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METZNER, Ana Flavia Mangeti. Aplica¢ao de cobre em substratos organicos para a
producio de mudas de limoeiro ‘Craveo’ associadas a fungo micorrizico
arbuscular. 2009. 95f. Dissertagdo (Mestrado em Gestdo dos Recursos
Agroambientais) - Pds-graduacao - IAC.

RESUMO

No Estado de Sdo Paulo, a legislagdo estabelece normas de defesa sanitaria vegetal,
sendo obrigatdria a produgdo de mudas citricas com o uso de substrato em recipientes
sob viveiros telados. Ha grande variedade de substratos no mercado, o que exige um
manejo adequado da adubagdo, sendo a falta ou o excesso de cobre (Cu) um dos fatores
que tem afetado a produ¢do de mudas. Uma alternativa para que mudas de qualidade
sejam obtidas ¢ a inoculag¢do de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) no substrato,
0 que aumenta, inclusive, a eficiéncia do uso dos nutrientes disponiveis. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o emprego de substratos organicos adubados com
diferentes doses de Cu para obtengdo de mudas micorrizadas de limoeiro ‘Cravo’
[Citrus limonia (L.) Osbeck]. Os experimentos foram realizados com delineamento
inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2x2x5 para o primeiro: com € sem
inoculagdo do FMA, Glomus intraradices, dois substratos (fibra de coco e casca de
pinus) e cinco doses de cobre (0; 5; 10; 20 e 30 mg L' de Cu), com a pré-inoculacio do
FMA na sementeira, e 2x3x5 para o segundo: com e sem inoculagdo do FMA, trés
substratos (fibra de coco, casca de pinus e turfa) e cinco doses de cobre (0; 5; 10; 20 e
30 mg L de Cu), com a inoculagdo do fungo no transplantio. No Experimento 1,
sementes de limdo ‘Cravo’ foram semeadas em bandejas de isopor, tendo como
substrato vermiculita autoclavada, ao qual foi adicionado inéculo do FMA (pré-
inoculagdo). Um més apds a germinacdo, apenas uma plantula foi transplantada para
sacola de polietileno de 4000 cm’, contendo os substratos de cultivo com reinoculagdo
do FMA na base das plantulas. Para o Experimento 2, foram adquiridas mudas com trés
meses de um viveiro comercial e no transplante realizou-se a inoculagdo do FMA na
base das plantas. Foram avaliadas altura das plantas, o diametro do caule, a massa da
matéria fresca das raizes, a massa da matéria seca da parte aérea, os teores de N, P, K,
Ca, Mg, S, Zn, Cu, Mn e Fe, a colonizagdo micorrizica, o comprimento do micélio
externo total, os teores foliares de clorofila a, b, a+b, carotendides e a atividade das
enzimas fosfatase acida e redutase do nitrato nas folhas. Para o manejo da solugdo

nutritiva adotado, o melhor desenvolvimento das mudas ocorreu no substrato casca de
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pinus, no qual também se observou melhor desempenho da micorrizagdo. Quando a
inoculagdo do FMA foi feita na semeadura, as plantas mostraram maior crescimento nas
menores doses de Cu adicionadas, diminuindo com o aumento da concentra¢ao de Cu.
O teor de P na parte aérea diminuiu e o de Cu aumentou com a adi¢ao de doses de Cu.
Quando a inoculagdo foi realizada no transplantio, a produ¢do de biomassa da parte
aérea aumentou com a adi¢do das doses crescentes de Cu. As plantas apresentaram
menor teor de Cu e nao houve variacdo no teor de P. Portanto, a fase de inoculagdao do
fungo micorrizico, o tipo de substrato e a solucao nutritiva a ser empregada sao fatores

determinantes da produ¢do de mudas micorrizadas de limoeiro ‘Cravo’.

Palavras-chave: micorriza arbuscular, solu¢do nutritiva, porta-enxerto.



METZNER, Ana Flavia Mangeti. Copper application in organic substrates for the
production of Rangpur lime seedlings associated with arbuscular mycorrhizal
fungi. 2009. 95p. Dissertation (Master degree in Tropical and Subtropical Agriculture) -
Post-Graduation - IAC.

ABSTRACT

In the State of Sao Paulo, change in the law set standards for plant health protection,
and required the use of substrate in vessels, under greenhouse conditions to produce
citrus seedlings. There are a wide variety of substrates, which require an appropriate and
specific management of fertilization; Cu (copper) lack or excess is one of the factors
that have most affected the seedlings production. An alternative to obtain high-quality
seedlings is the inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) to the substrate and,
indeed, to increase the efficiency in the use of available nutrients. This study aimed to
evaluate the use of organic substrates fertilized with different doses of Cu to obtain
mycorrhizal seedlings of rangpur lime (Citrus limonia). The experiments were
performed with a completely randomized design in factorial scheme 2x2x5 for the first:
with and without Glomus intraradices inoculation, two substrates (coconut fiber and
bark of pine) and five doses of copper (0, 5, 10 , 20 and 30 mg L' Cu), with AMF
inoculation at sowing, and 2x3x5 for the second: with and without fungus inoculation,
three substrates (coconut fiber, pine bark and peat) and five doses of copper (0, 5, 10, 20
and 30 mg L™ Cu), with fungus inoculation at transplanting. In Experiment 1, seeds of
rangpur lime were sown in polystyrene trays with autoclaved vermiculite, inoculated
which AMF (pre-inoculation). One month after germination, one seedling was
transplanted to a 4000 cm’ polyethylene bag, containing the substrate of cultivation and
inoculated again with the AMF at the base of the seedlings. For Experiment 2, three-
month seedlings were purchased from a commercial nursery and transplanted to the
substrates with AMF inoculation at the base of plants. The evaluated variables were-
height, stem diameter, root fresh matter weight, shoot dry matter; N, P, K, Ca, Mg, S,
Zn, Cu, Mn and Fe content; mycorrhizal colonization, length of total external mycelium,
foliar concentrations of chlorophyll a, b, a + b and carotenoids and activity of acid
phosphatase and nitrate reductase in the leaves. For the nutrient solution management
used, the better development of the seedlings happened in the substrate of pine bark, in
which was also observed better mycorrhization performance. AMF inoculation made at
sowing promoted higher plant growth at lower levels of added Cu, decreasing with high

Cu concentrations. Shoot P content decreased and Cu content increased with the
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addition of Cu. When the inoculation was performed at seedling transplanting, the shoot
biomass increased with the Cu addition to the substrate. The plants showed lower Cu
content and no change in shoot P content. Thus, the AMF inoculation phase, organic
substrate and nutrient solution are important factors to be considered to obtain

mycorrhizal seedlings of rangpur lime (Citrus limonia).

Key words: arbuscular mycorrhiza, nutrient solution, rootstock.
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1 INTRODUCAO

A muda ¢ considerada a base do setor citricola, sendo a sua qualidade genética e
sanitaria importante para a instalagdo de pomares produtivos (CARVALHO et al.,
2005).

Todos os anos, no Brasil, milhdes de arvores sdo erradicadas devido a ocorréncia
de problemas fitossanitdrios como o ‘huanglongbing’ (HLB), morte subita (MSC),
clorose variegada (CVC), declinio dos citros e de outras doengas e pragas. A produgdo
de mudas sadias, livres de patdgenos causadores de doengas, além de permitir a
formacdo de pomares tipicos da variedade-copa de alta produtividade, possibilita o
enquadramento das mudas citricas nas normas legais de producdo e comercializagao,
que cada vez compdem mais o cenario dessa atividade (GRAF, 2001).

Com a portaria da CDA (Coordenadoria de Defesa Agropecuaria), que entrou
em vigor em 2005, ratificada pela Resolugdo SAA-10 (Secretaria da Agricultura e
Abastecimento) de 2006, estabeleceu-se normas de defesa sanitaria vegetal e
certificagdo de conformidade sanitaria de mudas citricas para o Estado de Sao Paulo,
relatando a necessidade de infra-estrutura adequada, com ambientes protegidos e
utilizacao de substratos, dentre outros requisitos.

A técnica de producdo em ambiente protegido estd diretamente relacionada a
altos investimentos, com infra-estrutura do sistema protegido, sementes de elite e
controle das condi¢des do ambiente, mao-de-obra especializada. Nesse quadro, o
substrato ¢ um insumo basico, utilizado em substitui¢do ao solo, que serve de base fisica
para o crescimento das raizes, dando suporte a planta e disponibilizando-lhe agua e
nutrientes. Entre as matérias-primas mais comumente utilizadas na composi¢dao de
substratos destacam-se turfas, cascas (pinus e arroz), residuos da agroindustria, fibra de
coco, vermiculita, perlita, cinasita (KAMPF, 2002), contanto que sejam leves, porosos,
com boa drenagem, isentos de patogenos de solo, granulometria adequada ao tamanho
do recipiente e ndo sujeitos a fermentagdo (CARVALHO et al., 2005).

As propriedades biologicas de um substrato estdo relacionadas a comunidade
microbiana presente no material (MAIORANO et al., 2002). A diversidade e atividade
da microbiota influenciam diretamente varias caracteristicas de um determinado
substrato, como a agregacao de suas particulas, a disponibilidade de certos nutrientes, a

aera¢do, o armazenamento de dgua, refletindo assim no desenvolvimento da planta.



A micorriza € parte integrante dos sistemas de producdo de citros, que sdo
dependentes dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) (CARDOSO et al., 1986).
Esses fungos atuam como prolongamento do sistema radicular da planta hospedeira,
aumentando a absor¢ao de nutrientes, especialmente P, Cu e Zn (SILVEIRA, 1992). Um
dos fatores que mais influencia o efeito benéfico da micorrizagdo ¢ o nivel de fertilidade
do substrato, que deve permitir o estabelecimento e o maximo desempenho da simbiose,
garantindo um adequado desenvolvimento da planta.

Ja se constatou que a inoculagdo de FMAs eficientes em substratos organicos
comerciais, geralmente isentos de propagulos do fungo, mostra grande potencial,
principalmente em condi¢des de ambiente protegido (MAIORANO, 2003; TRISTAO et
al., 2006) e, o quanto antes a planta ¢ colonizada pelo FMA e uma simbiose ativa se
estabelece, melhor ¢ a resposta da planta e mais eficiente pode ser a associagao.

Poucos trabalhos foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito da
micorrizacdo no crescimento de plantas em substratos organicos comerciais bem como a
influéncia, o estabelecimento ¢ a eficiéncia da simbiose. Além disso, ndo se sabe como
o manejo da fertilidade do substrato pode favorecer essa associagdo e o seu desempenho
e, ao contrario, como a simbiose pode aumentar a eficiéncia da utilizagdo pela planta
dos nutrientes presentes ou adicionados aos substratos.

O manejo da adubagdo € uma pratica que influencia, em muito, o rendimento ¢ a
qualidade da producdao de mudas. Até recentemente, as pesquisas enfocando esse
assunto foram concentradas aos macronutrientes. Com relacdo aos micronutrientes,
pouco foi feito, apesar de serem comuns os desequilibrios nutricionais causados,
principalmente por cobre, para muitas culturas desenvolvidas em substrato (PADUA
JUNIOR, 20006).

Vérios fatores concorrem para a otimizagdo do efeito da micorrizagdo na
produgdo de mudas, como o melhor momento para a inoculacio do FMA, o substrato a
ser utilizado e o manejo ideal da adubacdo, uma vez que modulam o estabelecimento e o
desempenho da associagdo micorrizica. Desse modo esse trabalho teve como objetivo
avaliar o emprego de substratos organicos adubados com diferentes doses de Cu para

obten¢ao de mudas micorrizadas de limoeiro ‘Cravo’ [Citrus limonia (L.) Osbeck].



2 REVISAO DE LITERATURA

A produgdo de citros no Brasil se firmou a partir de 1970, tendo como base uma
agroindustria competitiva. Para acompanhar todo o crescimento desse setor, houve
necessidade de aperfeigoamento dos sistemas de producdo de mudas (DONADIO,
1991).

Os citros sdo plantas perenes, com 4 a 6 m de altura, da familia Rutaceae,
nativas do Sudeste Asidtico. Vegetam e produzem satisfatoriamente em regidoes com as
mais variadas condi¢des de clima e solo. Os frutos sdo utilizados para consumo ao
natural e para industrializagdo, de onde sdo obtidos diferentes produtos processados,
como sucos, 6leos essenciais, pectina e racdes (MATTOS JUNIOR et al., 1998). Para as
condi¢des do Estado de Sao Paulo, as plantas citricas apresentam dois ciclos anuais de
crescimento: de primavera - crescimento vegetativo e floral; e de verdo - principalmente
vegetativo (MALAVOLTA & VIOLANTE NETO, 1989).

No Estado de Sao Paulo, o limoeiro ‘Cravo’ ¢ empregado comercialmente desde
1920, porém seu uso foi ampliado a partir de 1950, vindo substituir a laranja Azeda, que
apresenta susceptibilidade ao virus da tristeza do citros. E considerado um porta-enxerto
de grande potencial de crescimento em viveiro (TEOFILO SOBRINHO &
FIGUEIREDO, 1984).

Um porta-enxerto € responsavel por induzir a copa alteragdes no crescimento,
tamanho, precocidade de produg¢do, produgdo, maturagao e peso dos frutos, coloragdo da
casca e do suco, teor de aglcares, de acidos e de outros componentes do suco,
permanéncia dos frutos na planta e sua conservacdo apds a colheita, fertilidade do
polen, absor¢do e utilizagdo dos nutrientes, transpiracdo e composicdo quimica das
folhas, resposta a produtos de abscisdao dos frutos e folhas, tolerancia a salinidade, a
seca, ao frio, as doencas e pragas. Assim, para que a planta proporcione o maximo de
produtividade, é necessario que seja instalada em um ecossistema a ela apropriado,
recebendo os tratos culturais necessdrios e que haja o mais harmonico relacionamento
entre copa e o porta-enxerto (POMPEU Jr., 2005).

Hé muitas razdes para o uso do limoeiro ‘Cravo’ por viveiristas e citricultores:
tolerancia a tristeza, resisténcia a seca, facilidade na obtengdo das sementes, grande
vigor no viveiro e apds a enxertia, bom pegamento das mudas por ocasido do plantio no

campo, rapido crescimento das plantas, produgdo precoce, altas producdes de frutos de



qualidade regular, compatibilidade com todas as cultivares copas, média resisténcia ao
frio e bom comportamento em solos arenosos (POMPEU Jr., 2005).

O maior vigor de crescimento do limoeiro ‘Cravo’ reflete, portanto, a maior
facilidade em se atingir o ponto de enxertia para este porta-enxerto (CARVALHO &
SOUZA, 1996), diminuindo o tempo para a formacao da muda citrica, fato este que gera
beneficios na comercializagdo da mesma e no futuro pomar a ser instalado (SCHAFER
et al., 20006).

A muda citrica ¢ um insumo muito importante na formagao do pomar. O carater
perene da cultura determina fundamental importancia na sua escolha, que ¢ plantada e
manejada por varios anos antes de mostrar seu potencial de produtividade e qualidade
de fruto. Outros aspectos, como longevidade das plantas, serdo observados num
intervalo de tempo ainda maior apos o plantio. As caracteristicas mais importantes da
muda citrica, além da qualidade genética, sdo a origem do enxerto e do porta-enxerto,
bem como a integridade do sistema radicular (LIMA, 1986; CARVALHO et al., 2005).

Todos os anos, no Brasil, milhdes de arvores sdo erradicadas devido a ocorréncia
de problemas fitossanitdrios como o ‘huanglongbing’ (HLB), morte subita (MSC),
clorose variegada (CVC), declinio dos citros e de outras doengas e pragas. A produgdo
de mudas sadias, livres de patdgenos causadores de doengas, além de permitir a
formacdo de pomares tipicos da variedade-copa de alta produtividade, possibilita o
enquadramento das mudas citricas nas normas legais de produgdo e comercializagao
(GRAF, 2001).

Considerando a importancia da cultura do citros para o Estado, bem como da
utilizacdo de mudas sadias para a formacdo de pomares e a necessidade de
aprimoramento do setor do agronegdcio de mudas e da implantagdo de medidas para
conter a disseminagdo de pragas, entrou em vigor, em 03/02/2005, a portaria da CDA-5
(Coordenadoria de Defesa Agropecuaria), ratificada pela Resolugdo SAA-10 (Secretaria
da Agricultura e Abastecimento) de 29/03/2006, por meio da qual estabeleceu-se
normas de medidas de defesa sanitaria vegetal e certificacdo de conformidade
fitossanitaria de mudas citricas no Estado de Sao Paulo. A legislacao atual exige que os
porta-enxertos utilizados na formagdo de mudas devam ser originados de viveiros
cadastrados na CDA e produzidos em atendimento as exigéncias das normas vigentes
(SECRETARIA, 2006).

A obtencao de mudas ¢ efetuada em duas etapas: uma de sementeira, na qual

tubetes ou bandejas de isopor sdo utilizados e, posteriormente, a finalizacdo das mudas
4



em citropotes ou sacolas plasticas, sendo ambas as fases realizadas em casa de
vegetacdo telada (CARVALHO & SOUZA, 1996), em mesas ou suportes a determinada
altura do chdao (no minimo 40 cm). Tais caracteristicas facilitam o isolamento do
viveiro, protegendo-o contra doengas e pragas, além de manter a integridade do sistema
radicular durante toda fase de produgdo (LIMA, 1986).

A tecnologia de producdo em ambiente protegido esta diretamente relacionada a
altos custos de investimento, o que inclui infra-estrutura adequada, sementes de
qualidade e controle das condi¢des do ambiente. Nesse quadro, o substrato ¢ um
insumo basico, utilizado em substituicido ao solo, com o cultivo realizado em
recipientes. Ele serve de base fisica para o crescimento das raizes, dando suporte a
planta e disponibilizando-lhe a 4gua e os nutrientes. Entre as matérias-primas utilizadas
na composicao de substratos destacam-se turfas, cascas (pinus, arrroz), residuos da
agroindustria, fibra de coco, vermiculita, perlita, cinasita (KAMPF, 2002).

Segundo a Resolu¢do SAA (SECRETARIA, 2006), o substrato utilizado para a
producao de mudas citricas nao pode conter terra de qualquer origem, deve apresentar
boa porosidade e ser isento de plantas daninhas, nematoides, fungos do género
Phytophtora e outros patdégenos comprovadamente nocivos a cultura. Pode possuir
diferentes elementos na sua composicdo, empregando-se material de disponibilidade
regional na maioria das vezes. Além disso, a caracteristica de um mesmo material varia
muito em fun¢do da sua origem, resultando em substratos com diferentes propriedades
fisicas e quimicas (SAGGIN JUNIOR & LOVATO, 1999). O uso de diferentes
substratos, puros ou de misturas, tem mostrado grande variagdo nos efeitos sobre o
crescimento de plantas citricas na fase de producao de mudas.

