do FMA (Glomus

intraradices), adicionando-se doses crescentes de P ao substrato.
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Tanto no limdo cravo n3o micorrizado como no micorrizado por Glomus
etunicatum, o efeito da adi¢do de doses crescentes de P no substrato sobre a eficiéncia de
utilizagdio de P foi linear (Figura 9A), mas de forma inversa. Isto significa que a
eficiéncia na utilizagdo do P absorvido aumentou com o aumento na dose de P, quando
as plantas ndo estavam associadas ao FMA, enquanto que diminui nas micorrizadas. Na
dose 3,0 mgP L7 onde observou-se o pico de desenvolvimento das plantas
micorrizadas, a efici€ncia na utilizagdo de P foi 109% maior do que nas plantas ndo
micorrizadas, enquanto nas plantas micorrizadas com depress@o no crescimento houve
redugdo de 79% em relagdo as plantas ndo micorrizadas.

No porta-enxerto tangerina cledpatra micorrizado por Glomus intraradices, o
efeito da adi¢io de doses crescentes de fosforo no substrato sobre a eficiéncia de
utilizagdo de P foi quadratico, com um maximo de eficiéncia em torno da dose
6,0 mgP L', enquanto que as plantas nio micorrizadas apresentaram efeito linear
ascendente (Figura 9B). As plantas micorrizadas foram mais eficientes na utilizagido do
P absorvido, do que nas plantas ndo micorrizadas nas doses mais baixas de P ( 1,5 e 3,0
mgP L), com incremento de 377% e 636%, respectivamente. Observou-se correlagio
positiva entre a quantidade de P total absorvido e o indice de eficiéncia de utilizagéo de
P nos dois porta-enxertos, demonstrando que o parasitismo do FMA em condi¢des de
alta disponibilidade de P pode alterar tanto a absor¢do de P como o metabolismo da
planta, pois o que foi absorvido de P ndo foi utilizado eficientemente na produgio de
matéria seca, resultando em depressdo de crescimento.

As fosfatases acidas tém sido muito estudadas devido & sua importdncia na
nutrigio de fosforo para a planta. Contudo, ainda estd pouco esclarecido como
determinados fatores interferem na atividade e sintese desta enzima. Dessa forma,
estudos relacionados com os fatores que interferem na atividade das fosfatases acidas,
principalmente em plantas micorrizadas, poderiam esclarecer sobre a habilidade dos
FMAs em utilizar o P do solo (Nahas et al., 1994). A atividade da fosfatase em raizes
ou folhas de plantas correlaciona-se negativamente com a quantidade de P absorvido
servindo como critério para a sele¢éio de plantas mais capazes de absorver e utilizar o
P.
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Figura 9- Eficiéncia de utilizagdo de P na parte aérea dos porta-enxertos limio cravo (A)

e tangerina cledpatra (B) nio micomzados (Testemunha) ou micornzados

(Glomus etunicatum/ Glomus intraradices) adicionando-se doses crescentes

de P ao substrato.



44

A maioria dos estudos com fosfatase acida em plantas micorrizadas esta
relacionada a comparagdes de padrdes isoenzimaticos, visando detectar possiveis
fosfatases soluveis. Ja foi encontrado na literatura que a atividade de fosfatases acidas
superficiais aumentou com o decréscimo da concentragdo de fosfato no meio de cultivo
para cinco espécies de fungos ectomicorrizicos (Pacheco et al., 1991).

As plantas do porta-enxerto limdo cravo n3o micorrizadas apresentaram um
efeito linear descendente com a adi¢do de doses crescentes de P ao substrato, enquanto
que as plantas micorrizadas apresentaram uma resposta quadrética descendente com pico
na dose 3,0 mgP L7 e aumento da atividade nas doses onde se observou efeito de
depressdo de crescimento da planta (Figura 10A). Observou-se correlagdo significativa e
negativa entre a atividade da fosfatase cida com a biomassa radicular (P>0,01 r=-0,76),
produgdo de matéria seca da parte aérea (P>0,01 r=-0,78) e concentrag@o de P na parte
aérea (P>0,01 r=-0,78) independente dos teores de P detectados no tecido foliar. Dados
semelhantes ja foram obtidos por Bovi et al. (1998). Na dose 3,0 mgP L, onde as
plantas micorrizadas apresentaram pico de desenvolvimento, observou-se os menores
valores da atividade da fosfatase acida.

Para o porta-enxerto tangerina cledpatra, nas plantas micorrizadas a atividade da
fosfatase acida ndo variou com a dose de P aplicada. Nas plantas nio micorrizadas,
assim como no porta-enxerto limio cravo apresentaram um efeito linear descendente
(Figura 10A e B). Da mesma forma que o porta-enxerto limdo cravo a atividade da
fosfatase acida correlacionou-se significativamente e negativamente com a biomassa
radicular (P>0,01 =-0,77), com a produg¢@o de matéria seca da parte aérea (P> 0,01
r=-0,77) e com a quantidade de P total absorvida (P> 0,01 r=-0,72). Gianinazzi Pearson
& Gianinazzi (1976) ndo observaram diferengas na atividade de fosfatase em cebolas
micorrizadas com Glomus mosseae sob diferentes niveis de P aplicados ao substrato.
Firsching & Claassen (1996) ndo observaram diferengas significativas na atividade de
fosfatase acida com aumento de P disponivel no substrato em plantas micorrizadas ou
ndo, observando diferengas somente em relagdo a idade das plantas e as caracteristicas
morfologicas das raizes. Ja, Mohandas et al. (1992) observaram aumento significativo da

atividade da fosfatase acida e alcalina em maméao micorrizado. As plantas micorrizadas
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com Glomus mosseae apresentaram maior atividade da fosfatase do que plantas ndo
micorrizadas ou micorrizadas com Glomus fasciculatum.

Para ambos porta-enxertos, observou-se correlagéo negativa entre a atividade de
fosfatase 4cida e a quantidade total de P absorvido de forma semelhante a Capacio &
Callow (1982).
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Figura 10- Atividade de fosfatase acida in vivo nas raizes dos porta-enxertos limao cravo
(A) e tangerina cledpatra (B) ndo micorrizados (Testemunha) ou micorrizados
(Glomus etunicatum/ Glomus intraradices) adicionando-se doses crescentes

de P ao substrato.
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Verificou-se efeito significativo na interagdo doses de P X FMA na absorgio
total dos macronutrientes em ambos porta-enxertos. A absor¢do de N, K e Ca pelo porta-
enxerto limdo cravo, em fungio da aplicagdo de doses crescentes de P ao substrato, tanto
na presen¢a como na auséncia de Glomus etunicatum, pode ser expresso por equagdes
lineares, verificando-se efeito quadratico somente para a quantidade total de Mg nas
plantas micorrizadas (Figura 11). Nas menores doses de P aplicadas e com a presenga do
FMA, observaram-se as maiores quantidades totais de N, K, Ca e Mg na parte aérea do
limdo cravo, o que pode ser explicado pelo maior desenvolvimento aéreo e radicular das
plantas nestas doses.Com o aumento na dose de P, as plantas ndo micormrizadas
aumentaram o acimulo dos nutrientes, enquanto as micorrizadas diminuiram.

A micorriza estabelecida na tangerina cledpatra promoveu aumento significativo
nas quantidades totais de N, Ca, Mg e K, nas menores doses de P adicionadas ao
substrato (Figura 12). Observou-se aumentos lineares ascendentes nas quantidades
destes elementos nas plantas nio micomrizadas, em fung3o da aplicagdo de doses
crescentes de P Nas plantas micorrizadas houve efeito quadratico, com aumento na
quantidade total absorvida até a dose ao redor 6,0 mg P L™, a partir da qual se observou
reducdo nesses valores (Figura 12). Fontanezzi (1989) obteve resultados semelhantes
também com plantas citricas.

