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RESUMO

O uso de duas tecnologias combinadas, a micropropagacdo e a inocula¢do de fungos
micorrizicos arbusculares, é uma alternativa para a producio de mudas de plantas em
escala comercial. Essas técnicas sdo importantes, pois permitem produzir mudas em curtos
periodos de tempo, com alta qualidade e homogeneidade. Entretanto, € importante definir
as combinagdes de fungos, de planta, de substratos e técnicas de aclimatizagio e
inoculagdo. Outra necessidade fundamental é conhecer o desenvolvimento radicular, visto
que, apesar de ter implica¢Ses na capacidade da planta em obter nutrientes e agua do solo,
€ um aspecto pouco considerado nas avaliagdes do crescimento e desenvolvimento vegetal.
Um estudo em cimara de crescimento foi realizado com o objetivo de desenvolver
procedimentos de aclimatizagio e de inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares em
mudas micropropagadas de dois porta-enxertos de macieira, um vigoroso (Marubakaido) e
outro nanizante (M.9), visando caracterizar o crescimento e o desenvolvimento do sistema
radicular das plantas produzidas com as diferentes técnicas selecionadas. As bases das
brota¢Ges dos porta-enxertos oriundas do processo de multiplica¢do in vitro foram imersas
em solugdo de acido indolibutirico (51M) e transferidas para substrato a base de solo, a fim
de serem enraizadas ex virro. Os fungos micorrizicos arbusculares foram introduzidos antes
e apos a fase de enraizamento. Utilizou-se uma mistura constituida por Scutellospora
pellucida, por dois isolados de Glomus etunicatum, e por Glomus sp. A fase de
enraizamento durou 21 dias e foram realizadas duas avaliages, a primeira 51 dias apos a
saida das plantas das condi¢des in vitro e a segunda aos 81 dias. Foram quantificados o
incremento em altura, o peso da matéria seca de parte aérea, o peso de matéria fresca de
raizes, a relagio MFR/MFA, a coloniza¢do micorrizica, 0 nimero e o comprimento de
eixos radiculares e de raizes laterais de diferentes ordens. A poda de raizes reduziu o
crescimento de parte aérea € o numero e comprimento de raizes do porta-enxerto
Marubakaido. Em ambos porta-enxertos, entre 50% e 70% do sistema radicular foram
colonizados pelos fungos micorrizicos arbusculares. A inoculagdo micorrizica teve efeito
positivo sobre o crescimento de parte aérea e do sistema radicular do porta-enxerto
Marubakaido, enquanto que o porta-enxerto M.9 teve seu desenvolvimento inibido pela
presenga dos fungos micorrizicos arbusculares. A inoculagio micorrizica antes da fase de
enraizamento aumentou o numero € o comprimento de raizes do porta-enxerto
Marubakaido, formando um sistema radicular potencialmente mais eficiente para a
absor¢do de nutrientes do solo. Por outro lado, o porta-enxerto M.9 teve o numero € o
comprimento de raizes diminuido quando a inoculagido micorrizica ocorreu antes da fase de
enraizamento.

Palavras chaves: arquitetura radicular, época de inoculagdo micorrizica, Marubakaido,
M.9, porta-enxertos de macieira, Glomus etunicatum, Glomus sp, Scutellospora pellucida,
micropropagagao e micorrizagao.



ABSTRACT

The combination of two technologies such as micropropagation and of inoculation
arbuscular mycorrhizal fungi offers an alternative for the production of seedling plants on a
commercial scale. These techniques are important because they allow high quality and
homogeneous seedling production in a shorter period of time. Nevertheless, it becomes
very important to understand the interaction among fungi, plants, substrates,
acclimatization and inoculation techniques. Another fundamental need is to understand
plant root development, as it has many implications on plant capacity to obtain water and
nutrients from the soil. This developmental aspect has been given little consideration in
growth evaluation and plant development. A study was performed under controlled
conditions to develop procedures to acclimatizate and to inoculate arbuscular mycorrhizal
fungi into the vigorous strong-rooted Marubakaido rootstock and the dwarfing M. 9
rootstock. The effect of these procedures on root architecture was also evaluated. The
technique used for rooting was an in vitro process, treatment with indole-butyric acid
(5pM), and then transferral to a soil-based substrate to take root ex-vitro. The arbuscular
mycorrhizal fungi were introduced before and after the rooting phase. A mixture of
Scutellospora pellucida, two isolates of Glomus etunicatum, and Glomus sp was utilized.

The rooting phase lasted 21 days and two evaluations: were done the first one at 51 days
after the in vitro weaning stage and the second at 81 days. The following was quantified:
the increase in height, the dry matter weight of the aerial part (RFM), the fresh material
weight of the roots (AFM), the relation RFM/AFM, the mycorrhizal colonization, the
number and the length of the root axis and lateral roots from different orders. Root pruning
reduced shoot biomass and the number and length of the roots in Marubakaido plants. In
both rootstocks, between 50% and 70% of the root system was colonized by arbuscular
mycorrhizal fungi. The mycorrhizal inoculation had a positive effect on root and shoot
growth of the Marubakaido rootstock plants, but had a negative effect on growth in M.9
plants. Mycorrhizal inoculation before the rooting phase increased the root number and
length of Marubakaido rootstock plants, forming a potentially more efficient root system,

but had the opposite impact on the M.9 plants.

KEY-WORDS: root architecture, mycorrhizal inoculation period, Marubakaido, M.9,
apple rootstock trees, Glomus -etunicatum, Glomus sp., Scutellospora pellucida,
micropropagation and mycorrhization.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos vinte anos, a cultura da macieira passou por uma grande transformagéo.
Até 1979, o Brasil era o quarto maior importador mundial de mag3, em 1990 passou a uma
situagdo de auto-suficiéncia, € em 1997 produziu 644.800 toneladas da fruta, tendo
exportado 22.800 toneladas. A macieira ¢ a principal cultura perene do Estado de Santa
Catarina e representa um caso de sucesso de politicas publicas dentro do setor agricola.
Santa Catarina € hoje o maior produtor nacional, com uma éarea plantada de cerca de
14.000 hectares e uma produgdo de 367.000 toneladas na safra de 1998 (INFORME
CONJUNTURAL, 1999). O Estado destaca-se no contexto nacional devido as condi¢des
climaticas que prevalecem em algumas regides, € que sdo favoraveis para o cultivo da
macieira.

Apesar dessa situagdo de auto-suficiéncia, muitos pomares apresentam baixa
produtividade e frutos com qualidade inferior & exigida pelo mercado consumidor. Essa
baixa produtividade é, em parte, decorrente da utilizagdo de mudas de porta-enxertos com
reduzida capacidade de enraizamento, com dificuldade para desenvolver suas raizes e
absorver os nutrientes basicos, por causa de problemas como a grande acidez do solo e as
altas concentragdes de aluminio e manganés. Os porta-enxertos utilizados sdo pouco
adaptados as condigdes edaficas das regides produtoras, e esses fatores ocasionam elevadas
perdas para as empresas produtoras de magis, pois a renovagio dos pomares € onerosa e
representa grandes investimentos.

Alternativas visando solucionar estes problemas tém incluido a sele¢do e a
introdugdo de novos porta-enxertos tolerantes a baixo pH e resistentes a doengas do
sistema radicular. Entretanto, a introdug@o de novas variedades ainda representa uma etapa
a ser vencida, porque a produgdo de mudas dos novos porta-enxertos continua sendo feita
de forma tradicional, ou seja por mergulhia de cepa, processo que freqiientemente leva a
uma redugio na capacidade de enraizamento das estacas & medida que as matrizes
envelhecem.

A Dbiotecnologia pode oferecer estratégias para a solugio do problema de

multiplicagio e estabelecimento de novas plantas, e dentre as técnicas destaca-se a



micropropagagdo de plantas associada ao uso das micorrizas. A produgdo de mudas
micropropagadas e micorrizadas pode apresentar vantagens sobre os sistemas tradicionais
de produgdo, e essas vantagens somente serdo exploradas se técnicas, simples e confiaveis,
de aclimatizagdo e inoculagdo de mudas micropropagadas forem desenvolvidas, pois o
grau de beneficios resultante da inoculagdo depende das caracteristicas da planta, do fungo
e do solo. Além de diversos beneficios as plantas, a associagdo micorrizica pode causar
alteragdes fisioldgicas e morfoldgicas, inclusive modificagdes na arquitetura do sistema
radicular.

O presente trabalho insere-se no projeto de pesquisa “Sele¢do de Clones de Porta-
Enxertos de Macieira ¢ de Fungos Micorrizicos Tolerantes a Condi¢des Edaficas
Prevalecentes em Solos Acidos da Regido Sul - Santa Catarina”, que tem por objetivos a
selegdo de clones de porta-enxertos de macieira tolerantes as condigdes de estresses
edaficos prevalecentes em solos acidos, a propagagdo em massa dos clones selecionados, a
selegdo de espécies de fungos micorrizicos arbusculares eficientes e tolerantes as
condig¢des de estresses edaficos, a produgdo de indculo em escala experimental por técnicas
de cultivo em vasos e, finalmente, a produgdo de mudas de porta-enxerto de macieira
micropropagadas e micorrizadas.

Visando contribuir para o alcance de parte dos objetivos do projeto de pesquisa, foi
realizado o presente trabalho, que estd dividido em duas partes complementares: o
desenvolvimento de técnicas de aclimatizagdo e micorrizagdo de mudas de porta-enxertos
de macieira micropropagados e estudos basicos sobre o efeito da poda de raizes e de
diferentes épocas de inoculag@o micorrizica no crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular desses porta-enxertos. A primeira parte tem por meta gerar tecnologia adequada
para a produgdo de mudas de porta-enxertos de macieira micropropagados e micorrizados,
visando melhorar sua capacidade produtiva. A segunda parte propde-se a caracterizar o
crescimento e desenvolvimento do sistema radicular dos porta-enxertos de macieira

associados a micorrizas e produzidos com as diferentes técnicas selecionadas.



2. OBJETIVOS

Geral:

Desenvolver procedimentos de aclimatizagdo e inoculagdo com fungos micorrizicos
arbusculares de dois porta-enxertos de macieira micropropagados, caracterizando o
crescimento e o desenvolvimento do sistema radicular das plantas produzidas com as

diferentes técnicas selecionadas.

Especificos

1. Estabelecer técnicas de aclimatizagfio e inoculagio de fungos micorrizicos

arbusculares em mudas micropropagadas dos porta-enxertos Marubakaido e M.9.

2. Avaliar o crescimento e o desenvolvimento de parte aérea dos porta-enxertos de
macieira Marubakaido e M.9 micropropagados, inoculados ou ndo com fungos

micorrizicos arbusculares em duas épocas diferentes.

3. Quantificar o crescimento e o0 desenvolvimento de diferentes ordens de raizes dos
porta-enxertos de macieira Marubakaido e M.9 micropropagados, associado ou nio a

fungos micorrizicos arbusculares em duas épocas diferentes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Micropropagac¢iio e Micorrizagio

A biotecnologia vegetal desperta grande interesse devido ao seu potencial de
aplicag¢do dentro de varias areas, incluindo a agricultura. Na biotecnologia vegetal, a énfase
estd na possibilidade de se manipularem as espécies vegetais, especialmente para
multiplica-las rapidamente (HARTMANN et al., 1990, GEORGE, 1993, VESTEBERG &
ESTAUN, 1994).