Especialmente nos cultivos em recipientes, a qualidade do substrato torna-se
mais importante, pois as relagdes entre o sistema radicular e esse material sdo alteradas.
Essas alteragdes foram estudadas por BUNT (1961), que cita como principais: o
pequeno volume do recipiente acarreta uma elevacdo da concentragdo de raizes,
exigindo alto suprimento de oxigénio e remoc¢do de didxido de carbono; a grande
quantidade de agua necessaria ao crescimento deve estar disponivel no volume restrito
de substrato; a alta freqiiéncia de irriga¢do pode ocasionar lixiviacdo de nutrientes.

Nos cultivos com esses materiais, o pequeno volume e a baixa capacidade
tampao elevam os riscos, mas também as chances de sucesso agrondomico (MILNER,
2002) devido a praticidade de manejo, economia de biocidas, melhoria de qualidade,

padrao de plantas produzidas e o resultado de tais mudancas na comercializagdo do
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produto final (KAMPF, 2002). Conseqiientemente um sistema sensivel como esse, deve
ser continuamente monitorado, a fim de se obter bons resultados (MILNER, 2002).

As cascas de pinus empregadas como substrato sdo basicamente constituidas de
lignina, hemicelulose e celulose. Em menores concentragdes ocorrem outras substancias
como Oleos, resinas, taninos, gorduras, corantes, glicideos, substincias minerais e
gomas. Apos compostada e moida, resulta em particulas de variados tamanhos, com boa
drenagem e baixa capacidade de absor¢ao de agua. Esse material deve ser adubado,
principalmente, com nitrogénio e fosforo, além de adequadamente compostado antes do
seu uso, para evitar a imobiliza¢do de nitrogénio e a toxicidade de alguns elementos
como o manganés (MARTINEZ, 2002). E o substrato mais comumente empregado pelo
setor citricola (ZANETTI et al., 2003).

A fibra de coco ¢ oriunda de industrias do processamento do mesocarpo fibroso
do coco, sendo um material interessante para uso como substrato. Sua introducdo no
mercado depende de um bom tratamento e preparo, de forma a se obter um produto
isento de problemas como a salinidade. Possui textura variada, o que influencia o
comportamento em relagao ao equilibrio ar-agua, importante para o cultivo das plantas.
Apresenta alta porosidade e, em geral, pode reter elevada quantidade de agua, todavia
facilmente disponivel as raizes. Quanto as propriedades quimicas, a salinidade apresenta
grande variabilidade, a CTC de média a elevada e pH acido (MARTINEZ, 2002). A
fibra de coco pode apresentar niveis toxicos de tanino, cloreto de potassio e de sodio,
cujos teores podem ser reduzidos com lavagem em 4gua corrente de boa qualidade, livre
de substancias quimicas e patdgenos. Esse material ndo possui os nutrientes requeridos
pelas plantas, portanto, ¢ preciso fornecé-los de acordo com as necessidades da espécie
a ser cultivada adicionando-se adubos. As boas propriedades fisicas, a ndo reagdo com
nutrientes da adubagdo, sua longa durabilidade sem alteracao das caracteristicas fisicas,
a possibilidade de esterilizacdo, a abundancia da matéria-prima que ¢ renovavel e o
baixo custo para o produtor faz da fibra de coco um produto dificilmente superavel por
outro tipo de substrato, mineral ou organico, no cultivo sem solo (CARRIJO et al.,
2002).

Turfa ¢ o termo aplicado a matéria organica parcialmente decomposta devido a
saturacdo de dgua, a restri¢do de oxigénio ou a baixa temperatura, formada quase que
unicamente por restos de plantas (SCHMILEWSKI, 1984). Destaca-se por apresentar
elevada porosidade, grande capacidade de retengdo de agua, sendo este o principal fator

que determina sua adequacdo como substrato, pH baixo e CTC elevada. Um possivel
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problema da utilizagdo desse material ¢ o impacto negativo ao ambiente, ja que a turfa ¢
um material natural nio renovavel. E consagrada internacionalmente por seu uso como
componente de substratos horticolas, sendo utilizado como padrdo de comparacao no
estudo de novos materiais por suas excelentes caracteristicas (SCHMITZ et al., 2002).

Respostas de desenvolvimento vegetativo de plantas citricas em fungdo das
caracteristicas quimicas e fisicas de diferentes substratos mostram elevado potencial
produtivo para as mudas produzidas em substratos a base de casca de pinus e de turfa
(BIANCHI et al., 2003; FOCHESATO et al., 2006 ¢ 2007).

Existem vantagens e desvantagens na producdo em substratos. Algumas
vantagens sdo as possibilidades de cultivo em areas com condi¢des fisicas, quimicas e
biologicas inadequadas; melhor monitoramento da irrigagdo; possibilidade de efetuar
desinfeccao do substrato para sua reutilizagdo; possibilidade de cultivo onde o solo
apresenta desuniformidade. Dentre as desvantagens pode-se citar a baixa capacidade
tampao, significando baixa tolerdncia a erros no manejo da irrigacdo e fertirrigacao,
exigindo, portanto, monitoramento constante; custos elevados; alto nivel tecnologico
para interpretar os resultados e tomar decisdes corretas (MILNER, 2002).

Um problema relacionado ao uso de substratos organicos ¢ o manejo da
fertilidade, pois a heterogeneidade das matérias-primas utilizadas na composigao desses
materiais ¢ muito grande. O manejo da adubacdo ¢ uma pratica que influencia, em
muito, o rendimento e a qualidade da produg¢dao de mudas. Até recentemente, pesquisas
enfocando esse assunto foram direcionadas aos macronutrientes. Para os
micronutrientes, embora constantes os problemas nutricionais devido principalmente ao
Cu em plantas desenvolvidas em substratos, hd pouca informagdo disponivel (PADUA
JUNIOR, 20006).

A disponibilidade dos micronutrientes para as plantas ¢ influenciada, de modo
geral, pelos fatores pH, matéria organica, textura, teor de umidade, potencial redox,
temperatura e interagdes com outros nutrientes (SILLANPAA, 1980).

Segundo HARMSEN & VLEK (1985), a disponibilidade do Cu ¢ alterada pelo
pH, tendendo a diminuir com sua elevagdo. Esse fato seria devido a diminui¢ao na
solubilidade do elemento sob a forma de o6xidos, aumento da quantidade adsorvida
sobre superficies ou precipitada e, ainda, maior estabilidade das ligacdes com a matéria
organica em valores de pH mais elevados.

O controle da disponibilidade do cobre para as plantas pode ser feito pela

utilizacdo de quelatos (FERREIRA & CRUZ, 1991), que sdo bastante soluveis e,
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diferentemente dos sais simples, dissociam-se muito pouco quando em solucdo. Esse
fato ¢ a principal vantagem de tais produtos, pois permitem que o Cu permanega em
solucdo em condi¢cdes em que normalmente se insolubilizaria, como em solucdes
concentradas com reagdo neutra ou alcalina (pH>7) e em solos alcalinos (MORTVEDT,
1985).

Na planta, o cobre estd presente em vdarias proteinas e participa de inumeras
enzimas, atuando em praticamente todas as vias metabodlicas do vegetal, especialmente,
no metabolismo de carboidratos, do nitrogénio e na sintese de lignina (BUSSLER,
1981).

Ainda, as propriedades bioldgicas de um substrato relacionam-se a comunidade
microbiana nele presente. A diversidade e atividade da microbiota influenciam
diretamente varias caracteristicas de um determinado material, como a agregacdo de
suas particulas, a disponibilidade de nutrientes, a aeragdo e o armazenamento de agua
(MAIORANO et al., 2002). Influenciam também a planta que nele se desenvolve em
funcdo desta microbiota ser patogénica ou benéfica, simbidtica ou nao.
Microorganismos patogénicos podem retardar o crescimento da planta ou até leva-la a
morte, causando sérios prejuizos econdmicos. Os substratos organicos comerciais tém
apresentado como problema a presenca de Phytophthora parasitica e outros patdgenos
causadores de podridao radicular em plantas citricas (FUNDECITRUS, 2004).

Micorriza ¢ uma associacdo mutualistica, na qual as raizes das plantas vasculares
sdo invadidas por fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), ocorrendo integracdo
morfolégica e funcional entre os simbiontes, com o fungo nutrindo-se de metabolitos da
planta e, proporcionando a esta, um aumento significativo na superficie radicular devido
a formagao do micélio extrarradicular, o que facilita a absor¢cdo de dgua e nutrientes
(SILVEIRA, 1992). Os FMAs sao obrigatoriamente dependentes de carboidratos da
planta hospedeira e o impacto dessa relacdo para a mesma depende de fatores do solo,
do ambiente e, em particular, da capacidade do fungo em compensé-la, pela absor¢do de
agua e nutrientes (MARSCHNER & DELL, 1994).

Dentre as estruturas do fungo micorrizico arbuscular na planta hospedeira, o
micélio extrarradicular é o que apresenta a maior extensdo e biomassa, em comparagao
com esporos, vesiculas ou arbusculos, concentrando, talvez, a maior quantidade de
carboidratos derivados da planta. Considerando o papel do micélio externo na eficiéncia

da associagdo, pode-se inferir que a sua quantificacdo ¢ altamente desejavel para obter



um conhecimento mais completo de todo o sistema simbiotico (MELLONI &
CARDOSO, 1999a).

A simbiose aumenta a biomassa vegetal e influencia a propor¢ao na qual esta se
distribui entre parte aérea e raiz. O estimulo da captagdo de nutrientes e sua posterior
translocagcdo a parte aérea causa, relativamente, menor transferéncia de fotossintatos a
raiz e maior reten¢do deles na parte aérea, sendo utilizado na producdo da matéria verde.
A maior participagdo da simbiose esta na absor¢ao de ions que se difundem lentamente
no solo (SILVEIRA, 1992), transportados por difusao, como H,POy4’; Zn2+; Cu2+; K e
NH,'. Para esses, o passo limitante para a absorcio ¢ o movimento até a superficie
radicular e, como o transporte ¢ muito mais lento que a absorcao, ¢ criada, em torno das
raizes, uma zona de esgotamento de tais nutrientes, chamada zona de deple¢do. A
morfologia das raizes e o micélio extrarradicular dos FMAs passam, assim, a ter um
papel importante, por ultrapassarem a zona de deplecdo e ampliar as oportunidades de
encontrar esses nutrientes, reduzindo as distancias de transporte € o tempo necessario
para o nutriente chegar na planta (SAGGIN JUNIOR & LOVATO, 1999). Além disso,
sob déficit hidrico, a condugao direta de dgua para as raizes pode ser interrompida;
nesse caso, as hifas externas passam a atuar na absor¢do de agua e de nutrientes
transportados por fluxo de massa (ALLEN & ALLEN, 1986).

A micorriza deve ser considerada como parte integrante dos sistemas de
producao das plantas citricas, que exibem elevada dependéncia ao micotrofismo. Por
serem plantas com sistema radicular profundo e pobre em pélos absorventes, sdo
altamente dependentes de FMAs para a absorcdo de nutrientes e para o seu
desenvolvimento (FONSECA et al., 1994). Desde a década de 1970 sabe-se que as
plantas citricas paralisam o crescimento quando produzidas em solo esterilizado, devido
a eliminacao dos fungos micorrizicos (MENGE et al., 1978).

Virios fatores concorrem para o estabelecimento e desempenho da micorriza,
sendo a compatibilidade entre a espécie vegetal, a espécie ou isolado do FMA e o meio
de cultivo (solo ou substrato) as mais relevantes para garantir a maxima expressao de
eficiéncia da simbiose. Assim, a selecao de fungos eficientes e a adequagao do substrato
sdo dois aspectos que devem ser avaliados concomitantemente. No Brasil, para varias
plantas citricas, desde de 1980 estdo sendo realizados trabalhos com este objetivo,
empregando solo, solo com adicdo de matéria organica e substratos organicos

comerciais (SILVEIRA & GOMES, 2007).



Os porta-enxertos de citros diferem quanto ao grau de dependéncia em relagdo
aos FMAs, porém, todos mostram significativos beneficios com a presenga de
micorrizas. Os fungos, por sua vez, apresentam certa especificidade com relagdo as
variedades de porta-enxertos cujas raizes colonizam, alguns deles resultando em
micorrizas mais eficientes que outros, para uma determinada variedade (CARDOSO et
al., 1996). Sabe-se que existe variagdo no comprimento do micélio extrarradicular total
de FMAs quando submetidos a diferentes porta-enxertos de citros, o que pode estar
ligada a dependéncia micorrizica do hospedeiro a absor¢ao de nutrientes (MELLONI &
CARDOSO, 1999b).

Pelo menos em parte, o aumento da aquisi¢do de Cu devido a infec¢ao por FMA
pode ser atribuido a extracdo e transporte pelas hifas extrarradiculares do fungo para a
planta hospedeira (MARSCHNER & DELL, 1994). Em condigdes controladas esses
autores verificaram que o micélio externo de FMAs pode ser responsavel por cerca de
60% do Cu absorvido pela planta. Porém, a maior absor¢cdo de nutrientes pelas plantas
micorrizadas ndo deve ser unicamente atribuida a extracao pelas hifas do fungo. Ha
também a excre¢do de compostos quelantes e exoenzimas que aumentam a
disponibilidade dos nutrientes para serem absorvidos (MARSCHNER & DELL, 1994).

No manejo de producdo mudas citricas, € viavel a inoculagdo de FMAs, em vista
da exigéncia de pequena quantidade de inoculo necessdria. A situacdo especial de
crescimento inicial em condi¢des controladas favorece a introducdo dos FMAs no
substrato de crescimento das mudas (SAGGIN JUNIOR & LOVATO, 1999). Além
disso, quanto antes a planta for colonizada pelo FMA com o estabelecimento de uma
simbiose ativa, melhor ¢ a resposta da planta e mais eficiente a associagao.

A vantagem da inoculagdo dirigida ¢ que as plantas citricas recebem indculos
especificos. Essa deve ser feita durante a formagdo da muda, com possiveis efeitos
favoraveis ja nesta fase (LIMA, 1986; CARDOSO, 1992). Diversas formas de
inoculantes vém sendo testadas dentre elas o “solo-inoculo”, que consiste no solo onde
se multiplicou o fungo, contendo esporos, hifas e raizes micorrizadas (SAGGIN
JUNIOR & LOVATO, 1999). Os procedimentos de inoculagio de mudas podem ser de
varios tipos: (a) inoculagdo na semeadura; (b) inoculagdo durante a repicagem de
plantulas pré-germinadas e (c) inoculagdo durante o transplante para o campo (SAGGIN
JUNIOR & LOVATO, 1999).

Os nutrientes, especialmente o fosforo, influenciam na micorriza,

principalmente, no estabelecimento da simbiose. Nos solos com alta disponibilidade de
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fosforo ha redugdo na colonizagdo das raizes, tornando a micorrizag¢do dispensavel para
a planta, pois essa se encontra bem nutrida neste nutriente e o fungo pode exercer efeito
negativo a planta hospedeira. Porém, em solos deficientes em fosforo, adicdes de
pequenas doses do elemento resultam em aumento da colonizagdo (CARDOSO et al.,
1986; SIQUEIRA & COLOZZI FILHO, 1986; SENA et al., 2004).

Além disso, a micorrizacdo exerce efeito acentuado sobre os teores de outros
nutrientes além do P. Efeitos positivos tém sido observados em relagdo a N, K, Ca, Mg
e Cu, e negativos em relagdo a N, Zn e Mn, quando o P disponivel estd presente em
baixas concentragdes no solo (COLOZZI-FILHO & SIQUEIRA, 1986).

Fungos micorrizicos influenciam significativamente o desenvolvimento de
plantas citricas nos primeiros meses de crescimento, causando incrementos na altura e
na producao de matéria seca da parte aérea da planta. A inoculagdo de FMA, em
substrato esterilizado, promove uma economia de grande parte do adubo fosfatado
necessario a producao de mudas ndo-micorrizadas, conseguindo-se plantas em ponto de
enxertia oito meses apos a semeadura (CARDOSO et al., 1986). A precocidade de
producao da muda ¢ de grande interesse por aumentar a produtividade do viveiro, a
rotatividade na ocupacdo da infra-estrutura e o maior uso da mao-de-obra (SILVEIRA
et al., 2003).

MAIORANO (2003), avaliando o comportamento de substratos organicos
comerciais a base de casca de pinus (Plantmax, Terra do Paraiso-1075 e 1051, Vida
Verde) ¢ a base de fibra de coco (FC-47 ¢ 80) ¢ inoculagdo de FMAs (Glomus
etunicatum ¢ Glomus intraradices) na obten¢do de mudas micorrizadas de limoeiro
‘Cravo’, constatou que a inoculagdo em substratos organicos comerciais promoveu
maior crescimento das plantas, favorecendo a obtencdo de mudas do porta-enxerto
limoeiro ‘Cravo’. A utilizacdo de diferentes substratos proporcionou diferentes
respostas ao desenvolvimento das plantas, sendo que o substrato que melhor
crescimento proporcionou foi a fibra de coco 47, ja suplementada com fertilizantes
quimicos pelo fabricante, principalmente com a inoculacao de Glomus intraradices.

TRISTAO (2005), objetivando avaliar o efeito de diferentes espécies de FMAs
no crescimento de plantas de café, utilizando-se substratos organicos comerciais (a base
de casca de pinus e fibra de coco), concluiu que o uso de substratos organicos e a
inoculagdo de FMA mostraram-se eficientes para a producdo de mudas de caf¢.

SOUZA et al. (1997) avaliando a agdo de Glomus intraradices sobre o

desenvolvimento do citrange ‘Troyer’, cultivado em dois substratos de cultivo
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(substrato a base de areia silicea e substrato a base de turfa), concluiram que a
inoculagdo do FMA em questdo permitiu o maior desenvolvimento dos porta-enxertos,
independentemente do substrato utilizado. O substrato a base de turfa proporcionou
plantas com maior didametro de caule, o que possibilitaria a antecipacao da enxertia,
reduzindo o periodo de produgao de mudas.

A pesquisa com FMAs em mudas de espécies citricas tem alcangado €xito no
que diz respeito a aceleragdo do desenvolvimento vegetal, antecipacdo da enxertia e
obten¢do de plantas mais resistentes a estresses ambientais (CARDOSO et al., 1986),
podendo aumentar a lucratividade do produtor. Todavia, mais trabalhos sdo necessarios
para se avaliar o efeito da micorrizagdo no crescimento de plantas em substratos
organicos bem como a forma como estes influenciam o estabelecimento e desempenho
da simbiose. Além disso, também ndo se sabe como o manejo da fertilidade do substrato
pode favorecer o grau de eficiéncia da associacdo micorrizica.

