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 Na produção de mudas de espécies florestais de qualidade, é indispensável que se 

tenha um adequado substrato, com boa estrutura, consistência, alta porosidade, alta 

capacidade de retenção e fornecimento de nutrientes e de água, e que sejam inoculados com 

fungos micorrízicos. O Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii têm a capacidade de formar 

simbiose com fungos ectomicorrízicos (fECMs), que auxiliam o crescimento das plantas 

através do aumento na absorção de nutrientes e água, conferindo também maior resistência 

aos patógenos da raiz e às condições ambientais adversas.  Este estudo teve como objetivos: 

a) selecionar, isolar, multiplicar e identificar a nível morfológico e/ou molecular, isolados de 

fECMs e fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) de áreas com solos quartzarênicos para 

inoculação de mudas de Eucalyptus grandis Hillex Maiden e Acacia mearnsii De Wild; b) 

determinar a dose de fósforo que permitisse compatibilizar um incremento no crescimento das 

mudas com uma máxima colonização micorrízica; c) estudar o estoque de fósforo nas mudas 

de E. grandis produzidas em diferentes substratos. Os estudos foram conduzidos no 

Laboratório de Biologia e Microbiologia do Solo Dr. Marcos Rubens Fries do Departamento 

de Ciências do Solo da Universidade Federal de Santa Maria, na casa de vegetação do 

Departamento de Solos e no município de São Francisco de Assis - RS, em área arenizada. As 

espécies de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) encontradas na área foram Acaulospora 

scrobiculata Trappe, Gigaspora margarita Becker & Hall; Glomus clarum Nicolson & 

Schenck; Glomus etunicatum Becker & Gerdemann; Scutellospora heterogama Nicolson & 

Gerdemann. As espécies de fECMs encontradas foram Pisolithus sp Alb. & Schwein; 

Scleroderma sp (Person) Fries e Pisolithus microcarpus (Cooke & Mossee) Comm. O isolado 
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Scleroderma  UFSMSc1 foi caracterizado a nível morfológico e molecular. A Acacia 

mearnsii, foi colonizada pelos FMAs mesmo nos substratos com alto nível de fósforo,  e as 

espécies de FMAs eficientes em sua colonização foram  G. clarum e G. etunicatum, 

caracterizando-se como uma espécie de leguminosa com dependência micorrízica 

intermediária. Para o E. grandis, a inoculação com Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116), foi 

eficiente para o desenvolvimento das mudas, sendo que a eficiência desse isolado tende a ser 

maior em menores doses de P adicionado. No campo, as mudas produzidas com o fungo 

UFSC-Pt 116, apresentaram a maior sobrevivência, bem como maior crescimento em altura e 

diâmetro em relação às mudas que não receberam o inoculante. Este estudo comprova o 

potencial dos fungos micorrízicos na produção de mudas de qualidade de E. grandis e A. 

mearnsii . 

 

Palavras-chave: areais, substrato, doses de fósforo e  fungos micorrízicos. 
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It is essential that the quality of seedlings production in the forest species has an 

appropriate substrate, with good structure, consistency, high porosity, high capacity of 

nutrition and water retention and inoculated by mycorrhizal fungi. The Eucalyptus grandis 

and Acacia mearnsii show the capacity to form symbiosis with ectomycorrhizal fungi 

(fECMs), which help the plant growth by increasing the water and nutritive absorption, that 

result in prevention of root diseases and  survival in diferent environmental conditions. This 

study was evaluated with the aims:  a) to select,  to isolate, to multiply and  to identify at 

morphological and/or molecular level the ectomycorrhizal fungi and arbuscular mycorrhizal 

fungi (FMAs) from quartzipsament soil to using in seedlings inoculation of E. grandis and A . 

mearnsii; b) to determine the phosphour level that to allow compatibility in increasing  of 

seedlings growing with the maximum mycorrhizal association;  and c) to study the stock of 

phosphour in the seedlings of E. grandis produced in different substrates. The studies were 

carried out in the Biology and Microbiology Laboratory of Prof. Marcos Rubens Fries, in Soil 

Science Department,  Federal University of Santa Maria, and in greenhouse conditions at Soil 

Science Department, in the São Francisco de Assis city, Rio Grande do Sul state, in sandy 

soil. The arbuscular mycorrhizal fungi (FMAs) found in the area were Acaulospora 

scrobiculata Trappe, Gigaspora margarita Becker & Hall; Glomus clarum Nicolson & 

Schenck; Glomus etunicatum Becker & Gerdemann; Scutellospora heterogama Nicolson & 

Gerdemann. The species fECMs found were Pisolithus sp Alb.& Schwein; Scleroderma sp 

(Person) Fries and Pisolithus microcarpus (Cooke& Mossee) Comm. The Scleroderma sp. 

