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DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO E MORFOLOGIA
RADICULAR DE CITRANGE CARRIZO AFETADO POR
ACIDO INDOLBUTIRICO E MICORRIZAS ARBUSCULARES !

VEGETATIVE DEVELOPMENT AND ROOT MORPHOLOGY OF
CARRIZO CITRANGE AFFECTED BY INDOLEBUTYRIC
ACID AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI

Paulo Vitor Dutra de Souz& Manuel Agust?
Manuel Abad® Vicente Almeld

RESUMO was in a Completly Randomized Block Design with 10 seedlings
per plot and 4 replicates. The IBA concentrations had no effect on

Este estudo foi realizado na localidade de Alcanar  vegetative development of nonmycorrhizal seedlings, althougt it

(Tarragona, Espanha) e objetivou avaliar o efeito de cinco con- had increased P and K foliar contents and primary xylem

centragbes do Acido indolbutirico (AIB) (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0  tickness. AMF increased P foliar content. IBA x AMF interaction

g/L) e da inoculacdo com micorrizas arbusculares (Malpus was observed, increasing IBA concentrations on mycorrhizal

intraradicesSchenck & Smith) sobre o desenvolvimento vegetati- seedlings resulted in increased in vegetative development, P and

vo, contetdo foliar de P e K e morfologia radicular de plantulas K foliar contents and primary xylem thickness.

de citrange Carrizo Citrus sinensis(L.) X Poncirus trifoliata

(L.) Raf.). Utilizou-se o delineamento experimental de blocos Key words: auxins, mycorrhizal fungi, mineral nitton, citrus..

completos casualisados em esquema fatorial, com 4 repeticbes e

10 plantas por parcela. A aplicagdo de AIB néo alterou o desen-

volvimento vegetativo das plantulas cidthas em auséncia de ~

MA, apesar de haver incrementado a quantidade de P e K e a INTRODUCAO

espessura dos feixes vasculares. As MA incrementaram o contel-

do de P foliar. Encontrou-se uma interag&o positiva entre o AIB e Espécies com uma escassa quantidade de

as MA, pois as plantulas micorrizadas apresentaram um incre- A . .
mento no desenvolvimento vegetativo, nos contetdos foliares de P pelos radiculares, como o caso dos citros

e K e na espessura dos feixes vasculares com o aumento das (GRAHAM et al, 1991) sdo, em geral, altamente

concentracges de AIB. dependentes das micorrizas arbusculares (MA)
. — (POPEet al, 1983). Estas desempenham um im-
Palavras-chave: doses de auxina, micorrizas arbusculares, .
nutricio mineral, citros. portante papel sobre o transporte de nutrientes de
lenta difusdo desde o solo até as células da raiz
SUMMARY (TOBAR et al, 1994), além de induzirem uma mai-

This study was carried out in AlcanaFeragona - or resisténcia ao estresse hidrico (READ, 1992),
Spain) to evaluate the effect of five indolebutyric acid (BA) ~Culminando com um maior crescimento vegetativo e

concentrations (0.0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 g/L) and inoculation with  uma maior resisténcia ao transplante (DUT&R A,
arbuscular mycorrhizae fungi (AMF)G(omus intraradices 1995)_
Schenck & Smith) on Carrizo citrang€i{rus sinensis(L.) x L . i,
Poncirus trifoliata (L.) Raf.) vegetative development, P and K O acido indolbutirico (AIB) desempenha

foliar contents and root morphology. The experimental design Um papel fundamental no processo de iniciagéo
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radicular (MORALES, 1990). No entanto, na fase de
elongacdo radicular, as plantas normalmente nédo
respondem a aplicagdo de auxinas (HARTMAAIN
al., 1989).