O Mg total absorvido pelas plantas apresentou valor baixo tanto na presenga
como na auséncia do FMA, o que parece, entretanto, ndo ter interferido no
desenvolvimento das plantas. Nas plantas micorrizadas onde se observou depressdo de
crescimento constatou-se queda acentuada da absorg¢do total dos nutrientes.

A concentragdo de N na parte aérea de ambos porta-enxertos micorrizados ou
ndo, foi semelhante, concordando com Camargo (1989) o qual também ndo obteve
aumento nos teores de N em lim3o cravo micorrizado.

Observou-se interagio doses de P X FMA, com relagio a quantidades
acumuladas de Zn, Cu, Fe e Mn na parte aérea das plantas. Tanto no lim3o cravo como
na tangerina cledpatra n3o micorrizados a absor¢do destes nutrientes aumentou

linearmente com a adi¢do de doses crescentes de P ao subs#rato, exceto o Cu no porta-
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enxerto tangerina cledpatra, o qual ndo variou com a dose de P aplicada (Figura 13 e
14).

Em ambos os porta-enxertos nas doses mais baixas de P adicionadas ao substrato
a micorrizagdo promoveu aumento na absor¢do de Zn, Cu, Fe e Mn, enquanto que nas
doses mais altas pdde-se observar reducio nestes valores devido, provavelmente, a
redugdo de desenvolvimento destas plantas (Figuras 13 e 14).

E comum observar, na literatura, redu¢io nas concentragdes de Mn nas plantas
micorrizadas em condi¢es de baixa disponibilidade de P, na qual ha efeito benéfico da
micorriza (Timmer & Leyden, 1978). Nicoli (1983) obteve redug@o nos teores de Mn
pela adigdo de doses crescentes de P em tangerina cledpatra micorrizada. Entretanto
Manjunath et al. (1983) observaram aumentos significativos nos teores de Zn e Mn na
parte aérea de plantas citricas micorrizadas. No caso isso ndo foi observado, pois o teor
de Mn n3o diferiu entre as plantas micorrizadas e ndo micorrizadas (dados ndo
mostrados), sendo que as maiores doses de Mn absorvidas pelas plantas micorrizadas

ocorreram em virtude do maior desenvolvimento da parte aérea dessas plantas.
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4.4 Cinética de absor¢ao radicular de P

Sdo poucos os trabalhos com o objetivo de avaliar os pardmewros cinéticos de
absorgdo de P em plantas. A maioria desses trabalhos é realizada com plantas anuais
como soja e feijdo. Estudos com plantas perenes sdo raros, e, envolvendo micorrizas sdo
quase inexistentes o que dificulta a discussdo dos resultados obtidos.

As doses de P aplicadas ao substrato e a micorriza afetaram drasticamente os
pardmetros cinéticos.

As Figuras 15 e 16 mostram as curvas de exaustdo do P da solugdo em fungdo do
tempo de absorgdo, de acordo com os tratamentos realizados. A exaustdo de P variou
com a dose de P adicionada ao substrato e a presenga/ auséncia do fungo micorrizico.
Nas doses 1,5; 3,0 e 6,0 mgP L, o porta-enxerto limdo cravo colonizado por Glomus
etunicatum exauriu mais rapidamente o P da solugdo, enquanto nas maiores doses (9,0 e
12,0 mgP L"), a exaustdo foi mais lenta (Figura 15). As plantas ndio micorrizadas
apresentaram exaustdo mais rapida de P da solugdo nos #ratamentos que receberam as
maiores doses de P (9,0 e 12,0 mgP L™). No porta-enxerto tangerina cleépatra, o
comportamento foi similar, ou seja, as plantas micorrizadas nas doses 1,5; 3,0 e
9,0 mgP L exauriram mais rapidamente o P da solugdio, enquanto as plantas nio
micorrizadas mostraram absorgdo mais rapida nas doses mais elevadas de P (Figura 16).

E interessante notar que o tempo total de exaustiio do P no ensaio de cinética que
geralmente € de 12 horas para plantas anuais foi realmente longo para citros, ou seja,
120 horas, o que também foi constatado por Murthy & Iyengar (1994).

Os parametros cinéticos foram determinados a partir da exaustdo de P da solugédo
nutritiva. As tabelas 2 e 3 demonstram o efeito das doses de P e da micorrizag3o nos
pardmetros cinéticos de absor¢io de P, nos porta-enxertos limdo cravo e tangerina
cledpatra, respectivamente.

Para o limoeiro cravo observou-se que a Vmax foi bastante influenciada pelo
tamanho (massa) do sistema radicular (Figura 17A e 18A)'. Quando expressa por unidade

de matéria fresca de raiz (Figura 17A), constatou-se efeito quadratico para as plantas ndo
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tragadas segundo a equagido de Michaelis- Menten.
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segundo a equagdo de Michaelis- Menten.
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Tabela 2- Pardmetros cinéticos (Vmax, Km e Cmin) de absor¢@o de P e matéria fresca de
raiz do porta-enxerto limédo cravo ndo micorrizado (T- Testemunha) ou micorrizado
(Ge- Glomus etunicatum) com cinco niveis de P (P1-1,5mgP L™;P2- 3,0mgP L
P3- 6,0 mgP L; P4-9,0 mgP L™ e P5- 12,0 mgP L)

Tratamentos Vmax Km Cmin MF raiz
pmol P pmol L pmol L! g
MF!h?! pI''ht

T-P1 0,0623a  0,1673b 4,10a 1,83a 2,81b
T-P2 0,0758a  0,2128a 2,20a 1,41a 3,02b
T-P3 0,0773a  0,3269 3,45a 1,45a 4,29
T-P4 0,0767a  0,4010a 4,02a 0,99b 4,98a
T-P5 0,0518b  0,3639% 3,08a 0,97b 6,93a
Ge-P1 0,0587a  0,2692a 1,82b 0,51b 4,47a
Ge-P2 0,0572a  0,2615a 2,62a 0,57b 5,12a
Ge-P3 0,0606a  0,2674b 1,83b 0,44b 5,06a
Ge-P4 0,0722a  0,2350b 3,352 1,69 3,13b
Ge-P5 0,1760a  0,1747b 3,17a 2,51a 1,31b

Méedias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey,
entre plantas micorrizadas e ndo micorrizadas dentro da mesma dose de P.
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Tabela 3- Parametros cinéticos (Vmax, Km e Cmin) de absor¢do de P e matéria fresca de
raiz do porta-enxerto tangerina cledpatra ndo micorrizado (T- Testemunha) ou
ndo (Gi- Glomus intraradices) com quatro niveis de P (P1-1,5 mgP L; P2-
3,0mgP L; P3- 9,0 mgP L” e P4- 12,0 mgP L™?).

Tratamentos Vmax Km Cmin MF raiz

pmol P pmol L™ pmol L™ g
MF'h!  pi'h?

T-P1 0,0310a  0,0640a 1,15b 0,34b 2,09b
T-P2 0,0377a  0,0884a 1,47a 0,77a 1,93b
T-P3 0,0101b  0,0714a 1,20a 0,78a 7,31a
T-P4 0,0090b  0,0750a 1,17b 0,65b 8,76a
Gi-P1 0,0200b  0,0582a 1,44a 0,78a 4,15a
Gi-P2 0,0132b  0,0597b 1,00b 0,40b 4,65a
Gi-P3 0,0253a  0,0565b 1,12a 0,39b 4,64a
Ge-P4 0,0260a  0,0544b 1,62a 1,492 2,30b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey,
entre plantas micorrizadas e nio micorrizadas dentro da mesma dose de P.



58

micorrizadas e micorrizadas, sendo que para as primeiras houve um pico na maior dose
6,0 mgP L™, decrescendo nas maiores doses, enquanto que para as micorrizadas nessas
doses os valores de Vmax aumentaram, devido provavelmente, & diminui¢do na massa
de matéria fresca de raiz (Figura 17A, Tabela 2). Entretanto, quando expressa por planta,
a Vmax apresentou efeito quadratico descendente com o aumento na dose de P aplicada,
para as plantas micorrizadas e aumentou linearmente para as nio micorrizadas (Figura
17B).