A micropropagagdo de plantas é uma importante ferramenta biotecnolégica,
freqiientemente aplicada no melhoramento genético, em processos de produgio de mudas,
investigagdes cientificas, programas de preservagio da biodiversidade vegetal e na
producgdo de biomassa para extragdo de produtos bioquimicos (GEORGE, 1993; VARMA
& SCHUEPP, 1995). Esta técnica € eficiente na sele¢do e propagagdo de plantas
homogéneas e de alta qualidade, e pode ser iniciada a partir de pequenos segmentos, ou
mesmo de células, de tecidos vegetais (GEORGE, 1993). O processo de micropropagacio
¢ realizado em condigdes axénicas e, desta forma possibilita a obtencdo de mudas
enraizadas em curtos periodo de tempo e livres de patégenos, abrindo a possibilidade de
eliminar viroses (GEORGE, 1993; SCHUCH & PETERS, 1993).

O processo de micropropagagdo difere dos métodos de propagagdo tradicional pela
_separag:ﬁo de componentes biologicos do sistema, e pelo alto grau de controle que é
possivel em cada etapa do processo. Cada passo da sequéncia pode ser manipulado pela
selegdo de plantas ou pelo controle ambiental, a fim de maximizar a produgdo de plantas
em termos de nimero, tamanho e qualidade (HARTMANN et al., 1990).

MURASHIGE (1974) estabeleceu uma seqiéncia de eventos associados com o
processo de multiplicagdo, que envolve trés fases: sele¢do do material vegetal que
" originara as culturas axénicas, multiplicagdo do material vegetal, enraizamento das plantas

e aclimatizagdo destas. Este procedimento tem sido adotado tanto por pesquisadores como



pelos laboratorios comerciais, porque estas fases descrevem os procedimentos do processo
de micropropaga¢io. DEBERGH & MAENE (1981) propuseram mudangas nestd
seqiiéncia de eventos, € introduziram uma quarta fase, onde as plantas sdo transferidas para
o ambiente externo. Independentemente da classificacdo adotada, a micropropagagdo
envolve os seguintes passos basicos: sele¢do e preparagdo do material que dara origem a
cultura; estabelecimento de culturas axénicas; multiplicagio das brotagdes; enraizamento
das brotagdes, aclimatizagdo ou transferéncia das plantas para o ambiente natural
(DEBERGH & MAENE,1981; GEORGE, 1993).

A aclimatizag¢do é considerada uma fase critica para o estabelecimento das novas
plantas, e constitui uma etapa que pode comprometer todo o sistema de produgdo
(DEBERGH & MAENE 1981; HARTMANN et al., 1990). No momento de saida das
condi¢des in vitro as plantas micropropagadas s3o mais susceptiveis aos estresses
ambientais, devido ao fraco desenvolvimento do sistema radicular e a formag@o incompleta
dos estdmatos ou, ainda, por causa do desenvolvimento incipiente da cuticula das folhas
(HOOKER et al., 1994). Além disso, a fase de aclimatizagdo das plantas micropropagadas
envolve a passagem da planta de uma condi¢@o heterotrofica (in vitro) para uma
autotrofica (ex vitro).

Quando as plantas sdo enraizadas in vitro, as zonas de transi¢do entre as raizes € a
parte aérea podem ser anormais (GROUT & ASTON, 1977), as conexdes vasculares sdo
por vezes incompletas e restringem a passagem da agua absorvida pelas raizes. As raizes
que crescem in vitro perdem os pélos radiculares e podem morrer quando transferidas para
o substrato, ou as plantas podem cessar seu crescimento (DEBERGH & MAENE, 1981).
No momento da transferéncia das plantas para a fase ex vitro, é fundamental que elas
possuam orgdos bem formados e fisiologicamente eficientes para garantir a sua
sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento.

A macieira é considerada uma espécie de dificil enraizamento e possui baixa taxa de
sobrevivéncia em condigdes ex vitro (YUI et al., 1989). Por isso, € geralmente adotado o
enraizamento ex vitro, no qual as plantas sdo submetidas simultaneamente ao enraizamento
e a aclimatiza¢do. O enraizamento ex vitro de plantas micropropagadas pode ter bons
resultados quando as plantas sdo mergulhadas em solugdo contendo auxina, com
subseqiiente transplante para substratos mantidos em condi¢bes de alta umidade. Esse

sistema, que pode reduzir os custos do processo e ser eficiente para a produgdo de mudas



(GEORGE, 1993), foi proposto por WELANDER (1983) e por ZIMMERMAN &
FORDHAM (1985), que expuseram as plantas de macieira ao tratamento com acido
indolibutirico por 3-7 dias, com posterior transferéncia das plantas para o substrato.

Entre as diversas vantagens que a micropropagacdo apresenta na produgéo rapida de
mudas em larga escala esta a eliminagdo de microrganismos potencialmente danosos. No
entanto, também s@o eliminados organismos que podem favorecer o estabelecimento das
mudas micropropagadas € o seu crescimento apos o transplantio (GRANGER et al., 1983).
como os fungos micorrizicos.

As micorrizas arbusculares, associagdes mutualisticas entre certos fungos do solo e
as raizes da maioria das plantas, constituem uma importante ligacdo entre os componentes
bidticos e abidticos do solo, desempenhando papel fundamental na sobrevivéncia, no
crescimento e desenvolvimento das plantas (SMITH & READ, 1997). As micorrizas séo
amplamente reconhecidas pelo efeito positivo que proporcionam no crescimento da planta,
pela melhora na absor¢do de nutrientes, especialmente o fosforo, pelo aumento do volume
de solo explorado e pela resisténcia a estresses bidticos e abiodticos (GIANINAZZI et al.,
1990; GUILLEMIN et al., 1994). Como efeitos indiretos no crescimento da planta, a
associa¢do promove a formagdo de agregados do solo e a acumulagdo de substéncias
hiimicas (SCHREINER & BETHLENFALVAY, 1995).

O efeito primario da associagdo micorrizica € o aumento da absor¢do de nutrientes
minerais pela planta, em particular dos elementos com pouca mobilidade, ou que estdo
presentes em baixas concentragdes na solugio do solo (AZCON-AGUILAR & BAREA,
1997). As micorrizas sdo particularmente importantes em novas culturas, em solos com
problemas de baixa mobilidade de nutrientes, contaminados por metais pesados, ou em
sistemas agricolas onde a entrada de insumos ¢ minimizada (AZCON-AGUILAR &
BAREA, 1997).

A introdu¢do de fungos micorrizicos arbusculares tem um grande potencial nos
programas de produgio de mudas micropropagadas (SALAMANCA et al, 1992;
LOVATO et al., 1995). Além de aumentar o vigor e a capacidade de sobrevivéncia das
plantas pelo aumento na absorgdo de nutrientes, as micorrizas podem aumentar a tolerancia
a patogenos radiculares e reduzir o nivel de aplicagdo de fertilizantes (HOOKER et al.,
1994). Dentre os beneficios que as micorrizas trazem a produgdo de plantas

micropropagadas destacam-se: a possibilidade de saida mais precoce das condigdes in



vitro, e redugdo no tempo de aclimatizagdo (AZCON-AGUILAR et al., 1992,
VESTBERG, 1992); maior homogeneidade das plantas quanto ao crescimento
(BRANZANTI et al., 1992) ou quanto a resposta a nutrientes (BLAL & GIANINAZZI-
PEARSON, 1989), bem como maior tolerancia a estresses causados por patogenos
(GUILLEMIN et al, 1994). Os efeitos da inoculagio com fungos micorrizicos
arbusculares na nutri¢do e crescimento de mudas de macieira micropropagadas ja foram
avaliados em diversos trabalhos (REICH, 1988, TAUBE-BAAB & BALTRUSCHAT,
1993; UOSUKAINEN & VESTEBERG, 1994; FORTUNA et al., 1996, UOSUKAINEN
& VESTEBERG, 1996).

Diversos fatores podem afetar os resultados da inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares, e entre estes estdo: 0 momento de inoculagdo (in vitro ou ex vitro), a espécie
vegetal, o fungo micorrizico, a composi¢do quimica e fisica do substrato e as condigdes
ambientais (VESTEBERG & ESTAUN, 1994). Para se obterem os beneficios que a
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares pode proporcionar as plantas
micropropagadas, todos estes fatores devem ser considerados, e ¢ de fundamental
importancia que a associagdo micorrizica seja estabelecida em curto periodo de tempo
(LOVATO et al., 1996).

A inoculagio dos fungos micorrizicos arbusculares € geralmente feita apos as raizes
terem sido formadas, o que limita a época de inoculag@o a trés momentos: in vitro na fase
de enraizamento, ex vitro antes da fase de aclimatizagdo e ex vifro apos a aclimatizagdo
(VESTEBERG & ESTAUN, 1994). Sendo, a época de inoculagio um fator critico dentro
dos programas de produgdo de mudas micropropagadas, o beneficio para a planta, de modo
geral, é maior quando mais cedo este procedimento ocorrer (BAREA et al, 1993;
AZCON-AGUILAR & BAREA, 1997).

As plantas micropropagadas podem ser inoculadas durante a fase in vitro, mas isso
requer um prolongamento desta fase, implicando em significativa elevagdo dos custos do
processo de produgdo de mudas (VESTEBERG & ESTAUN, 1994). A inoculagio in vitro
¢ um processo laborioso e envolve mao de obra treinada e especializada, além de ndo ser
recomendado para todas as espécies de plantas. Esta forma de inoculag@o pode ser indicada
somente para determinadas espécies ou em programas de pesquisas cientificas. A simbiose

na fase in vitro nem sempre é possivel porque muitas plantas desenvolvem apenas raizes



primarias nesta fase, e os fungos micorrizicos arbusculares colonizam somente raizes
secundarias (BRUNDRETT et al., 1985).

A inoculagdo do fungo micorrizico ex vitro pode ser feita imediatamente apos a fase
de enraizamento in vitro, quando as plantas s@o transferidas para a fase de aclimatizagdo,
ou, ainda, apds o periodo de aclimatizagdo sob condigdes de casa de vegetagdo. Muitos
trabalhos referentes a inoculagdo ex vifro de plantas micropropagadas tém sido feitos,
principalmente com frutiferas. RAVOLANIRINA et al. (1989), SCHUBERT et al. (1990),
BLAL et al. (1990), GUILLEMIN ef al. (1994) e VESTEBERG et al. (1994) inocularam
diversas plantas hospedeiras com uma mistura de solo contendo raizes colonizadas, hifas e
esporos € demonstraram que o melhor periodo para a inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares é no inicio da fase de aclimatizagdo, quando as plantas tém apenas
primérdios radiculares. Os resultados obtidos por esses pesquisadores indicam um aumento
no crescimento e um aumento na tolerdncia a patogenos (GUILLEMIN et al. 1994).

A inoculagdo ex vitro apods o periodo de aclimatizagdo foi testada por alguns
pesquisadores, como, por exemplo, AZCON-AGUILAR et al. (1994), VESTEBERG &
ESTAUN (1994) e UOSUKAINEN & VESTEBERG (1994). A inoculagio antes e apos a
fase de aclimatizagdo foi experimentada e constatou-se que a simbiose foi bem
estabelecida com ambas as técnicas, mas que as melhores respostas foram verificadas
quando a inoculagdo ocorreu antes da fase de aclimatizacgo.

Para espécies lenhosas, a incorporag@o do inéculo ao substrato durante a fase de
aclimatizagdo tem propiciado os melhores resultados (BRANZANTI et al., 1991,
BRANZANTI ef al. 1992; RAPPARINI et al., 1994, UOSUKAINEN & VESTEBERG,
1994; BERTA et al., 1995, UOSUKAINEN & VESTEBERG, 1996). Especificamente para
a macieira, BRANZANTI et al. (1992) propuseram um método eficiente de colonizagdo de
plantas micropropagadas, em que a aplicagdo do indculo na fase ex vitro foi o mais
vantajoso para esta cultura. A inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares nos
trabalhos citados foi realizada em plantas ja enraizadas. Nio foi possivel encontrar
informagdes sobre a melhor época de inoculagdo quando as mudas sfio enraizadas em
condi¢des ex vitro. Os trabalhos publicados sobre enraizamento ex vitro da macieira néo
levam em conta a inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares (WELANDER, 1983;

ZIMMERMAN & FORDHAM, 1985).