A possibilidade de recomendacdo e uso imediato dos FMAs ainda ¢ restrita, uma
vez que ndo ha no mercado indéculo comercial de FMA e se restringir as culturas que
passam por uma fase em viveiro. Todavia, um exemplo pratico ¢ o viveiro da
CUTRALE que produz seu proprio inoculo de FMA, empregando em substrato
organico comercial para a producao de suas mudas de plantas citricas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o emprego de substratos organicos
adubados com diferentes doses de Cu para obtengao de mudas micorrizadas de limoeiro

‘Cravo’ [Citrus limonia (L.) Osbeck].

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agronémico (IAC), em
Campinas, Sao Paulo.

Para verificar a eficiéncia da inoculagdo do fungo micorrizico arbuscular em
diferentes substratos organicos e em €pocas distintas do desenvolvimento da planta, dois
experimentos foram realizados. O delineamento experimental do primeiro experimento
foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2x2x5 com seis repeti¢des, sendo com e
sem inoculagdo do fungo micorrizico arbuscular (FMA), dois substratos (fibra de coco e
casca de pinus) e cinco doses de cobre (0; 5; 10; 20 ¢ 30 mg L' de substrato). O

segundo experimento foi em esquema fatorial 2x3x5 com 8 repeti¢des, constando dos
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fatores: com e sem inoculagdo do FMA, trés substratos (fibra de coco, casca de pinus e
turfa) e cinco doses de cobre (0; 5; 10; 20 e 30 mg L' de substrato).

Utilizou-se Cu-EDTA como fonte do micronutriente (produto comercial Librel
Cu) que continha 14% de Cu. Considerou-se o volume da sacola preenchido com
substrato (3000 ¢cm®) para o calculo da dose do produto comercial a ser aplicada. A
mesma foi dividida em 10 aplicagdes, sendo efetuadas quinzenalmente na forma de
solucdo, com auxilio de uma seringa. Utilizou-se o equivalente: 0; 107,1; 214,3; 428,5 ¢
642,9 mg por sacola do produto comercial nas doses 0; 5; 10; 20 ¢ 30 mg L de Cu,
respectivamente. A solucgdo foi preparada, no momento de cada aplicagdo, utilizando-se
20 mL em cada sacola.

Os substratos de cultivo ndo foram desinfestados. No enchimento das sacolas,
coletaram-se amostras dos substratos para analise de fertilidade, antes da primeira
aplicagdo de soluc¢do nutritiva e da adicdo das doses de Cu. A tabela 1 mostra as
caracteristicas quimicas dos trés substratos utilizados nos experimentos.

A adubacdo com macro e demais micronutrientes ocorreu de 2 a 3 vezes por
semana, na agua de irrigacdo, similar para todos os tratamentos de ambos os
experimentos. Foi realizada individualmente por sacola com auxilio de copo graduado
com volume de 200 mL de solu¢@o nutritiva por planta. Isso se repetiu até o final do
experimento. Na tabela 2 estd a formulacao da solug¢do nutritiva utilizada bem como as
fontes dos nutrientes. A quantidade total utilizada das fontes dos nutrientes em ambos

0s experimentos consta da tabela 3.

Para o manejo da irrigagdo foi realizado um teste preliminar para se determinar o
maximo volume de 4gua adicionado aos substratos sem que houvesse lixiviacao.
Obteve-se, entdo, o volume de 200 mL, que foi adotado para os trés substratos. Fez-se
uso de agua destilada durante todo o periodo experimental.

O in6culo do FMA originou da cole¢do de FMAs do setor de Microbiologia do
Solo do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais (IAC).
O solo indculo foi obtido pela multiplicagdo do fungo, a partir de esporos puros, em
Brachiaria decumbens, usada como planta hospedeira. Constou de pedacos de raiz
colonizadas, hifas e esporos. Para quantificagao dos esporos do fungo foi coletada uma
amostra de 50 mL de substrato que foi submetida ao peneiramento uUmido

(GERDEMANN & NICOLSON, 1963) e centrifugagao em sacarose (JENKINS, 1964).
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Para a contagem dos esporos, utilizou-se um microscopio estereoscopio com aumento
de até 40 vezes.

O porta-enxerto utilizado foi o limoeiro ‘Cravo’ [Citrus limonia (L.) Osbeck].
Para o Experimento 1, sementes, apos terem sido desinfestadas com solugdao de
hipoclorito de sodio 25% v/v, foram semeadas em bandejas de isopor (76 células),
utilizando vermiculita autoclavada como substrato, para obtencdo das plantulas. Foram
colocadas duas sementes por célula. Na base de cada semente no tratamento com FMA
foi realizada a pré-inoculagdo do FMA Glomus intraradices, constituido por pedagos de
raizes colonizadas, hifas e cerca de 1000 esporos por célula da bandeja. Um més apos a
germinagdo, uma plantula foi eliminada, mantendo-se apenas uma, que posteriormente
foi transplantada para sacolas de polietileno de 4000 cm’, contendo um determinado
substrato de cultivo. No transplante, fez-se nova inoculacio do FMA na base das
plantulas, adicionando-se pedacos de raizes colonizadas, hifas e cerca 1200 esporos por

sacola, na mesma forma de solo-inoculo.

Tabela 1 - Anélise quimica dos substratos utilizados nos experimentos.

Substrato pH CE P K Ca Mg N Na
dS m’'! gL’
FC' 57 03 100 1080 07 04 17,1 6,7
CP* 66 06 310 299 62 10 32,3 2,3
T 55 02 0,1 2,9 58 39 1,1 1,0
B Cu Fe Mn Zn Cl  N-NOy  N-NH,
mg L'

FC 02 002 01 0,01 002 572 0,0 2,0
Cp 02 003 07 0,1 0,04 57 17,4 78,5

T 0,02 001 002 002 001 11 8,6 1,8

Método de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinagdo: N-(amoniacal e nitrato): destila¢do; K,
Ca, Mg, P, S, Cu, Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C-orgénico: Walkley-Black; Nitrogénio-Kjeldahl.
'FC = Fibra de coco, °CP = Casca de pinus e °T = Turfa.

Para o Experimento 2 foram adquiridas mudas de viveiro comercial com trés
. - 3
meses apos a semeadura e, no transplante para sacolas de polietileno de 4000 cm’,

somente para os tratamentos com FMA realizou-se a inoculagdo do FMA Glomus
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intraradices na base das plantas, adicionando-se pedagos de raizes colonizadas, hifas e,
aproximadamente, 1200 esporos por sacola na forma de solo-indculo.

As plantas testemunhas, sem inoculagdo de FMAs, de ambos 0s experimentos
receberam um filtrado do solo-in6culo sem propagulos do FMA, porém com a mesma

microbiota presente.

Tabela 2. Formula¢do da solugdo nutritiva e fontes dos
nutrientes utilizados (Comunicagdo pessoal Pedro Furlani).

Macronutriente  Solugdo Final Fonte do Nutriente Solugdo Final

mg L™’ gL’
N-NO; 196 Ca(NO;),.4H,0 0,910
N-NH, 44 KNO; 0,333
N-Total 240 NH,H,PO, (MAP) 0,045
P 20 K,SO4 0,235
K 216 NH,NO; 0,150
Ca 120 Mg(NOs),.6H,O 0,575
Mg 30
S 40
Micronutriente  Solugdo Final Fonte do Nutriente Solugdo Final

mg L™’ mg L™’
B 0,55 H;BO; 3,14
Fe 1,80 Fe-EDDHA 1,14
Mn 0,54 MnSO,.H,O 1,66
Zn 0,23 ZnS0,4.7TH20 1,01
Mo 0,10 NaMo0,.2H,0 0,25

Tabela 3. Quantidade total aplicada das fontes dos
nutrientes nos experimentos.

Fonte Aplicado Fonte Aplicado
gL’ mg L
Ca(NO3)2.4H20 0,64 H3BO3 1,02
KNO; 0,23 Fe-EDDHA 16,5
NH4H,PO, (MAP) 0,03 MnSO,4.H,O 0,56
K,SO, 0,17 ZnS0,.7H20 0,22
NH4NO; 0,13 NaMo0O,4.2H,0 0,07

Mg(NO;),.6H,0 0,41

Durante o periodo em que as mudas permaneceram em casa de vegetacdo, foram
avaliadas, a cada vinte dias, a altura e o diametro do caule, possibilitando, dessa forma,

a obtencao de curvas de crescimento.
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Dez dias antes da colheita, foram determinados os teores de clorofila a, b, a+b e
carotenodides, além da atividade das enzimas fosfatase acida e redutase do nitrato nas
folhas.

Para a determinacdo do contetdo de clorofila foliar e carotendides realizou-se a
extracdo dos pigmentos de 50 mg de tecido foliar (do segundo e terceiro pares de
folhas), utilizando-se 100% de dimetilsulféxido, em banho maria a 65 °C por 1 h. A
leitura dos extratos foi realizada por espectrofotometria UV-visivel em trés
comprimentos de onda: 470, 646 ¢ 663 nm. O contetido de pigmentos foi obtido a partir
das equacdes propostas por LICHTENTHALER & WELLBURN (1983) e os resultados
expressos em pg mL™" de extrato.

A atividade da enzima fosfatase acida foi determinada segundo BESFORD
(1980). Uma amostra de 100 mg de tecido foliar (do segundo e terceiro pares de folhas),
cortado em pedagos de aproximadamente 3x2 mm, foi incubada em 8 mL da solugdo p-
nitrofenilfosfato de sodio (0,0328 g de p-nitrofosfato foi diluido em 500 mL de acetato
de s6dio 0,1 mol L e, posteriormente, foi corrigido o pH para 4,0 com adicdo de HCI)
por 20 min a 30 °C. Prepararam-se tubos com 2 mL de NaOH 2 mol L' e
acrescentaram-se 5 mL da mistura reatora. Os mesmos procedimentos foram efetuados
para as solugdes-padrdo. Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotometro,
no UV visivel, a 410 nm. A curva padrao foi feita com as seguintes concentragoes de 4-
nitrofenol: 0; 25; 50; 75; 100 e 125 pmol L. Os resultados foram expressos em pg de
p-nitrofenilfosfato g™ .min™".

A atividade da enzima redutase do nitrato foi determinada de acordo com
HAGEMAN E FLESHER (1960). Folhas do terceiro trifélio foram cortadas em pedagos
de aproximadamente 3 mm. Utilizaram-se 200 mg de folhas, que foram colocadas em
tubos com tampa rosqueavel e adicionaram-se 5 mL de substrato tamponado (KNO3 200
mmol L em tampao fosfato 50 mmol L' com pH 7,4 € 0,5% v/v de Tween-20). Esses
tubos, com as tampas desrosqueadas, foram colocados em dessecador e introduziu-se
vacuo durante 2 min, por 3 vezes. Os tubos foram rosqueados e envoltos com papel
aluminio para incubacdo em banho maria, a 35 °C, por 60 min. Apds o periodo de
incubagdo, 2 mL do substrato das amostras foram transferidos para tubos de ensaio
preparados com 1 mL de solu¢do de sulfanilamida 1% m/v em HCI 2 mol L' (40 mL de
HCI concentrado; 25 g de sulfanilamida e o volume completado para 250 mL com agua
destilada) e 1 mL de solugdo de a-naftilenodiamino 0,05% m/v (0,125 g de a-naftil em

250 mL de agua destilada). Preparou-se um tubo com 2 mL de substrato tamponado, 1
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mL de solugdo de sulfanilamida 1% em HCl 2 mol L' ¢ 1 mL de solugdo de a-
naftilenodiamino 0,05% m/v para ser usado como branco e calibrar o espectrofotometro.
A curva padrao foi obtida com as seguintes concentracdes de NO,: 0; 0,001; 0,002;
0,003; 0,004 ¢ 0,005 pmol L. A absorbancia foi determinada em espectrofotometro no
comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em pmol NO, g h',

A colheita de ambos os experimentos deu-se 160 dias ap6s o transplante, quando
foi feita uma avaliacao final da altura e do diametro do caule. Apds coleta da parte aérea
e das raizes, amostras dos substratos foram coletadas para analise. Para quantificacdo do
micélio extrarradicular do FMA, o substrato foi homogeneizado por agitacio e uma
amostra foi coletada para cada um dos tratamentos.

A parte aérea coletada foi lavada com agua destilada, seca em estufa de
circulacao de ar a 65 °C até massa constante, pesada para obtencdo da massa da matéria
seca da parte aérea (MSPA), triturada em moinho tipo Wiley e utilizada para andlise do
teor de macro e micronutrientes, segundo BATAGLIA et al. (1983). A raiz coletada foi
lavada em agua corrente sob peneira de malha 0,53 mm, seca em papel absorvente e
pesada para obtencdo da massa da matéria fresca da raiz (MFR). Foi retirado 1 g de raiz
fina para avalia¢do da coloniza¢do micorrizica.

Foram calculados os indices de eficiéncia de utilizagdo (IEU) dos nutrientes P e
Cu através da relacao entre a MSPA e a quantidade acumulada do nutriente na planta
(SIDDQI e GLASS, 1981).

Para avaliacdo da porcentagem de colonizacdo, as amostras de raizes foram
clarificadas com KOH a 4% v/v por 10 min, acidificadas com HCl a 2% v/v por 12 h e
coradas com ‘trypan-blue’ por 5 min (PHILLIPS & HAYMAN, 1970) e a colonizagao
avaliada pelo método da lamina com segmentos de raiz (GIOVANNETTI & MOSSE,
1980), com o auxilio de um microscopio de luz, com aumento de até¢ 40 vezes. Os
resultados obtidos foram transformados para arco-seno da raiz de x antes de serem
analisados estatisticamente.

O micélio externo foi extraido a partir de 10 g do substrato, com o qual foi
preparado uma suspensao com 1500 mL de 4gua. Apo6s filtragem em peneiras de malha
0,71 e 0,25 mm, a suspensao foi agitada em liquidificador, na menor velocidade, por um
tempo de 30 s. Apds agitacdo, foi mantida em repouso por 2 min para a retirada de uma
aliquota de 500 mL. Essa aliquota foi filtrada em peneira de 0,44 um, sendo o material
retido transferido para frasco de 15 mL de capacidade, utilizando adgua destilada, até¢ um

volume final de 11 mL. Do material contido no frasco retirou-se uma aliquota de 5 mL
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que foi filtrada a vacuo em membrana filtrante de policarbonato, quadriculada (linhas
horizontais e verticais distanciadas de 3 mm), de 47 mm de diametro e 0,45 um de
porosidade. Apos a filtragdo, a membrana foi colocada em lamina de vidro e
adicionaram-se gotas de corante ‘trypan-blue’ até preenchimento total da membrana.
Essa foi seca ao ar e, com o auxilio de microscépio no aumento de 25 vezes, utilizando-
se uma ocular reticulada (10 linhas verticais e 10 linhas horizontais), foi efetuada a
contagem do micélio externo, aplicando-se posteriormente, a equagdao simplificada
proposta por MELLONI & CARDOSO (1999a) para determinacdo do comprimento de

micélio externo total.

Tabela 4. Andlise quimica dos substratos do experimento 1 ao final do periodo
experimental.

Substrato Dose Cu  pH CE N-NO; N-NH," P K Ca Mg

mg L™’ dSm’ mg L™’
0 6,5 1,0 48,9 9,3 282 2719 74 5,6
5 6,4 0,9 359 10,7 27,9 2545 56 3,7
10 6,7 0,8 38,5 11,5 22,0 2155 50 2,9
20 6,5 0,9 50,0 10,4 21,2 236,8 5,6 32
30 6,6 0,9 48,9 11,1 20,9 2285 59 3,1
FC' DoseCu S Cl Na B Cu Fe Mn Z7n
mg L™’ mg L™’
0 324 547 28,4 0,2 0,02 0,2 0,02 0,1
5 33,5 63,5 28,4 0,1 1,2 1,0 0,01 0,5
10 23,9 39,1 25,5 0,1 3,6 0,6 0,02 0,6
20 23,9 46,2 32,8 0,1 7,7 0,8 0,02 0,7
30 23,9 38,7 379 0,1 12,4 0,6 0,01 0,6
Substrato Dose Cu  pH CE N-NO; N-NH," P K Ca Mg
mg L dSm’' mg L
0 3,8 1,4 141,0 18,1 38,7 1782 59,6 364
5 3,7 1,3 120,3 13,3 41,8 161,4 550 33,6

10 3,8 L5 145,1 15,9 38.8 175,7 68,5 40,5
20 3,8 1,5 146,2 15,2 39,6 1854 62,7 399
30 3,7 1,9 193,2 22,2 43,8 2134 81,2 53,1

CP? DoseCu S Cl Na B Cu Fe Mn Zn
mg L' mg L™’

0 433 85 21,8 0,1 0,1 0,1 2,6 0,1

5 393 8.5 23,3 0,1 0,1 1,0 2,6 0,1

10 480 10,7 23,3 0,1 003 1,8 3,1 0,1

20 43 75 33,5 0,1 0,1 37 28 0,1

30 53,1 23,1 422 0,1 0,1 94 27 02

Método de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinacdo: N-(amoniacal e nitrato): destilacdo;
K, Ca, Mg, P, S, Cu, Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C-organico: Walkley-Black; Nitrogénio-Kjeldahl.
'FC = Fibra de coco e *CP = Casca de pinus.
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Tabela 5. Anélise quimica dos substratos utilizados no experimento 2 ao final

do periodo experimental.