O valor de Vmax, expresso por unidade de matéria fresca de raiz, para o limio
cravo micorrizado somente diferiu significativamente do ndo micorrizado na maior dose
de P aplicada. Nesta dose houve um incremento de 240% em relagdo as plantas ndo
micorrizadas, provavelmente devido a baixa produgio de massa radicular que apresentou
redugdo de 80% nas plantas micorrizadas na maior dose de P, em relagdo a testemunha
(Tabela 2). Observou-se correlagdo negativa entre 0 Vmax expresso por unidade de
matéria fresca e a matéria fresca radicular (P> 0,01 r=-0,72). Quanto aos valores de
Vmax expressos por planta, as plantas’ micorrizadas somente superaram
significativamente as ndo micorrizadas na menor dose de P. As plantas com depressido
de crescimento nas doses mais elevadas de P diferiram significativamente das ndo
micorrizadas, apresentando menores valores de Vmax (Tabela 2). Nas plantas n3o
micorrizadas, o valor de Vmax foi reduzido em 117% na menor dose de P aplicada
quando comparado com a maior dose de P (12,0 mgP L™). Ja nas plantas colonizadas
por Glomus etunicatum houve redugdo de 35% no Vmax na maior dose de P em relagdo
a dose mais baixa. A redu¢do dos valores de Vmax com elevagdo de P aplicado ao
substrato pode estar relacionado a prépria demanda de P pela planta. Faquin et al.
(1990), Silveira (1990) obtiveram aumentos de Vmax em plantas micormzadas em doses
mais elevadas de P no substrato. Lee (1982) encontrou aumento de Vmax em plantas
deficientes de fosforo, esse fato pode ser explicado pelo acréscimo na concentragdo de
carboidratos na raiz, aumentando a capacidade de absorg¢do das plantas, o que ndo foi
observado nesse experimento, pois as plantas ndo apresentaram deficiéncia deste

nutriente.
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Em relagdo ao Km, para o limdo cravo nio micorrizado ndo houve ajuste dos
resultados obtidos, ou seja, os valores de Km ndo diferiram com a dose de P aplicada
(Figura 17C). J4 para as plantas micomzadas, o ajuste foi linear ascendente, sendo que
as plantas que apresentaram depressdo no crescimento, nas maiores doses de P, tiveram
os maiores valores de Km, os quais, entretanto ndo diferiram das plantas ndo
micorrizadas (Tabela 2). No entanto, nas doses 1,5 e 6,0 mgP L, as plantas
micorrizadas apresentaram um valor de Km significativamente menor que as ndo
micorrizadas. Assim, no porta-enxerto limdo cravo micorrizado, na maior QOSe de P
aplicada (12,0 mgP L™), observou-se aumento de 74% do valor de Km quando
comparado com a menor dose de P. Na dose onde se adicionaram 1,5 mgP L™ pdde se
observar uma redug@o de 56% do valor de Km das plantas micorrizadas em relagéo a
testemunha, demonstrando aumento da afinidade ao P pelas raizes. Na dose 3,0 mgP L™,
onde foi observado o pico de crescimento das plantas micorrizadas, o valor de Km néo
diferiu das plantas ndo micorrizadas, enquanto que na dose 6,0 mgP L™, o valor de Km
decresceu 47% nas plantas micormizadas em relagdo a testemunha. Para Lee (1982) a
deficiéncia de P ocasiona diminui¢do nos valores de Km. Enretanto, isso ndo foi
constatado, uma vez que nas plantas micorrizadas que apresentaram menores valores de
Km ndo foi constatado diferengas na concentra¢do de P na parte aérea em relagdo as
plantas com alto fornecimento de P.

O ajuste dos valores de Cmin para o porta-enxerto limdo cravo mostrou-se linear
descendente para as plantas ndo micorrizadas, ou seja, diminuiu com o aumento na dose
de P aplicada, e quadritico ascendente para as micorrizadas, ou seja, nas doses mais
baixas de P, os valores de Cmin foram menores, aumentando nas doses mais elevadas,
isto ¢é nas plantas que Wiveram depressdo de crescimento (Figura 18B). Nestas doses, os
valores de Cmin das plantas micorrizadas foram significativamente maiores que nas
plantas ndo micorrizadas e nas doses mais baixas ocorreu o inverso (Tabela 2). Assim,
foi observada diminui¢do de 72% da Cmin na menor dose de P aplicada nas plantas
micorrizadas em relagio as plantas ndo micomzadas, enquanto que na maior dose houve

aumento de 158%.



60

(A)
0,2 -
s y = 0,0022x? - 0,0204x + 0,0914
£ 0,15 - R% =095
o
T 01 A
o] -
%’ ’ y = -0,0008x? + 0,01x + 0,0502
£ 0 R?= 0,94
> T T T T RS 1 1
15 3 45 6 75 9 105 12
Dosesde P (mgP L")

05 -
y = 0,0211x + 0,1618

R?=0,82 @

o
H
1

o
w

y = -0,0014x> + 0,0108x + 0,2507

V max (ymol P pi" ')
o
[N}

0.1 R?=0,98
0 L] T T T T T 1
1.5 3 4.5 6 7.5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L™")
©)
4,5
4 7 -
NS
S 3’5 g hd -
= 3 -
'a"c: 22K = 0.1244x + 1,7741
Yy =90, A ol
5 24 = R® =055
~ 1,5 A
g 1
0,5
0 T T T L) T T 1
L5 3 45 6 7,5 9 105 12
Doses de P (mgP L)
L 4 Testemunha n Glomus etunicatum

Figura 17- Parametros cinéticos (Vmax e Km) de absor¢do de P do porta-enxerto limido
cravo n3ao micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Ge- Glomus
etunicatum) com cinco niveis de P (P1= 1,5 mgP L' P2=30 mgP L' p3=
6,0 mgP L'; P4= 9,0 mgP Le P5= 12,0 mgP L)



(A)

2 8 y = 0.3817x + 2,003
15
2 -
3 . R*=10,96
S
£s
= 1
5 2 y =-0,0614x> + 0,498x + 4,0254
§ RY= 10,97
0 - . ; : : ; . .
1,5 3 45 6 71,5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L™
B)
3 2
y =0,0258x" - 0,150x + 0,685
g~ 25 R’ =095
o 2
= =
%. 1,5
— 1 L J
-g e y=-01,:);/68;:1,814
=0,8
15 3 45 6 75 9 105 12
Doses de P (mgP L™t )
®

Figura 18- Matéria fresca das raizes (A) e Concentragio minima do porta-enxerto limdo

Testemunha | Glomus etunicatum

cravo ndo micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Ge- Glomus
etunicatum) com cinco niveis de P (P1= 1,5 mgP L}; P2= 3,0 mgP L’ P3=

6,0mgPL" P4=9 0mgPL'eP5=12,0mgPL™).




62

No porta-enxerto tangerina cledpatra , os valores de Vmax, expressos por

unidade de matéria fresca de raiz, nas plantas ndo micorrizadas, apresentaram resposta
linear descendente, ou seja, diminuiram com o aumento na dose de P, enquanto as
micorrizadas #veram resposta linear ascendente, isto é, nas maiores doses de P, as
plantas que apresentaram depress@o no crescimento mostraram os maiores valores de
Vmax (Figura 19A). Assim, Vmax foi significativamente menor nas plantas
micorrizadas com adi¢io das menores doses de P ao substrato (1,5 mgP L e
3,0 mgP L") em relagdo as plantas ndio micorrizadas, enquanto nas maiores doses essa
situacdo foi invertida, ou seja, foi significativamente maior (Tabela 3). Esse fato deve ter
ocorrido devido a redugdo do sistema radicular, a exemplo do ocorrido com limdo cravo.
O sistema radicular das plantas ndo micorrizadas aumentou linearmente com a dose de
P, e, nas micorrizadas apresentou resposta quadratica com depressdo significativa no
crescimento na maior dose (Figura 20 A, Tabela 3). Anghinoni & Barber (1980)
observaram maiores valores de Vmax em plantas nio micorrizadas desenvolvidas em
condigdes de baixo fornecimento de P.
Quanto a0 Vmax expresso por planta, os resultados ndo se ajustaram aos modelos
propostos, ou seja, ndo houve variagdo nos valores de Vmax com aumento na dose de P
para ambas as plantas, micorrizadas e ndo micorrizadas (Figura 19B). Entretanto, as
plantas micorrizadas apresentaram valores de Vmax significativamente menores que as
plantas ndo micorrizadas em todas as doses de P, exceto na menor (Tabela 3).