Trabalhos com plantas micropropagadas comprovaram que a inoculagdo micorrizica
pode favorecer o rapido desenvolvimento de um sistema radicular funcional (TISSERANT
et al., 1992), que € critico para o estabelecimento de muitas espécies lenhosas. A forma e
distribui¢do das raizes influenciam no funcionamento do sistema radicular, sendo
necessario entender os efeitos dos fungos micorrizicos nas primeiras fases do crescimento
e do desenvolvimento radicular, particularmente de porta-enxertos que s3o freqientemente
micropropagados para obtengdo de clones homogeéneos e livre de doengas (BERTA et al.,
1995).

3.2. Arquitetura do Sistema Radicular

O crescimento e o desenvolvimento vegetal dependem de uma estreita relagdo entre
parte aérea e raizes, e a interdependéncia entre essas partes é uma caracteristica basica da
fisiologia das plantas. E de fundamental importancia que as plantas possuam um sistema
radicular eficiente, visto que as raizes fornecem estabilidade para a parte aérea, realizam a
absor¢do de agua e nutrientes e sio o 0rgdo onde ocorre a associagdo micorrizica e, em
alguns casos, a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FITTER et al, 1991; HOOKER et al.,
1996).

Quando uma certa quantidade de raizes é removida, observa-se uma aceleragcio do
crescimento do sistema radicular em relagdo a parte aérea da planta (MARSCHNER,
1995). Se, de forma inversa, a remogdo acontecer na parte aérea, ocorrera uma parada no
crescimento das raizes até gue o equilibrio entre ambas seja restabelecido. Nestas
situagGes, a planta tenta compensar a lesdo, e ocorre uma transferéncia de fotossintatos em
diregdo a area afetada, visando recompor a regido (TAYLOR & ARKIN, 1981).

A remogdo parcial ou total do sistema radicular pode proporcionar diferentes efeitos
fisioldgicos sobre as plantas. Por exemplo, THOMAS & RAVINDRA (1997) recomendam
a remogdo parcial ou total das raizes produzidas in vitro, porque isso possibilitaria uma

melhor formagdo de raizes adventicias e as plantas obtidas seriam mais uniformes. OLIEN
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et al. (1993) prescrevem a poda das raizes de videira, pois este tipo de tratamento
aumentou o comprimento total das raizes. A poda de raizes do porta-enxerto de macieira
Marubakaido micropropagado provocou redug¢do no crescimento vegetativo e diferentes
respostas nos padrdes de arquitetura radicular FRAGUAS et al., 1997).

A poda de raizes foi um tratamento adotado por muito tempo por produtores de
mudas, porque as raizes formadas ou desenvolvidas in vitro geralmente sdo escassas, finas,
sem pelos radiculares e com pouca epiderme. As conexdes entre as raizes e a base do caule
sdo incompletas ou anormais e resultam num sistema ineficiente para transferéncia de agua
e minerais entre raizes e parte aérea, embora o xilema aparega de forma continua e
funcional (GROUT & ASTON, 1977, DONNELLY et al., 1985, McCLELLAND &
SMITH, 1989). As raizes formadas in vitro freqlientemente morrem ou tém seu
crescimento retardado apds a transferéncia para o meio ex vifro. Essas raizes, em muitos
casos, morrem na fase de aclimatizagdo e novas raizes iniciam seu desenvolvimento
(DEBERGH & MAENE, 1981). Raizes que crescem in vifro também podem ser
danificadas quando transferidas para a fase de aclimatizag@o, principalmente se elas sdo
lavadas para a remogdo do meio de cultura.

O desenvolvimento do sistema radicular envolve a produgdo, elongacdo e
ramificagdo de novas raizes (PELLERIN & PAGES, 1994), mas em condi¢des
experimentais o crescimento do sistema radicular é normalmente expresso em termos de
comprimento total de raizes ou peso total do sistema radicular. As medidas de biomassa
(peso da matéria fresca e peso da matéria seca) de raizes sdo os parametros mais
comumente utilizados para quantificar o crescimento e o desenvolvimento de raizes, e os
fatores que afetam o crescimento radicular sdo freqilentemente definidos pela variagdo
nestas medidas. Medidas de biomassa usadas isoladamente, sem considerar a dindmica de
alocagdo de carbono, podem levar a interpretagdes erradas sobre a distribuigdo das raizes e
manutengdo de suas fun¢des (FITTER et al, 1991). O peso do sistema radicular €
geralmente pouco correlacionado com a capacidade de absorgdo de nutrientes € agua,
porque o eixo principal, que contribui de forma preponderante para a medida de biomassa,
atua de forma restrita na absor¢io de nutrientes (HETRICK, 1991). Por essa razdo, €
importante caracterizar a arquitetura radicular das plantas, visto que s3o as raizes laterais
ou raizes finas que desempenham o papel principal na absor¢do dos nutrientes, embora

contribuam muito pouco para a medida de biomassa (HETRICK et al, 1992). Pouca
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aten¢do tem sido dada a aspectos relacionados a arquitetura radicular, como numero e
comprimento de eixos radiculares ou densidade e comprimento de raizes laterais
(PELLERIN & PAGES, 1994).

A arquitetura radicular, definida como a configuragdo espacial do sistema radicular, é
um aspecto fundamental na produtividade da planta e € de grande interesse para a
agricultura e a ecologia (LYNCH, 1995). O desenvolvimento espacial das raizes €
importante no crescimento e sobrevivéncia das plantas, dada a escassez e desuniformidade
na distribui¢do dos recursos no solo (YANO et al., 1996; NIELSEN et al., 1997).

As raizes oferecem sustentagdo fisica para a planta e a arquitetura do sistema
radicular também influencia a ancoragem da planta. O formato exibido pelo sistema
radicular como um todo € fator fundamental na capacidade que este possut em suportar o
peso da parte aérea. As caracteristicas que melhor promovem estabilidade para a planta
ainda nio sdo conhecidas, mas estudos recentes argumentam que uma distribui¢do
simétrica das raizes laterais ao redor do eixo principal podera deixar a planta menos
vulneravel (STOKES et al., 1996). Um aumento na estabilidade da planta pode ser fungdo
do aumento do comprimento de raizes, mudangas na arquitetura ou mesmo da combinagdo
de ambos 0s parametros.

Muitos autores tém demonstrado ligagGes entre arquitetura radicular e ancoragem da
planta (FITTER, 1985, ENNOS & FITTER, 1992) ou absorgdo de 4gua e nutrientes
(SATTELMACHER et al., 1993). A forma como as raizes se distribuem, ou seja, o padrdo
de ramificagdo das raizes, € a principal caracteristica do sistema radicular e representa
papel central na funcionalidade das raizes (FITTER et al., 1991). O padrdo de ramificagdo
encontrado no sistema radicular das plantas influencia na sua eficiéncia em explorar o solo
para obter agua e nutrientes (FITTER, 1987).

BERNSTON (1994, 1997) definiu os diferentes componentes das raizes, os padroes
de ramifica¢do e alguns modelos matematicos utilizados em estudos relacionados a
arquitetura do sistema radicular. Segundo o autor, eixo radicular refere-se a uma por¢io
linear do sistema radicular, que conecta-se com o caule, e ordem refere-se a uma porgéo
do sistema localizado entre o eixo radicular € um ponto de divisdo. O eixo radicular €
geralmente denominado de ordem 0 (zero) ou simplesmente eixo radicular, e as raizes
subordinadas a este sdo de ordem 1, as raizes que originam-se de raiz de ordem 1 sio

denominadas de ardem 2. e assim sucessivamente.
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O conhecimento da distribui¢do das raizes de diferentes ordens é importante porque
estas podem ter diferentes fungdes. Raizes de diferentes ordens variam em seu
crescimento, tempo de vida (longevidade) e caracteristicas estruturais, bem como na sua
capacidade de absorver agua e nutrientes ou sustentar a associagdo micorrizica
(BRUNDRETT ez al., 1996).

As plantas que produzem maior interface com o solo tém maior potencial de
absor¢@o, o que requer maior investimento de carbono para a planta crescer ¢ manter suas
raizes (FITTER et al. 1991). Como alternativa, a planta pode produzir mais raizes finas
que oferecem retorno maior para o carbono investido, mas tais raizes tém potencial de
crescimento limitado, vida curta e sdo vulneraveis a danos fisicos por dessecagdo ou pelo
ataque de patogenos. Essas limitagdes podem ser superadas pelo aumento no didmetro, mas
isso requer grande investimento de carbono. O alongamento das raizes, com esparsas
ramificagdes, permite ampliar o volume de solo explorado, mas este tipo de padrdo é
menos eficiente no transporte de nutrientes e também representa grande investimento de
carbono (FITTER et al. 1991).

Uma estratégia alternativa para a planta possuir um sistema radicular eficiente na
absor¢do de nutrientes e com baixo investimento de carbono € oferecido pela associagdo
micorrizica. Na simbiose, a planta fornece nutrientes orgénicos para o fungo e o fungo
simbionte, em retorno, absorve do solo nutrientes inorganicos através de suas hifas
(SMITH & READ, 1997). Embora esteja bem estabelecido que a colonizagdo das raizes
pelos fungos micorrizicos arbusculares resulte em mudangas a nivel celular, com formagdo
de vesiculas e arbusculos, por muitos anos considerou-se que a presenga da micorriza ndo
afetava a morfologia do sistema radicular. No livro Mycorrhizal Symbiosis, que foi uma
referéncia basica na area de micorriza, HARLEY & SMITH (1983) afirmaram que a
associa¢do micorrizica ndo influenciava na morfologia do sistema radicular. Contudo,
estudos posteriores demonstram que a formagdo de micorrizas pode induzir modifica¢Ges
morfologicas no sistema radicular das plantas hospedeiras. Por exemplo, BERTA er al.
(1990) demonstraram que o sistema radicular de plantas de alho pord colonizadas por
fungos micorrizicos arbusculares apresentavam um aumento no numero de raizes
adventicias e redugio no comprimento destas. Eles sugeriram que tais modificagdes
estariam relacionadas a uma redu¢do na atividade meristematica e a um aumento no indice

de metafase das células. TROTTA et al. (1991), utilizando a mesma combinagio de planta
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hospedeira e fungo, obtiveram modificagGes na arquitetura radicular, e levantaram a
hipétese de que as modificagdes seriam relacionadas ao estado nutricional da planta.
SCHELLENBAUM et al. (1991), utilizando a mesma metodologia que BERTA et al.
(1990), constataram que plantas de videira, quando associadas a fungos micorrizicos
arbusculares, apresentavam um aumento no numero € no comprimento de raizes laterais.
Resultados similares foram obtidos por PRICE ef al (1989), HETRICK et al. (1991),
HOOKER et al. (1992), TISSERANT et al. (1992), BERTA et al. (1995), NORMAN et al.
(1996) e FORTUNA et al. (1998). Por outro lado, MASCHKE et al. (1996) e YANO et al.
(1996) verificaram que as plantas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares
apresentavam uma redug¢do no comprimento individual de raizes e um aumento no nimero
de eixos radiculares.