Substrato Dose Cu  pH CE N-NO; N-NH,” P K Ca Mg
mg L’ dSm’” mg L’
0 6,1 0,4 0,2 0,2 49 87,6 1,8 0,8
5 6,0 0,6 0,5 1,3 6,4 133,1 2,7 1,5
10 6,1 0,6 5,0 5,7 8,4 1423 3,6 1,8
20 6,2 0,6 1,9 3,8 7,0 1494 2,9 1,6
FC! 30 6,0 0,8 16,1 9,2 11,2 196,4 5,2 3,2
Dose Cu S Cl Na B Cu Fe Mn Zn
mg L mg L'
0 14,2 63,2 15,8 0,1 0,02 0.2 0,01 0,04
5 26,2 92,3 29,3 0,1 0,7 1,9 0,02 0,3
10 27,6 78,8 31,1 0,1 3,2 1,8 0,01 0,8
20 24,6 71,7 32,9 0,1 6,9 2,5 0,01 0,8
30 399 927 49,3 0,1 17,0 23 0,02 1,2
Substrato Dose Cu  pH CE N-NO; N-NH,” P K Ca Mg
mg L’ dSm’” mg L’
0 44 0,5 7,8 4,7 13,6 49,3 16,0 9,9
5 44 0,7 20,6 9,6 14,3 58,7 26,8 15,1
10 42 0,6 13,8 5,7 14,7 58,7 27,0 15,1
20 42 0,6 9,6 5,7 14,5 554 20,0 114
30 43 0,7 17,6 6,5 152 66,6 25,4 13,8
CP° DoseCu S Cl Na B Cu Fe Mn Zn
mg L mg L'
0 319 323 25,0 0,04 0,01 0,2 0,5 0,04
5 42,8 32,7 28,6 0,04 0,01 1,4 0,9 0,1
10 443 454 31,9 0,02 0,02 3.8 0,8 0,1
20 41,8 359 32,3 0,01 0,03 6,6 0,7 0,1
30 389 50,1 37,4 0,03 0,1 9,8 0,9 0,1
Substrato Dose Cu  pH CE N-NO; N-NH,” P K Ca Mg
mg L’ dSm’” mg L’
0 6,1 0,2 3,6 1,0 0,1 4,5 4,6 3,7
5 5,9 0,3 6,6 1,6 0,1 5,4 7,5 5,8
10 6,0 0,2 3,4 1,1 0,0 2,7 4,1 3,3
20 6,0 0,2 5,8 1,7 0,0 4,0 43 3,4
30 6,0 0,2 1,2 1,1 0,0 4,3 4.8 3,7
T’ Dose Cu S Cl Na B Cu Fe Mn Zn
mg L mg L'
0 4,0 34,8 17,2 0,02 0,1 0,1 <0,01 0,01
5 3,2 61,1 19,8 <0,01 0,05 09 0,01 0,01
10 3,0 32,0 15,1 <0,01 0,03 1,7 <0,01 0,01
20 4,4 32,3 19.4 <0,01 0,1 45 <0,01 <0,01
30 4,1 29,5 19,0 <0,01 0,1 5,6 <0,01 0,02

Meétodo de extragdo: 1:1,5 (Holanda). Métodos de determinag@o: N-(amoniacal e nitrato):
destilagdo; K, Ca, Mg, P, S, Cu, Fe, Mn, Zn: ICP-OES; C-organico: Walkley-Black; Nitrogénio-

Kjeldahl.

'FC = Fibra de coco, *CP = Casca de pinus e °T = Turfa.
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Tabela 6. Analise quimica dos substratos ao final do periodo experimental.

Substrato Dose Cu N C C/N CTC
mg L' g kg’ g kg mmolc kg™

0 4,8 384.9 81,0 649.7

5 7,1 3463 49,1 540.6

FC' 10 5,9 369,8 62,6 603,7

20 6,1 381,2 62,6 562,3

30 6,6 351,7 53.4 5212

0 6,3 347,0 54,9 7283

5 9,0 3832 42,5 718,3

CP’ 10 5,6 404,7 72,7 773,2

20 6,9 315.6 45,9 681,7

30 9,9 319,3 32,3 7432

0 5,8 124,4 21,5 607,8

5 6,2 111,2 17,9 5743

T 10 5,9 112,9 19,0 524.5

20 6,0 133,2 22,3 586,6

30 5,8 132,6 22,8 623,1

Resultados para os teores totais de Carbono e Nitrogénio foram feitos pelo novo equipamento de analise
elementar de CNS (marca ELEMENTAR CNS). Capacidade de Troca de Cations: Método descrito na IN
17 de 21/05/2007.
'FC = Fibra de coco, °CP = Casca de pinus e °T = Turfa.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, teste de Tukey a 5% e

analise de regressdo utilizando-se o programa SISVAR.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1

4.1.1 Curvas de Crescimento

Até os 80 dias ap0s o transplante, as plantas nao micorrizadas cultivadas na fibra
de coco (Figura la) sem a aplicagdo de cobre tiveram altura superior quando
comparadas as plantas que receberam doses maiores que 5 mg L' de Cu na
fertirrigacdo. A partir desse momento, as mudas que receberam 5 mg L' de Cu
passaram a apresentar os maiores valores de altura, enquanto que as que receberam 30
mg L', os menores. As plantas micorrizadas (Figura 1b) apresentaram comportamento
similar no crescimento em altura até 80 dias ap6s o transplante. A partir desta avaliagdo,
a dose 5 mg L de Cu resultou nos maiores valores de altura em todas as avaliacdes
subseqiientes, superando em, aproximadamente, 10 cm a altura atingida pelas plantas

ndo micorrizadas ao final do periodo experimental. As doses de Cu testadas
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repercutiram nos menores valores de altura das mudas micorrizadas, resultados ainda
superiores aos obtidos nas mesmas doses para o limdo ‘Cravo’ ndo micorrizado. Pode-
se dizer que a micorrizagdo influenciou positivamente a altura das plantas crescidas no
substrato fibra de coco. A dose de 5 mg L' de Cu foi a mais adequada para o
desenvolvimento das mudas em altura, independentemente da inoculagdo do Glomus

intraradices.

Tanto as plantas ndo micorrizadas como as micorrizadas cultivadas em casca de
pinus (Figura 2a, b) apresentaram menor crescimento em altura quando o cobre ndo foi
aplicado ao substrato e maior altura quando 30 mg L™ foi aplicado. Todavia, as mudas
micorrizadas de limoeiro ‘Cravo’ atingiram 65 cm de altura, com 30 dias de
antecedéncia, quando comparadas as mudas ndo micorrizadas, o que reflete no
encurtamento do periodo de produ¢do em viveiro, antecipando o ponto de enxertia € o

tempo de transplante para o campo.

Ao se comparar a altura de plantas micorrizadas e ndo micorrizadas entre os
substratos, visualiza-se que ao final do periodo experimental (150 dias apds o
transplante) as plantas crescidas em casca de pinus apresentaram os maiores valores de
altura, independentemente da micorrizagdo, indicando que esse substrato foi mais

adequado por adiantar o ciclo de produgao.

Na figura 3, observa-se o didmetro de caule das mudas de limao ‘Cravo’ que
utilizaram fibra de coco como substrato de cultivo. Para ambas as plantas, nao
micorrizadas e micorrizadas (Figura 3a, b) a dose 5 mg L' de Cu resultou nos maiores
didmetros de caule. Entretanto, as plantas ndo atingiram o diametro adequado para a
enxertia (7 mm) durante o periodo experimental. Além disso, ao final do periodo
experimental, o didmetro de caule do limdo ‘Cravo’ micorrizado foi superior,
demonstrando o beneficio da micorrizagdo na antecipagao do ponto de enxertia. As
plantas ndo micorrizadas (Figura 3a) crescidas na dose de 30 mg L™ de Cu tiveram os
menores valores de diametro de caule em todas as avaliagdes desde o transplante. Para
as plantas micorrizadas (Figura 3b), as maiores doses de cobre aplicadas as plantas (20 e

30 mg L) causaram os menores didmetros do caule.

O diametro do caule das plantas ndo micorrizadas cultivadas em casca de pinus
(Figura 4a) aponta que as mudas que ndo receberam Cu tiveram os menores valores de
diametro ao longo do periodo experimental. A adicdo de 10 mg L' de Cu causou

maiores valores de diametro de caule das plantas ao final do experimento.
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Figura 1. Altura das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de limoeiro
‘Cravo’, utilizando fibra de coco como substrato de cultivo e diferentes doses de Cu.

As plantas micorrizadas (Figura 4b) cultivadas na dose de 30 mg L' mostraram,

20 dias ap6s o transplante, os menores valores de diametro. Entretanto, aos 120, nesta

mesma dose, atingiram o ponto de enxertia (7 mm), o que ndo foi observado nas plantas

nao micorrizadas ao final do experimento (150 dias).
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Figura 2. Altura das plantas nao micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de limoeiro

‘Cravo’, utilizando casca de pinus como substrato de cultivo e diferentes doses de Cu.
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Figura 3. Didmetro do caule das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando fibra de coco como substrato de cultivo e diferentes doses

de Cu.

24



a
7 €
6 € _/-
B
Es+
2
©
E47 Doses de
o Cu(mgL™
31 -0
-5
10
27 -=-20
30
1 } } T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140
Dias apés transplantio
8 —
b
7 €
6 4
B
Est
o
©
€4+
©
o
3 €
2 4
1 1 1 1 1 1 1 1
20 40 60 80 100 120 140

Dias apés transplantio

Figura 4. Diametro do caule das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando casca de pinus como substrato de cultivo e diferentes doses
de Cu.

4.1.2 Variaveis de Crescimento

Independentemente da inoculacdo de FMAs, a altura das plantas crescidas na
casca de pinus superou significativamente a obtida na fibra de coco a partir da
aplicagdo de 10 mg L de Cu (Tabela 7). Em todas as doses de Cu adicionadas, os

maiores valores de didmetro do caule e de MFR também foram obtidas nas plantas que
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se desenvolveram em tal substrato, que diferiram estatisticamente das crescidas na fibra
de coco (Tabela 7). Tanto plantas micorrizadas como ndo micorrizadas que se
desenvolveram na casca de pinus apresentaram maior altura e didmetro do caule

quando comparadas as que cresceram na fibra de coco (Tabela 8).

Tabela 7. Altura, Diametro do Caule e Massa da Matéria Fresca da Raiz (MFR)
de plantas de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como substratos de cultivo.

Doses de Cu Altura
CP FC
mg L™’ cm cm
0 27,67 a* 32,38 a
5 43,38 a 43,63 a
10 58,75 a 37,71b
20 64,77 a 34,00 b
30 73,09 a 30,59 b
Doses de Cu Diametro do Caule
CP FC
mg L™’ mm mm
0 428 a 3,77b
5 5,32 a 453D
10 7,02 a 3,87b
20 6,78 a 3,72 b
30 6,82 a 3,53b
Doses de Cu Massa da Matéria Fresca da Raiz
CP FC
mg L g g
0 7,68 a 4,640
5 8,34 a 7,68 b
10 16,59 a 495b
20 15,75 a 481D
30 16,43 a 4,08b

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 8. Altura e Diametro do Caule de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas
(SF) de limoeiro ‘Cravo’ utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como
substratos de cultivo.

Substrato de Cultivo Altura
CF SF
cm cm
CP 62,02 a* 45,04 a
FC 38,73 b 32,59b
Substrato de Cultivo Diametro do Caule
CF SF
mm mm
CP 6,64 a 5,45 a
FC 421b 3,56 b

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Independentemente do substrato, a MFR nas plantas micorrizadas apresentou
resposta linear ascendente com o aumento das doses de Cu adicionadas, enquanto nas
ndo micorrizadas a resposta foi quadratica, com ponto de méaximo na dose 19,6 mg L™
de Cu aplicado. A micorrizagdo das plantas causou aumento significativo na produgado
da matéria fresca da raiz, em relacdo as plantas ndo micorrizadas, nas doses de Cu

aplicadas com excecdo da dose 20 mg L™ (Figura 5a).

A MSPA das mudas que se desenvolveram na casca de pinus apresentou
resposta quadratica. Nas plantas micorrizadas, o ponto de méxima resposta ocorreu na
dose 26,80 mg L' de Cu enquanto que nas ndo micorrizadas, na dose 19,10 mg L
(Figura 5b). A MSPA das plantas micorrizadas e ndo micorrizadas crescidas na fibra de
coco ndo apresentaram ajuste significativo. As plantas crescidas no substrato a base de
casca de pinus apresentaram maior MSPA que as obtidas na fibra de coco, com excegdo
da dose 5 mg L™ de Cu. Além disso, a micorrizagio das plantas crescidas na casca de
pinus promoveu aumento significativo nos valores de MSPA em relacdo as plantas nao

micorrizadas, em todas as doses de Cu aplicadas.
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Figura 5. Massa da Matéria Fresca da Raiz (MFR) (a) e Massa da Matéria Seca da
parte aérea (MSPA) (b) de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC)
como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.

4.1.3 Variaveis Fisiolégicas

O teor de clorofila a nas folhas das plantas de limoeiro ‘Cravo’ mostrou que

houve resposta quadratica, com ponto de maxima na dose 16,83 mg L de Cu nas
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plantas ndo micorrizadas crescidas na casca de pinus ¢ 16,95 mg L' de Cu nas
micorrizadas cultivadas na fibra de coco. Para as plantas micorrizadas desenvolvidas na
casca de pinus e nao micorrizadas na fibra de coco ndo houve ajuste significativo. Nas
maiores doses de Cu aplicadas (20 ¢ 30 mg L"), plantas micorrizadas cultivadas em
casca de pinus ndo diferiram das micorrizadas crescidas em fibra de coco quanto ao teor
desse pigmento, sendo que, nas outras doses foi superior nas plantas crescidas na fibra
de coco. O teor de clorofila a nas plantas ndo micorrizadas, independentemente do
substrato de cultivo, foi semelhante quando o cobre nao foi aplicado e nas doses 10 e 30
mg L' de Cu. Para as demais doses, nas plantas desenvolvidas em casca de pinus, o teor
foi maior (Figura 6a). O teor de clorofila b (Figura 6b) e a+b (Figura 6¢) apenas ndo
mostraram ajuste significativo nas plantas ndo micorrizadas desenvolvidas na fibra de
coco. Em todos os demais tratamentos mostrou resposta quadratica acerca dessas
variaveis. Para a clorofila b obteve-se ponto de méxima em 16,35 mg L de Cu nas
plantas micorrizadas e 17,48 mg L™ de Cu nas ndo micorrizadas crescidas na casca de
pinus, ¢ 16,78 mg L' de Cu nas micorrizadas cultivadas em fibra de coco. Plantas
micorrizadas crescidas em fibra de coco diferiram das da casca de pinus nas doses 5 ¢
10 mg L', com as primeiras mostrando teores superiores. Quando o Glomus
intraradices ndo foi inoculado, as plantas desenvolvidas na casca de pinus foram
significativamente superiores nas doses 5, 20 e 30 mg L™ de Cu. Para o teor de clorofila
atb, as doses de Cu adicionadas ao substrato que resultaram nos maiores valores foram
17,08 mg L' de Cu para as plantas micorrizadas, 17,34 mg L' para as ndo micorrizadas
crescidas na casca de pinus e 16,82 mg L' para as micorrizadas cultivadas em fibra de
coco. Nas doses 5 ¢ 20 mg L' de Cu, plantas micorrizadas cultivadas em fibra de coco
foram significativamente superiores as nao micorrizadas, e estas inferiores as também
ndo micorrizadas e cultivadas na casca de pinus. Nas doses 5 ¢ 10 mg L™ plantas
micorrizadas e que se desenvolveram em fibra de coco apresentaram maiores teores de
clorofila a+b quando comparadas as micorrizadas cultivadas em casca de pinus.

Quanto ao teor de carotendides (Tabela 9), somente no tratamento que nao
recebeu Cu, as plantas desenvolvidas na fibra de coco apresentaram maior teor que as
crescidas em casca de pinus. Ao se considerar a micorrizagdo (Tabela 10), a resposta
variou com o substrato, sendo que na fibra de coco as plantas micorrizadas superaram as
ndo micorrizadas e no substrato a base de casca de pinus, as ndo micorrizadas

apresentaram maior teor de carotendides.
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Figura 6. Teores de clorofila a (a), clorofila b (b) e clorofila a+b (c) em folhas de
plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicacao
de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como
substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.
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Tabela 9. Teor de carotendides em folhas de plantas de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco
(FC) como substratos de cultivo.

Doses de Cu (mg L") CP FC
pg ml” de extrato ug ml™ de extrato
0 402,88 b* 522,52 a
5 549,49 a 588,84 a
10 464,30 a 528,18 a
20 540,77 a 616,22 a
30 567,05 a 539,63 a

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 10. Teor de carotendides em folhas de plantas micorrizadas (CF) e nao
micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ utilizando casca de pinus (CP) e fibra de
coco (FC) como substratos de cultivo.

Substrato de Cultivo CF SF
ug ml™! de extrato ng ml™ de extrato
CP 481,10 b* 528,69 a
FC 646,16 a 471,99 b

*Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A atividade da enzima redutase do nitrato (RN) mostrou que ndo houve ajuste
significativo nas plantas micorrizadas desenvolvidas no substrato casca de pinus,
enquanto que, nas plantas ndo micorrizadas a resposta foi quadratica, com aumento da
atividade dessa enzima a partir da dose 13,18 mg L' de Cu. Nas plantas micorrizadas
crescidas em fibra de coco a atividade dessa enzima mostrou uma resposta linear
descendente com o aumento das doses de Cu aplicadas ao substrato enquanto que nas
ndo micorrizadas resposta quadratica com pico na dose 12,75 mg L' de Cu adicionado.
No substrato a base de casca de pinus ndo houve diferencas significativas entre as
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas. As plantas cultivadas no substrato fibra de
coco apresentaram maior atividade da RN que as obtidas na casca de pinus (Figura 7).

A atividade da enzima fosfatase acida (FA) (Figura 8) foi estatisticamente
superior nas plantas que tiveram a casca de pinus como substrato de cultivo quando
comparadas aquelas crescidas em fibra de coco. Quanto as doses de Cu adicionadas
(Figura 9), a enzima FA apresentou resposta quadratica com ponto de minima na dose
16,99 mg L' de Cu aplicado (Figura 10). Todavia, os maiores valores para essa variavel
foram encontrados quando ndo se adicionou o Cu (0 mg L), ou seja, a atividade da

enzima diminuiu com a adi¢do de Cu. Além disso, a micorrizagdo influenciou
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significativamente a atividade da fosfatase 4cida, sendo que as plantas micorrizadas

superaram as ndo micorrizadas.
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Figura 7. Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) em folhas de plantas
micorrizadas (CF) e nao micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicagdo de
diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como
substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%. NS — Nao

significativo.
a
19,5 4
b
FC cP

Substratos de Cultivo

N

o N

(6] =N
| )

N
o
I

-

o -

S ©
I I

-
o<}
I

Atividade FA (ug p-nitrofenolfosfato g'1 h'1)

-
~
I

Figura 8. Atividade da enzima Fosfatase Acida (FA) em folhas de plantas de limoeiro
‘Cravo’ utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como substratos de cultivo.
Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 10. Atividade da enzima Fosfatase Acida (FA) em folhas de plantas
micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’. Letras iguais na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

4.1.4 Teor de Nutrientes da Parte Aérea

Dentre os macronutrientes, o teor de N da parte aérea das mudas micorrizadas
submetidas ao substrato casca de pinus apresentou resposta linear descendente em
relagcdo a adicao de doses crescentes de Cu, enquanto que as ndo micorrizadas mostrou
uma resposta quadratica, com ponto de minima na dose 21,32 mg L' de Cu aplicado.
Nas plantas micorrizadas que tiveram a fibra de coco como substrato, a resposta foi

quadratica com ponto de maxima na dose 20,52 mg L’, enquanto que nas nio
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micorrizadas ndo houve ajuste significativo, ou seja, ndo variou com as doses de Cu
aplicadas. Sem a adi¢do de Cu, o maior teor foi mostrado nas plantas crescidas na casca
de pinus. Entretanto, com a adi¢ao das doses mais altas de Cu houve inversao, ou seja,
nas plantas crescidas na fibra de coco o teor foi maior (Figura 11a).