Existe um intercambio hormonal entre as
MA e as plantas hospedeiras (MEYER, 1974), mas a

Metade das plantulas foram inoculadas
com Glomus intraradicegSchenck & Smith), usan-
do 10g/plantula de uma mistura de solo rizosférico e
raizes de alfafa cv. AragorMédicago satival.)
contendo propagulos do fungo. O inéculo foi distri-
buido numa camada colocada a 3cm de profundida-

maioria dos estudos realizados para elucidar essasde no substrato, imediatamente abaixo das sementes.

interacBes foram efetuados com fungos ectomicorri-
zicos, os quais produzem auxinas, giberelinas, etile-
no e vitaminas em cultivos puros (MILLER, 1971;
CRAFT & MILLER, 1974; SLANKIS, 1974,
BARROSOet al, 1986). Entretanto, a sintese de tais
hormdnios pelas MA tem sido pouco estudada pela
dificuldade de multiplicar-se o fungo em meios de
cultura artificiais (COOPER, 1984). Apesar disso,
demonstrou-se quélomus mosseae capaz de
produzir substancias com acdo hormonal (BAREA
& AZCON-AGUILAR, 1982).

H& pouca informacéo sobre modificagbes
anatémicas e histoquimicas produzidas por infeccdes
micorrizicas nos tecidos vegetais (KRISHNAa,
1981). Ha relatos de que as MA ndo provocam gran-
des transformacdes morfolégicas nas raizes
(COOPER, 1984), apesar de que publicagtess
recentes descrevem um incremento na divisdo celu-
lar e um efeito varidvel sobre o crescimento das
células (ATKINSONet al, 1994).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito das micorrizas arbusculares (MA) sobre o
desenvolvimento vegetativo, conteudo foliar de P e
K e morfologia radicular de plantulas de citrange
Carrizo Citrus sinensis(L.) X Poncirus trifoliata
(L.) Raf.), além de verificar se o acido indolbutirico,

Empregou-se uma mistura esterilizada de raizes e
solo rizosférico de alfafa nas plantulas ndo micorri-
zadas.

Em setembro, as plantulas foram transfe-
ridas para sacos de polietileno preto perfurados, com
capacidade para 5 litros. Nesse momento, foram
ensaiadas cinco concentragfes de acido indolbutirico
(AIB): 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0g/L., aplicadas via radi-
cular, mediante imerséo por 10 segundos nas referi-
das solucdes. As plantulas ndo tratadas com AIB
foram tratadas com agua destilada.

Usou-se a mesma mistura de substrato
empregada na sementeira. A irrigacéo foi realizada
mediante gotejamento a cada 48 horas (685cm
planta). Aplicou-se semanalmente, mediante fertirri-
gacao, por planta, 0,33g de nitrato de calcio; 0,15g
de nitrato de potassio e 0,04g de fosfato monoamo-
nico.

O delineamento experimental foi o de
blocos ao acaso, com 10 plantas por tratamento e
repeticdo, e quatro repeticoes, totalizando 400 plan-
tulas no experimento.

Onze meses apo6s a semeadura, as plantu-
las foram colhidas para a realizacdo das determina-
¢Oes previstas. O diametro do colo foi medido na

aplicado numa fase inativa da planta a auxinas (fase superficie do substrato. A area foliar foi medida

de elongacéo celular), favorece a atividade das MA
e, portanto, a simbiose planta-MA.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado em casa de
vegetacdo com cobertura plastica (média das
temperaturas maximas: 27 média das
temperaturas minimas: 132 média da umidade
relativa maxima: 97,3%; média da umidade relativa
minima: 46,7%), na localidade de Alcanar
(Tarragona - Espanha), utilizando-se como planta
teste o citrange Carriz&itrus sinensis(L.) Osb. x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.).

A semeadura foi realizada em maio de
1994, em bandejas de polietileno contendo uma
mistura de areia, perlita e turfgphagnum (3:2:1,
v:v:v). Este meio de cultivo foi desinfetado com
Vapani] (Metilditiocarbamato de sédio, 400mffim
de substrato). Utilizou-se um adubo de liberacao
lenta (Osmocote Plis 2,5 kg/m de substrato) de
3-4 meses de agao.

mediante o emprego do aparelho LI-COR LI-3000A
Area Meter. O peso seco da parte aérea e das raizes
foi medido apds secagem do material vegetal em
estufa a 6%, até peso constante.