E importante lembrar que a Vmax estd muito relacionada com a atividade
metabodlica da planta. O aumento de Vmax pode estar ligado @ maior concentra¢do
efetiva dos carregadores nas raizes e/ ou ao niimero de giros do complexo ion-carregador
(Drew et al., 1984).

Os valores de Km para a tangerina cledpatra ndo micorrizada ndo variaram com a
dose de P aplicada, enquanto para as micorrizadas seguiram um modelo quadrasico, com
menor valor de Km na dose em torno de 6,0 mgP L. Isto indica uma maior afinidade de
P pelas raizes, o que pode provavelmente refletiu num maior aproveitamento desse
nutriente, acarretando incremento no desenvolvimento e na matéria seca da parte aérea
das plantas (Figura 3A e B). Entretanto, na maior dose de P aplicada (12,0 mgP L), o
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Km foi 38% maior do que nas plantas ndo micorrizadas, o que poderia estar relacionado
a depressdo de crescimento, pois devido & menor afinidade ao P, a quantidade absorvida
de P na parte aérea também decresceu nesta dose ( Figura 8B).

Para Cartwright (1972) o efeito mais marcante da defici€éncia de P na cinética de
absor¢do de P ¢ o decréscimo no valor do Km, o que, entretanto, ndo € valido para os
resultados aqui observados, pois as plantas ndo apresentaram deficiéncia de P, apesar da
diminui¢do na sua absor¢do.

Para o porta-enxerto tangerina cleGpatra, os valores de Cmin nas plantas nfo
micorrizadas seguiram uma resposta quadratica ascendente, com pico ao redor da dose
6,0 mgP L, enquanto as micorrizadas, uma quadratica descendente com pico minimo
também ao redor da mesma dose (Figura 20A). Portanto, na dose onde se observou o
pico de desenvolvimento das plantas micorrizadas observou-se redugdo de 50% na Cmin
em relagdo as plantas ndo micorrizadas, sendo que os valores de Cmin das plantas
micorrizadas foram significativamente menores que os das plantas nio micorrizadas
(Tabela 3). Essas redu¢des na Cmin, tanto para o limdo cravo como para a tangerina
clebpatra micorrizadas em uma dose de P de maior eficiéncia da simbiose, mostram que
nessas condigOes esses dois porta-enxertos foram capazes de extrair e reter o P nas
raizes, mesmo nas concentragdes mais baixas na solugdo, concordando com Faquin
(1988), Silveira (1990) e Silveira & Cardoso (1991). Nas plantas micorrizadas com
depressdo de crescimento houve um incremento de 129% na Cmin em relaggo as plantas
ndo micorrizadas, cujos valores de Cmin diferiram significativamente (Tabela 3).

Assim como ocorreu com os valores de Vmax, o influxo liquido de P também
refletiu a varia¢do no desenvolvimento do sistema radicular. O influxo liquido expresso
por unidade de massa de matéria fresca de raiz, no porta-enxerto limdo cravo
micorrizado, praticamente ndo se alterou com a dose de P aplicada, exceto na maior
dose, na qual apresentou um influxo de 237% maior do que o ndo micorrizado (Figura
21A e B).Na dose onde se adicionaram 3,0 mgP L™, na qual houve maior crescimento
das plantas (Figuras 1A e 2A), as plantas ndo micorrizadas apresentaram valores de

influxo 25% maiores do que as plantas micorrizadas.



64

A)
- 0,04
= 0,035 - y = 0,001x + 0,015
i 0,03
% & 0,025
E % 0,02
0,015 ~
%« 0.01 ¥ = -0,003+0,04
g 0,005 R” = 0,86
g o : : : : : :
1,5 3 45 6 7.5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L)
0,1 -
N e NS
. 0,08 - -
gécj = 0,06 = - =
o N
> < 0,04 S
E:;_ 0,02
0 T T T T T T T 1
15 3 45 6 7,5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L™
©
_./-\
=3
o
2
g
g =0,02x"-028x + 1.74
0.5 B = 000 | & D285 e
5 R?=10.092
0 H 1 T H H : H ']
1,5 3 45 6 7,5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L™
* Testemunha = Glomus intraradices

Figura 19- Pardmetros cinéticos (Vmax e Km) de absor¢ao de P do porta-enxerto
tangerina cledpatra ndo micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Gi-
Glomus intraradices) com quatro niveis de P (P1= 1,5 mgP L; P2= 3,0
mgP L P3=9,0mgP L*; P4=12,0mgP L.



65

(A)

y =0,71x +0,54
R?= 0,97
L3

y = -0,08x" + 0,86x + 2,92
R*=0.98

T T T T T T T (0

) U 3 4,5 6 7,5 9 10,5 12

Matérig fresca de raiz
(8)

Doses de P (mgP L'l)

[

~ },3 5 y =-0,013x"+ 0,20x + 0,16

' 2 R?=0,73

Q_‘ El

3 1
3 0,8 Py
S 0.6 - 0.46x + 1.41

-é‘ 0,4 2
O 0,2

0 - . ; - . : : )
1,5 3 45 6 7.5 9 10,5 12
Doses de P (mgP L'l)
L 4 Testemunha | Glomus intraradices

Figura 20- Matéria fresca das raizes (A) e Concentragdo minima do porta-enxerto
tangerina cledpatra nao micormzado (T-Testemunha) e micommzado (Gi-
Glomus intraradices) com quatro niveis de P (P1= 1,5 mgP L P2=3,0
mgP L P3=9,0mgP L™; P4= 12,0 mgP LY).



66

Embora as plantas com depressio no crescimento, ou seja, as micorrizadas na
maior dose de P (12,0 mgP L), tenham apresentado maior influxo liquido, estas
também tiveram maior efluxo aparente de P, cerca de 1370%, em relagdo as plantas ndo
micorrizadas (Figura 21A e B e Anexo A). Isto significa que #iveram menor capacidade
de reter o P na raiz apresentando, portanto, maior perda do elemento.

No influxo liquido expresso por planta, observou-se que nas menores doses de P
aplicadas as plantas micorrizadas tiveram maior influxo que as ndo micorrizadas, € o
inverso ocorreu em relagdo as maiores doses. Assim, o influxo liquido foi 114% maior
nas plantas micorrizadas do que nas plantas testemunhas, na menor dose de P, enquanto
que na maior dose, as plantas micorrizadas apresentaram influxo liquido 52% menor em
relagdo as ndo micorrizadas (Figura 22A e B)

No influxo expresso por planta, na qual n3o € levado em consideraggo o valor da
Cmin, obteve-se incremento de 97% nas plantas micorrizadas em relagio as plantas ndo
micorrizadas, na menor dose de P aplicada ao substrato. Entretanto na maior dose, as
plantas micorrizadas apresentaram redugdo de 52 % nos valores de influxo em relagdo as
plantas ndo micorrizadas (Figura 23 A e B, Anexo 1). Smith (1990) constatou que plantas
micorrizadas apresentaram maior influxo de P do que as ndo micorrizadas, mostrando
que plantas micorrizadas sdo capazes de absorver mais P do que as ndo micorrizadas.