UFSMSc1 was studied at morphological and molecular level. The Acacia mearnsii showed  

mycorrhizal colonization  by FMAs in the substrates with high phosphour level, and the 
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species of FMAs most efficient were G. clarum and G. etunicatum. It was characterized this 

leguminous plant with intermediary mycorrhizal dependence. For the E. grandis, the 

inoculation with P. microcarpus (UFSC-Pt 116) was efficient for the seedlings production  

because this isolated could be adapted in less P level added in the substrate. In the field, the 

seedlings produced with the P.  microcarpus UFSC-Pt 116 showed the highest survive, 

growth in height and diameter in relation to the non-inoculated seedlings. This study proves 

that the potential of mycorrhizal fungi in the quality of seedlings production of E. grandis and 

A. mearnsii. 

 

Key words: sandy soil, substrate, level of phosphour, mycorrhizal fungi 
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HIPÓTESES 
 

• O uso de diferentes substratos para a produção de mudas de Eucalyptus grandis e 

Acacia mearnsii, poderá minimizar o estresse e favorecer o índice de “pega” e o 

estabelecimento das mudas. 

 

• A inoculação com fungos micorrízicos arbusculares e ectomicorrízicos  (MAs/ECMs) 

irá permitir que as mudas, se tornem aptas para se desenvolverem em áreas arenizadas. 

 

• A adição de fósforo no substrato poderá melhorar o arranque inicial das mudas, 

elevando os níveis de P metabólico das plantas, favorecendo as condições nutricionais, 

sem impedir a colonização micorrízica. 

 

• A eficiência de utilização do P pela planta é dependente do estoque de P metabólico e 

de P vacuolar (não metabólico). 
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2 INTRODUÇÃO GERAL 
         

 O setor florestal brasileiro é constituído pelas indústrias de papel e celulose, carvão 

vegetal, madeira serrada, chapas, aglomerados, resinas e óleos essenciais. Esse setor é 

responsável por dois milhões de empregos diretos e indiretos, sendo de destacar que, nesse 

conjunto, o manejo de florestas plantadas alcança 25% do total (SOCIEDADE BRASILEIRA 

DE SILVICULTURA, 2000). A madeira, matéria prima utilizada pelo setor florestal, é obtida 

normalmente, a partir de plantios homogêneos realizados com espécies de eucalipto, pinus e 

acacia. 

 A elevada utilização do eucalipto nos reflorestamentos ocorre devido a sua 

diversidade de espécies, adaptabilidade em várias regiões e climas e seu potencial de 

produção, pois contribui para diminuir a pressão e desmatamento das áreas de preservação e 

reservas legais de matas nativas e também auxilia na captura de dióxido de carbono na 

atmosfera, diminuindo o efeito estufa (GARAY et al., 2004). 

 A Acacia mearnsii (acácia negra) é uma importante espécie exótica cultivada no 

Estado do Rio Grande do Sul, juntamente com espécies dos gêneros Eucalyptus e Pinus 

(HIGA et al.,1998), pois fornece casca para produção de tanino (CALDEIRA et al., 2002). 

Pode também ser considerada uma recuperadora de solos, por se tratar de leguminosa com 

capacidade de reposição de nitrogênio até cerca de 200 Kg de N ha-1ano-1, além de contribuir 

na formação de cobertura florestal e apresentar capacidade de formar simbiose com 

micorrizas arbusculares e ectomicorrízas  (MOREIRA & SIQUEIRA 2002). 