As raizes das plantulas inoculadas com
MA foram examinadas para determinar seu nivel de
infeccdo. Em cada tratamento e repeticdo, coleta-
ram-se duas raizes secundarias por planta, de 10
plantas. As raizes foram lavadas com agua e corta-
das em fragmentos de 1lcm de comprimento. No-
venta fragmentos por tratamento foram misturados,
clarificados e tingidos para determinagdo da infec-
¢do micorrizica, segundo a técnica descrita por
PHILLIPS & HAYMAN (1970). Elas foram monta-
das em laminas de vidro e examinadas em micros-
cOpio Optico para determinarem a presenca e a inten-
sidade de hifas, vesiculas e arbulsculos, segundo o
método descrito por NEMEC (1992b). A porcenta-
gem de infec¢édo radicular foi calculada pelo nimero
de raizes infectadas, em relagédo ao total de raizes
analisadas. Para determinar a densidade de hifas,
atribuiu-se o valor 0 para auséncia de estruturas; 1,
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para presenca fraca; 2, para presenca moderada; e 3
para presenca intensa. A densidade de vesiculas § &
arbusculos também foi relacionada com uma escala X Com WA
de 0 a 3, onde se considerou como 0 a auséncia dg ¢ SemWA
estruturas; 1, para 1 a 50 estruturas; 2, para 51 a 100 °
e 3, para mais de 100.

Determinou-se o conteudo foliar de P e K
nas plantulas testemunha e nas tratadas com 1,0g/L ¢
2,0g/L de AIB. Para tanto, as folhas foram lavadas
de acordo com LABANAUSKAS (1966). O P foi
determinado pelo método do “Molibdenium Blue
Colour’ (FISKE & SUBBAROW, 1925) e o K, por
fotometria de chama (CHAPMAN & PRATT, . ) , )
1961). 0.0 05 10 15 2.0

Os estudos histologicos foram realizados Concentragdes de AIB (glL)
somente nas plantulas inoculadas e nédo inoculadag
com MA, tratadas com 0,0g/L e 1,0g/L de AIB, pois Figur
foi onde se encontraram plantulas com desenvolvi-
mento vegetativo semelhante entre si (altura e dia-
metro do colo). Nestas, escolheram-se raizes secun-
dérias com didmetro também semelhante. Para cada
tratamento, utilizaram-se cinco raizes secundéarias de
cinco plantulas, fazendo-se no minimo, 5 cortes
transversais por raiz, apés sua inclusdo em parafina.
Todo o processo de preparacdo das raizes, como
fixacdo, desidratacdo, infiltracdo, incluséo, corte,
montagem e tingimento, foram realizados segundo
adaptacbes ao método descrito por JOHANSEN
(1940). Em cada corte, realizaram-se 3 medicdes da
espessura do cortex e do namero linear de suas cé ¢ [xcComma .

R A Y=2,02-1,86X+5,52X -1,93X A
lulas, obtendo-se por divisdo destes valores, o dia- SesemmAl o H
metro das células. O mesmo processo foi empregadg
para a determinacdo das caracteristicas do xilema
primario e da medula.

Os resultados foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de comparacdo de médias
DMS a 5% de probdlidade, ou por meio de anélise s -
de regressao. i Ry
0 L ! L ! !

Y =3,53+1,03X; r*= 0,35 (™) I e ':{

-
= - KX
Y = 3,50+0,03X; r’=0,07 (NS)

Diametro do colo {(mm)
-~
T
\\
\
[N

a 1 - Diametro do colo de plantulas de citrange Carrizo de
onze meses de idade, com a aplicacdo de &cido indol-
butirico (AIB) na presenca e auséncia de micorrizas
arbusculares (MA).