O influxo expresso por unidade de matéria fresca de raiz do porta-emxerto limao
cravo apresentou diferengas em relagdo as doses de P adicionadas ao substrato nas
plantas ndo micorrizadas, enquanto que nas plantas micomzadas praticamente s6 houve
diferenga para a maior dose de P, onde o valor do influxo foi no geral 176% maior do
que nas demais doses. Comparando-se com as plantas ndo micorrizadas, constatou-se
aumento de 234% do influxo na maior dose de P nas plantas micormizadas (Figura 24A e
B, Anexo B).

Como o influxo liquido por planta elimina o efeito do tamanho do sistema
radicular (no caso matéria fresca de raiz), as plantas micorrizadas que apresentaram
depressdo de crescimento, inclusive de raiz (Tabela 2), mostraram também menor
influxo de P, de forma inversa ao observado com o influxo e influxo liquido por unidade

de matéria fresca de raiz.
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Figura 21- Influxo liquido de P por unidade de massa de matéria fresca de raiz, em

fungdo da concentragido de P na solugio, no porta-enxerto lim3o cravo nao
micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Ge- Glomus etunicatum) com
cinco niveis de P (P1- 1,5 mgP L™; P2- 3,0mgP L; P3- 6,0 mgP L; P4- 9,0
mgP L' e P5- 12,0 mgP L"). Curvas tragadas segundo a equagio de
Michaelis Menten:
Ilig= Vmax (C-Cmin)

Km + (C-Cmin)
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Figura 22- Influxo liquido de P por planta, em fungdo da concentragio de P na solugio,
no porta-enxerto limdo cravo ndao micornzado (T-Testemunha) e

micorrizado (Ge- Glomus etunicatum) com cinco niveis de P (P1- 1,5 m%P
L"; P2- 3,0mgP L™; P3- 6,0 mgP L™; P4- 9,0 mgP L e P5- 12,0 mgP L

Curvas tragadas segundo a equagdo de Michaelis Menten:

Ilig= Vmax (C-Cmin)
Km + (C-Cmin)

).
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Influxo de P por planta, em fun¢io da concentragdo de P na solugdo, no
porta-enxerto limao cravo ndo micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado
(Ge- Glomus etunicatum) com cinco niveis de P (P1- 1,5 mgP L; P2-
3,0mgP L™; P3- 6,0 mgP L™; P4- 9,0 mgP L™ e P5- 12,0 mgP L"). Curvas
tragadas segundo a equagio de Michaelis Menten:
I= Vmax.C

Km+C
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Influxo de P por unidade de massa de matéria fresca de raiz, em fung¢do da
concentragio de P na solug@o, no porta-enxerto limao cravo ndo micorrizado
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P5- 12,0 mgP L™). Curvas tragadas segundo a equagio de Michaelis Menten:
I= Vmax.C
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O influxo liquido por unidade de matéria fresca de raiz do porta enxerto
tangerina cledpatra ndo variou com a dose de P aplicada para as plantas micorrizadas
(Figura 25B).Para as ndo micorrizadas houve maior influxo nas doses mais baixas de P
(Figura 25A). Entretanto as plantas micorrizadas apresentaram incremento de 159% e
163% nas doses 9,0 e 12,0 mgP L em relagdio as plantas da testemunha, enquanto que
nas menores doses 1,5 e 3,0 mgP L, apresentaram redugiio de 40 e 60%. Na maior dose
de P aplicada, onde as plantas micorrizadas apresentaram sintomas de depressio de
crescimento, observou-se um efluxo 3173% maior do que o das plantas ndo micorrizadas
(Figura 25 A e B, AnexoC).

No influxo liquido por planta, ndo houve diferengas entre as doses crescentes de
P adicionadas ao substrato, para as raizes colonizadas por Glomus intraradices (Figura
26B e Anexo C), entretanto, 0 mesmo acentuado efluxo foi observado na maior dose de
P.

Os maiores influxos de P por unidade de matéria fresca de raiz de plantas
micorrizadas foi observado nas maiores doses de P adicionadas, ou seja, nas plantas com
depressdo de crescimento e nas menores doses de P adicionadas para as plantas nio
micorrizadas (Figura 27A e B, Anexo D) que sdo justamente as que apresentaram menor
matéria fresca de raiz (Tabela 3). Ja com relagdo ao influxo por planta, as plantas
micorrizadas e nas maiores doses de P apresentaram os menores influxos, embora nio
tenham ocorrido grandes diferengas entre as doses de P aplicadas (Figura 28 A e B). Para
as plantas ndo micomzadas, o menor influxo foi observado na menor dose de P.

Esses resultados concordam com Smith (1982, 1990) que constatou maior
influxo de P em trevo micorrizado do que ndo micorrizado.. Para esse mesmo autor, a
principal dificuldade na determinagio do influxo € medir a verdadeira contribui¢do do
FMA no processo de absor¢do e correlacionar a absor¢do com a porgdo de raiz
colonizada e do micélio externo ativo.

Faquin (1988) observou que a micorrizagdo promoveu aumento no influxo
liquido de P por unidade de matéria fresca de raiz. Silveira & Cardoso (1990)
observaram aumento de 168% no influxo de P por planta na cultivar Negro Argel e

101% na carioca colonizadas por Glomus etunicatum enquanto aumentaram 14% nestas
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cultivares na presenca de Scutellospora heterogama em relagdo as plantas ndo
micorrizadas.

Neste estudo, em condi¢des adequadas de P adicionado ao substrato tanto o
FMA Glomus etunicatum como Glomus intraradices mostraram-se eficientes na

absor¢do de P, trazendo beneficios para os dois porta-enxertos utilizados.

Discussio Geral

A depressdo no crescimento observada no porta-enxerto limdo cravo nas doses
mais elevadas de P adicionadas ao substrato (9,0 e 12,0 mgP L™) foi constatada pela
diminui¢do na produ¢do de matéria seca da parte aérea, comprimento, area, matéria
fresca de raiz e altura das plantas ( Figuras 1, 5, 18A ). A concentragdo de P na parte
aérea destas plantas ndo variou, mas a quantidade total absorvida e o indice de eficiéncia
de utilizagdo de P diminuiram nessas doses mais elevadas de P (Figuras 7 e 9B),
enquanto a atividade de fosfatase acida in vivo (na raiz da planta intacta) aumentou
(Figura 10A). As quantdades totais absorvidas de N, K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu e Fe
também diminuiram nestas doses mais elevadas (Figuras 11 e 13). O mesmo ocorreu
com a colonizagdo micorrizica radicular o que, provavelmente, pouco influiu na
depressdo de crescimento, pois a porcentagem de coloniza¢do variou muito pouco com o
aumento na dose de P aplicada, ndo sendo significativo o suficiente para estar
relacionado a tal queda no crescimento e absor¢do de nutrientes. O ensaio de cinékca
mostrou que as plantas micorrizadas, com depressdo no crescimento, tiveram maior
Cmin e menor Vmax expresso por planta, diferindo significativamente das plantas ndo
micorrizadas (Figuras 17B e 18B e Tabela 2). Além disso, os valores de Km
aumentaram com o acréscimo de P no substrato, indicando diminuig¢do na afinidade da
raiz micorrizada ao P. O influxo e o influxo liquido, expressos por planta, diminuiram e

estas plantas apresentaram maior efluxo aparente nas baixas concentragSes de P na
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solugdo (Figuras 21 e 22), mostrando que numa mesma concentragio externa de P, as
plantas absorveram menos P e tiveram menor capacidade de reté-lo na raiz. Assim a
depressdo do crescimento do limdo cravo pode ter sido influenciada pela diminui¢do no
numero de sitios de absor¢do ( menor Vmax) e aumento no efluxo de P (ocasionado pelo
aumento na Cmin), causando menor aciimulo de P na planta, o que causou aumento na
atividade da fosfatase acida.