Divergéncias entre os resultados podem ter ocorrido porque os trabalhos
relacionados foram feitos com diferentes plantas hospedeiras e fungos micorrizicos, mas os
resultados obtidos por esses pesquisadores demonstram que a formag3o de micorrizas pode
alterar a morfologia do sistema radicular. O padréo de alteragdo varia, porém, conforme a
espécie hospedeira e o fungos micorrizicos arbusculares utilizados (HETRICK ez al., 1988;
BERTA et al., 1993; YANO et al., 1996).

A adaptagdo das plantas as modificagdes ambientais envolve mudangas no
crescimento e desenvolvimento, e estes sdo controlados pelos hormdnios vegetais
(SALISBURY & ROSS, 1993), que por sua vez podem estar envolvidos no
estabelecimento da associagdo e regular mudangas no crescimento (SMITH &
GIANINAZZI-PEARSON, 1988; SCHWAB et al, 1991). Existem poucos registros na
literatura sobre o efeito dos hormdnios vegetais no crescimento e desenvolvimento do
sistema radicular de plantas associadas aos fungos micorrizicos. Dentre eles, o trabalho de
DUTRA er al (1996) demonstrou que plantas associadas a fungos micorrizicos
arbusculares recebendo aplicagdo exodgena de acido indolibutirico apresentavam um
aumento na produgdo de biomassa aérea e uma melhora no desenvolvimento radicular, ¢ a
resposta obtida era decorrente da interagdo entre as variaveis presenga do fungo
micorrizico e aplicagdo exdgena de acido indolibutirico.

As modificagdes na morfologia do sistema radicular desenvolvidas pela presenga da
associa¢do micorrizica parecem estar condicionados a fatores internos e externos, €

aparecem como uma resposta adaptativa da planta as condi¢des predominantes em um
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determinado momento (HETRICK et al., 1988; FITTER et al. 1991). O conhecimento das
modificagdes ocorridas na morfologia do sistema radicular colonizado por fungos
micorrizicos arbusculares podera auxiliar no entendimento dos mecanismos pelos quais a
associagdo influencia na absorgdo de nutrientes e na ciclagem destes em ambientes naturais
ou em sistemas agricolas (HOOKER & ATKINSON, 1992).

Conhecer como e porque a morfologia € alterada pelos fungos micorrizicos
arbusculares pode ajudar a prever como a planta se comportara em relagdo a associagdo
micorrizica. Assim, poder-se-4 saber quais procedimentos devem ser adotados para uma
boa aclimatizagdo e para obter-se um crescimento mais rapido. Ha um grande potencial
para manipular a morfologia do sistema radicular em beneficio do estabelecimento e
crescimento ex vitro de plantas micropropagadas ou mesmo de plantas produzidas em
outros sistemas onde os fungos micorrizicos arbusculares normalmente ndo estdo presentes
(HOOKER & ATKINSON, 1992). Assim, o estudo do comportamento, frente a associagdo
micorrizica, de porta-enxertos com sistemas radiculares com vigor diferenciado podera
trazer informagbes Uteis na implementagdo de duas técnicas, a micropropagagdo e a
micorriza¢do de plantas. Por essa razdo, optou-se por investigar o comportamento de dois
porta-enxertos freqiientemente utilizados em Santa Catarina (DENARDI, 1985): o
Marubakaido, vigoroso e com grande capacidade de enraizamento, e 0 M.9, nanizante e

com sistema radicular pouco desenvolvido.



15

4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratorio de Microbiologia do Solo do Departamento
de Engenharia Rural - Centro de Ciéncias Agrarias - Universidade Federal de Santa

Catarina.

4.1. Material Vegetal

Os materiais de origem vegetal foram produzidos no Laboratorio de Morfogénese
Vegetal - Departamento de Fitotecnia — Centro de Ciéncias Agrarias — Universidade
Federal de Santa Catarina.

Os porta-enxertos de macieira utilizados foram M.9 e Marubakaido. O porta enxerto
M.9 pertence a espécie Malus pumila (Mill), com origem na variedade ‘“Jaune de Metz” ou
“French Paradise”. O desenvolvimento do sistema radicular deste porta-enxerto nanizante
é lento e ele produz raizes extremamente quebradigas. O porta-enxerto Marubakaido ou
Maruba, pertencente a espécie Malus prunifolia (Willd. Borkh), tem origem japonesa, €
vigoroso, possui elevada precocidade ¢ € de alta produtividade e facil enraizamento
(DENARDI, 1985).

Na multiplicagdo dos explantes foi utilizado o meio com vitaminas e sais de MS,
acrescidos de 100 mg/l mio-inositol, 30g/l sacarose, 6 g/l de agar e 0,25 mg/l de
benzilaminopurina (BAP). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8. Os explantes
permaneceram por 60 dias em sala de crescimento temperatura de 25° C + 2, fotoperiodo
de 16 horas/dia e intensidade de radiagdo fotossinteticamente ativa de 40 umol.s™. m2

As bases das brotagSes, oriundas do processo de multiplicagdo in vifro, com 4-5
pares de folhas e 3-4 cm de altura, foram imersas em solugdo com 5 uM de acido
indolibutirico (AIB) por 20 segundos e, entdo, transferidas para o substrato de
aclimatizagio (PEDROTTI & VOLTOLINI, 1997).

As plantas foram submetidos a simulag@o de tinel de aclimatizagdo por um periodo
de 21 dias. Nesta fase, as plantas micropropagadas foram enraizadas e aclimatizadas
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simultaneamente, permanecendo sob alta umidade, temperatura de 21° C + 3, fotoperiodo
de 16 horas/dia e intensidade. de radiagio fotossinteticamente ativa de 73 pmol.s'.m? na
altura média das plantas.

4.2. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) utilizados foram escolhidos de acordo
com sua origem/procedéncia (Tabela 1), e conforme desempenho no processo de
~ multiplicagdo (Relatério CNPq 97 — Bolsa de Apoio Técnico - Dados ndo publicados). Os
fungos micorrizicos arbusculares foram cedidos pelo Laboratdrio de Micorrizas do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia — Centro de Ciéncias Bioldgicas —
Universidade Federal de Santa Catarina. Os fungos micorrizicos arbusculares foram
multiplicados a partir de culturas em vasos, em casa de vegetagdo, tendo como hospedeiros
multiplicadores_Paspalum notatum e Tagetes ereta.

As culturas em vasos permaneceram trés meses em casa de vegetagdo e, ao final
deste periodo, foram analisados o numero de esparos e a .intensidade de colonizagio
micorrizica. Como inéculo micorrizico utilizou-se uma mistura dos seguintes fungos
micorrizicos arbusculares: # 02 — Scutellospora pellucida, # 06 — Glomus etunicatum, # 08
— Glomus etunicatum e # 35 — Glomus sp. O in6culo micorrizico constituiu-se de solo
contendo esporos, hifas e fragmentos de raizes das plantas multiplicadoras, e cada planta
recebeu aproximadamente um grama dessa mistura.

A microbiota ndo micorrizica do solo foi obtida através de uma suspensio do proprio
inoculante micorrizico. Para um litro de dgua destilada foram adicionados 100 gramas do
inoculante micorrizico. O material foi submetido a agitagio intensa, e a suspensio obtida
foi passada em papel filtro com abertura de 50 um. A cada uma das plantas dos

tratamentos denominados nfo inoculados foi adicionado 1 ml dessa suspens3o.
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Tabela 1: Fungos Micorrizicos Arbusculares com respectivos hospedeiros de origem

e localidade de procedéncia.

Numero Referéncia e Espécie = Hospedeiro de Origem  Localidade de Recuperagdo

do Fungo
# 02 — Scutellospora pellucida Vitis labrusca * Fraiburgo/SC
# 06 — Glomus etunicatum Vitis labrusca * Azambuja/SC
# 08 — Glomus etunicatum Malus sp * S@o Joaquim/SC
# 35 — Glomus sp Malus sp * Sdo Joaquim/SC

* Pomares coBerciais-

4.3. Instalag¢io e Conducio dos Experimentos

Foram realizados trés experimentos para avaliagio dos efeitos da inoculagdo de
fungos micorrizicas arbusculares sobre o crescimento e desenvalvimento dos porta-
enxertos de macieira micropropagados. No primeiro experimento, foram estabelecidos
procedimentos para aclimatiza¢io e inoculagio das mudas micropropagadas, avaliando-se
o efeito da poda das raizes e da época da inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares
sobre o crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema radicular do .porta-
enxerto Marubakaido. No segundo experimento, avaliou-se o efeito de duas épocas de
inoculagio sobre o crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema radicular do
porta-enxerto Marubakaido e, no terceiro experimento, avaliou-se o efeito de diferentes
épocas de jinoculagdo sobre o crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema
radicular do porta-enxerto M.9. Os procedimentos do primeiro experimento estdo descritos
no item 4.3.1 e os procedimentos do segundo ¢ terceiro experimento estdo descritos no
item 4.3.2.
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4.3.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inoculagio Micorrizica do

Porta-Enxerto Marubakaido Micropropagado e Submetido 2 Poda de Raizes

Como substrato foi utilizado uma mistura de Terra Roxa Estruturada, composto
termofilico e areia na proporgdo de 1:1:1 (v/v/v), desinfestada por 10 minutos em forno de
microondas (Anexo 1). O substrato foi distribnido em bandejas alveoladas com células de
120 cm® ou de 40 cm® de capacidade. As plantas foram distribuidas nas bandejas
alveoladas e mantidas no tunel de aclimatizagédo por 21 dias.

As plantas que foram submetidas 4 poda de raizes foram aclimatizadas em bandejas
com células de 40 cm’, e as demais em bandejas com células de 120 cm®. O experimento
foi composto por 6 tratamentos: 2 tratamentos de poda (com ou sem poda de raizes), 2
tratamentos de inoculagio (inoculagdo micorrizica e nio micorrizica) e 2 épocas de
inoculagdo (antes e apods a fase de enraizamento). Cada tratamento foi constituido por 24
repeticdes, em um delineamento completamente casualizado (Anexo 2). Os tratamentos
foram:

¢ Sem poda de raizes e com inoculag@o micorrizica antes da fase de enraizamento;

e Sem poda deraizes € com inoculagio micorrizica apds a fase de enraizamento,

e Com poda de raizes e com inocula¢do micorrizica apds a fase de enraizamento;

¢ Sem poda de raizes e com adi¢do da microbiota ndo micorrizica antes da fase de

enraizamento;

e Sem poda de raizes e adigdo da microbiota nfio micorrizica apds a fase de

enraizamento;

e Com poda de raizes € com adigio de microbiota nfo micorrizica apds a fase de

enraizamento.

O experimento foi conduzido em cidmara de crescimento, com temperatura de
21°C + 3, fotoperiodo de 16 horas de luz.dia’ e intensidade de radiagdo
fotossinteticamente ativa de 60 pumol.s™.m2 na altura média das plantas.

Todas as plantas receberam agua diariamente e, semanalmente, aplicou-se 1 ml de
solugdo nutritiva de Long Ashton (BRUNDRETT et al., 1994) com 10% de fosforo da
concentragdo original. Os dados foram coletados 81 dias apos a saida das condi¢des in

vitro.
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4.3.2. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inoculagdo Micorrizica dos

Porta-Enxertos Marubakaido e M.9 Micropropagados

Repetiram-se os mesmos procedimentos do item 4.3.1, eliminando-se, contudo, a
poda de raizes (Anexo 3). Foram realizados dois experimentos, um para O porta-enxerto
Marubakaido e outro para o porta-enxerto M.9. Cada experimento utilizou um arranjo
fatorial 2x2, composto de 2 tratamentos de inoculag¢@o (inoculagdo micorrizica € ndo
micorrizica) £ 2 épocas de inoculagio (antes e apos a fase de enraizamento), com 15
repetigdes por tratamento, em delineamento completamente casualizado. Em ambos os
experimentos, os tratamentos foram definidos como:

e Inocula¢do micorrizica antes da fase de enraizamento;

¢ Inoculagdo micorrizica apds a fase de enraizamento;

e Adigdo da biota ndo micorrizica do solo antes da fase de enraizamento;

e Adicdg da biota ndo micorrizica do solo apos a fase de enraizamento.