+

PESO SECO DA PARTE AEREA (g)

RESULTADOS E DISCUSSAO

O didmetro do colo das plantulas de ci- 5 B
trange Carrizo foi positivamente afetado pelas MA,
encontrando-se uma interacao significativa entre este
fator e as doses de AIB aplicadas (Figura 1). A se-
melhanca do ocorrido para a altura das plantulas
(dados ndo apresentados), as doses de AIB se mos|
traram ineficazes em plantulas néo micorrizadas, e
mas, em presenca de MA, o didametro do colo incre- - r
mentou linearmente com o aumento das concentra- 0 - - . . L
¢bes da auxina, possibilitando antecipar a enxertia e, e e e e
dessa forma, reduzir o periodo de producdo de mu-

Y=0,90-1,08X+2,57X2-0,90X3
=034 (%)

Peso seco de raizes (g)

Concentragdes de AIB (g/L)

das. ; . Figura 2 - Peso seco da parte aérea (a) e das raizes (b) de plantulas

O peso seco da parte aérea (Figura 2A) e de citrange Carrizo de onze meses de idade, com a
das raizes (Figura 2B) também foi positivamente aplicacdo de acido indobutirico (AIB) na presenca e
afetado pelas MA, ocorrendo uma interagdo signifi- auséncia de micorrixas arbusculares (MA).
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cativa entre esse fator e as doses de AIB aplicadas

As doses de AIB n&o alteraram o peso seco da partg  *° oo
aérea e das raizes das plantas ndo micorrizadas. Na| s | @ SemMA V=25,47+12,74%; r*=0,16 () E (a)
plantas micorrizadas, no entanto, proporcionaram =
um incremento no peso seco dessas plantas a parti| £ 4| - "f
de 1,0g/L de AIB, resposta que se saturou na dose dg 2 e 1
1,5g/L. £ o X7
As plantulas micorrizadas apresentaram |3 ¥
um maior ndmero de folhas, como consequéncia da| g 201 26 420105, =006 046
maior altura das plantulas (Figura 3A). A interacdo |2 A
AIB x MA também foi significativa para esse fator. 1o
O numero de folhas ndo variou nas plantulas culti- 5 ! j ! ;
vadas em auséncia de MA, mas, em presenca dd
fungo, ampliou com o aumento das concentracdes de 12
AIB, passando de 25 folhas por plantula nas teste- ¥=6,85 - 3,40556,08X42,08° b)

20,20 ()

S
e

-

munhas a, aproximadamente, 45 nas concentracoey
mais elevadas.

A superficie média das folhas também foi
afetada pelos tratamentos (Figura 3B). Ela néo foi
alterada nas plantulas ndo micorrizadas, situando-se
ao redor dos 5,8 ¢inJa nas plantulas micorrizadas,

a area foliar aumentou a partir dos 0,5¢g/L de AIB,

saturando-se na concentragdo de 1,5g/L. Também
para este parametro de avaliacdo, a interacdo AIB x 5 . . . .
MA foi significativa. 00 05 1.0 15 20

Os resultados até aqui encontrados evi-
denciam o efeito positivo das MA sobre o desenvol-
vimento vegetativo dos citros, confirmando os re-

-
=)
T

o
T

1o loel
LKA

!

I

t

\

Superficie da folha (cm?)

IS

Y=5,95+ 0,05X; r*= 0,08 (NS)

Concentracdes de AIB (g/L)

Figura 3 - Numero e superficie das folhas de plantulas de citrange

sultados de Nemec (19923) e DUTB#al. (1995). . Carrizo de onze meses de idade, com a aplicagio de
Um aspecto interessante, que permite acido indolbutirico (AIB) na presenga e auséncia de
avancar no conhecimento da atividade das MA, micorrizas arbusculares (MA).

consiste na acdo das auxinas de sintese e sua intera-

¢do com esse tipo de fungo sobre o desenvolvimento centracdo de 1,0g/L de AIB (Figura 4). A partir
vegetativo das plantulas citricas. O efeito do AIB desta, houve um importante incremento na densida-
parece ser independente do das MA. Enquanto estasde de estruturas do enddfito, que alcangou seu ma-
incrementam a eficiéncia na absorgdo nutricional ximo na concentracdo de 1,5g/L. O aumento na
(BAREA, 1991), o AIB desempenha um papel fun-  concentragéo de AIB até 2,0g/L néo alterou o niime-
damental no processo de iniciacdo radicular g de hifas e provocou um decréscimo no nimero de
(MORALES, 1990). Estes efeitos somados poderiam yesjculas e arbusculos. Este comportamento indica