As plantas nio micorrizadas, por sua vez, ndo apresentaram depressdo de
crescimento e responderam linearmente & adig¢do de P ao substrato. Com o aumento na
dose de P aplicada, houve aumento na producgdo de matéria seca da parte aérea, na
quantidade total absorvida de P e no indice de utilizagdo do P absorvido, acompanhado
pela diminui¢do na atividade da fosfatase acida. Ocorreu diminui¢do na Cmin, o que
significa que as plantas aumentaram a capacidade de absorver P e aumento na Vmax
expressa por planta, o que explica a maior absorgio de P pela planta, j4 que o Km ndo se
alterou com a dose de P aplicada.

No porta-enxerto tangerina cledpatra também foi observado depressio no
crescimento nas doses mais elevadas de P (9,0 e principalmente na 12,0 mgP L'l), com
significativa redu¢do na produgdo de matéria seca da parte aérea, matéria fresca de raiz e
altura da planta (Figuras 3 e 20A). O teor de P na parte aérea, entretanto, aumentou
enquanto a quantidade total absorvida (Figura 8A e B) e o indice de eficiéncia de
utilizagéo de P diminuiram (Figura 9B), embora ndo tenha havido variagdo na atividade
da fosfatase acida (Figura 10B). A colonizagdo micorrizica diminuiu, mas da mesma
forma que para o limdo cravo alterou-se muito pouco. Nas condigdes de depressdo de
crescimento, os parametros cinéticos de absorgdo de P se alteraram em relagdo as plantas
ndo micorrizadas, havendo diminui¢do da Vmax expressa por planta, aumento na Vmax
expressa por unidade de matéria fresca de raiz, no Km e na Cmin (Figuras 19 e 20B,
Tabela 3). O influxo e o influxo liquido por planta diminuiram e estas também
apresentaram maior efluxo aparente nas condi¢des de baixa disponibilidade de P na
solugdo (Figuras 26 e 28). Assim, a depressdo no crescimento do porta-enxerto tangerina
cledpatra micorrizado pode estar relacionada & diminui¢do na afinidade da raiz ao P

(maior Km) e menor nimero de sitios de absor¢io (menor Vmax por planta) e menor
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capacidade de retengdo do P (maior Cmin) permitindo maior efluxo de P o que gerou
menor acumulo de P na parte aérea.

As plantas nio micorrizadas, como no outro porta-enxerto utilizado, nio
apresentaram depressdo no crescimento e também responderam linearmente a adigé@o de
doses crescentes de P, com aumento na produgdo de matéria seca, no acimulo de P e no
indice de eficiéncia de utilizagdo de P e diminuigdo na atividade de fosfatase acida. Os
valores de Vmax expressos por planta ¢ Km nio se alteraram e 0 aumento na absor¢io
de P pode ter sido pela diminui¢do na Cmin na dose mais alta de P.

Provavelmente, a variagdo nos parametros cinéticos de absorgdo radicular de P
ndo tenha sido a causa da depressdo de crescimento das plantas micorrizadas, em altas
doses de P aplicada. As alteragdes metabolicas e fisiologicas que certamente ocorreram
acarretaram tal diminui¢do no desenvolvimento da planta e se refletiram na cinética de
absorgdo de P. Silveira (1990) observou, em fejoeiro, que aumento de 10 vezes na dose
de P aplicada causou queda significativa na Vmax, aumento no Km e Cmin das plantas
micorrizadas, as quais, entretanto ndo apresentaram diminuig@o no crescimento.

Se por um lado houve queda no crescimento das plantas micorrizadas,
demonstrando um efeito parasitico do FMA, em altas doses de P, por outro lado,
também ocorreu uma faixa de P em que a simbiose foi benéfica, principalmente nas
doses mais baixas, trazendo aumentos significativos na produgdo de matéria seca e
absor¢do de nutrientes para os dois porta-enxertos. Nestas condig¢bes, o limdo cravo
micorrizado apresentou maior produ¢do de matéria seca, acimulo de P e indice de
eficiéncia na utilizagdo do P absorvido e concomitante diminui¢io na atividade da
fosfatase acida, além de menores valores de Km e, principalmente, Cmin e maior Vmax
por planta, resultando em maiores influxo e influxo liquido de P por planta e menores
taxas de efluxo. O pico de beneficio para este porta-enxerto foi observado foi observado
na dose de 3,0 mgP L. Ja para o porta-enxerto tangerina cledpatra, também ocorreu
maior produgdo de matéria seca, quantidade acumulada de P e indice de eficiéncia de
utilizagio do P absorvido, o que pode estar associado a uma diminuigdo significativa no

Km e Cmin, resultando em menor efluxo de P. Para este porta-enxerto o maior efeito
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benéfico da micorriza ocorreu ao redor da dose 6,0 mgP L™ (observado pelo ajuste dos
dados).

Estudos tem demonstrado que plantas micorrizadas em altas doses de P
apresentam depressdo no crescimento devido as alteragGes metabolicas e fisiologicas
(Peng et al., 1993, Graham et al., 1997) ligadas ao dreno de carboidratos. Observagdes
de que tais plantas podem apresentar drastica redugdo na colonizag¢io radicular intema, o
que entretanto ndo foi constatado no presente estudo, e redugdo significativa do
comprimento do micélio externo ativo € aumento no comprimento do micélio externo
total (Gomes, 1997) poderiam estar relacionados a um aumento no conteido de amido e
sacarose nas raizes de tais plantas (Sena, 1998). A consequéncia seria uma redugido na
capacidade fotossintética da planta, devido & retroinibi¢do das principais enzimas do
ciclo de Calvin e das sinteses de carboidratos (Stitt et al., 1987), o que estaria ligado a
uma diminui¢do da expressio dos genes fotossintéticos (Jang & Sheen, 1994). Assim,
como a capacidade de absor¢do de nutrientes esta relacionada ao aparato fotossintético,
alteragOes na capacidade fotossintética da planta pode acarretar distirbios nos processos
de absorgdo e acamulo dos nutrientes e, consequentemente nos parametros cinéticos e

influxo de P.
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Figura 25- Influxo liquido de P por unidade de massa de matéria fresca de raiz, em
funcdo da concentragio de P na solugdo, no porta-enxerto tangerina
cledpatra ndo micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Gi- Glomus
intraradices) com quatro niveis de P (P1- 1,5 mgP L'; P2- 3,0mgP L p3-
9.0 mgP L™; P4- 12,0 mgP L™). Curvas tragadas segundo a equagio de

Michaelis Menten:

Iliqg= Vmax (C-Cmin)

Km + (C-Cmin)
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Figura 26- Influxo liquido de P por planta, em fungdo da concentragdo de P na solugio,
no porta-enxerto tangerina cledpatra nio micorrizado (T-Testemunha) e
micorrizado (Gi- Glomus intraradices) com quatro niveis de P (P1- 1,5 mgP
L”; P2- 3,0mgP L; P3- 9,0 mgP L™; P4- 12,0 mgP L"). Curvas tragadas
segundo a equagao de Michaelis Menten:

Ilig= Vmax (C-Cmin)
Km + (C-Cmin)
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Figura 27- Influxo de P por unidade de massa de matéria fresca de raiz, em fungao da
concentragdo de P na solugdo, no porta-enxerto tangerina cledpatra n3o
micorrizado (T-Testemunha) e micornizado (Gi- Glomus intraradices) com
quatro niveis de P (P1- 1,5 mgP L; P2- 3,0mgP L; P3- 9,0 mgP L™"; P4-

12,0 mgP L™). Curvas tragadas segundo a equagio de Michaelis Menten:
I= Vmax.C

Km+C
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Figura 28- Influxo de P por planta, em fungdo da concentrag@o de P na solugdo, no porta-

enxerto tangerina cledpatra nao micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Gi-
Glomus intraradices) com quawo niveis de P (P1- 1,5 mgP L™; P2- 3,0mgP L;
P3- 9,0 mgP L™; P4- 12,0 mgP L™). Curvas tragadas segundo a equagio de

Michaelis Menten:

I= Vmax.C
Km+C
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5 CONCLUSOES

1. Houve depressio no crescimento dos porta-enxertos lim3o cravo e tangerina
cledpatra quando micorrizados, nas doses mais elevadas de P aplicadas ao substrato.