 Os reflorestamentos no Brasil têm se concentrado  em solos com baixas reservas de 

nutrientes e  ácidos. Nestes solos, a deficiência de fósforo tem sido menor do que a de 

potássio e boro, (BELLOTE & FERREIRA (1993); SILVEIRA et al., 1995a, 1995b, 1999, 

2001, 2002 e 2003) e SGARBI & SILVEIRA (2001). No entanto, considerando a baixa 

fertilidade dos solos, a aplicação de fósforo tem sido essencial para o aumento e manutenção 

da produtividade das florestas implantadas, bem como associações biológicas com micorrizas, 

que podem potencializar o aproveitamento do pouco fósforo disponível nestas áreas. 

 Estas áreas arenosas, desprovidas de vegetação, são depósitos areníticos 

inconsolidados, e retrabalhados sob os processos característicos do clima atual  (AZEVEDO 

& KAMINSKI, 1999). Estes solos apresentam dificuldades na retenção de água e de 

nutrientes, fatores estes, que dificultam a manutenção e desenvolvimento da vegetação nessas 
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áreas.   Para isso é importante que algumas medidas sejam tomadas para se aumentar a 

eficiência do estabelecimento de mudas de espécies florestais de qualidade. 

 Algumas espécies de plantas, como o eucalipto e a acacia negra, têm a capacidade de 

formar simbiose com fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e ectomicorrízicos (ECMs), 

que aumentam a retenção de água e nutrientes, principalmente P, pelas plantas, 

proporcionando sucesso no estabelecimento da vegetação. 

 Os fECMs aumentam a área de solo explorada pelas raízes na captura e fornecimento 

de água e de nutrientes, principalmente do fósforo (P), através do prolongamento das hifas no 

solo e da modificação da arquitetura das raízes (BRUNDRETT, 1996). Trabalhos têm 

demonstrado que esses fungos são capazes de disponibilizar o P presente em formas pouco 

solúveis, através da produção de fosfatases e ácidos orgânicos. Além disso, os fECMs são 

capazes de sintetizar hormônios de crescimento, como ácido indol acético e precursores de 

giberilinas, e substâncias antibióticas como polifenóis, que por sua vez, conferem proteção ao 

sistema radicular contra patógenos. 

 No entanto, os mecanismos utilizados pelos fECMs, no alcance desses benefícios, 

variam em nível interespecíficos e intraespecíficos, sendo necessário um processo de seleção 

para identificar os melhores fungos para a espécie hospedeira de interesse. Devido a essas 

diferenças entre os mecanismos de atuação e da eficiência dos isolados, estudos são 

necessários para identificar os fungos mais eficientes na promoção do crescimento de mudas 

de Eucalyptus grandis e de Acacia mearnsii. 

 O estabelecimento da associação micorrízica nestas culturas são pouco conhecidas, e 

assim, a seleção de FMAs e ECMs eficientes na promoção do crescimento de mudas de 

eucalipto e acacia  apresenta-se como uma alternativa biotecnológica capaz de promoverem 

ganhos na produção e aumento da oferta de madeira, através de produção e uso de inoculantes 

em programas de controle de micorrização para reflorestamentos. Além disso, pode auxiliar 

na redução de uso de fertilizantes fosfatados solúveis nos viveiros e no campo. 

 Embora o P seja um macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento 

das plantas, suas concentrações, no substrato ou no solo, podem limitar ou inibir a 

colonização micorrízica. Nesse sentido, é necessário determinar uma dose adequada para 

compatibilizar uma máxima colonização pelos FMAs e ECMs com uma boa reserva do 

nutriente para o arranque incial do crescimento das mudas. 

 Neste contexto, foi conduzido o presente estudo, o qual foi dividido em etapas. Na 

primeira isolou-se, multiplicou-se e identificou-se morfologicamente e molecularmente 

espécies de fungos micorrízicos arbusculares e ectomicorrízicos presentes em área de 



 25 

 

 

arenização, mais especificamente no município de São Francisco de Assis-RS. Em seguida, 

determinou-se  a dose de P mais adequada e tipo de substrato e espécie de fungos micorrízicos  

para conciliar maior taxa de colonização micorrízica e crescimento de mudas de Eucalyptus 

grandis e Acacia mearnsii em casa de vegetação e no campo. 
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CAPÍTULO 1 -  FUNGOS ARBUSCULARES E ECTOMICORRÍZICOS 