Quanto ao teor de K da parte aérea (Figura 11b), nas plantas micorrizadas e ndo
micorrizadas desenvolvidas na fibra de coco a resposta foi linear ascendente com o
aumento das doses de Cu aplicadas. O teor de K nas plantas que tiveram a casca de
pinus como substrato mostrou resposta quadratica descendente com as doses crescentes
de Cu, com menor teor na dose 30 mg L™ de Cu. Ao se comparar as plantas crescidas na
fibra de coco tem-se que diferiram entre si apenas na dose 5 mg L™, com as plantas nio
micorrizadas superando as micorrizadas. Ainda, apresentaram maiores teores de K que
as plantas crescidas em casca de pinus. De forma geral, o comportamento das plantas
ndo micorrizadas e micorrizadas crescidas em um mesmo substrato de cultivo
apresentaram a mesma tendéncia de resposta quanto ao teor desse macronutriente.

O teor de P da parte aérea (Figura 11lc) nas plantas micorrizadas € nao
micorrizadas cultivadas no substrato casca de pinus apresentou resposta quadratica, com
pontos de minima, respectivamente, nas doses 24,67 mg L™ ¢ 21 mg L™ de Cu. Para as
plantas cultivadas na fibra de coco, independentemente da micorrizagdo, ndo houve
ajuste significativo. No substrato casca de pinus, as plantas ndo micorrizadas tiveram
maior teor de P que as micorrizadas em todas as doses de Cu adicionadas. Na fibra de
coco, as plantas micorrizadas apresentaram significativamente maior teor de P que as
ndo micorrizadas, nas doses 0, 20 ¢ 30 mg L' de Cu adicionado.

Na figura 12a, o teor de Ca nas plantas cultivadas na casca de pinus,
independentemente da micorrizagdo, apresentou resposta quadratica, com ponto de
minima em 35,68 mg L' para as micorrizadas e 25,60 mg L' de Cu para as nio
micorrizadas. Nas plantas que se desenvolveram na fibra de coco ndo houve ajuste
significativo. No substrato casca de pinus, as plantas ndo micorrizadas superaram as
micorrizadas nas doses 0, 5 ¢ 20 mg L de Cu aplicado. Sem levar em conta o efeito da
micorrizac¢do, as plantas crescidas na casca de pinus superaram aquelas crescidas na
fibra de coco em todas as doses de Cu, embora as maiores diferengas tenham sido
obtidas até a dose 10 mg L™

O teor de Mg da parte aérea nas plantas micorrizadas crescidas em casca de
pinus ndo apresentou ajuste significativo e, nas ndo micorrizadas, mostrou resposta

quadratica com ponto de minima na dose 21,70 mg L de Cu. O teor nas plantas
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micorrizadas e cultivadas na fibra de coco apresentou resposta linear ascendente em
relacdo a adicdo de Cu, enquanto que nas ndo micorrizadas o ajuste ndo foi
significativo. Apenas na dose 30 mg L', as plantas micorrizadas apresentaram maior
teor de Mg que as nao micorrizadas. Ao se comparar plantas micorrizadas entre os
substratos nota-se que as que se desenvolveram em casca de pinus apresentaram
maiores teores de magnésio até a dose 10 mg L, diferindo estatisticamente das
crescidas na fibra de coco (Figura 12b).

O teor de enxofre S da parte aérea (Figura 12c) nas plantas micorrizadas
cultivadas em casca de pinus apresentou resposta linear descendente enquanto que nas
ndo micorrizadas houve uma resposta quadratica com ponto de minima na dose 20,18
mg L' de Cu aplicado. Os teores de S nas plantas cultivadas na fibra de coco nio
variaram com a adi¢do de doses crescentes de Cu ao substrato. Na dose 30 mg L' de
Cu, o menor teor de enxofre foi observado nas plantas micorrizadas cultivadas na casca
de pinus, que diferiu estatisticamente dos demais tratamentos.

Acerca dos micronutrientes, o teor de B da parte aérea (Figura 13a) nas plantas
desenvolvidas na casca de pinus mostrou resposta linear descendente com o aumento
das doses de Cu adicionadas nas micorrizadas e quadratica nas ndo micorrizadas, com
ponto de minima na dose 22,86 mg L de Cu aplicado. O teor de B nas plantas
micorrizadas que tiveram a fibra de coco como substrato de cultivo apresentou resposta
quadratica aumentando a partir da dose 11,04 mg L de Cu aplicado, enquanto que, o
teor de B nas plantas ndo micorrizadas ndo variou com as doses de Cu aplicadas ao
substrato. As plantas ndo micorrizadas cultivadas na casca de pinus apresentaram maior
teor de B na parte aérea que as micorrizadas, em todas as doses, exceto na de 10 mg L™.
Na dose 30 mg L' plantas micorrizadas crescidas em fibra de coco mostraram o maior
teor desse micronutriente, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

O teor de Cu da parte aérea nas plantas crescidas no substrato casca de pinus,
tanto ndo micorrizadas como micorrizadas, mostrou resposta linear ascendente com o
aumento das doses de Cu aplicadas. Quanto as plantas cultivadas na fibra de coco,
independentemente da micorrizagao, houve resposta quadratica, com pico de maxima na
dose 22,97 mg L™ para as micorrizadas e 48,22 mg L' de Cu para as nio micorrizadas.
Tais plantas diferiram entre si em todas as doses de Cu, exceto nas mais elevadas, sendo
que as micorrizadas apresentaram os maiores teores de Cu. As plantas crescidas na fibra
de coco sempre apresentaram teores de Cu maiores que desenvolvidas em casca de

pinus. Com excecio do tratamento onde o Cu néo foi aplicado (0 mg L), em todas as
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demais doses, o teor de Cu nas plantas ndo micorrizadas crescidas em casca de pinus
superou o das micorrizadas (Figura 13b).

O teor de Fe da parte aérea (Figura 13c) mostrou uma resposta quadratica com
pico na dose 22,20 mg L™ nas plantas micorrizadas crescidas na casca de pinus e uma
resposta linear ascendente com as doses crescentes de Cu aplicadas ao substrato nas ndo
micorrizadas. Nas plantas ndo micorrizadas que se desenvolveram na fibra de coco o
teor de Fe mostrou resposta quadratica com pico de minima na dose 18,97 mg L de Cu
e nas micorrizadas nao houve ajuste significativo.

O teor de Mn (Figura 14a) nas plantas micorrizadas crescidas no substrato casca
de pinus apresentou resposta linear descendente com o aumento das doses de Cu
adicionadas, sendo que nas ndo micorrizadas e nas desenvolvidas na fibra de coco,
independentemente da micorrizagdo, nao houve ajuste significativo. Na casca de pinus,
as plantas micorrizadas mostraram um teor de Mn significativamente menor que as nao
micorrizadas, em todas as doses de Cu aplicadas, exceto na 5 mg L' de Cu. As plantas
cultivadas na casca de pinus tiveram maior teor de Mn que as obtidas na fibra de coco.

O teor de Zn (Figura 14b) nas plantas de todos os tratamentos apresentou
resposta quadratica, sendo que diminuiu com a adi¢do de Cu. Nas plantas micorrizadas
crescidas em casca de pinus mostrou ponto de minima em 35,64 mg L e nas ndo
micorrizadas em 20,98 mg L' de Cu aplicado. Na fibra de coco, nas plantas
micorrizadas mostrou ponto de minima em 26,64 mg L' enquanto que nas nio
micorrizadas em 18,96 mg L' de Cu. A partir de 20 mg L' de Cu aplicado, as plantas

micorrizadas, independentemente do substrato, tiveram aumento do teor desse nutriente.
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Figura 11. Teor de Nitrogénio (N) (a), Potéssio (K) (b) e Fosforo (P) (c) da parte aérea
de plantas micorrizadas (CF) e ndao micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC)

como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.
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Figura 12. Teor de Calcio (Ca) (a), Magnésio (Mg) (b) e Enxofre (S) (c) da parte aérea
de plantas micorrizadas (CF) e nao micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC)
como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.
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Figura 13. Teor de Boro (B) (a), Cobre (Cu) (b) e Ferro (Fe) (c) da parte aérea de
plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicagdo
de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como
substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.
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Figura 14. Teor de Manganés (Mn) (a) e Zinco (Zn) (b) da parte aérea de plantas
micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicagdo de
diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como
substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.

4.1.5 Quantidade Acumulada de nutrientes na Parte Aérea

A quantidade acumulada de N na parte aérea (Figura 15a) nas plantas
micorrizadas crescidas na casca de pinus apresentou resposta quadratica com pico na
dose 14,12 mg L' de Cu, enquanto que nas ndo micorrizadas o pico ocorreu na dose
17,19 mg L' de Cu aplicado ao substrato. O acimulo de N nas plantas micorrizadas
cultivadas na fibra de coco apresentou resposta quadratica, com pico na dose 13,16 mg

L' de Cu aplicado e nas plantas nio micorrizadas ndo houve ajuste significativo. As
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plantas obtidas na casca de pinus apresentaram maior acimulo de N na parte aérea que
as cultivadas na fibra de coco. Em ambos os substratos, as plantas micorrizadas tiveram
maior acumulo de N que as ndo micorrizadas.

A quantidade de K acumulada na parte aérea (Figura 15b) das plantas
micorrizadas cultivadas em casca de pinus apresentou resposta linear descendente em
relagdo a adi¢do de Cu, enquanto que nas ndo micorrizadas houve resposta quadratica
com pico na dose de 17,83 mg L. O acamulo de K nas plantas micorrizadas cultivadas
em fibra de coco apresentou resposta quadratica, com pico na dose 11,92 mg L™ de Cu e
nas ndo micorrizadas ndo houve ajuste significativo, ou seja, ndo variou com a dose de
Cu aplicada. Quando o Cu néo foi aplicado ao substrato, e nas doses 5 ¢ 10 mg L™ as
plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus, acumularam significativamente mais
K na parte aérea que as plantas dos demais tratamentos. Nas maiores doses de Cu
aplicadas (20 e 30 mg L") as plantas micorrizadas e ndo micorrizadas ndo diferiram
entre si. J& no substrato fibra de coco, as plantas micorrizadas superaram as nao
micorrizadas em todas as doses de Cu.

A quantidade acumulada de P nas plantas micrrizadas cultivadas na casca de
pinus apresentou resposta linear descendente com as doses crescentes de Cu e as ndo
micorrizadas, a resposta foi quadratica com pico na dose 15,95 mg L™ de Cu (Figura
15¢). No substrato casca de pinus, as plantas micorrizadas apresentaram valores
superiores de fosforo acumulado que as ndo micorrizadas, exceto na dose 20 mg L.
Nas plantas micorrizadas desenvolvidas na fibra de coco houve resposta quadratica com
pico na dose 12,16 mg L' enquanto que nas ndo micorrizadas ndo houve ajuste
significativo. As plantas micorrizadas sempre superaram as nao micorrizadas, em todas
as doses de Cu aplicadas. As plantas crescidas na casca de pinus, independentemente da
micorrizacao, tiveram significativamente maior acumulo de P na parte aérea.

O actimulo de Ca (Figura 16a) e de Mg (Figura 16b) na parte aérea de plantas
micorrizadas cultivadas na casca de pinus mostrou resposta linear descendente com o
aumento das doses de Cu aplicadas ao substrato, enquanto que nas plantas nao
micorrizadas houve resposta quadratica com pico na dose 15,60 mg L™ de Cu para o Ca
e de 16,44 mg L' de Cu para o Mg. Nas plantas micorrizadas e ndo micorrizadas
crescidas na fibra de coco, o acimulo de Ca nado variou com as doses de Cu adicionadas
ao substrato. No substrato casca de pinus, as plantas micorrizadas acumularam
significativamente mais Ca ¢ Mg que as nio micorrizadas nas doses 0, 5 ¢ 10 mg L™ de

Cu e ambas superaram as plantas cultivadas no substrato a base de fibra de coco.
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Figura 15. Quantidade Acumulada de Nitrogénio (N) (a), Potéssio (K) (b) e Fosforo
(P) (c) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e
fibra de coco (FC) como substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a
5%. NS — Nao significativo.
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A quantidade acumulada de S na parte aérea (Figura 16c¢), plantas ndo
micorrizadas e micorrizadas que tiveram a casca de pinus como substrato de cultivo
mostrou resposta quadratica, sendo que nas nao micorrizadas o pico foi na dose 15,42
mg L' de Cu. As plantas micorrizadas superaram as nio micorrizadas nas doses 0, 5 ¢
10 mg L de Cu. Nas plantas que cresceram na fibra de coco também a resposta foi
quadratica, com pico na dose 13,44 mg L™ de Cu para as micorrizadas e na dose 6,18
mg L' de Cu para as nio micorrizadas. As plantas micorrizadas superaram
significativamente as ndo micorrizadas em todas as doses de Cu aplicadas.

A quantidade acumulada de B nas plantas micorrizadas que tiveram a casca de
pinus como substrato de cultivo mostrou resposta linear descendente com as doses
crescentes de Cu aplicadas no substrato e nas ndo micorrizadas, resposta quadratica com
pico na dose 15,46 mg L' de Cu (Figura 17a). Nas plantas micorrizadas cultivadas na
fibra de coco o acumulo de B apresentou resposta quadratica com pico na dose 14,09
mg L de Cu. Na fibra de coco, em todas as as doses de Cu aplicadas, as plantas
micorrizadas tiveram significativamente maior acimulo de B que as ndo micorrizadas,
enquanto que na casca de pinus esse efeito ocorreu somente nas doses 0, 5 ¢ 10 mg L™
de Cu. As plantas obtidas na casca de pinus tiveram maior acimulo de B que nas
cultivadas na fibra de coco. O menor acimulo desse micronutriente foi observado nas
plantas nao micorrizadas crescidas na fibra de coco, que diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos.

O actimulo de Cu na parte aérea das plantas mostrou ajuste quadratico com pico
na dose 25,00 mg L' de Cu nas micorrizadas e de 45,80 mg L' de Cu nas nio
micorrizadas, no substrato casca de pinus, e no substrato fibra de coco, pico na dose
21,51 mg L' para as plantas micorrizadas e 20,83 mg L' de Cu para as ndo
micorrizadas. Com excegdo do tratamento onde o Cu ndo foi aplicado (0 mg L) e na
dose 10 mg L', as plantas micorrizadas cultivadas na fibra de coco diferiram

estatisticamente das demais, apresentado maior acimulo de Cu na parte aérea (Figura

17b).
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Figura 16. Quantidade Acumulada de Calcio (Ca) (a), Magnésio (Mg) (b) e Enxofre
(S) (c) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicagao de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e
fibra de coco (FC) como substratos de cultivo. DMS — Diferen¢a minima significativa a
5%. NS — Nao significativo.
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O Fe acumulado na parte aérea das plantas cultivadas na casca de pinus mostrou
resposta quadratica, sendo nas micorrizadas com pico na dose 22,03 mg L e nas nio
micorrizadas na dose 27,53 mg L de Cu. Quanto as plantas crescidas no substrato fibra
de coco, o Fe acumulado nas micorrizadas nao mostrou ajuste significativo, ou seja, nao
variou com as doses de Cu aplicadas ao substrato e, nas ndo micorrizadas, a resposta foi
linear descendente com o aumento das doses de Cu aplicadas. Considerando-se apenas o
efeito dos substratos de cultivo, a partir da dose 10 mg L, as plantas obtidas na casca
de pinus apresentaram o maior acimulo de Fe na parte aérea, diferindo estatisticamente
das cultivadas na fibra de coco. As plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus
superaram as nio micorrizadas nas doses 0, 5 ¢ 10 mg L™ de Cu adicionado (Figura
17¢).

A quantidade acumulada de Mn na parte aérea das plantas cultivadas na fibra de
coco, independentemente da micorrizagdo, ndo variou com as doses de Cu adicionadas
ao substrato. Nas plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus, o acimulo de Mn
apresentou resposta quadratica com pico na dose 10,41 mg L e nas ndo micorrizadas
resposta quadratica com pico na dose 16,12 mg L' de Cu aplicado ao substrato. Nas
doses 0 e 5 mg L' de Cu adicionado as plantas micorrizadas apresentaram maior
acimulo de Mn que as ndo micorrizadas (Figura 18a).

O teor de Zn acumulado na parte aérea das plantas mostrou resposta linear
descendente em fun¢do da adicao de doses crescentes de Cu nas plantas obtidas na fibra
de coco e nas micorrizadas crescidas na casca de pinus. Nas plantas ndo micorrizadas
cultivadas na casca de pinus, o ajuste foi quadratico com pico na dose 15,41 mg L-1 de
Cu. As plantas micorrizadas diferiram significativamente das ndo micorrizadas,
apresentando maior acumulo de Zn, em todas as doses de Cu adicionadas, em ambos 0s

substratos (Figura 18b).
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Figura 17. Quantidade Acumulada de Boro (B) (a), Cobre (Cu) (b) e Ferro (Fe) da
parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’
com a aplicacao de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de
coco (FC) como substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%. NS
— Nao significativo.
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Figura 18. Quantidade Acumulada de Manganés (Mn) (a) e Zinco (Zn) (b) da parte
aérea de plantas micorrizadas (CF) e nao micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC)
como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.

4.1.6 Indice de Eficiéncia de Uso (IEU)

O IEU do P (Figura 19a) nas plantas micorrizadas desenvolvidas na casca de
pinus apresentou resposta linear ascendente com a adi¢do de doses crescentes de Cu ao
substrato enquanto que nas plantas ndo micorrizadas a resposta foi quadratica com pico
na dose 19,13 mg L' de Cu. Nas plantas micorrizadas que tiveram a fibra de coco como
substrato de cultivo o IEU apresentou resposta quadratica com pico na dose 11,86 mg
L' de Cu adicionado, enquanto que, nas nio micorrizadas, a resposta foi linear
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descendente com a aplicagdo de doses crescentes de Cu no substrato. Nao houve
diferenca estatistica entre plantas micorrizadas e ndo micorrizadas cultivadas na fibra de
coco. Com excecdo da dose 5 mg L de Cu aplicado, para todas as demais, plantas
micorrizadas cultivadas na casca de pinus diferiram estatisticamente dos demais
tratamentos, sendo superiores quanto a variavel em questdo. Nas doses 10, 20 e 30 mg
L de Cu, as plantas crescidas em casca de pinus quando comparadas as plantas que se
desenvolveram em fibra de coco, independentemente da micorrizagdo, apresentaram
IEU P estatisticamente superiores.

O IEU do Cu das plantas micorrizadas crescidas em casca de pinus apresentou
resposta quadratica, diminuindo j4 com a adi¢do de 5 mg L de Cu, com ponto de
minima na dose 18,30 mg L de Cu, enquanto que, nas plantas ndo micorrizadas a
resposta foi linear descendente com o aumento das doses de Cu aplicadas ao substrato.
Nas plantas desenvolvidas na fibra de coco, independentemente da micorriza¢do, nao
houve ajuste significativo. O maior IEU do Cu foi mostrado pelas plantas micorrizadas
e cultivadas na casca de pinus, que diferiu estatisticamente das ndo micorrizadas (Figura

19b).