Os experimentos foram conduzido em cdmara de crescimento com temperatura de
21° C + 3, fotoperiodo de 16 horas de luz.dia’, e intensidade de radiacdo
fotossinteticamente ativa de 120 pmol.s’.m na altura das plantas.

Todas as plantas receberam agua diariamente e, semanalmente, aplicou-se 1 ml de
solugfo nutritiva de Long Ashton (BRUNDRETT et al, 1994) com 10% de fosforo da
concentragdo original.

Em cada um dos experimentos foram realizadas duas coleta de dados, a primeira 51
dias e a segunda 81 dias apos a saida das condigBes in vitro, que correspondem a 30 e 60

dias, respectivamente, ap0s o final do periodo de aclimatizagdo.
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4.4, Coleta de Dados

4.4.1. Desenvolvimento Vegetativo de Parte Aérea

Em cada coleta de dados, as plantas foram retiradas da bandeja e tiveram as raizes
- cuidadosamente lavadas em 4gua corrente e secas em papel. A seguir, elas foram cortadas
no nivel do colo e avaliou-se peso da matéria fresca de parte aérea e de raizes. A parte
aérea foi colocada em estufa a 70° C, até peso constante, para a determinagdo do peso de
matéria seca. As raizes foram separadas para avaliagdo da colonizagdo micorrizica e
analise do crescimento e desenvolvimento. Medi¢des da altura das plantas foram realizadas
ao final da fase de enraizamento e no momento da coleta, a fim de calcular o incremento

em altura.

4.4.2. Colonizacio Micorrizica

Para a determinag@do da intensidade de colonizagdo micorrizica das raizes, utilizou-se
a técnica de. PHILLIPS & HAYMAN (1970), modificada por KOSKE & GEMMA (1989).
As raizes foram submetidas a descoloragdo em solugido de hidroxido de potassio 2,5% a
90°C durante 40 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente, imersas em 4cido
-cloridrico 1% por 30 minutos em temperatura ambiente, e coradas com solugdo de Tripano
em glicerol acidificada (500 ml de glicerol, 450 ml de agua destilada, 50 ml c}e acido
cloridrico 1% e 0,05 gr de azul de tn'pano)fla QOOC por 30 minutos. 'A$- raizes foram
conservadas em glicerol acidificado. fPara quantificar a intensidade de colonizagio
micorrizica foi utilizada a técnica descrita por TROUVELOT ef al. (1986): sobre uma
limina de microscopio foram dispostos 30 segmentos de raizes com aproximadamente 1
cm de comprimento. Para cada segmento foram auferidas notas, correspondente a
porcentagem de coloniza¢@o micorrizica presente na raiz. Este procedimento forneceu uma

estimativa da freqiiéncia e intensidade de micorrizagio do sistema radicular.
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4.4.3. Numero e Comprimento de Raizes

Para avaliar o nimero e o comprimento do sistema radicular foi utilizada a técnica da
grade quadriculada. As raizes foram cortadas e separadas em placas de Petri conforme a
ordem a qual pertencem: eixos radiculares, ordem 1, ordem 2, ordem 3 e ordem 4 (Anexo
4). Para obter o nimero de raizes para cada ordem, os segmentos foram contados
individualmente. Para estimar o comprimento em cada ordem, as raizes foram espalhadas
aleatoriamente no interior de placas de Petri divididas em quadrados de 1 cm. Em seguida
foi registrado o nimero de pontos de interse¢do entre as raizes e as linhas verticais €
horizontais da placa. O comprimento do sistema radicular da amostra foi calculado. de
acordo com a técnica de NEWMAN (1966) modificada por TENNANT (1975). A féormula

utilizada foi:
Comprimento de Raizes (R) = Numero de interse¢des (N) x Fator de Conversdo

O fator de conversdo € dependente do tamanho da quadricula utilizado € no presente

trabalho, por ter sido utilizada a quadricula de 1,0 cm, o fator de conversdo foi 0,7857.

4.4.4. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, através do programa
STATGRAPHICS, versdo 7.0, e as médias foram comparadas pelo Teste de Newman-
Keuls, p £0,05.
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S. RESULTADOS

5.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inmoculacio Micorrizica dos

Porta-Enxertos Marubakaido e M.9 Micropropagados

5.1.1. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inoculagio Micorrizica do

Porta-Enxerto Marubakaido Micropropagado e Submetido a Poda de Raizes

A poda de raizes teve efeitos marcantes sobre o crescimento das plantas de macieira,
levando a redugdes significativas dos pardmetros incremento em altura, peso de maténa
seca de parte aérea € peso da matéria fresca de raizes (Tabela 2). A presenga da associagdo
micorrizicg, nos tratamentos sem poda  de raizes, tendeu a aumentar o incremento em
altura, o peso de matéria seca de parte aérea e peso de matéria fresca de raizes. O efeito
benéfico proporcionado pela presenga do fungo simbionte foi maior quando a inoculagdo
ocorreu em estagio inicial do enraizamento. A inoculagdo micorrizica, apds a fase de
enraizamentp, também. proporcionon um acréscimo em altura das plantas, gquando
comparadas com plantas ndo inoculadas, mas o efeito foi menor do que o verificado em
plantas inoguladas em estigio inicial do enraizamento.

A época de introdugdo dos fungos micorrizicos arbusculares e da biota ndo
micorrizica do solo teve um efeito consideravel sobre peso de matéria fresca de raizes. As
plantas que receberam os inoculantes, contendo fungos micorrizicos arbusculares ou
apenas a biota n3o micorrizica, antes da fase de enraizamento tenderam a apresentar
valores de peso da matéria fresca de raizes maiores do que plantas que recebem os indculos
apos a fase de enraizamento. Isso sugere que a produgio de biomassa radicular esteve
relacionada ndo somente & presenga de fungos micorrizicos arbusculares, mas também a

acdo de outros microrganismos no substrato ou na rizosfera.
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Ao contrario dos outros parametros, a relagio MFR/MFA ndo foi afetada pela poda
de raizes (Tabela 2). Houve, no entanto, uma resposta a inoculagdo micorrizica. Os
tratamentos inoculados com fungos micorrizicos arbusculares apresentaram valores
significativamente menores de relagio MFR/MFA quando comparado aos tratamentos ndo
inoculados.

A colonizagdo micorrizica ocorreu somente nos tratamentos que receberam a
inoculag@o com os fungos micorrizicos arbusculares, evidenciando a ndo contaminag@o das
testemunhas (Figura 1). Nos tratamentos inoculados com fungos micorrizicos arbusculares,
a porcentagem de colonizagdo radicular apresentou diferenga significativa entre o
tratamento sem poda e inoculado em estagio inicial do enraizamento e os tratamentos que
receberam inoculagdo apos a fase de enraizamento. O tratamento que sofreu poda de raizes

apresentou o menor indice de colonizagdo micorrizica.
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Figura 1: Intensidade de colonizagio micorrizica (%) de plantas do porta-enxerto de
macieira Marubakaido micropropagadas, submetidas ou ndo a poda de raizes e
com inoculagio de fungos micorrizicos arbusculares antes e depois da fase de
enraizamento das plantas. Tratamentos: M1 = Sem poda de raizes, com
inoculagio micorrizica antes da fase de enraizamento, M2 = Sem poda de raizes,
com inoculagdo micorrizica apos a fase de enraizamento; M3 = Com poda de
raizes, com inoculagdo micorrizica ap6s a fase de enraizamento. Valores
seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de

Newman-Keuls, p < 0,05) (n=15).




5.1.2. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inoculacio Micorrizica do

Porta-Enxerto Marubakaido Micropropagado

Até o momento da primeira avaliagdo, realizada 51 dias apos a saida das plantas das
condig¢des in vitro, a inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares ndo proporcionou
diferengas significativas nos pardmetros incremento em altura, peso da matéria seca de
parte aérea, peso fresco de raizes e relagio MFR/MFA (Tabela 3). Contudo, apos 81 dias, o
incremento em altura das plantas inoculadas em estagio inicial do enraizamento apresentou
uma tendéncia (p=0,053) de ser maior do que o das plantas inoculadas em estagios tardios
ou do que o de plantas ndo inoculadas.

O peso da matéria seca da parte aérea apresentou comportamento similar ao
verificado com o incremento em altura apos 81 dias, as plantas inoculadas antes da fase de
enraizamento foram significativamente maiores do que plantas inoculadas apos a fase de
enraizamento ou que receberam biota ndo micorrizica do solo apds a fase de enraizamento.
No entanto, ndo houve diferenga significativa entre as plantas que receberam adi¢do da
biota ndo micorrizica do solo antes do enraizamento e as que receberam inoculag@o
micorrizica na mesma €poca, visto que estas tiveram um crescimento que n3o apresentava
diferengas significativas em relagdo aos que tiveram maiores e menores valores de matéria
seca.

O peso fresco de raizes apresentou diferengas significativas entre os tratamentos na
segunda avaliagdo, embora n3o tenham ocorrido diferengas para a primeira avaliag@o.
Apés 81 dias, as plantas inoculadas em estagio inicial do enraizamento apresentaram
sistemas radiculares significativamente maiores do que plantas inoculadas apo6s a fase de
enraizamento, ou do que plantas que receberam apenas biota ndo micorrizica do solo.

A relagio MFR/MFA aumentou da primeira avaliagdo (51 dias) para a segunda
avaliacdo (81 dias), sendo que a propor¢do de aumento dentro do periodo experimental
variou conforme o tratamento. Na primeira avalia¢do, a relagio MFR/MFA apresentou
valores similares para todos os tratamentos, enquanto na segunda avaliagdo observou-se
uma tendéncia de plantas inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares terem relagdes

MFR/MFA maiores do que plantas ndo inoculadas.
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A colonizag@o micorrizica ndo ocorreu nos tratamentos que receberam apenas a biota

ndo micorrizica do solo, e estabeleceu-se nos tratamentos inoculados (Figura 2). O porta-

enxerto Marubakaido apresentou, na primeira avaliagdo, os seguintes indices de

colonizag¢do micorrizica: 76% para o tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e

20% para o tratamento inoculado apos a fase de enraizamento. Na segunda avaliagdo, essa

diferenga entre os tratamentos diminuiu, e os indices encontrados foram de 54% para o

tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e 61% para o tratamento inoculado

apos a fase de enraizamento.

Intensidade de Colonizagéo
Micorrizica (%)

80
60 a
a
40
20
0 1 [ 1

0 9 18 27 36 45 54 63 72 81
Tempo em Camara de Crescimento (dias)

Figura 2:

Intensidade de colonizagdo micorrizica (%) de plantas do porta-enxerto de
macieira Marubakaido micropropagadas e com inoculagio de fungos
micorrizicos arbusculares antes e depois da fase de enraizamento das plantas.
Tratamentos: M1 = inocula¢do micorrizica antes da fase de enraizamento, M2
= inoculagdo micorrizica apos a fase de enraizamento. Valores seguidos de
mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Teste de Newman-Keuls,

p <0,05) (n=12).
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5.1.3. Desenvolvimento de Técnicas de Aclimatizacio e Inocula¢cio Micorrizica do

Porta-Enxerto M.9 Micropropagado

O porta-enxerto de macieira M.9 micropropagado, quando submetido a inoculagio
micorrizica, apresentou comportamento diferente do verificado com o porta-enxerto
Marubakaido. Na Tabela 4 sdo apresentados os dados de crescimento obtidos para o porta-
enxerto M-9 ao longo de todo o periodo experimental. Na primeira avaliagdo, a presenca
da associagio micordzica no estigio inicial do enraizamento reduziu o incremento em
altura, o peso de matéria seca de parte acrea, o peso fresco de raizes e a relag@o
MFR/MFA.