EM ÁREAS DE EUCALIPTO E CAMPO NATIVO  EM SOLO 

ARENOSO 
 

1 RESUMO 
  O Eucalyptus grandis Hillex Maiden forma associações simbióticas com fungos 

micorrízicos arbusculares e ectomicorrízicos. Com o objetivo de avaliar a população e a 

diversidade destes microrganismos nesta espécie florestal em áreas sujeitas à arenização, 

verificar se estes microrganismos podem ser utilizados em programas de recuperação destas 

áreas, e verificar qual o método mais adequado para a identificação dos gêneros e espécies 

dos fungos micorrízicos, amostras de solo e raízes de três áreas, (campo nativo, cultivo de 

eucalipto 3 anos e cultivo de eucalipto 8 anos),  foram coletadas para identificação direta e 

indireta de fungos micorrízicos arbusculares. Corpos de frutificação de ectomicorrizas 

também foram coletados nas três áreas. O levantamento prévio dos gêneros e espécies de 

fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e ectomicorrízicos (fECMs)  nas três áreas 

avaliadas, permitiu verificar que a população e a diversidade de fungos micorrízicos 

arbusculares (FMAs) em áreas sujeitas à arenização em campo nativo, na identificação direta, 

foi maior do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, comprovando assim, que sistemas mais 

estáveis, por apresentar maior diversidade na comunidade das plantas, proporciona maior 

capacidade de associação para os fungos micorrízicos. O método de avaliação indireta 

(cultura armadilha) com Brachiaria brizantha foi eficiente na recuperação de inóculos de 

FMAs em solos arenosos, e pode ser utilizado nos programas de multiplicação de fungos 

micorrízicos arbusculares para inoculação de mudas em viveiros. As espécies de FMAs  

presentes nas áreas avaliadas foram Acaulospora scrobiculata Trappe, Gigaspora margarita 

Becker & Hall, Glomus clarum Nicolson & Schenck, Glomus etunicatum Becker & 

Gerdemann e Scutellospora heterogama Nicolson & Gerdemann. As espécies de fungos 

ectomicorrízicos que mais se destacam foram Pisolithus sp. Alb. & Schewein; Scleroderma 

sp. (Persoon) Fries e Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) Cumm. O fungo 

ectomicorrízico que apresentou a maior abundância relativa foi o Scleroderma sp.  

Palavras-chave: Glomus etunicatum, Glomus clarum, Acaulospora scrobiculata,  

Scutellospora heterogama, Scleroderma sp, Pisolithus  microcarpus, Pisolithus sp.  
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2 INTRODUÇÃO 
As micorrizas, descritas pela primeira vez por FRANK (1885), constituem-se em 

importante fator de sobrevivência e crescimento das plantas. São formadas pela associação de 

fungos especializados do solo com as raízes das plantas hospedeiras, constituindo-se num 

processo de co-evolução adaptativa, resultando em modificações morfofisiológicas para a 

planta (GARBAYE, 1990; SMITH & READ, 1997).   Nessa relação mutualistica, é 

fundamental a interação entre o fungo e a planta. Assim, as interações que ocorrem são 

reguladas por mecanismos moleculares permanentes, desde o reconhecimento entre os 

simbiontes até o pleno desenvolvimento da simbiose (LAMBAIS, 1996).  

As micorrizas apresentam ampla distribuição, sendo encontradas dos pólos gelados às 

florestas tropicais úmidas e desertos. Estima-se que mais de 90% das plantas superiores 

formam micorrizas, dentre as quais, grande parte é de interesse agrícola e florestal (SYLVIA, 

1998). A importância das micorrizas foi evidenciada nas primeiras tentativas de introdução de 

espécies vegetais fora de seus habitats naturais, e na dificuldade encontrada nos 

reflorestamentos de regiões de solos degradados, onde não existiam fungos compatíveis com 

as espécies introduzidas (MARX & CORDELL, 1989). Essa dependência ficou mais evidente 

quando se tentou introduzir sem sucesso espécies de Pinus e Eucalipto em outros continentes 

ou regiões distantes da sua ocorrência natural (VOZZO & HACSKAYLO, 1971; MIKOLA, 

1973). 