4.1.7 Variaveis de Micorrizacao

As raizes das plantas ndo micorrizadas apresentaram-se isentas de colonizacdo
por Glomus intraradices. Nas raizes colonizadas por esse fungo, a andlise de variancia
ndo mostrou efeito significativo dos substratos, nem das doses de cobre e nem da sua
interagdo (resultados ndo apresentados), com média de colonizacgao de 27%.

Os dados referentes ao comprimento do micélio externo total (MET) de Glomus
intraradices constam da tabela 11. Com excecdo da dose 5 mg L' de Cu, onde os
tratamentos ndo diferiram entre si. Os valores do MET foram significativamente

superiores no substrato fibra de coco.
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Figura 19. indice de Eficiéncia de Uso (IEU) de Fosforo (P) (a) e Cobre (Cu) (b) das
plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicacao
de diferentes doses de Cu, com a utilizagdo da casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC)
como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%. NS — Nao
significativo.

Tabela 11. Comprimento do micélio externo total (MET) de Glomus intraradices
inoculado em plantas de limoeiro ‘Cravo’, com a aplicagcdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP) e fibra de coco (FC) como substratos de cultivo.

Doses de Cu (mg L™) CP FC
m g solo m g solo
0 3,15 b* 6,41 a
5 2,75a 2,64 a
10 2,81Db 6,31 a
20 191b 7,87 a
30 2,48 b 9,18 a

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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4.2 Experimento 2

4.2.1 Curvas de Crescimento

A altura das plantas nao micorrizadas (Figura 20a) de limao ‘Cravo’ que tiveram
a fibra de coco como substrato de cultivo mostrou que a aplica¢io de 20 mg L de Cu
durante todo o periodo apds o transplante resultou na menor altura de planta. A partir de
60 dias, a aplicacdo de 5 mg L' reverteu em mudas com os maiores valores de altura,
em torno de 63 cm. Na Figura 20b, as plantas micorrizadas, com a aplicacao de 10 mg
L' de Cu apresentaram os maiores valores de altura (65 cm). A aplicagdo de 20 e 30 mg

-1 .y
L™ de Cu ao substrato resultou nos menores valores dessa variavel.

A dose 5 mg L' resultou nos maiores valores de altura das plantas ndo
micorrizadas que tiveram a casca de pinus como substrato (Figura 21a) 150 dias apods o
transplante. Nas plantas micorrizadas (Figura 21b), a dose 10 mg L™ resultou, ao final
das avaliagOes, nos maiores valores de altura das mesmas. Os menores valores foram
obtidos na dose 30 mg L™ de Cu. A micorrizagdo ndo foi responsavel por variagdes na
altura das mudas, j& que os valores dessa variavel permaneceram proximos quando se

comparou, durante as avaliagdes, plantas ndo micorrizadas e micorrizadas.

A altura das plantas ndo micorrizadas e micorrizadas (Figura 22a, b) que tiveram
a turfa como substrato de cultivo, praticamente ndo variou com a dose de Cu aplicada
nem com a inoculagdo do FMA Glomus intraradices, ao longo do periodo experimental.
Para as mudas ndo micorrizadas (Figura 22a) a dose responsavel pelo maior
desenvolvimento em altura foi 30 mg L™ a partir de 75 dias ap6s o transplante, enquanto

que a dose 10 mg L™ para as micorrizadas (Figura 22b).
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Figura 20. Altura das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de limoeiro
‘Cravo’, utilizando fibra de coco como substrato de cultivo e diferentes doses de Cu.
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Figura 22. Altura das plantas ndo micorrizadas (SF) (a) e micorrizadas (CF) (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando turfa (T) como substrato de cultivo e diferentes doses de
Cu.

O didmetro de caule das plantas ndo micorrizadas, que tiveram a fibra de coco
como substrato, praticamente ndo variou com a dose de Cu aplicada (Figura 23a) ao
longo do periodo experimental, alcangando 6,0-6,5 mm ao redor de 100 dias apos o

transplante. Ja o diametro das plantas micorrizadas atingiu o ponto de enxertia (7 mm)
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aos 100 dias ap6s o transplante, com a dose 10 mg L. A adigdo de 30 mg L™ de Cu

resultou nos menores valores de didmetro (Figura 23b).

Tanto para as plantas ndo micorrizadas quanto para as micorrizadas (Figura 24a,
b), a aplicacio de 30 mg L de Cu resultou em menores valores de didmetro do caule
das plantas cultivadas no substrato a base de casca de pinus, durante o periodo
experimental. O ponto de enxertia tanto nas mudas ndo micorrizadas como nas
micorrizadas foi obtido aos 75 dias apos o transplante, nos tratamentos 0 ¢ 5 mg L de

Cu aplicado.

Durante o periodo experimental, as menores doses de Cu aplicadas a turfa
promoveram maior didmetro do caule da planta tanto ndo micorrizada quanto
micorrizada (Figura 25a, b). O ponto de enxertia ndo foi alcangado durante o periodo de
experimento, todavia, as mudas micorrizadas se aproximaram mais do mesmo
atingindo, aos 150 dias ap6s o transplante, na dose 5 mg L™ de Cu, 6,8 mm de didmetro

de caule.

De forma geral, a dose 30 mg L' de Cu aplicado aos substratos, resultou em
plantas com menor desenvolvimento de altura e diametro do caule. Esse fato pode ser

decorrente do efeito negativo da aplicag@o de altas doses desse micronutriente.
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Figura 23. Diametro do caule das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando fibra de coco como substrato de cultivo e diferentes doses

de Cu.
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Figura 24. Diametro do caule das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando casca de pinus como substrato de cultivo e diferentes doses

de Cu.
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Figura 25. Diametro do caule das plantas ndo micorrizadas (a) e micorrizadas (b) de
limoeiro ‘Cravo’, utilizando turfa como substrato de cultivo e diferentes doses de Cu.

4.2.2 Variaveis de Crescimento

De forma geral, sem levar em consideracdo os substratos, a altura das plantas
mostrou nas micorrizadas uma resposta linear descendente com as doses crescentes de
Cu adicionadas ao substrato enquanto que nas ndo micorrizadas nao houve ajuste

significativo (Figura 26).
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Figura 26. Altura de plantas micorrizadas (CF) e nao micorrizadas (SF) de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu. NS — Nao significativo.

O diametro do caule (Figura 27a) mostrou resposta quadratica com pico na dose
12,88 mg L' de Cu nas plantas ndo micorrizadas desenvolvidas na casca de pinus e na
dose 3,1 mg L' de Cu nas plantas micorrizadas crescidas na fibra de coco. Nas plantas
crescidas em turfa, a resposta foi linear descendente com o aumento das doses de Cu
adicionadas. Para todos os demais tratamentos ndo houve ajuste significativo. Mudas
cultivadas em casca de pinus foram significativamente superiores aos demais
tratamentos, em todas as doses de Cu aplicadas e independentemente da micorrizagao.

A massa da matéria fresca da raiz (MFR) mostrou que, com exce¢do das plantas
ndo micorrizadas cultivadas na fibra de coco que apresentou resposta quadratica com
ponto de minima na dose 22,92 mg L' de Cu, para todos os outros tratamentos
apresentou resposta linear descendente em funcao das doses crescentes de Cu. Plantas
micorrizadas e ndo micorrizadas cultivadas em casca de pinus ndo diferiram entre si,
com excecdo da dose 30 mg L™ de Cu aplicado. Quando tais plantas foram comparadas
aos demais tratamentos obteve-se que as mesmas foram estatisticamente superiores, até
a dose 20 mg L. As plantas desenvolvidas em turfa (micorrizadas e ndo micorrizadas)
foram superiores as desenvolvidas em fibra de coco nas doses 10, 20 ¢ 30 mg L de Cu
(Figura 27b).

A massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas micorrizadas que se
desenvolveram em casca de pinus apresentou resposta quadratica com ponto de minima
na dose 24,98 mg L' de Cu, enquanto que nas ndo micorrizadas a resposta foi linear

descendente com a aplicagdo de doses crescentes de Cu. Nas mudas cultivadas em fibra
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de coco, a MSPA apresentou resposta linear descendente com o aumento das doses de
Cu aplicadas, independentemente da micorrizagdo. Nas plantas micorrizadas e ndo
micorrizadas crescidas em turfa ndo houve ajuste significativo. A producao de matéria
seca da parte aérea das plantas crescidas na casca de pinus superou significativamente a
dos demais tratamentos analisados (Figura 27c). Neste substrato, as plantas
micorrizadas produziram maior biomassa que as ndo micorrizadas em todas as doses de

Cu aplicadas, exceto na 20 mg L™ de Cu.
4.2.3 Variaveis Fisiologicas

Os teores de clorofila a (Figura 28a), b (Figura 28b) e a+b (Figura 28c) nas
folhas das plantas ndo diferiram significativamente nas plantas cultivadas em casca de
pinus e turfa e foram maiores que nas plantas cultivadas na fibra de coco.

O teor de carotenoides (Tabela 12) nas plantas micorrizadas crescidas na casca
de pinus foi estatisticamente superior quando comparado ao das plantas desenvolvidas
na fibra de coco. O teor nas plantas ndo micorrizadas ndo diferiu entre os substratos de
cultivo.

Quanto a enzima fosfatase acida (FA), plantas desenvolvidas em casca de pinus
(Tabela 13) apresentaram maior atividade da enzima, estatisticamente superior aos
demais tratamentos dentro de cada dose de Cu aplicada, exceto na maior (30 mg L,
nao diferindo da atividade nas plantas crescidas em turfa.

A atividade da enzima redutase do nitrato (RN) mostrou resposta quadratica nas
plantas micorrizadas desenvolvidas na fibra de coco, enquanto que nas plantas nao
micorrizadas, bem como nas micorrizadas crescidas na turfa, a resposta foi linear
ascendente com o aumento das doses de Cu adicionadas ao substrato. Para todos os
demais tratamentos, a atividade da enzima ndo apresentou ajuste significativo. Nas
doses 20 e 30 mg L' de Cu, os maiores valores da RN foram observados nas plantas
micorrizadas crescidas na fibra de coco, diferindo estatisticamente dos demais

tratamentos (Figura 29).
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Figura 27. Diametro do Caule (a), Massa da Matéria Fresca da Raiz (MFR) (b) e Massa
plantas micorrizadas (CF) e nao
micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’, com a aplicagdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo. DMS — Diferen¢a minima significativa a 5%.

da Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) (c) de

NS — Nao significativo.
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diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 12. Teor de Carotenoides em folhas de plantas micorrizadas (CF) e ndo
micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco
(FC) e turfa (T) como substratos de cultivo.

Fungo CP FC T
ug mL™" de extrato ug mL™" de extrato ug mL™" de extrato
CF 728,96 a* 578,95b 664,13 ab
SF 700,66 a 699,64 a 745,65 a

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 13. Atividade da enzima Fosfatase Acida (FA) em folhas de plantas de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP),
fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de cultivo.

Doses de Cu CP FC T
mg L™ ug p-nitrofenolfosfato g h™'
0 12,10 a* 6,67 b 7,00 b
5 11,57 a 6,16 ¢ 8,52b
10 9,98 a 6,52b 7,27b
20 10,11 a 5,04 b 595b
30 9,13a 6,84 b 9,51a

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 29. Atividade da enzima Redutase do Nitrato (RN) em folhas de plantas
micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) com a aplicagdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo. DMS — Diferen¢a minima significativa a 5%. NS — Nao significativo.
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4.2.4 Teor de Nutrientes da Parte Aérea

O teor de N da parte aérea (Figura 30a) nas plantas crescidas em casca de pinus e
turfa ndo diferiu estatisticamente entre si e foi superior ao das plantas desenvolvidas na
fibra de coco.

As plantas cultivadas na fibra de coco apresentaram teores de K na parte aérea
significativamente superiores ao das crescidas em casca de pinus e turfa, que ndo
diferiram entre si (Figura 30b). Ao se considerar o teor de K em funcdo das doses
crescentes de Cu aplicadas, obteve-se uma resposta linear ascendente (Figura 31).

O teor de Ca nas plantas cultivadas na casca de pinus mostrou uma resposta
quadratica com ponto de minima na dose 14,21 mg L' de Cu nas micorrizadas,
enquanto que nas ndo micorrizadas ocorreu ponto de maxima na dose 15,70 mg L.
Para todos os demais tratamentos ndo apresentou ajuste significativo (Figura 32).

O teor Mg nao variou com as doses de Cu aplicadas e, em todas elas, o maior
valor foi apresentado nas plantas cultivadas, respectivamente, nos substratos casca de
pinus, turfa e fibra de coco (Tabela 14), que diferiram estatisticamente entre si,
independentemente da micorrizagdo (Tabela 15).

A micorrizagdo ndo influenciou o teor de P na parte aérea das plantas (Tabela
15). O maior teor dessa variavel foi apresentado pelas plantas cultivadas na casca de
pinus, seguido pelos obtidos nas plantas crescidas em fibra de coco e turfa, que
diferiram significamente entre si.

O maior teor de S da parte aérea (Tabela 15) nas plantas micorrizadas cultivadas
na casca de pinus superou estatisticamente o das plantas crescidas em fibra de coco e
turfa, sendo que estas ultimas nao diferiram entre si. J4 nas plantas ndo micorrizadas o
maior teor de S foi apresentado pelas plantas cultivadas, respectivamente, em casca de
pinus, fibra de coco e turfa, que diferiram estatisticamente entre si.

O teor de B nas plantas micorrizadas cultivadas em fibra de coco foi
significativamente maior que o da plantas crescidas em casca de pinus e turfa. Os teores
de B nas plantas ndo micorrizadas desenvolvidas em casca de pinus e fibra de coco ndo
diferiram entre si e superaram o teor da plantas crescidas em turfa (Tabela 15).

Os maiores teores de Cu na parte aérea foram observados nas plantas cultivadas

na fibra de coco e os menores, nas plantas crescidas na casca de pinus (Tabela 14).
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Figura 30. Teor de Nitrogénio (N) (a) e Potassio (K) (b) da parte aérea de plantas de
limoeiro ‘Cravo’ utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como
substratos de cultivo. Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Na doses mais altas de Cu aplicadas , o teor de Fe da parte aérea das plantas de
limoeiro ‘Cravo’ cultivado na casca de pinus foi significativamente maior que nas
cultivadas na fibra de coco e na turfa (Tabela 14). Quanto ao efeito da micorrizagdo, a
inoculagdo do Glomus intraradices resultou no maior teor de Fe na parte aérea das
plantas crescidas em casca de pinus e fibra de coco, estatisticamente superior ao
encontrado nas plantas cultivadas na turfa. Nas plantas ndo micorrizadas, os tratamentos
diferiram entre si, sendo que as plantas cultivadas na casca de pinus tiveram maiores

teores desse nutriente, seguida da fibra de coco e turfa (Tabela 15).
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Figura 31. Teor de Potéssio (K) da parte aérea de plantas de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicacdo de diferentes doses de Cu.
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Figura 32. Teor de Calcio (Ca) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo
micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo. DMS — Diferen¢a minima significativa a 5%. NS — Nao significativo.

O teor de Zn na parte aérea foi significativamente maior nas plantas cultivadas
na casca de pinus e na fibra de coco que na turfa (Tabela 14).

O teor de Mn na parte aérea das plantas cultivadas em casca de pinus mostrou,
nas micorrizadas, resposta linear ascendente com o aumento das doses de Cu aplicadas
e, nas ndo micorrizadas, resposta quadrética com pico na dose 19,67 mg L' de Cu. Tais

plantas diferiram entre si apenas na dose 20 mg L' de Cu. Para todos os demais
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tratamentos, ndo houve ajuste significativo (Figura 33). O teor de Mn nas plantas
cultivadas na casca de pinus superou significativamente o teor nas plantas cultivadas

nos demais substratos.

Tabela 14. Teor de Magnésio (Mg), Cobre (Cu), Ferro (Fe) e Zinco (Zn) da Parte
Aérea de plantas de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo.

Doses de Cu Cp FC T
Mg
mg L gkg' g kg’ g kg’
0 1,57 a* 0,82 ¢ 1,25b
5 2,02a 0,93 ¢ 1,57 b
10 2,40 a 1,02 ¢ 1,52b
20 2,55a 1,10 ¢ 1,82 b
30 2,53 a 1,15¢ 1,73 b
Doses de Cu Cu
mg Lt mg kg'1 mg kg'1 mg kg'1
0 2,58b 7,53 a 11,85 a
5 2,96 b 14,72 a 14,13 a
10 4,40 c 22,18 a 12,40 b
20 4,88 c 35,05a 1495b
30 6,82 c 43,03 a 13,05b
Doses de Cu Fe
mg Lt mg kg'1 mg kg'1 mg kg'1
0 55,00 a 88,16 a 57,17 a
5 109,00 ab 116,33 a 76,67 b
10 140,33 a 143,67 a 102,17 a
20 191,17 a 122,83 b 112,33 b
30 227,67 a 139,33 b 104,50 ¢
Doses de Cu Zn
mg L' mg kg'1 mg kg'1 mg kg'1
0 21,03 a 23,53 a 19,52 a
5 20,78 ab 23,65 a 17,35b
10 2332b 28,83 a 17,40 c
20 28,08 a 24,57 ab 20,08 b
30 25,98 a 2433 a 15,53 b

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 15. Teor de Fosforo (P), Magnésio (Mg), Enxoftre (S), Boro (B), Ferro (Fe) da
Parte Aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo.

Inoculacio CP FC T
P
g kg’ g kg’ g kg’
CF 2,19 a* 1,58 b 0,74 c
SF 2,38 a 1,30 b 0,64 c
Mg
g kg’ g kg’ g kg’
CF 2,15a 1,03 ¢ 1,61b
SF 2,27 a 0,98 c 1,54 b
S
g kg g kg g kg
CF 2,09 a 1,57 b 1,61b
SF 2,30 a 1,39 ¢ 1,61b
B
mg kg mg kg mg kg™
CF 29,57 b 38,31 a 14,87 ¢
SF 35,49 a 38,81 a 13,28Db
Fe
mg kg™ mg kg mg kg™
CF 133,80 a 127,13 a 95,67b
SF 155,47 a 117,00 b 85,47 c

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 33. Teor de Manganés (Mn) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo
micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a aplicagdo de diferentes doses de Cu,
utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo. DMS — Diferenga minima significativa a 5%.
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4.2.5 Quantidade Acumulada de nutrientes na Parte Aérea

A quantidade acumulada de N na parte aérea mostrou uma resposta linear
descendente em fungdo as doses crescentes de Cu adicionadas nas plantas micorrizadas
cultivadas na casca de pinus e uma resposta quadratica com pico na dose 13,53 mg L™
de Cu nas nao micorrizadas (Figura 34a). Nas plantas cultivadas na turfa, o acimulo de
N mostrou resposta quadratica, com pico de minima na dose 17,52 mg L' nas
micorrizadas e na dose 20,78 mg L de Cu para as ndo micorrizadas. Para as plantas
micorrizadas desenvolvidas na fibra de coco ndo houve ajuste significativo, ou seja, ndo
variou com as doses de Cu aplicadas, enquanto que nas ndo micorrizadas a resposta foi
linear descendente com as doses crescentes de Cu adicionadas. Plantas micorrizadas
apresentaram maior acamulo de N na menor e na maior dose de Cu (0 e 30 mg L™),
diferindo signifiativamente das ndo micorrizadas. As plantas crescidas em casca de
pinus foram estatisticamente superiores a todos os demais tratamentos estudados. Nao
houve diferenca estatistica entre as plantas micorrizadas € ndo micorrizadas crescidas na
turfa. Ainda, estes tratamentos foram superiores, em todas as doses de Cu aplicadas,
aqueles que tiveram a fibra de coco como substrato de cultivo.