As diferengas verificadas na primeira avaliagdo para os parametros incremento em
altura e peso da matéria seca de parte aérea mantiveram-se até o final do periodo
experimental. No entanto, nenhuma diferenga entre os tratamentos foi verificada para peso
fresco de raizes e relagio MFR/MFA ao final de 81 dias. A relagio MFR/MFA aumentou
ao longo do periodo experimental, visto que as plantas inoculadas com fungos micorrizicos

arbusculares em estigio inicial do enraizamento aumentaram sua biomassa de raizes em

trés vezes, enquanto nos outros tratamentos o aumento foi de aproximadamente duas vezes.

Na primeira avaliagdo, os indices de coloniza¢io micorrizica do porta-enxerto M.9
foram de 43% para o tratamento inoculado antes da fase de enraizamento e de 23% para o
tratamento jnoculado apos a fase de enraizamento (Figura 3). Na segunda avaliagio, essa
diferenga entre os tratamentos diminuiu, e os indices encontrados foram de 56% para o
tratamento inoculado antes da fase de enraizamento € 51% para o tratamento inoculado

apos a fase de enraizamento.
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Figura 3: Intensidade de colonizagdo micorrizica (%) de plantas do porta-enxerto de
macieira M.9 micropropagadas e com inoculagio de fungos micorrizicos
arbusculares antes e depois da fase de enraizamento das plantas. Tratamentos:
M1 = inocula¢do micorrizica antes da fase de enraizamento; M2 = inoculagéo
micorrizica apos a fase de enraizamento. Valores seguidos de mesma letra nio

diferem significativamente entre si (Teste de Newman-Keuls, p < 0,05) (n=12).

5. 2. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular dos Porta-Enxertos

Marubakaido e M.9 Micropropagados

§5.2.1. Crescimento ¢ Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto

Marubakaido Micropropagado Submetido ou néo a Poda de Raizes

O sistema radicular das plantas do porta-enxerto Marubakaido foi afetado pelos
procedimentos utilizados, especialmente pela poda de raizes. Este procedimento reduziu
significativamente o crescimento e desenvolvimento do sistema radicular do porta-enxerto
Marubakaido, como pode ser verificado pelos dados de nimero total e o comprimento total

de raizes (Tabela 5). Os dois tratamentos que tiveram poda de raizes, com inoculagdo
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micorrizica ou adi¢do de biota ndo micorrizica do solo, apresentaram uma redugdo de cerca
de 40% no numero total e no comprimento total de raizes, quando comparados aos
tratamentos que ndo sofreram poda de raizes e receberam os indculos, micorrizicos ou nio
micorrizicos, apés a fase de enraizamento. A redugdo observada no namero total foi
composta pela diminui¢io no nimero de raizes laterais de ordem 1 e ordem 2, enquanto no
comprimento total de raizes a redugéo foi verificada nos eixos radiculares e nas raizes de
ordem 1.

~-=—-=No ‘que se refere ao numero e comprimento de raizes nas diferentes ordens, a
comparacdo de plantas micorrizadas e ndo micorrizadas mostra que, dentro de cada
combina¢do dos outros fatores, as plantas com a associagdo micorrizica tenderam a
apresentar médias superiores no nimero de eixos radiculares e raizes de ordem 1. Mesmo
que as diferengas n3o tenham sido significativas pela analise estatistica, esta repeti¢do do
comportamgnto nos eixos radiculares e nas raizes de ordem 1 sngere um efeito da
simbiose. A época de introdu¢do dos fungos micorrizicos arbusculares no sistema ndo
proporcionou diferengas significativas no nimero e no comprimento total de raizes.

O tratamento sem poda de raizes e com adi¢do da biota nio micorrizica do solo antes
da fase de enrajzamento teve plantas com npumerp e comprimento totais de raizes
equivalentes ao dos tratamentos que receberam inoculo micorrizico. Esse tratamento
apresentou maior numero de raizes de ordem 2 e ordem 3 em relagio aos demais
tratamentos, tendo ainda maior comprimento de raizes de ordem 2 e 3, sendo que essa
diferenga em relagio aos demais tratamentos foi estatisticamente significativa. Esses dados
indicam que a biota n3o micorrizica do solo teve um efeito sobre o crescimento e

desenvolvimento do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido.

5.2.2. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto

Marubakgido Micropropagado

Os efeitos da colonizagdo micorrizica sobre 0 mimero e comprimento de raizes
manifestaram-se de forma distinta nos dois periodos de avaliagio. A inoculagio com
fungos micorrizicos arbusculares néo teve efeito significativo sobre o nimero total € o

comprimentp total de raizes do porta-enxerto Mambakaido ao final de 51 dias (Tabela 6).
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Nesse mesmo periodo de avaliagdo, também ndo foi constatada uma tendéncia clara
de efeitos sobre o nimero e o comprimento de eixos e raizes de ordem 1, 2 e 3. Ainda na
primeira avaliagdo, foi verificado que as plantas micorrizadas em estagio inicial da fase de
enraizamento tenderam a ter uma redugdo de raizes de ordem 2 (p=0,074).

Ao final de 81 dias, o nimero total de raizes do tratamento inoculado em estagio
inicial do enraizamento foi significativamente maior do que observado nos demais
tratamentos, chegando a cerca de 50% de aumento (Tabela 7). Analisando-se as ordens de
raizes individualmente, verificou-se que esta diferenga no numero total de raizes

"concentrou-se no namero de raizes de ordem 1 e 2, enquanto os numeros de eixos e de
raizes de ordem 3 e 4 ndo apresentaram variagGes significativas entre os tratamentos. O
comprimento total de raizes tendeu a refletir a diferen¢a encontrada para o namero de
raizes. Entretanto, neste pardmetro a diferenca € derivada do comprimento de eixos e raizes
de ordem 1, havendo uma tendéncia (p=0,054) de raizes de ordem 2 terem maior

comprimento.

5.2.3. Crescimento e Desenvolvimento do Sistema Radicular do Porta-Enxerto M.9
Micropropagados

A arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto M.9 foi afetado pela inoculag@o
micorrizica de uma forma distinta do ocorrido com o porta-enxerto Marubakaido. Plantas
inoculadas antes da fase de enraizamento tiveram reduzidos o niimero e o comprimento de
raizes. Na primeira avaliagdo (Tabela 8), as plantas inoculadas com fungos micorrizicos
arbusculares em estagios iniciais de enraizamento apresentaram uma redu¢do no nimero
total de raizes; este foi significativamente menor do que o das plantas que receberam
apenas a biota nio micorrizica do solo apos a fase de enraizamento. Ficaram em uma
posi¢do intermediaria as plantas que receberam adi¢do da biota nfo micorrizica do solo
antes da fase de enraizamento e as plantas micorrizadas apos a fase de enraizamento. As
raizes estavam distribuidas de forma diferente entre as diversas ordens, em fungdo dos
diferentes tratamentos. Nas plantas do tratamento que recebeu a adi¢do da biota ndo
micorrizica do solo, 0 maior nimero de raizes concentrava-se nos €ixos € raizes de

ordem 1.
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Nio houve diferengas no nimero de raizes de ordem 2, e apenas os tratamentos que
receberam o indculo micorrizico ou a biota ndo micorrizica do solo apds a fase de
enraizamenfo apresentaram raizes de ordem 3. Nesse mesmo periodo de avaliagdo ndo se
constatou a presen¢a de raizes de ordem 4, e os efeitos da inoculagdo ocorreram em raizes
de ordem bgixa (eixos radiculares e raizes de ordem 1).

O comprimento total de raizes tendeu a refletir as diferengas observadas no nimero
de raizes. O maior comprimento total foi para o tratamento que recebeu a biota ndo
micorrizica do solo ap0s a fase de enraizamento, e que foi significativamente maior do que
o tratamento com micorrizagdo antes da fase de enraizamento. Os tratamentos com
inoculagdo micorrizica apos a fase de enraizamento e com adigdo da biota ndo micorrizica
do solo antes do enraizamento apresentaram valores intermediarios, embora sem diferirem
significativamente do tratamento que recebeu a biota ndo micorrizica apés a fase de
enraizamento. Entre os fratamentos ndo houve efeitos significativos da inocula¢do
micorrizica sobre o comprimento de raizes de ordem 2. As raizes de ordem 3 foram
observadas somente nos tratamentos com inoculagdo, micorrizica ou ndo, apos a fase de
enraizamento, sem que houvesse uma diferencga significativa entre eles.

Aos 81 dias, o gfeito da inoculagdo tendeu a manifestar-se nas raizes de ordem 2 e 3
(Tabela 9). As diferengas encontradas, na primeira avaliagdo, nos numeros total de eixos e
de raizes de ordem 1 e 2 desapareceram aos 81dias. No entanto, observaram-se menores
nimeros de raizes de ordem 2 e 3 nos tratamentos em que os inoculantes foram
adicionados antes do enraizamento das plantas.

Na segunda avaliagdo, o comprimento total de raizes apresentou-se menor para o
tratamento jnoculado com fungos micorrizicos arbusculares antes do enraizamento, e 0s
maiores valores foram observados nas plantas que receberam apenas biota ndo micorrizica
do solo apds o enraizamento. Os tratamentos que receberam indculo micorrizico. apos o
enraizamento e biota ndo micorrizica do solo antes do enraizamento apresentaram valores
intermediarios para o comprimento total de raizes, ¢ esse comportamento ocorreu também

nas raizes de ordem 1 e ordem 2.
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6. DISCUSSAO

Os resultados referentes aos estudos de aclimatizagdo e inoculagdo micorrizica
comprovam que a resposta das plantas ao estabelecimento da colonizagio micorrizica nio
depende somente de variaveis como solo ou espécie de fungos micorrizicos arbusculares,
mas também esta relacionada a espécie vegetal e a condigdo fisiologica desta. Além disso,
outros dois fatores mostraram-se importantes: o grau e a forma de manipulagdo das plantas,
neste caso a poda, e a época de introdu¢do dos fungos micorrizicos arbusculares no sistema
de produgio de mudas.

O aumento da taxa de sobrevivéncia e do crescimento e desenvolvimento de plantas
micropropagadas tem sido alcangado pelo estabelecimento de técnicas que levam em conta
a aclimatizagdo e a inoculagfo micorrizica simultaneamente. Resultados positivos tém sido
conseguidos para diversas espécies vegetais, como plantas de kiwi (SCHUBERT et al.,
1992), morangueiro (VESTBERG, 1992), abacateiro (AZCON-AGUILAR et al., 1992;
VIDAL et al, 1992; JAIZMEVEGA & AZCON, 1995), macieira (BRANZANTI et
al.,1992; UOSUKAINEM & VESTBERG, 1994), abacaxizeiro (JAIZMEVEGA &
AZCON, 1995), mamoeirc(JAIZMEVEGA & AZCON, 1995), plantas de mandioca
(AZCON-AGUILAR et al., 1997) e bananeira (PINOCHET et al., 1997), dentre outras.
Esses trabalhos demonstram que a introdugio de fungos micorrizicos arbusculares na fase
de aclimatizagio aumenta a porcentagem de sobrevivéncia e a tolerdncia ao estresse do
transplantio. Entretanto, respostas positivas no crescimento e desenvolvimento das plantas
dependem da espécie vegetal, do fungo micorrizico e do substrato utilizado.