2. A depressdo no crescimento das plantas micorrizadas, ou seja, um efeito parasitico
da colonizagdo pelo fungo micorrizico, causou alteragdo nos pardmetros cinéticos de
absorg#o radicular de P em ambos os porta-enxertos.

3. O efeito parasitico de Glomus etunicatum no porta-enxerto limdo cravo foi

relacionado a uma diminuigdo na Vmax, expressa por planta, € aumento na Cmin,
enquanto que Glomus intraradices no porta enxerto tangerina cledpatra relacionou-

se a uma diminui¢do na Vmax, expressa por planta, aumento no Km e Cmin.
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Anexo A- Influxo liquido de P por unidade de matéria fresca de raiz (MF)de raiz e por planta,
em funcdo da concentragdo de P na solugdo, no porta-enxerto limido cravo ndo
micorrizado (T-Testemunha) e micorrizado (Ge-Glomus etunicatum), com cinco doses
de P (P1-1,5 mgP L; P2- 3,0 mgP L'; P3- 6,0 mgP L'!; P4- 9,0 mgP L™ ¢ P5- 12,0

mgP L)Y
ConcP T-P1 T-P2 T-P3 T-P4 T-PS5 Ge-Pl Ge-P2 Ge-P3 Ge-P4 Ge-P5
uM Influxo (umolP gMF! h™")
0 -0,050 |-0,1359 |-0,056 |-0,0251 [-0,0238 (-0,0230 |-0,0160 |-0,0194 |-0,0735 [-0,6668
2 0,0025 |0,0160 10,0106 10,0154 10,01300 (0,0264 10,0201 |0,0278 |0,0061 [-0,0336
4 0,0216 [0,0410 10,0328 10,0328 10,0257 [0,0385 |0,0324 [0,0400 |0,0295 [0,0563
6 0,0314 (0,0512 |0,0440 |[0,0426 ]0,0321 |0,0441 (0,0385 |(0,0456 |0,0406 |0,0923
8 0,0374 10,0568 |0,0506 ]0,0488 |0,0360 |0,0472 |0,0423 (0,488 0,0472 10,1116
10 0,0415 [0,0604 10,0551 ]0,0531 }0,0386 (0,0492 |0,0447 |0,0509 |0,0515 (0,1237
12 0,0444 10,0628 |[0,0582 [0,0562 ]0,0405 |0,0506 |0,0465 |0,0523 (0,0545 |0,1319
14 0,0466 |(0,0645 |0,0606 10,0586 {0,0419 10,0517 [0,0478 |(0,0534 |0,0568 |0,1379
16 0,0483 10,0659 |0,0625 10,0605 |0,0430 |0,0525 |0,0489 [0,0542 |0,0585 |0,1425
18 0,0497 10,0669 10,0639 10,0521 10,0439 (0,0531 |0,0497 |0,0549 |0,0599 |0,1461
20 0,0508 [0,0678 [0,0652 [0,0633 |0,0446 |0,0536 |0,0504 |0,0554 |0,0610 |0,1490
Influxo por planta (umolP pI’ h™")
0 -0,1343 |-0,3813 [-0,2370 {-0,1310 }-0,1967 |-0,1052 |[-0,0732 |-0,0854 |-0,2392 |-0,6638
2 0,0068 10,0448 |0,0449 |0,0805 10,0912 (0,1210 |0,0921 [0,1227 |0,0199 |-0,0334
4 0,0578 10,1150 (0,1389 ]0,1717 |0,1805 [0,1768 |0,1481 |0,1764 |0,0959 [0,0559
6 0,0844 10,1438 |0,1859 10,2225 [0,2258 (0,2021 |0,1763 |[0,2010 |0,1322 [0,0916
8 0,1005 |0,1595 |0,2141 }0,2548 10,2531 [0,2165 |0,1932 [0,2152 |0,1535 [0,1108
10 0,1114 10,1694 |0,2330 10,2772 10,2714 [0,2258 |0,2045 [0,2243 |0,1675 [0,1228
12 0,1192 |0,1762 |0,2463 ]0,2937 [0,2845 [0,2323 |0,2127 |0,2308 (0,1774 |0,1310
14 0,1251 |0,1811 |0,2564 {0,3063 ]0,2944 10,2372 (0,2187 [0,2355 |0,1847 |0,1369
16 0,1300 [0,1849 10,2642 ]0,3163 10,3021 |0,2410 (0,2235 |0,2392 [0,1904 |0,1415
18 0,1335 (0,1879 |(0,2705 |0,3243 1}0,3082 |0,2438 (0,2273 10,2421 |0,1949 |0,1450
20 0,1365 0,1903 02756 0,3310 0,3133 0,2462 0,2304 072445 0,1986 0,1479

I/ O influxo em cada concentra¢do de P foi calcuiado aplicando-se a equagdo de

Michaelis Menten: I= Vmax. (C — Cmin)

Km + (C-Cmin)
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Anexo B- Influxo de P por unidade de matéria fresca de raiz e por planta, em fungfio da
concentragdo de P na solugfio, no porta-enxerto limfio cravo ndo micorrizado (T-
Testemunha) e micorrizado (Ge-Glomus etunicatum), com cinco doses de P (P1-1,5
mgP L; P2- 3,0 mgP L'; P3- 6,0 mgP L"'; P4- 9,0 mgP L" ¢ P5- 12,0 mgP L™)."

Conc P T-P1 T-P2 T-P3 T-P4' T-P5  Ge-P1 Ge-P2 Ge-P3 Ge-P4 Ge-P5

uM Influxo (umolP gMF! h')
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0,0204 [0,0361 |0,0283 [0,0255 ]0,0204 |0,0310 |0,0247 (0.,0316 (0,0270 |0,0681

4 0,0307 ]0,0489 |0,0415 |0,0383 10,0293 (0,0400 10,0345 ]0,0416 (0,0393 |0,0982

6 0,0370 {0,055 0,0491 10,0459 10,0342 10,0450 10,0398 |0,0464 |0,0463 |0,1152

8 0,0412 (0,0595 |0,0540 (0,0511 {0,0374 |0,0480 |0,0430 |0,0493 (0,0510 |0,1260

10 10,0442 10,0621 [0,0574 [0,0547 {0,0396 [0,0496 10,0453 |0,0512 |0,0541 |0,1336

12 10,0464 10,0641 [0,0600 (0,0575 10,0412 (0,0593 |0,0469 |0,0526 |0,0564 |0,1392

14 10,0481 [0,0655 |0,0620 |0,0596 10,0424 10,0519 10,0481 |0,0536 |0,0583 |[0,1435

16 10,0496 |0,0666 [0,0636 [0,0613 0,0434 ]0,0527 [0,0491 [0,0544 |0,0597 [0,1469

18 10,0507 10,0676 |0,0648 10,0627 10,0442 [0,0533 10,0498 |0,0550 [0,0609 |0,1469

20 10,0517 [0,0683 [0,0659 [0,0639 10,0449 ]0,0538 [0,0505 [0,0555 [0,0618 [0,1520

Influxo por planta (umolP pI” h')

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,0548 10,1013 |0,1206 10,1332 [0,1433 [0,1409 10,1132 |0,1396 |0,1274 |0.0676

0
2
4 0,0626 (0,1373 10,1775 |0,2000 }0,2056 0,1850 }0,1580 (0,1835 |0,1652 [0,0975
6 0,0994 10,1557 10,2075 10,2401 |0,2405 10,2065 10,1820 [0,2049 [0,1833 |0,1143