Ser {espon?at\(els Epetlotmf[:remento r:Ac\)IBdgsenf\_/olvp gue a auxina afeta diretamente a colonizacéo por
mento vegetativo. Entretanto, COmo 0 AIB € INNCAz - 5110 435 MA, sendo, inclusive, prejudicial em doses

em auséncia de MA, estd claro que h4d um efeito eXCesSiVas.

interativo entre ambos. De acordo com A micorrizacio das plantulas e a aplica-
HARTMANN et al. (1989), as plantas ndo respon- ¢do de AIB afetaram significativamente o contetdo

dem a aplicacdo de auxinas durante a fase de elon-foliar de P (Figura 5a) e K (Figura 5b). A interacio

gacao radicular. Isso justificaria a auséncia de res- I O 4 .
posta encontrada com o AIB aplicado as plantulas AIB x MA foi significativa para o conteudo foliar de

n&o micorrizadas. A resposta encontrada com o Al P N@o 0 sendo para o K. Com o aumento da con-
em plantulas micorrizadas consolida a interacao Centracdo de AlB, houve um incremento linear nos
existente entre estas variaveis, demonstrando seremconteudos foliares de P, que foi mais marcante nas
esses fungos intermediarios no aproveitamento do Plantulas micorrizadas. No caso do K, também se
AIB, aplicado nesta fase vegetativa. A promocdo do NOtou um incremento linear no contetido f9l|ar desse
crescimento por parte do AIB em presenca de MA _nutnente com o aumento da concentracdo de AIB,
também foi detectada com a ectomicorriigoli- independentemente da presenca de MA.
thus tinctorius(GREENEet al, 1982). As MA tém um efeito direto sobre o de-
Em geral, o nimero de estruturas de MA senvolvimento das plantas, absorvendo nutrientes
se manteve aproximadamente constante até a con-por suas hifas e translocando-os para a planta
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0,25
3 X Com MVA
X Hifas Y =0,16+0,013X; r’=0,98 (") ¢ Sem MVA

2 5 | 4 Vesiculas Y=1,34 - 220X + 3,06X - 092X
’ r*=0,64 ()

e —
P b

0’11—’1—’—4 ;

0.1
b I N 0,05 -

05& e ... ;z'."«' b Y=0,53 - 1,11X + 2,16X°-0,77X’ 08
2= 0,64 (*)

- -Arbusculos

2

Y=0,56 - 1,96X + 3.45)(2 - 1.17X3

¥=0,12 +0,003X; r°=0,85 (*)
r*=0,78 (**)

Conteudo foliar de P (%)

Nivel de infecgao (escala 0 a 3)

Y=0,62 +0,033%; 1°=0,67 ()

0,0 05 1,0 15 2,0
0,7
Concentracgdes de AIB (g/L)

Y =0,59 +0,028X; r°=0,97 ()

Conteudo foliar de K (%)

Figura 4 - Densidade de estruturas de micorrizas arbusculares
(MA) em raizes de citrange Carrizo de onze meses de
idade, com a aplicagdo de acido indolbutirico (AIB).

0,5 L L
0,0 1,0 2,0
(BAREA, 1991; ANet al, 1993). Dentre 0s nutri- o e AR
entes mais absorvidos pelas MA se encontra o P
(KRISHNA & BAGYARAJ, 1981; DUTRAet al, Figura 5 - Contetdo foliar de P (a) e K (b) em plantulas de citran-
1996), tendo, contudo, a capacidade de absorver ge Carrizo de onze meses de idade, com a aplicacéo de
outros nutrientes. como o K (AZCON-AGUILAR & acido indolbutirico (AIB) na presenca e auséncia de mi-
' L corrizas arbuscularéMA).