Os efeitos da poda, presengca de fungos micorrizicos arbusculares e época de
inoculagdo micorrizica sobre o crescimento e desenvolvimento das partes aéreas e
radiculares das plantas observadas neste trabalho podem, também, estar relacionados com
a combinag¢do da fase de enraizamento com a fase de aclimatizag@io. Técnicas de
inoculagdio de fungos micorrizicos arbusculares em plantas micropropagadas com
enraizamento ex vitro ndo foram encontrados na literatura. As condigdes especificas dos
experimentos descritos neste trabalho - em que enraizamento, aclimatizagido e inoculagdo
micorrizica foram realizados simultaneamente - podem ter sido suficientes para causar

diferencas no crescimento e desenvolvimento dos porta-enxertos de macieira.
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Independentemente das respostas obtidas, o protocolo desenvolvido mostrou-se promissor
para a aplicagdo na produgdo de plantas, pois a combinag@o da fase de enraizamento com a
aclimatizagdo possibilita uma redu¢d@o no tempo de produgdo de mudas dos porta-enxertos
de macieira e, consequentemente, uma redu¢do de 50% nos custos de produg@o.

O grau de manipulagdo, a lavagem ou remogdo de parte aérea ou radicular das
plantas durante a transferéncia para condi¢des ex vitro e no periodo de aclimatizagdo sdo
fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento de mudas micropropagadas. A poda
do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido apresentou um efeito negativo sobre
todos os pardmetros analisados. Esse fator desencadeou uma redugdo significativa no
incremento em altura, na produgdo de biomassa de raizes e no acimulo de matéria seca de
parte aérea. Os dados evidenciaram, ainda, uma redug@o significativa nos numeros e
comprimentos de raizes, no total ou nas diferentes ordens. Apenas a relagio MFR/MFA
nio foi reduzida significativamente pela poda de raizes. Em trabalhos sobre técnicas de
micropropaga¢do, a poda de raizes tem sido mencionada como uma causa do
estabelecimento deficiente das mudas micropropagadas (GROUT & ASTON, 1977,
DEBERGH & MAENE,1981; DONNELLY et al., 1985, McCLELLAND & SMITH,
1989; OLIEN et al.,, 1993; FRAGUAS et al., 1997, THOMAS & RAVINDRA,1997). O
efeito da poda sobre o crescimento do porta-enxerto Marubakaido vem ao encontro das
observagdes de FRAGUAS et al. (1997), que constataram que a poda das raizes provocava
redugdo no crescimento vegetativo e diferentes respostas no padrio de arquitetura radicular
desse mesmo porta-enxerto.

Desta forma, os dados indicam que a poda de raizes para o porta-enxerto
Marubakaido é uma pratica nociva e ndo deve ser recomendada. Por outro lado, a
introdugo de fungos micorrizicos arbusculares no sistema de produgdo de mudas revelou-
se um fator vantajoso. O porta-enxerto Marubakaido teve maior incremento em altura,
producgdo de biomassa radicular e o acimulo de matéria seca de parte aérea quando a
inoculagio com os fungos micorrizicos arbusculares ocorreu antes da fase de
enraizamento.

Foram realizados dois experimentos com o porta-enxerto Marubakaido, com lotes
diferentes de plantas. As condigdes ambientais para os dois experimentos foram as
mesmas, exceto a quantidade de radiag@o fotossinteticamente ativa que aumentou de 60

umol.s’.m no primeiro experimento para 120 umol.s’.m2 no segundo. Os efeitos da
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presenga dos fungos micorrizicos arbusculares no crescimento e desenvolvimento de parte
aérea e do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido manifestou-se de forma similar
em ambos experimentos. Dessa forma, os efeitos da inocula¢do micorrizica e da época de
inoculagdo sobre o crescimento e desenvolvimento do porta-enxerto Marubakaido serio
discutidos apenas em fung@o dos dados do segundo experimento, e a partir dos dados do
terceiro experimento para o M.9.

Os dois tltimos experimentos ndo foram realizados simultaneamente, e os dois porta-
enxertos tém caracteristicas genéticas, morfologicas e fisiologicas bem distintas. Por esses
motivos nio foram efetuadas andlises estatisticas conjuntas dos dois porta-enxertos.
Contudo, foi possivel verificar que a inoculagio com fungos micorrizicos arbusculares
produziu efeitos diversos sobre o crescimento e desenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular dos porta-enxertos micropropagados. O porta-enxerto Marubakaido,
quando inoculado antes do enraizamento, apresentou um aumento significativo no numero
e comprimento de raizes, mas o porta-enxerto M.9, submetido & mesma situagdo de
inoculagdo, apresentou redug¢do nos parametros relacionados ao crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular. O crescimento e desenvolvimento de parte aérea
dos porta-enxertos mostraram-se similares ao que se observou com os pardmetros de
crescimento e desenvolvimento do sistema radicular. |

O porta-enxerto Marubakaido apresentou respostas positivas quando inoculado com
a mistura de fungos micorrizicos arbusculares. A presenga da associagdo micorrizica
aumentou o incremento em altura, peso fresco de raizes e o peso da matéria seca de parte
aérea. Esse porta-enxerto (Marubakaido) apresentou, também, aumentos significativos no
numero e no comprimento total de raizes quando a inoculagdo micorrizica ocorreu antes da
fase de enraizamento. Esses resultados estio de acordo com a maioria dos trabalhos
referentes a arquitetura do sistema radicular. Contudo, tais trabalhos - como os de PRICE
et al. (1989), BERTA et al. (1990), HETRICK et al. (1991), SCHELLENBAUM et al.
(1991), TROTTA ef al. (1991), HOOKER ef al. (1992), TISSERANT ez al. (1992),
BERTA et al. (1995), NORMAN et al. (1996) e FORTUNA et al. (1998) - foram
conduzidos com plantas previamente enraizadas, e nio com a presenga dos fungos
micorrizicos arbusculares durante a fase de enraizamento, como foi feito neste trabalho.

Esse sistema radicular com maior niimero e comprimento de raizes, isto €, um sistema mais
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ramificado, € potencialmente mais eficiente na absor¢do de nutrientes do solo (FITTER,
1987).

A época de introdugdo dos fungos micorrizicos arbusculares dentro do sistema de
produgdo de mudas do porta-enxerto Marubakaido revelou-se como fator importante, visto
que as alteragdes verificadas foram condicionadas ao momento de inoculagdo. A presenga
dos fungos micorrizicos arbusculares no inicio da fase de enraizamento promoveu
alteragdes na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto Marubakaido, pois houve
um aumento no numero de ramificages e no comprimentos destas, porém tais
modifica¢des pareceram ser transitérias. Ao final de 81 dias, as plantas apresentaram-se
sem diferencgas significativas entre os tratamentos, sugerindo que o efeito promovido pela
presenga da associagdo micorrizica foi apenas passageiro, e foram resultado de interagdo
com outras variaveis, como balango hormonal da planta.

O crescimento e desenvolvimento de parte aérea e do sistema radicular do porta-
enxerto M.9 quando inoculado com a mistura de fungos micorrizicos arbusculares
apresentaram respostas negativas. A inoculagdo micorrizica reduziu o incremento em
altura, a producdo de biomassa radicular, o acimulo de matéria seca de parte aérea € o
numero € comprimento de raizes. Resultados similares aos verificados neste trabalho em
relagdio ao crescimento e desenvolvimento de parte aérea foram obtidos por
MATSUBARA et al. (1996), que, trabalhando com Malus spp, constataram que o efeito da
inoculagdo micorrizica difere conforme a combinagdo entre espécies de fungos e variedade
vegetal.

Neste trabalho, a presenca dos fungos micorrizicos arbusculares no inicio da fase de
enraizamento promoveu altera¢cSes na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto
M.9, mas essas modificagdes tenderam a desaparecer ao longo do periodo experimental.
Essas observagdes indicam que as alteragBes ocorridas, além de temporarias, foram
resultado de interagdes com outras variaveis, como hormonios.

As diferengas entre os porta-enxertos ocorreram porque o sistema radicular das
plantas ¢ geneticamente determinado e pode ser afetado por fatores ambientais como
nutri¢io mineral, disponibilidade de agua, temperatura e microrganismos do solo. Um dos
efeitos mais comuns da presenga da associagdo micorrizica € o aumento no nimero de
ramificagbes das raizes. Esse aumento no nimero de raizes é importantes em relagdo a

ancoragem e absor¢do de nutrientes e agua (BERTA & FUSCONI, 1998). A presenca da
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associagdo micorrizica pode aumentar ou diminuir a atividade meristematica dos apices
radiculares e, consequentemente, variar o tamanho deles. Entretanto, as alteragdes na
arquitetura radicular podem também ser causadas por efeitos nutricionais ou hormonais,
que agem sozinhos ou em conjunto com a associagio.

Trabalhos realizados por RAVOLANIRINA et al. (1989) e BRANZANTI et al.
(1992) demonstraram que a melhor €poca para a inoculagdo dos fungos micorrizicos
arbusculares € no inicio da fase de aclimatizagio, quando as plantas tém apenas primoérdios
radiculares. Os beneficios da inoculagdo no inicio da fase de aclimatizagdo. tém sido
demonstrado para diversas espécies de plantas micropropagadas. No entanto, algumas
plantas se desenvolvem melhor quando a inoculag@o micorrizica ocorre apos a fase de
aclimatizacfio. Para a macieira existem trabalhos que recomendam a inoculagdo antes da
fase de aclimatizagio (BRANZANTI ef al., 1992) ou apds essa fase (UOSUKAINEN &
VESTEBERG, 1994). A confrontagdo desses trabalhos com os resultados do presente
trabalho reafirmam que para cada espécie de planta existe uma combinagdo especifica de
fungo micorrizico, substrato e época de inoculagio.

Com o porta-enxerto M.9, também houve efeito significativo da época de introdug@o
dos fungos micorrizicos arbusculares no sistema de produgio de mudas. Esse porta-enxerto
teve redugdes significativas no numero e no comprimento total de raizes quando a
inoculagdo micorrizica ocorreu antes da fase de enraizamento. A redu¢do observada no
numero e comprimento de raizes no porta-enxerto M.9 inoculado com fungos micorrizicos
arbusculares antes da fase de enraizamento pode ser devida ao consumo de fotossintatos
pelo simbionte fungico, em detrimento das raizes. Esses resultados estdo, em parte, de
acordo com os trabalhos de MASCHKE et al. (1996) e YANO et al. (1996), que
verificaram que plantas colonizadas com fungos micorrizicos arbusculares apresentavam
uma redugdo no comprimento individual de raizes e um aumento no numero de eixos
radiculares. Estes pesquisadores também trabalharam com mudas previamente enraizadas,
e ndo com a presenga dos fungos micorrizicos arbusculares na fase de enraizamento, como
descrito neste trabalho. Os dados obtidos neste trabalho mostram que, nas condi¢Ges
utilizadas e no periodo avaliado, os fungos micorrizicos arbusculares utilizados
constituiram-se também em um dreno de energia para a planta, com reflexos negativos no

crescimento delas. Isso aponta para a necessidade de sele¢do de outros fungos micorrizicos
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arbusculares para a aclimatizag¢do do porta-enxerto M.9 e a sele¢do de outras €pocas para a
sua introdugdo.

A biota ndo micorrizica do solo teve efeito sobre o crescimento e 0 desenvolvimento
dos porta-enxertos. As plantas que receberam adicio da biota do solo antes da fase de
enraizamento apresentaram comportamento similar aos das plantas que receberam a
inoculagdo micorrizica apés a fase de enraizamento. Essas observagdes indicam que os
outros microrganismos do solo também té€m efeito sobre o desenvolvimento dos porta-
enxertos, e podem promover o seu crescimento e desenvolvimento. A presenc¢a dos outros
microrganismos nos tratamentos nio inoculados com fungos micorrizicos arbusculares
promoveu modifica¢des na distribuigdo das raizes e no comprimentos dessas. Dessa forma,
houve indicios de que ndo é somente a presenga dos fungos micorrizicos arbusculares que
pode alterar a arquitetura do sistema radicular, mas sim toda a populagio de
microrganismos presentes ao redor das raizes.