A quantidade acumulada de K nas plantas micorrizadas crescidas em casca de
pinus apresentou resposta quadratica com ponto de minima na dose 13,42 mg L
(Figura 34b). Nas plantas ndo micorrizadas ndo houve ajuste significativo. O acimulo
de K nas plantas micorrizadas e ndo micorrizadas desenvolvidas no substrato fibra de
coco apresentou resposta quadratica com ponto de minima na dose 19,29 mg L de Cu
para as primeiras ¢ 22,03 mg L' para as outras. Quanto as plantas crescidas em turfa,
ndo houve ajuste significativo para o acimulo de K na parte aérea. As plantas
micorrizadas cultivadas na casca de pinus apresentaram significativamente maior
acumulo de K que as ndo micorrizadas nas doses 0 ¢ 30 mg L™ de Cu. Nas plantas
cultivadas na casca de pinus, independentemente da micorrizagdo, houve maior acumulo
de K na parte aérea, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos estudados.

O acumulo de P mostrou nas plantas micorrizadas desenvolvidas em casca de
pinus resposta quadratica com ponto de minima na dose 12 mg L' de Cu enquanto que
nas plantas nio micorrizadas, a resposta foi quadratica com pico na dose 12,32 mg L™
(Figura 34c). Nas plantas micorrizadas desenvolvidas na fibra de coco o acumulo de P
apresentou resposta linear descendentes com as doses crescentes de Cu aplicadas. Para

os demais tratamentos ndo houve ajuste significativo. Nas doses 0, 20 ¢ 30 mg L' de
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Cu, as plantas desenvolvidas na casca de pinus apresentaram maior acumulo de P que as
ndo micorrizadas. Plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus atingiram na dose
30 mg L o maior acamulo desse macronutriente.

A quantidade acumulada de Ca nas plantas crescidas na casca de pinus mostrou
resposta quadratica, com ponto de minima na dose 17,73 mg L™ nas micorrizadas e pico
na dose 13,72 mg L™ de Cu nas nio micorrizadas (Figura 35a). Para as plantas crescidas
na fibra de coco e na turfa ndo houve ajuste significativo. O acimulo de Ca nas plantas
crescidas na casca de pinus, em todas as doses de Cu e independentemente da
micorrizacdo, foi estatisticamente superior que nos demais substratos. No substrato
casca de pinus, plantas micorrizadas e ndo micorrizadas diferiram entre si nas doses 0 e
30 mg L"'de Cu, sendo que as plantas micorrizadas apresentaram maior aciimulo.

A quantidade acumulada de Mg nas plantas micorrizadas crescidas em casca de
pinus apresentou resposta linear ascendente com as doses crescentes de Cu adicionadas
e nas ndo micorrizadas a resposta foi quadratica com pico na dose 14,24 mg L™ de Cu
(Figura 35b). Tanto nas plantas micorrizadas como nas nao micorrizadas cultivadas em
turfa o acimulo de Mg apresentou resposta linear ascendente em funcao do aumento das
doses de Cu aplicadas ao substrato. Nas plantas cultivadas na fibra de coco, ndo houve
ajuste significativo. Plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus superaram as nao
micorrizadas quanto ao acamulo desse macronutriente, nas dose 0, 5 ¢ 10 mg L™ de Cu.
Independentemente da micorrizacao e das doses de Cu, o acimulo de Mg nas plantas
crescidas na casca de pinus foi estatisticamente superior ao dos demais tratamentos.
Plantas micorrizadas € ndo micorrizadas cultivadas na turfa ndo diferindo entre si em
nenhuma das doses de Cu aplicadas e foram superiores as plantas crescidas em fibra de
coco quanto ao acumulo de Mg na parte aérea.

A quantidade acumulada de S na parte aérea das plantas desenvolvidas em casca
de pinus mostrou resposta quadratica, com ponto de minima na dose 14,24 mg L" nas
micorrizadas e pico na dose 47,59 mg L nas ndo micorrizadas (Figura 35c). Nos
demais tratamentos, ndo houve ajuste significativo. Em todas as doses de Cu aplicadas o
acumulo de S nas plantas crescidas na casca de pinus foi significativamente superior ao
das plantas dos demais substratos. Na casca de pinus, o acimulo de S nas plantas
micorrizadas foi significativamente maior que nas nao micorrizadas somente quando o

Cu nao foi adicionado (dose 0).
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Figura 34. Quantidade Acumulada de Nitrogénio (N) (a), Potéssio (K) (b) e Fosforo
(P) (c) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP),
fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima
significativa a 5%.
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Figura 35. Quantidade Acumulada de Calcio (Ca) (a), Magnésio (Mg) (b) e Enxofre
(S) (c) da parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro
‘Cravo’ com a aplicacdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP),
fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de cultivo. DMS — Diferenga minima
significativa a 5%.
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Quanto aos micronutrientes, a quantidade acumulada de B mostrou resposta
quadratica com ponto de minima na dose 15,51 mg L para as plantas micorrizadas
crescidas na casca de pinus e resposta quadratica com pico na dose 15,18 mg L' para as
nao micorrizadas (Figura 36a). Nas plantas crescidas no substrato fibra de coco a
resposta foi linear descendente com as doses crescentes de Cu adicionadas, nas
micorrizadas, e resposta quadratica com pico na dose 18,93 mg L' nas ndo
micorrizadas. Quanto a turfa, o acimulo de B ndo mostrou ajuste significativo. Apenas
na dose 30 mg L' ndo houve diferenca estatistica entre as plantas cultivadas na casca de
pinus, sendo que o aciimulo nas plantas ndo micorrizadas superou o nas micorrizadas,
exceto quando ndo se aplicou Cu (dose 0). Independentemente da micorrizagdo e em
todas as doses de Cu, o acumulo de B nas plantas crescidas em casca de pinus foi
estatisticamente superior ao dos demais tratamentos.

A quantidade acumulada de Cu na parte aérea das plantas crescidas na fibra de
coco apresentou resposta quadratica com pico na dose 29,53 mg L™ nas micorrizadas e
na dose 39,63 mg L' de Cu nas ndo micorrizadas (Figura 36b). Nas plantas
micorrizadas crescidas na casca de pinus, apresentou resposta quadratica com ponto de
minima na dose 5,44 mg L de Cu enquanto que nas ndo micorrizadas a resposta foi
quadratica com pico na dose 18,26 mg L. O actimulo de Cu nas plantas cultivadas na
turfa ndo mostrou ajuste significativo. A partir da dose 10 mg L de Cu, as plantas nio
micorrizadas cultivadas na fibra de coco passaram a acumular maior quantidade de Cu
na parte aérea, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

O acumulo de Fe na parte aérea nas plantas micorrizadas desenvolvidas em
casca de pinus mostrou resposta linear ascendente com o aumento das doses de Cu
aplicadas enquanto que nas nao micorrizadas a resposta foi quadratica com pico na dose
20,33 mg L' (Figura 36c). Nas plantas micorrizadas cultivadas na fibra de coco o Fe
acumulado mostrou resposta quadrética com pico na dose 18,19 mg L' de Cu, enquanto
nas ndo micorrizadas ndo houve ajuste significativo. Nas plantas micorrizadas
desenvolvidas em turfa ndo houve ajuste significativo e nas nao micorrizadas, a resposta
foi quadratica com pico na dose 26,22 mg L' de Cu. Na dose 30 mg L' de Cu, as
plantas micorrizadas crescidas na casca de pinus apresentaram o maior acimulo de Fe
na parte aérea diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. O atimulo de Fe nas
plantas crescidas em casca de pinus foi estatisticamente superiores a todos os demais
substratos. Plantas micorrizadas e ndo micorrizadas cultivadas na fibra de coco e na

turfa ndo diferiram entre si.
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Figura 36. Quantidade Acumulada de Boro (B) (a), Cobre (Cu) (b) e Ferro (Fe) (c) da
parte aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’
com a aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP), fibra de
coco (FC) e turfa (T) como substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima
significativa a 5%.
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A quantidade acumulada de Mn na parte aérea somente mostrou ajuste
significativo nas plantas ndo micorrizadas crescidas na casca de pinus, com pico na dose
18,77 mg L' de Cu (Figura 37a). Neste substrato, as plantas ndo micorrizadas diferiram
das micorrizadas apenas na dose 20 mg L' de Cu, sendo que as nio micorrizadas
superaram significativamente as micorrizadas. Maiores acumulos de Mn foram
observados na parte aérea das plantas cultivadas na casca de pinus.

A quantidade acumulada de Zn nas plantas desenvolvidas na casca de pinus
mostrou resposta quadratica, com ponto de minima na dose 12,35 mg L' nas
micorrizadas e pico na dose 11,33 mg L™ nas niio micorrizadas (Figura 37b). O aumulo
de Zn nas plantas micorrizadas cultivadas na fibra de coco mostrou resposta linear
descendente com as doses crescentes de Cu aplicadas. Para todos os demais tratamentos,
nao houve ajuste significativo.Na casca de pinus, as plantas micorrizadas apresentaram
maior acamulo de Zn que as ndo micorrizadas nas doses 0, 5 ¢ 30 mg L. As plantas
obtidas na casca de pinus mostraram maior acimulo de Zn que as plantas dos demais

tratamentos.
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Figura 37. Quantidade Acumulada de Manganés (Mn) (a) e Zinco (Zn) (b) da parte
aérea de plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicacdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC)
e turfa (T) como substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%.

4.2.6 Indice de Eficiéncia de Uso (IEU)

Nas plantas que tiveram a turfa como substrato de cultivo, o IEU do P ndo
mostrou ajuste significativo. Nas plantas crescidas na casca de pinus,
independentemente da micorrizagdo, € nas micorrizadas cultivadas na fibra de coco o
indice apresentou resposta linear descendente com as doses crescentes de Cu aplicadas.
Nas plantas ndo micorrizadas cultivadas na fibra de coco o ajuste foi quadratico com
com ponto de minima na dose 23,31 mg L. O maior IEU do P foi obtido pelas plantas

nao micorrizadas desenvolvidas na turfa, que diferiu estatisticamente de todos os demais
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tratamentos, seguidas pelas mudas micorrizadas cultivadas nesse mesmo substrato. As
plantas micorrizadas cultivadas na casca de pinus diferiram das ndo micorrizadas apenas
quando o Cu nio foi aplicado e na dose 5 mg L', sendo estatisticamente superiores. A
menor eficiéncia de uso foi encontrada nas plantas micorrizadas que tiveram a fibra de
coco como substrato de cultivo. Quando comparadas as ndo micorrizadas apresentou

IEU de P superiores, exceto na dose 5 mg L' (Figura 38a).

O IEU do Cu nas plantas cultivadas em casca de pinus mostrou resposta
quadratica com ponto de minima na dose 26,44 mg L™ nas micorrizadas ¢ 20,51 mg L™
de Cu nas ndo micorrizadas. Nas plantas micorrizadas crescidas na fibra de coco
apresentou resposta linear descendente com o aumento das doses de Cu aplicadas e nas
ndo micorrizadas resposta quadratica com ponto de minima na dose 22,69 mg L' de Cu.
Nas plantas cultivadas na turfa ndao houve ajuste significativo. As plantas micorrizadas
cultivadas na casca de pinus mostraram maior IEU Cu nas doses 0, 10 ¢ 20 mg L™ de
Cu, estatisticamente distintas das ndo micorrizadas. Independentemente da
micorrizacao, plantas cultivadas em casca de pinus apresentaram os maiores IEU de Cu
em relacdo aos demais tratamentos. Plantas crescidas na fibra de coco ¢ em turfa nao

apresentaram diferenca estatistica entre si, quanto a micorrizagao (Figura 38b).
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Figura 38. Indice de Eficiéncia de Uso (IEU) do Fésforo (P) (a) ¢ do Cobre (Cu) (b)
em plantas micorrizadas (CF) e ndo micorrizadas (SF) de limoeiro ‘Cravo’ com a
aplicagdo de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC)
e trufa (T) como substratos de cultivo. DMS — Diferenca minima significativa a 5%.

4.2.7 Variaveis de Micorrizacao

O comprimento de raiz do limoeiro ‘Cravo’ colonizada pelo fungo Glomus
intraradices foi estatisticamente superior nas plantas cultivadas no substrato turfa
quando comparada a dos demais tratamentos. A colonizagdo das plantas que cresceram
na fibra de coco e na casca de pinus apenas diferiu nas doses 5 ¢ 10 mg L™ de Cu, sendo
que na fibra de coco as plantas apresentaram maiores porcentagens de colonizagdo
(Tabela 16).

Para o comprimento do micélio externo total (Tabela 17), com exce¢do do

tratamento onde nao se aplicou o Cu, na turfa ocorreu o maior valor de MET.
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Tabela 16. Coloniza¢ao do fungo Glomus intraradices em plantas de limoeiro ‘Cravo’,
com a aplica¢do de diferentes doses de Cu, utilizando casca de pinus (CP), fibra de
coco (FC) e turfa (T) como substratos de cultivo.

Doses de Cu CP FC T
mg L' % % %

0 18 b* 420 73 a

5 25¢ 45b 81 a

10 28 ¢ 48 b 83 a

20 17b 30b 83 a

30 22b 17b 86 a

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 17. Comprimento do micélio externo total (MET) do fungo Glomus
intraradices, ap6s cultivo de limoeiro ‘Cravo’, com a aplica¢do de diferentes doses de
Cu, utilizando casca de pinus (CP), fibra de coco (FC) e turfa (T) como substratos de
cultivo.

Doses de Cu (mg L™) CP FC T
m g substrato m g substrato m g substrato
0 2,95 a* 3,13 a 4,12 a
5 1,66 b 1,61 b 9,44 a
10 2,30 ¢ 5,53b 10,38 a
20 1,32 ¢ 5,97 b 8,64 a
30 1,46 ¢ 6,23 b 9,51 a

*Letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

5 DISCUSSAO

Vérios fatores concorrem para a otimizagdo do efeito da micorrizagdo na
produgdo de mudas, como o melhor momento para a inoculagdo do FMA e o substrato
a ser utilizado, pois modulam o estabelecimento e o desempenho da associagdo

micorrizica (SILVEIRA & GOMES, 2007).

Ja se constatou que o quanto antes a planta ¢ colonizada pelo FMA e uma
simbiose ativa se estabelece, melhor ¢ a resposta da planta e mais eficiente pode ser a
associacdo. Neste presente trabalho, a fase de inoculacdo do FMA para obtengdo da

muda micorrizada influenciou significativamente as respostas obtidas.

Quando a inoculacdo do FMA ocorreu na semeadura (experimento 1), ao longo
do periodo em que as plantas de limoeiro ‘Cravo’, cultivadas na fibra de coco,
permaneceram em casa de vegetagdo, a altura das plantas micorrizadas e ndo
micorrizadas ndo variou, sendo que na dose 5 mg L de Cu houve os maiores valores
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de altura (Figuras la,b). Ja na casca de pinus, as plantas micorrizadas, 80 dias apds o
transplante, alcangaram uma altura de 60 cm com a aplicagcdo da maior dose de Cu (30
mg L") (Figura 2a), o que s foi atingido aos 100 dias pelas nio micorrizadas, na
mesma dose de Cu (Figura 2b). Quando a inoculagdo do FMA foi realizada no
transplantio (experimento 2), nas plantas cultivadas na fibra de coco (Figura 20a,b), a
altura de 60 cm foi atingida em torno dos 120 dias apds o transplante, com a dose 5 mg
L' de Cu nas ndo micorrizadas e 10 mg L™ nas micorrizadas. Todavia a micorrizaco
se mostrou mais benéfica nos primeiros 25 dias ap6s o transplante, quando a altura das
plantas estava, aproximadamente, 5 cm maior quando comparadas as ndo micorrizadas.
Para a casca de pinus também se evidenciou esse efeito inicial positivo da
micorriza¢ao, com as plantas colonizadas por Glomus intraradices apresentando 10 cm
mais de altura em relagdo as ndo micorrizadas quando o Cu nao foi aplicado (Figura

21a,b).

Um fator importante no desenvolvimento do porta-enxerto ¢ o didmetro do
caule, porque o maior desenvolvimento em didmetro pode antecipar o tempo de
enxertia (SCHAFER et al.,, 2006). Com a pré-inoculagio do FMA na semeadura,
apenas nas plantas micorrizadas crescidas na casca de pinus o ponto de enxertia foi
alcancado, em torno de 120 dias ap6s o transplante, na dose 30 mg L™ de Cu aplicado
(Figura 4). Com a inoculacao do FMA no transplantio, nas plantas cultivadas na casca
de pinus, o didmetro do caule atingiu 7 mm, tanto nas micorrizadas como nas nao
micorrizadas, em torno de 75 dias apds o transplante, com a aplicagdo das menores
doses de Cu (0 ¢ 5 mg L™ de Cu). Porém, até 25 dias apos o transplante, as plantas
micorrizadas apresentaram didmetro 1 mm maior que as ndao micorrizadas (Figura
24a,b). Esse efeito positivo da micorrizacdo na fase inicial do desenvolvimento das
plantas pode ser devido a maior exploracdo dos substratos de cultivo e absor¢ao de

agua e nutrientes via FMA (SILVEIRA, 1992).

Com a inoculagdo do FMA na semeadura, plantas micorrizadas e cultivadas em
casca de pinus praticamente alcancaram o ponto de enxertia, 7 mm a 5 cm do colo da
planta (ESPOSTI & SIQUEIRA, 2004). O mesmo resultado nao foi observado pelas
micorrizadas que cresceram na fibra de coco e nem pelas ndo micorrizadas (Tabela 7),
mostrando a otimizag¢ao do efeito da micorrizagdo na semeadura (pré-inoculacdo) e do
substrato aparentemente mais adequado (casca de pinus). Com a inoculagao do FMA no

transplantio, nas plantas que tiveram a casca de pinus como substrato de cultivo, a
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adi¢ao da maior dose de Cu resultou na diminuicdo do didmetro do caule das plantas de

limoeiro ‘Cravo’ (Figura 27a), o que indica, provavelmente, toxicidade do elemento.