BAREA, 1992); comportamento que coincide com
os resultados encontrados no presente estudo. . y

Um aspecto interessante deriva do estudo 9ue relatam um efeito variavel dasNMA sobre o cres-
nutricional das plantas tratadas com AIB em presen- ¢imento celular. Outros autores ndo encontram mo-
ca de MA. Nesse caso, encontra-se um incremento dificacées morfoldgicas provocadas pelas MA a
nos contetidos de P e K com o aumento das concen-Nivel radicular (LINDERMAN & HENDRIX, 1982;
tracdes da auxina, que para o P é mais acentuado enfCOOPER, 198‘_1)- .
presenca de MA. Esse efeito pode ter sido conse- A aplicacdo de AIB e as MA afetaram
giiéncia de um aumento na infeccio por acdo do AIB S|gn|f|cat|vamentg a espessura do xilema primario
(Figura 4), pois, possuindo o micélio externo um (Tabela 1). A interacdo entre esses fatores foi
pape] fundamental no transporte de nutrientes de Slgnlflcatlva para esse parametro. A auxina induziu a
difuséo lenta no solo até as células da raiz, ele viabi- Uma duplicacdo na espessura do xilema primario,
liza uma maior eficiéncia da nutricio (TOBAR devido a um incremento no tamanho e numero de
al., 1994). células. Quando aplicada em plantas micorrizadas,

Como foi anteriomente referido, as raizes quadruplicou-o pelo mesmo motivo. As MA, em
escolhidas para os estudos histolégicos tinham, auséncia de AIB, ndo afetaram a espessura do
estatisticamente, o mesmo diametro, apesar de que,xilema primario, mas em presengca da auxina
nas testemunhas (sem AIB e sem MA), apresenta- duplicaram-no, devido a um aumento no nimero de
ram um diametro que superava em, aproximada- células. Esse incremento, em ndmero e tamanho dos
mente, 10% os tratamentos restantes (Tabela 1). feixes vasculares, também pode ter facilitado,

A aplicacdo de AIB reduziu a espessura juntamente com o aumento da infeccdo micorrizica,
do cortex, principalmente pela diminuigdo do nime- a absorc&o nutricional.
ro de suas células (Tabela 1). O efeito das MA sobre A espessura da medula foi significativa-
a espessura do cértex foi significativo e indepen- mente afetada pelas doses de AIB e pelas MA, en-
dente do AIB, verificando-se uma reducdo na espes- contrando-se uma interacdo altamente significativa
sura do cortex das plantas micorrizadas, devido a entre esses fatores (Tabela 1). As MA incrementa-

diminui¢cdo no tamanho das células. ram o raio da medula das plantas ndo tratadas com
Esse comportamento coincide com as ob- AIB, como conseqiiéncia de um aumento no numero
servacOes realizadas por ATKINSGH al. (1994), de células, através da acdo do endofito, acentuando a
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Tabela 1 - Morfologia das raizes secundarias de citrange Carrizo com a aplicagdo de &cido indolbutirico (AIB) na pregeng deaus
micorrizas arbusculares (MA).

Doses de 0 da . ) .
Tratamento Cortex Xilema primario Medula
AIB (g/L) raiz(um) P
Espessu- N°de 0 das Espessu- N°de O das Espessu- N°de 0 das
ra células células ra células células ra células células
(Hm) pm) (Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
0,0 Com MA 867,35 242,14 1322 18,16 29,08 ¢ 495c 592¢ 173,16 a 14,41 a 12,35
Sem MA 943,06 314,39 14,46 21,84 36,22 ¢ 484 c 7,45b 136,12b 10,32b 13,37
1,0 Com MA 891,63 206,84 11,10 19,29 135,31a 14,70a 9,18 a 112,24 ¢ 7,47 c 15,20

Sem MA 823,06 235,51 10,44 22,96 63,27 b 753b 8,67a 116,22c 6,50c 17,24

Efeito dose de AIB NS *k o NS *k o *x *k *k *k
Efeito MA NS * NS i i ** NS * ** *
Interacéo NS NS NS NS *k ok o *x % NS

!Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas.
* ** NS= significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste DMS.

divisdo celular. Este efeito também é relatado por AGRADECIMENTOS
ATKINSO'\J et al. (1994).' Em presenca de_AIBL no A empresa VIVEROS GURBI S.AT. (Alcanar-
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