A utilizagdo de uma mistura de fungos micorrizicos arbusculares como inoculante
nio garantiu sua eficiéncia em todas as situagdes propostas no presente trabalho. A
especificidade fungo-planta ndo existe nas associagdes micorrizicas arbusculares, embora
ocorram diferengas entre isolados de fungos quanto & capacidade de promover o
crescimento € o desenvolvimento de uma mesma espécie. Essa variagdes podem ser
interpretadas como um tipo de especificidade funcional do hospedeiro (FORTUNA et al.,
1992). Na mistura de fungos micorrizicos arbusculares utilizada como inoculante neste
trabalho € possivel que um ou mais isolados de fungos micorrizicos arbusculares, menos
eficientes em promover o crescimento € o desenvolvimento das plantas, tenham sido mais
competitivos para colonizar as raizes nas condi¢gdes em que o porta-enxerto M.S se
desenvolveu.

Os efeitos da presenga dos fungos micorrizicos arbusculares foram maiores quando a
inoculag¢do ocorreu logo apds a aplicagdo de acido indolibutirico, ou seja, quando as
plantas ainda deveriam ter em seus tecidos niveis altos de auxina exdgena ou de seus
metabdlitos. A comparagdo entre os dois porta-enxertos indica que a simples presenga da
associagdo micorrizica ndo foi suficiente para promover alteragdes na arquitetura radicular,
que somente ocorreram quando a inoculagdo micorrizica aconteceu antes da fase de
enraizamento. Essa observag¢do indica que a aplicagdo exdgena de acido indolibutirico

possa ter efeito sobre os pardmetros relacionados ao sistema radicular. A variedade de
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efeitos freqiientemente ocasionados pela auxina depende de numerosos fatores, incluindo o
estagio de desenvolvimento do tecido ou 6rgdo, a concentragio de auxina, o tipo de auxina
(natural ou sintética) e da presenga e concentra¢do de outros horménios (SALISBURY &
ROSS, 1993; FOSKET, 1994, MOHR & SCHOPFER, 1995). Uma peculiaridade da
auxina € que este hormonio pode causar diferentes efeitos em diferentes espécies vegetais,
ou diferentes efeitos na mesma espécie de planta em tempos diferentes (DAVIES, 1994). A
concentragio desse horménio nos tecidos pode também desencadear diferentes respostas, a
concentracio determina se o efeito sera e_stimplador ou inibitério. As modifica¢cdes na
érqu'itetura radicular obser_vadas nestes experimentos poderiam ser explicados pela
combinagdo de efeitos da aplicagdo de auxina exdgena e da presenga do fungo simbionte
no momento que se iniciou o processo de enraizamento da planta, que produziram
alteragdes no nimero e comprimento de raizes dos porta-enxertos. A intera¢do entre
aplicagdo exogena de acido indolibutirico e a presenga de fungos micorrizicos arbusculares
foi verificada por DUTRA ef al. (1996) para dois porta-enxertos de citros. Eles
demonstraram que as plantas inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares e que
receberam aplicagdo exdgena de auxina apresentavam um maior nimero de estruturas
fungicas. As observagdes feitas no presente trabalho abrem perspectivas para o
aprofundamento de estudo relacionados a quantidade e a concentragio de hormdnios
aplicados a0s porta-enxertos ¢ seu efeito sobre o crescimento e desenvolvimento da planta
quando associadas a fungos micorrizicos arbusculares.

O estabelecimento da associagdo micorrizica induz mudangas na composi¢io mineral
e na fisiologia dos tecidos da planta, e como conseqiiéncia, na exsuda¢io radicular
(AZCON-AGUILAR & BAREA, 1992). Esse fato, junto com o desenvolvimento do
micélio fingico ao redor da raiz, produz modificagdes quimicas e fisicas do ambiente ao
redor da micorriza. Os efeitos verificados no crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular dos porta-enxertos conduzem a recomendagdo de que novas pesquisas sejam
realizadas, a fim de averiguar as implicagdes futuras dessas modifica¢des ocorridas pela
presenga do associag@o micorrizica e dos outros microrganismos do solo. A possibilidade
de manipular os fungos micorrizicos arbusculares em combinagdo com outros
microrganismos do solo depende de um melhor entendimento dos sistemas produtivos e da
adequada selegdo de inoculantes a ser utilizado. A sele¢io dos inoculantes pode ser

fundamentada em critérios como compatibilidade com a planta e eficiéncia em promover o
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crescimento dessa, mas a aplicagdo dessas ferramentas biotecnoldgicas avangara quando os
mecanismos e a base molecular das interagdes entre microrganismos da rizosfera, fungos
micorrizicos arbusculares e raizes forem conhecidos e entendidos. Através de estudos
especificos serd possivel obter informagdes sobre as condigdes em que os fungos
micorrizicos arbusculares poderdo ter sinergismo com outros microrganismos do solo
(ANDRADE et al., 1998). Desta forma, a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares
junto com outros microrganismos podera assegurar o estabelecimento das micorrizas e
aumentar os beneficios oriundos dessa associagdo

A presenga da associagdo micorrizica na fase inicial do enraizamento do porta-
enxerto Marubakaido mostrou-se importante € com potencial de utilizagdo, pelo papel que
ela pode desempenhar na produgdo de mudas de boa sanidade e vigor, com condi¢des de
melhor estabelecimento no viveiro ou a campo. Contudo, para o porta-enxerto M.9 ¢
importante estabelecer novos protocolos de inoculagdo, iniciando-se pela sele¢do de outros
fungos micorrizicos arbusculares, visto que a mistura utilizada no presente trabalho foi
contraproducente em termos de promover o crescimento e desenvolvimento deste porta-
enxerto. Outra possibilidade para utilizagcdo de fungos micorrizicos arbusculares em
plantas do porta-enxerto M.9 ¢ a inoculagdo micorrizica mais tarde, ou seja, em fase de
viveliro.

Os resultados obtidos no presente trabalho abrem a perspectiva de serem
aprofundados alguns aspectos basicos e aplicados, relacionados com sistema de produgdo
de mudas micropropagadas. Por exemplo, deve verificar-se o efeito da aplicagdo de
diversas concentragdes de auxina e a presenga de fungos micorrizicos arbusculares, e
desenvolver estudos que verifiquem o efeito da biota ndo micorrizica do solo sobre o
crescimento e desenvolvimento dos porta-enxertos. O melhor entendimento desses efeitos
podera contribuir para o fornecimento ao produtor nio apenas de plantas, mas sim de uma
comunidade em cuja rizosfera havera microrganismos que atuem na nutri¢do e na prote¢ao
contra estresses bidticos e abidticos.

O presente trabalho inseriu-se no projeto “Selegdo de Clones de Porta-Enxertos de
Macieira ¢ de Fungos Micorrizicos Tolerantes a Condi¢des Edaficas Prevalecentes em
Solos Acidos da Regido Sul - Santa Catarina”, que tem por objetivos o desenvolvimento de
técnicas para produgdo de mudas de macieira para as condig¢Ses de solos acidos, através da

propagacdo em massa de clones selecionados, selegdo de espécies de fungos micorrizicos
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arbusculares eficientes e tolerantes as condi¢bes de estresses edaficos e produgdo de
inéculo em escala experimental por técnicas de cultivo em vasos, chegando-se & produgéo
de mudas de porta-enxerto de macieira micropropagadas e micorrizadas. A sele¢do de
isolados de fungos micorrizicos arbusculares esta sendo realizada por outro pesquisador, e
neste momento € possivel reunir os esfor¢os dos componentes do grupo de pesquisa e
desenvolver novos protocolos de aclimatizagdo e inoculagio micorrizica, com vistas a
obtengdo de mudas saudaveis dos porta-enxertos de macieira. E necessirio agora que
equipes ligadas ao setor produtivo desenvolvam as tecnologias combinando os resultados
dos esforgos dos componentes do projeto: a produgdo de plantas micropropagadas,
protocolos de aclimatizagdo e micorrizagio e os fungos selecionados para as condi¢des do
sul do Brasil.

Ferramentas biotecnologicas forneceram a base para os estudos que caracterizaram
as necessidades nutricionais, os processos de crescimento e desenvolvimento das mudas
micropropagadas e inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares, com o
estabelecimento do melhor momento para a inoculagdo. Neste momento, € preciso verificar
as interagdes existentes entre os fungos micorrizicos arbusculares e hormonios, bem como
desenvolver estudos relacionados aos efeitos promovidos pelos outros microrganismos do
solo. Avangos nessas areas poderdo fornecer informagdes para aumentar o potencial de
utilizagio das técnicas biotecnologicas.

O protocolo de enraizamento, aclimatizagdo e inoculagdo de fungos micorrizicos
arbusculares abordado neste trabalho, apesar dos resultados pouco promissores obtidos
para o porta-enxerto M.9, ndo esta limitado simplesmente a plantas de macieira, mas
também pode ser aplicado a outras espécies de interesse econdmico e ecologico. Esse
protocolo pode ser ajustado as diferentes espécies vegetais de interesse das empresas ou
viveristas. Os ajustes no protocolo permitirio que as empresas produzam mudas de plantas

em curtos periodos de tempo, com alta qualidade e homogeneidade.
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7. CONCLUSOES

A poda de raizes teve efeito negativo sobre o crescimento e o desenvolvimento de parte
aérea e promoveu alteragdes na arquitetura do sistema radicular do porta-enxerto
Marubakaido micropropagado.

A inoculagio da mistura de fungos micorrizicos arbusculares aumentou o
desenvolvimento de parte aérea e radicular do porta-enxerto Marubakaido, e esse efeito
foi mais acentuado quando a inoculagdo foi realizada antes da fase de enraizamento.

A inoculagio da mistura de fungos micorrizicos arbusculares reduziu o
desenvolvimento de parte aérea e radicular do porta-enxerto M.9, e esse efeito foi mais
acentuado quando a inoculagdo foi realizada antes da fase de enraizamento.

A inoculagdo micorrizica promoveu um aumento na ramifica¢do das raizes do porta-
enxerto Marubakaido, formando um sistema radicular potencialmente mais eficiente na
absorc¢do de nutrientes do solo.

Os procedimentos de enraizamento, aclimatizagdo e inoculagdo da mistura de fungos
micorrizicos arbusculares abordados neste trabalho mostraram-se promissores para o

porta-enxerto Marubakaido.
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Anexo 1: Andlise quimica' e componentes do substrato utilizado nos experimentos de

inoculacdo micorrizica e aclimatizacdo dos porta-enxertos Marubakaido e M.9

micropropagados.
pH SMP  Aluminio Ca+ Mg Fosforo Potassio Maténa
cmol . dm® cmole.dm® mg/dm’ mg/dm’ Organica (%)
5,52 6,5 0,06 4,53 50 200 1,95

"Analise realizada pelo Laboratério de Solos - Departamento de Engenharia Rural — Centro

de Ciéncias Agrarias — Universidade Federal de Santa Catarina.

O substrato utilizou os seguintes componentes: _

» Solo coletado em Florianopolis e classificado como Terra Roxa E.struturada, subsolo.

» Areia de construgdo (média) lavada e peneirada ( entre 0,297 mm — 2,000 mm)

« Composto termofilico de residuos orgéanicos de coleta seletiva na Universidade Federal

de Santa Catarina.
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