As micorrizas arbusculares e ectomicorrizas promovem um incremento significativo 

da área de absorção radicular das plantas colonizadas, maximizando o aproveitamento de água 

e nutrientes, como o fósforo (P), o nitrogênio (N) e o potássio (K), e alguns micronutrientes 

não fungistáticos (MOLINA & TRAPPE, 1984; SMITH & READ, 1997; GLOWA et 

al.,2003). Além disso, propiciam melhor resistência ao estresse hídrico, às temperaturas 

elevadas, à acidez por serem mais tolerantes à presença de Al, e maior tolerância a condições 

de toxidez do solo e proteção do sistema radicular contra patógenos (MARX & CORDELL, 

1989; SMITH & READ, 1997). Com isso, contribuem para o estabelecimento e 

desenvolvimento das plantas (MARX, 1991), mesmo em solos com baixos teores de nutrientes 

ou degradados (MARK & CORDELL, 1989), como os que ocorrem em algumas áreas 

localizadas na região central do Rio Grande do Sul. 

As espécies e os isolados de fungos micorrízicos arbusculares e ectomicorrízicos têm 

apresentado efeitos distintos com relação ao aumento na absorção de nutrientes e no 

crescimento das plantas (SANDERS et al., 1977) e na capacidade de colonização. 
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O eucalipto tem a característica de associar-se a fungos ectomicorrízicos e  

arbusculares, sendo que as associações com fungos ectomicorrízicos são as mais estudadas 

atualmente. Santos et al. (2001), em estudo realizado com cinco espécies de eucalipto, 

incluindo Eucalyptus cloeziana, observaram uma sucessão no tipo de colonização micorrízica, 

sendo inicialmente dominado por fungos micorrízicos arbusculares e posteriormente por 

fungos ectomicorrízicos. Araújo et al. (2004) em seus estudos com fungos micorrízicos 

arbusculares em Eucalyptus cloeziana verificaram grande suscetibilidade à formação de 

micorriza arbuscular.  

Amorin (1988), trabalhando com mudas de Eucalyptus grandis em Latossolo 

Vermelho-Amarelo álico, inoculados com fungos micorrízicos arbusculares e 

ectomicorrízicos, constatou que não houve diferença entre as mudas inoculadas com 

Scutelospora heterogama, Acaulospora scrobiculata, Glomus macrocarpum e Glomus 

fasciculatum e as não inoculadas. No entanto, SANTOS (1995) detectou que a micorrização 

em Eucalyptus camaldulensis minimizou os efeitos da compactação do solo e proporcionou 

maior eficiência na absorção de fósforo. 

De modo geral, a atividade dos fungos micorrízicos e a associação com as raízes de 

plantas superiores durante o ano não é uniforme, porque estão sujeitas a variações nas 

condições de temperatura, umidade, matéria orgânica do solo, fósforo, nitrogênio, pH e 

aeração do solo, além de práticas de manejo e procedimentos efetuados durante a formação de 

mudas. Por outro lado, as variações nos tipos de solo e na vegetação nativa e introduzida, 

podem favorecer o domínio de algumas espécies em relação às outras, comprometendo ou 

facilitando a diversidade dos gêneros e/ou espécies dos fungos micorrízicos. 

 Os efeitos destes fatores para o sucesso dos processos de formação das micorrizas em 

essências florestais, ainda são pouco estudados, especialmente em eucalipto. Assim, a 

caracterização de fungos micorrízicos em áreas de plantio de Eucalyptus grandis é importante 

para o estudo da incidência das espécies fúngicas que poderão ser úteis em futuros programas 

de inoculação, bem como no estudo das relações ecológicas entre o fungo simbionte e a planta 

hospedeira.  

Os objetivos deste trabalho foram: a) avaliar a população e a diversidade de fungos 

micorrízicos em povoamento de eucalipto e áreas de campos naturais ocorrentes em Neossolo 

Quartzarênico no município de  São Francisco de Assis – RS.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
O trabalho foi realizado em casa de vegetação da Universidade Federal de Santa Maria, e 

no Laboratório de Biologia e Microbiologia do Solo Dr. Marcos Rubens Fries do 

Departamento de Ciências do Solo da Universidade Federal de Santa Maria. 

As amostras de solo para identificação das micorrizas arbusculares, raízes e corpos de 

frutificação de fungos ectomicorrízicos foram coletadas em julho de 2003 em três diferentes 

áreas sujeitas ao processo de arenização: campo nativo (CN), cultivo de eucalipto de 3 anos 

(E3), e cultivo de eucalipto de 8 anos (E8), localizadas no Município de São Francisco de 

Assis, região oeste do RS (Figura 1). 