8 0,1106 |0,1669 |0,2284 10,2669 ]0,2628 [0,2193 |0,1970 |0,2175 [0,1940 |0,1251

10 10,1186 |0,1744 [0,2430 {0,2860 10,2783 10,2277 10,2072 |0,2260 |0,2010 [0,1326

12 10,1247 [0,1798 10,2539 [0,3004 10,2896 [0,2337 [0,2146 |0,2320 [0,2060 |0,1382

14 10,1294 10,1839 10,2623 |0,3115 |0,2984 10,2382 10,2203 [0,2365 |0,2097 |0,1424

16 (0,1332 [0,1871 10,2690 10,3205 10,3052 10,2417 10,2247 [0,2399 |0,2125 |0,1458

18 0,1363 |0,1896 |0,2743 }0,3278 }0,3108 [0,2445 10,2283 |0,2427 |0,2148 |0,1485

20 0,1388 0,1917 0,2788 0,3339 0,3154 0,2467 0,2312 0,2450  0,2167  0,1508

17O influxo em cada concentragao de P foi calculado aplicando-se a equagdo de
Michaelis Menten: I= Vmax. C
Km+C




Anexo C- Influxo liquido de P por unidade matéria fresca de raiz (MF) e por
planta, em fun¢&o da concentragéio de P na solugio, no porta-enxerto
tangerina  cledpatra nfio micomrizado  (T-Testemunha) e
micorrizado (Gi-Glomus intraradices) com 4 niveis de P
(P1-1,5 mgP L"'; P2- 3,0 mgP L"'; P3- 9,0 mgP L' e P4- 12,0 mgP
L)

ConcP T-Pl T-P2 T-P3 T-P4 Gi-P1 Gi-P2  Gi-P3 Gi-P4

Influxo (umolP gMF! h'h

0,0183 [0,0171 10,0051 ]0,0048 10,0092 [0,0081 10,0149 [0,0062

0,0235 10,0260 |0,0074 ]0,0066 |0,0139 |0,0103 ]0,0193 ]0,0158

uM
0 -0,0128 |[-0,0419 |-0,0189 |[-0,0111 |-0,0239 |-0,0089 |-0,0137 |-0,303
2
4
6

0,0257 10,0294 [0,0082 10,0073 |0,0158 |0,0112 [0,0211 |0,0191

8 0,0269 (0,0313 (0,0087 [0,0077 (0,0168 [(0,0116 {0,0221 |0,0208
10 0,0277 10,0325 10,0089 (0,0080 (0,0174 |0,0119 {0,0227 (0,0218
12 0,0282 10,0333 |0,0091 10,0081 |0,0178 ]0,0121 {0,0231 |0,0225
14 0,0286 10,0339 [0,0093 |0,0082 (0,0181 |0,0123 {0,0234 0,0230
16 0,0288 10,0344 |0,0094 |0,0083 |0,0184 |0,0124 |0,0236 |0,0233
18 0,0291 [0,0347 [0,0094 |[0,0084 (0,0186 [0,0125 10,0238 |0,0236
20 0,0292 [0,0350 10,0095 ]0,0084 10,0187 |0,0125 10,0239 |0,0239

Influxo por planta (umolP pI"! h')

-0,0266 (-0,0983 |-0,1335 |-0,0930 [-0,0692 [-0,0401 |-0,0306 (-0,6341

0,0487 [0,0607 |0,0520 |[0,0556 [0,0402 [0,0467 |0,0431 [0,0330

0
2 0,0378 10,0402 10,0359 |0,0402 ]0,0267 |0,0367 {0,0333 [0,0130
4
6

0,0532 10,0690 [0,0580 |0,0615 |0,0456 |0,0506 |0,0471 |0,0400

8 0,0556 [0,0734 10,0612 [0,0647 [0,0485 [0,0527 |0,0492 |[0,0435
10 0,0571 10,0762 [0,0631 |0,0666 [0,0503 |0,0541 ]0,0506 |0,0457
12 0,0582 |0,0781 [0,0645 |0,0680 [0,0516 |0,0550 10,0515 |0,0471
14 0,0590 10,0795 [0,0654 |0,0689 |0,0525 |0,0556 10,0523 |0,0482
16 0,0596 10,0801 |0,0662 [0,0696 [0,0532 |0,0561 10,0527 |0,0489
18 0,0600 |0,0814 |0,0667 [0,0702 [0,0537 |0,0565 10,0531 |0,0495
20 0,0604 |0,0821 [0,0672 10,0707 |[0,0542 |0,0568 10,0534 |0,0500

"0 influxo em cada concentragdo de P, foi calculado aplicando-se a equagdo de
Michaelis Menten: I= Vmax.(C-Cmin)
Km + (C-Cmin)
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Anexo D - Influxo de P por unidade de matéria fresca de raiz e por
planta, em fungfio da concentragdo de P na solugdo, no porta-
enxerto tangerina cledpatra ndo micorrizado (T-Testemunha) e
micorrizado (Gi-Glomus intraradices) com 4 niveis de P (P1-1,5
mgP L"; P2- 3,0 mgP L"'; P3- 9,0 mgP L™ e P4- 12,0 mgP L")

ConcP T-P1 T-P2 T-P3 T-P4 Gi-Pl Gi-P2 Gi-P3 Gi-P4
uM Influxo (umol P g MF!' h'h)

0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0,0196 |[0,0217 |[0,0063 [0,0056 |0,0117 [0,0088 [0,0160 [0,0143
4 0,0240 ]0,0275 ]0,0078 |0,0069 [0,0148 |0,0105 |0,0200 [(0,0185
6 0,0260 |0,0303 [0,0084 |0,0074 (0,0162 ]0,0113 |0,0210 |0,0204
8 0,0271 [0,0318 [0,0088 [0,0078 |0,0170 [0,0118 [0,0220 |0,0220
10 0,0280 [0,0328 (0,0090 ]0,0080 |[0,0176 |0,0120 ]0,0230 |0,0220
12 0,0282 (0,0336 [0,0092 [0,0082 |0,0180 [0,0122 [0,0230 |0,0230
14 0,0286 |0,0341 [0,0093 ]0,0083 [0,0182 ]0,0123 ]0,0230 |0,0233
16 0,0289 [0,0345 (0,0094 [0,0084 |0,0185 [0,0124 [0,0240 ]0,0236
18 0,0291 [0,0348 (0,0095 |0,0084 [0,0186 |0,0125 |0,0240 |0,0238
20 0,0293 [0,0351 [0,0095 |0,0085 |0,0188 [0,0125 [0,0240 |0,0240

Influxo por planta (umolP p!I"' ')

0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 0,0406 10,0509 [0,0450 ]0,0470 (0,0338 |0,0398 |0,0362 |0,0300
4 0,0497 ]0,0646 |0,0550 |0,0580 ]0,0430 [0,0477 [0,0441 |0,0387
6 0,0537 10,0710 [0,0590 ]0,0630 [0,0470 ]0,0512 |0,0476 |0,0428
8 0,0559 10,0747 [0,0620 ]0,0650 [0,0493 ]0,0531 |0,0495 |0,0452
10 0,0574 10,0770 |0,0640 |0,0670 |0,0509 |0,0543 |0,0508 [0,0468
12 0,0584 [0,0788 [0,0650 [0,0680 |0,0520 [0,0551 [0,0516 |0,0479
14 0,0591 [0,0800 [0,0660 |0,0692 |0,0528 |0,0557 |0,0523 |0,0487
16 0,0597 10,0809 |0,0660 [0,0698 |0,0534 ]0,0562 |0,0528 [0,0494
18 0,0601 |0,0817 [0,0670 [0,0704 |0,0539 [0,0566 |0,0532 |0,0499
20 0,0605 ]0,0823 [0,0670 [0,0708 |0,0543 |0,0569 |0,0535 |0,0503

'O influxo em cada concentraggo de P, foi calculado aplicando-se a equagio de
Michaelis Menten: I= Vmax.C
Km+C
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