Ao final do periodo experimental, comparando-se os substratos de cultivo
utilizados, constatou-se que as plantas cultivadas em casca de pinus,
independentemente da micorrizagdo, apresentaram maior crescimento em termos de
altura, diametro e MSPA. Estes resultados discordam dos obtidos por MAIORANO
(2003), cujos resultados mostram que o substrato que melhor desenvolvimento
proporcionou as plantas de limoeiro ‘Cravo’ foi a fibra de coco suplementada com
fertilizantes quimicos (Golden Mix 47), principalmente com a inoculacdo de Glomus
intraradices. Todavia, concordam com os de TRISTAO (2005) que obteve com a casca
de pinus, mesmo sem corre¢ao do nivel de fertilidade, maiores valores de crescimento
para mudas de cafeeiro. Ainda, FOCHESATO et al. (2006) obtiveram a maior
crescimento de porta-enxertos citricos nesse mesmo substrato. Como mostram as
analises de fertilidade dos substratos (Tabela 3), esse efeito pode ser decorrente do

maior nivel de fertilidade inicial da casca de pinus.

O crescimento das plantas micorrizadas e nao micorrizadas quando cultivadas
na turfa, (Figura 27a, b, c) ndo mostrou diferenca, o que discorda de MENGE et al.
(1982) que constataram que substratos ricos em matéria orginica prejudicam a
colonizagdo das raizes e os posteriores efeitos benéficos conferidos pelos FMAs.
Entretanto, SOUZA et al. (1997) observaram que, embora rico em matéria organica, o
substrato a base de turfa ndo prejudicou o estabelecimento e eficiéncia dos FMAs; ao
contrario, proporcionou plantas com maior didmetro do caule, o que possibilitaria a

antecipacao da enxertia, ou seja, redu¢ao do periodo de produgao de mudas.

Segundo GONZALES et al. (2000) relagio C/N acima de 30/1 é inadequada
para que um substrato possa ser utilizado na producao de mudas, ja que pode ocasionar
imobilizagdo de nutrientes, principalmente N, o que prejudicaria o desenvolvimento das
plantas. Apenas na turfa foi encontrada relacdo C/N menor que a referida acima, o que
pode ter influenciado, positivamente, no crescimento das mudas, que quando cultivadas

nesse substrato superaram as crescidas na fibra de coco (Tabela 6).

O efeito da micorrizagdo nos substratos ndo ocorreu da forma esperada, uma vez
que, geralmente, maior efeito micotroéfico é observado em substratos com baixo nivel
de fertilidade, que no caso seria a fibra de coco. Contudo, a inoculagdo do Glomus

intraradices sempre promoveu beneficios, principalmente nas plantas crescidas em
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casca de pinus, no experimento com pré-inoculagdo do FMA, o que, todavia, ndo
ocorreu quando foi feita a inoculagdo apenas no transplantio. Também TRISTAO
(2005) observou que a micorrizagdo influenciou positivamente o crescimento das
mudas de café mesmo quando cultivadas em substrato comercial a base de casca de

pinus adubado.

As andlises dos pigmentos fotossintetizantes podem ajudar na determinacgao do
estado fisioldgico da planta, para detecgdo de estresse e na estimativa da produtividade
(BLACKBURN, 1998). Segundo FERRI et al. (2005), os indices de clorofilas totais e
carotendides variam de acordo com o desenvolvimento das plantas, devido
principalmente a porcentagem de cobertura, ao teor de dgua nas plantas e a area foliar.
Com a pré-inoculagdo do FMA, as maiores concentracoes de clorofila a, b e a+b
(Figura 6a, b, c) foram obtidas nas plantas crescidas entre as doses 10 ¢ 20 mg L™ de Cu
e ndo se relacionou com a producdo de MSPA (Figura 5b), pois, nas plantas que
apresentaram maiores teores destes pigmentos, a MSPA ndo foi maior. GRASSI FILHO
et al. (2001) em plantas de limoeiro ‘Cravo’ submetidas a diferentes substratos
organicos de cultivo também fizeram a mesma observacdo. Porém, TRISTAO (2005)
encontrou relacdo positiva entre pigmentos fotossintéticos ¢ MSPA, ou seja, plantas
com as maiores concentragdes de tais pigmentos apresentaram também maior produgao
de biomassa no cafeeiro. Nas plantas submetidas a inoculagdo do fungo por ocasiao do
transplantio, houve relagdo pois os maiores teores de pigmentos fotossintéticos (Figura
28a, b, c) ocorreram nas plantas crescidas em casca de pinus e turfa, que também
apresentaram maior produ¢dao de MSPA (Figura 27c¢).

Aumento na atividade da redutase do nitrato pode estar relacionada a uma
intensa atividade de redugdo assimilatoria do nitrato (TAIZ & ZEIGER, 1998) ou a uma
condi¢do de estresse na planta, causada tanto por deficiéncia quanto por toxicidade de
nutrientes (KASTORI e PETROVIC, 1989). Plantas cultivadas no substrato fibra de
coco apresentaram maior atividade da RN que as obtidas na casca de pinus (Figura 7),
no experimento em que a inoculagdo do FMA ocorreu na semeadura. Ja quando a
inoculagdo foi realizada no transplantio, as plantas micorrizadas de todos os substratos
de cultivo mostraram maior atividade da RN com o aumento das doses de Cu aplicadas
(Figura 29). Logo, tais resultados podem indicar um aumento na atividade dessa enzima
como uma resposta da planta a uma situacdo de estresse causada pelo excesso de Cu

adicionado, de maneira a prover uma maior quantidade de nitrogénio na forma
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assimildvel para produzir aminodcidos, quelatinas, enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo, etc.

Assim como a redutase do nitrato, a maior atividade da fosfatase acida pode
estar relacionada a uma condicdo de estresse na planta, além de ser um indicativo do
estado nutricional de P na planta (ASCENCIO (1994; MALAVOLTA (1980). A maior
atividade dessa enzima foi obtida nas plantas crescidas no substrato casca de pinus
(Figura 8 e Tabela 13). Todavia, verificando-se o teor de P na parte aérea das plantas
(Figura 11c e Tabela 15) observa-se que estavam adequados (BATAGLIA et al., 2008),
ou seja, as plantas estavam bem nutridas em P. Além disso, a disponibilidade de P no
substrato (Tabelas 4 e 5) ndo se relaciona com a atividade dessa enzima, pois no
substrato casca de pinus ha valores altos de P disponivel. Resultados semelhantes foram
obtidos por TRISTAO (2005) que observou valores elevados de atividade dessa enzima
em plantas de café em substrato a base de casca de pinus, que também mostrou altos
teores de P disponivel. Com a pré-inoculagdo do FMA, as plantas micorrizadas
mostraram maior atividade da enzima fosfatase acida (Figura 10), provavelmente
devido ao maior desenvolvimento das plantas (Figura 5b), o que deve ter exigido a
transformagdo de fosforo organico em inorganico, mediado por essa enzima, de forma a
suprir as necessidades das partes em crescimento.

A capacidade dos substratos de permitir o desenvolvimento de mudas de elevado
potencial produtivo estd intimamente associado as suas caracteristicas quimicas, as
quais, de alguma forma, influenciam a disponibilidade de nutrientes (BIANCHI et al.,
2003) e a absorcao pela planta.

Na inoculagdo do FMA na semeadura, os teores de N, K, P, Ca, Mg, S, B, Mn e
Zn da parte aérea das plantas diminuiram com o aumento das doses de Cu aplicadas ao
substrato casca de pinus, enquanto que os teores de Cu e Fe aumentaram. As plantas
micorrizadas apresentaram menores teores de Fe e Mn, o que pode ser explicado por
algum efeito protetor advindo do FMA (NOGUEIRA & CARDOSO, 2003). Os
mecanismos que influenciam na atenuagdo da toxicidade de Mn em plantas
micorrizadas ndo sao totalmente conhecidos, mas alguns resultados demonstram a
atuacdo de processos pelos quais os metais sdo retidos nas hifas dos FMAs no interior
das raizes (DEHN & SCHUEPP, 1989), pela complexagdo com granulos de polifosfato
no micélio fungico (GALLI et al., 1994), pela adsor¢do as hifas externas (JONER et al.,
2000). Quando o substrato foi a fibra de coco, os teores de N, K, B ¢ Cu aumentaram, os

de P, Ca, S e Mn praticamente ndo variaram, enquanto os de Zn diminuiram em fung¢ao
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do aumento na dose de Cu aplicada. No geral, em ambos os substratos, plantas ndo
micorrizadas superaram as micorrizadas quanto ao teor dos nutrientes na parte aérea. No
experimento em que a inoculagdo do FMA foi realizada na fase de transplantio, os
teores de N, K, Cu e Zn nao foram influenciados pela micorrizagdo. Os teores de N, P,
Mg, S, Fe e Mn mostraram niveis mais elevados na parte aérea das plantas cultivadas na
casca de pinus, enquanto que os teores de Cu e B foram maiores nas plantas
desenvolvidas na fibra de coco. Os resultados sugerem que a micorrizagdo nao
influenciou diretamente a nutricdo mineral das plantas, mas promoveu benéficio
causando aumento no crescimento.

Baseando-se nos padrdes nutricionais de BATAGLIA et al. (2008), para a parte
aérea de mudas de limao ‘Cravo’, nas mudas crescidas em casca de pinus, obtidas em
sementeira com a pré-inoculacao do fungo, constatou-se que os teores de N, K, Mg e Zn
variaram de adequado a deficiente; os de P, Cu e Fe mostraram-se adequados; Ca, S, B
deficientes e, finalmente, o de Mn, excessivo. Nas plantas cultivada na fibra de coco, os
teores de N, P e Fe foram adequados, os de K e Cu, excessivos, enquanto que os teores
de Ca, Mg, S, B, Mn ¢ Zn deficientes. Quando o FMA foi inoculado no transplantio, na
parte aérea das mudas, os teores de N, Ca, Mg, S e B mostraram-se deficientes e o de Zn
adequado nas obtidas nos trés substratos de cultivo. Os teores de K e Mn na parte aérea
foram excessivos nas plantas cultivadas na fibra de coco e deficientes nas da casca de
pinus e turfa; o de P adequado na casca de pinus e deficiente na fibra de coco e turfa. O
teor de Cu mostrou-se adequado apenas nas plantas crescidas na casca de pinus e
excessivo nas demais. O teor de Fe foi adequado nas mudas obtidas na casca de pinus e
fibra de coco, porém deficiente nas da turfa. Por fim, o teor de Mn mostrou-se excessivo
nas plantas da casca de pinus e deficiente nas da fibra de coco e turfa.

Em todos os tratamentos, o teor de K da parte aérea das plantas crescidas na
fibra de coco foi excessivo (BATAGLIA et al., 2008) e o de Mg e de Ca, deficiente.
Segundo MALAVOLTA (1980), ions K™ em altas concentragdes podem interagir com
fons Ca’" numa inibi¢do competitiva, o que pode ter ocorrido. Esses resultados podem
ainda estar relacionados as baixas concentragdes de Ca e Mg nos substratos (Tabelas 4 e
5), os quais nao foram fornecidos na concentrag¢do adequada pela fertirrigacao realizada
durante o experimento. Ainda, segundo MARFA (1998) nutrientes como Ca ¢ Mg em
substratos com valores de pH abaixo de 4,5 podem ter sua disponibilidade
sensivelmente reduzida. Valores de pH menores que 4,5 foram encontrados no substrato

a base de casca de pinus de ambos os experimentos.
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As plantas cultivadas na fibra de coco apresentaram os maiores teores de Cu na
parte aérea. A diferenca no teor de Cu da parte aérea das mudas em fun¢do do substrato
pode estar relacionada aos processos de adsor¢ao de Cu em substratos (PADUA
JUNIOR, 2006). As reagdes de adsor¢cao do Cu na superficie de coldides do solo sdo
bastante fortes e ocorrem pela formacdo de complexos Cu-ligante de alta energia
(FERREIRA & CRUZ, 1991). Assim, a disponibilidade desse elemento para as plantas
¢ uma funcdo da contribuicdo e da composi¢do da fragdo organica do meio de
crescimento. Uma vez que os substratos casca de pinus e turfa apresentam uma grande
propor¢ao de compostos organicos (MARTINEZ, 2002), ¢ possivel afirmar que o Cu
tenha sido adsorvido. Portanto, sua menor disponibilidade no substrato refletiria na
menor absor¢ao e concentracao na parte aérea.

O principal efeito observado (Experimento 1) foi o aumento significativo no teor
de Cu nas plantas micorrizadas, mostrando o efeito benéfico da simbiose na absor¢do de
outro elemento pouco moével no solo além do P (ROCHA et al., 1995). Isso ocorreu com
a utilizagdo da fibra de coco, na qual todo o Cu aplicado possivelmente ficou disponivel
para a planta.

O limoeiro ‘Cravo’ cultivado em casca de pinus apresentou maior quantidade
acumulada de todos os macronutrientes avaliados. As plantas micorrizadas obtidas pela
pré-inoculacdo do FMA na sementeria (Experimento 1), no geral, apresentaram maiores
acumulos de macronutrientes na parte aérea quando comparadas as ndo micorrizadas.
Esse resultado ndo se repetiu quando a inoculagdo do FMA foi realizada no transplantio
(experimento 2). Para as plantas desenvolvidas na fibra de coco, embora o acimulo de
macronutrientes tenha sido inferior a casca de pinus (Experimento 1) também ocorreu
que as plantas colonizadas por Glomus intraradices mostraram maiores quantidades
acumuladas de macronutrientes. Ao se avaliar as plantas crescidas em turfa observa-se
que, no geral, acumularam mais macronutrientes que as cultivadas na fibra de coco,
independentemente da micorrizacdo (Experimento 2). O acimulo de micronutrientes,
com excecao do Cu, foi maior na parte aérea das plantas desenvolvidas na casca de
pinus, independentemente da micorrizagdo, em ambos os experimentos.

O maior IEU do P (Figura 19a) foi observado nas plantas micorrizadas crescidas
em casca de pinus, aumentando com as doses de Cu aplicadas, o que pode ser traduzido
em maior aproveitamento do P pelas plantas colonizadas por Glomus intraradices,
quando a inoculagdo foi realizada na sementeira, ou seja, as plantas tornaram-se

micorrizadas precocemente. J& quando a inoculagdo do FMA foi feito por ocasido do
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transplantio, o maior IEU do P (Figura 38a) foi obtido pelas plantas ndo micorrizadas
cultivadas em turfa. Para ambas as fases de inocula¢do do fungo micorrizico, plantas
cultivadas na fibra de coco, independentemente da micorrizagao, apresentaram o menor
IEU de P. De forma geral, o maior IEU de Cu foi obtido pelas plantas micorrizadas e
cultivadas em casca de pinus, indicando que, nesse substrato a micorrizagdo
proporcionou conversao significativa do Cu absorvido em biomassa vegetal, o que ¢ um
beneficio da simbiose, uma vez que aumenta a absor¢ao deste micronutiente pouco
movel no solo. Quao maior as doses de Cu aplicadas ao substrato menor o IEU de Cu,
possivelmente devido ao estresse causado pelas maiores doses de Cu aplicadas, pois o
Cu atingiu niveis toxicos na planta. As plantas micorrizadas, mesmo nas maiores doses
de Cu, apresentaram maior IEU do Cu absorvido (Figura 19b, 38b).

A determinagdo do micélio extraradicular total (MET) ¢ importante porque este
componente da micorriza desempenha um importante papel no sistema micorrizico,
constituindo uma estrutura de absor¢do adicional a raiz, que capacita a planta para obter
nutrientes, que, de outra forma, ndo lhe seriam acessiveis (SILVEIRA, 1992). Apds o
cultivo das plantas, obtidas na pré-inoculagdo do FMA na sementeira, constatou-se que
0 maior comprimento do micélio externo total (MET) ocorreu na fibra de coco (Tabela
11), independentemente da dose de Cu adicionada, apesar de a colonizagdo radicular
nao ter variado. Quando foi realizada a inoculacdo no transplantio, o comprimento do
MET (Tabela 17) foi maior no substrato turfa e se relacionou com a porcentagem de
colonizacdo, que também foi maior nas plantas crescidas nesse substrato (Tabela 16).
Essa relagdo entre o MET e a colonizagdo radicular também ja foi relatada por
BETHLENFALVAY et al. (1982); ABBOTT e ROBSON (1985). No entanto, isso nao
foi observado por TRISTAO (2005), onde plantas de cafeeiro com baixa colonizagio
mostraram tanto alto quanto baixo comprimento de micélio externo, em diferentes
substratos organicos. Na turfa foram encontrados niveis baixos de P, possivelmente por
ter sido fixado pelas matérias organica e mineral presentes em sua constituicdo
(LEMAIRE e DARTIGUES, 1988), o que pode ter favorecido a colonizagao radicular
pelo FMA, pois, segundo NOGUEIRA ¢ CARDOSO (2006), teores elevados de P
disponivel reduzem a colonizagdo radicular de mudas de limoeiro ‘Cravo’ por Glomus
intraradices, o que pode ter ocorrido com a casca de pinus na qual a concentracio de P
estava elevada. Normalmente, substratos ricos em matéria organica prejudicam a
colonizagdo das raizes (MENGE et al., 1982). No entanto, SOUZA et al. (1997)

constataram que plantas micorrizadas e cultivadas em substrato a base de turfa, rico em
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b)

c)

d)

matéria organica, desenvolveram-se perfeitamente, com um nivel de colonizagdo
semelhante ao encontrado no substrato & base de areia silicea. Todavia, as plantas
cultivadas na turfa, mesmo apresentando a maior colonizagdo radicular em relacao aos
demais substratos, ndo apresentaram o maior crescimento, fato que confirma que o
desempenho da simbiose e a eficiéncia do FMA independem da infectividade do fungo

(SILVEIRA et al., 2003).

6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Para o manejo da solu¢do nutritiva adotado, o melhor desenvolvimento das mudas
ocorreu no substrato casca de pinus, no qual também se observou melhor desempenho
da micorrizagao.

Quando a inoculagdo do FMA foi feita na semeadura, as plantas mostraram maior
crescimento nas menores doses de Cu adicionadas, diminuindo com o aumento da
concentragdo de Cu.

Quando a inoculagdo foi realizada no transplantio, a adi¢ao das doses crescentes de Cu
aumentou o crescimento das plantas de limoeiro ‘Cravo’.

A fase de inoculacdo do fungo micorrizico, o tipo de substrato e a solu¢do nutritiva a ser
empregada sdo fatores determinantes da producdo de mudas micorrizadas de limoeiro

‘Cravo’.
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