 
Figura 1 - Bosque de Eucalipto com 3 e 8 anos no Município de São Francisco de Assis – RS,   onde as 
amostras de solo, raízes e corpos de frutificação de fungos ectomicorrízicos  foram coletados. 
 

O processo de identificação dos fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) constou de 

duas etapas, uma caracterizada como identificação direta (ID) e outra como identificação 

indireta (II). Na identificação direta, efetuou-se a extração de esporos pelo método de 

peneiramento úmido (GERDEMANN & NICHOLSON, 1963) e centrifugação em sacarose 

(JENKINS, 1964). 

O procedimento de extração de esporos de FMAs do solo, foi feito a partir de uma 

amostra de solo, composta de 10 sub-amostras coletadas na profundidade de 0-20 cm. Desta 

amostra composta de solo, foi retirada uma amostra de 50 g, a partir da qual foi realizada a 

contagem dos esporos. Em seguida, os esporos, foram preparados em lâminas e identificados 

segundo suas características morfológicas (SCHENCK & PÉREZ, 1987 e INVAM, 2001). 
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Estes esporos foram os da identificação direta de FMAs. Deste solo determinou-se os teores 

de fósforo e pH (Tabela 1), segundo a metodologia descrita por TEDESCO (1995). 

Outra parte do solo, foi utilizada para identificação indireta dos FMAs. Instalou-se em 

casa de vegetação, um cultivo armadilha com Brachiaria brizantha (Figura 1.2), com o 

objetivo de recuperação das espécies de fungos, que não estavam esporulados no momento da 

coleta. 

As unidades experimentais foram vasos de 1000 g de capacidade, nos quais, foi 

colocado no fundo uma camada de aproximadamente 2 cm de areia autoclavada, e sobre esta 

camada, 500 g de Neossolo Quartzarênico, e novamente uma camada de 2 cm de areia 

autoclavada, para  isolar o solo de possíveis contaminações externas. Em seguida, o solo foi 

semeado com Brachiaria brizantha, utilizando-se uma alta densidade de semeadura, visando 

forçar o desenvolvimento do sistema radicular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.2 - Cultivo armadilha com Brachiaria brizantha em casa de vegetação para multiplicação e 
identificação indireta dos esporos de fungos micorrízicos arbusculares. 
 

Aplicou-se quinzenalmente 20 mL de solução nutritiva de HOAGLAND & ARNON 

(1950) modificada por JARSTFER E SYLVIA (1992). 

Após 4 meses, coletou-se uma amostra de 50 g de solo para a extração de esporos de 

FMAs, seguindo-se o método de GERDEMANN & NICOLSON (1963). Os esporos foram 

identificados de acordo com suas características morfológicas (SCHENCK & PÉREZ, 1987; 

INVAM, 2001), e determinou-se o índice de diversidade de espécies das áreas avaliadas. Para 

a determinação da diversidade, utilizou-se o Índice de Diversidade de Shannon (CLIFFORD 

&  STEPHENSON, 1975). 

Na avaliação da colonização micorrízica, as raízes foram clarificadas e coradas, 

segundo a metodologia de KOSKE & GEMMA (1989) e GRACE & STRIBLEY (1991). A 
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porcentagem do comprimento de raízes colonizadas foi avaliada pelo método da intersecção 

em placa quadriculada descrito no trabalho de GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado à 

partir do método de medidas de comprimento de raízes de NEWMAN (1966). 

A coleta dos carpóforos de fungos ectomicorrízicos, foi com auxílio de pá para 

remoção da serrapilheira. Em cada cultivo de Eucalyptus grandis  existente na área de estudo, 

foram demarcadas 3 áreas de 10.000 m2 , subdivididas em 5 sub-áreas de 2000 m2, onde 

foram coletados todos os carpóforos. Os carpóforos foram armazenados em sacos de papel 

identificados e levados ao laboratório,  para isolamento e identificação  (Figura 1.3). 

 
Figura 1.3 - Carpóforos de fungos ectomicorrízicos encontrados nas  áreas de cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e 

cultivo de eucalipto 8 anos (E8) e que foram isolados e identificados morfológicamente. 
 

A identificação morfológica dos fungos ectomicorrízicos foi proposta com observação 

das características dos carpóforos e dos critérios das chaves de classificação conforme 

TRAPPE (1962), STUNTZ (1980) e SMITH & THEIRS (1971). A identificação das espécies 

só foi possível quando se obtiveram corpos fúngicos e frutificação madura.  

O número de esporos de fungos micorrízicos arbusculares e a colonização micorrízica 

foram submetidos a análise de variância e as médias comparadas pelo Teste de Tukey 5%, 

utilizando-se os procedimentos disponíveis no programa  estatístico SISVAR (FERREIRA, 

2000). 

A abundância relativa das espécies de fungos ectomicorrízicos (Abr) foi definida 

como Abr = (Abm/Abmt) X 100, onde Abm representa o número de carpóforos encontrados 

em cada sub área e Abmt o número total de carpóforos encontrados em toda área. Em seguida 

a freqüência espacial relativa (Fer), definida como Fer = (Fem/Femt) X 100, onde Fem 

representa o número de sub áreas nas quais cada espécie foi encontrada e Femt representa o 

número total de sub áreas onde foi encontrado qualquer carpóforo desse gênero. Com base 

nestes dois resultados, foi calculada a importância relativa (Irm) de cada espécie, através da 

fórmula Irm = Abr + Fer.  (NANTEL & NEUMANN, 1992). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
O solo das áreas de coleta de esporos de fungos micorrízicos arbusculares,  raízes de 

Eucalyptus grandis e corpo de frutificação dos fungos ectomicorrízicos, é acido e a 

disponibilidade de fósforo é muito baixa (Tabela 1). 

 
Tabela 1 -  Teores de fósforo (P) e pH das áreas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e 
cultivo de eucalipto 8 anos (E8), onde foram coletados solo, raízes e corpo de frutificação de fungos 
ectomicorrízicos. 
 CN E3 E8 

P mg/L 8,0 5,5 6,5 

pH 4,7 4,9 4,8 

 

O número médio de esporos de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) encontrados 

em 50 g de solo nas três áreas avaliadas e nos diferentes métodos de identificação,  foi 

superior na identificação indireta em relação à identificação direta (Tabela 1.2), evidenciando 

assim, que o método indireto foi  eficiente em recuperar inóculos de fungos micorrízicos 

arbusculares do solo. O número de esporos foi maior nas áreas de bosque de eucalipto 3  anos, 

em relação às demais áreas, em ambas as identificações. 

 
Tabela 1.2 - Número médio de esporos micorrízicos arbusculares em 50 g de solo, encontrados nas áreas de 
campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de eucalipto 8 anos (E8) na identificação direta de 
solo (ID) e identificação indireta (II) em cultivo de Brachiaria brizantha em casa de vegetação. (Média de 10 
repetições de cada área). 

Área Identificação direta (ID) Identificação indireta (II) 

Campo Nativo   25 b* 83  b 

Cultivo de Eucalipto 3 anos 32 a 251 a 

Cultivo de Eucalipto 8 anos                    14 b 140 b 

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nível de 
5%. 

 

Bellei (1987), em levantamentos realizados em florestas de eucalipto em Santa 

Catarina, em solos arenosos, observou que a idade da planta tem influência sobre o tipo de 

associação micorrízica.  Inicialmente há uma alta esporulação e colonização por FMAs, e esta 

diminui com a idade da planta. Estes dados confirmam os encontrados neste trabalho (Tabela 

1.2), onde há maior concentração de micorrizas arbusculares no cultivo de eucalipto 

implantado há  3 anos do que no de 8 anos. 
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Os fatores que condicionam o estabelecimento de cada fungo simbionte na planta e os 

que influenciam a sua eficiência na promoção do crescimento e da adaptabilidade da planta ao 

ambiente são poucos conhecidos, sendo necessária a avaliação da importância da dupla 

simbiose para o eucalipto (SMITH & READ, 1997).  Sendo assim, os resultados aqui 

encontrados,  podem evidenciar a preferência de alguns FMAs em colonizarem determinadas 

espécies de plantas, como o Eucalyptus grandis  e a Brachiaria brizantha (Figura 1.4). 

Algumas plantas, através de seus esxudatos radiculares, podem estimular a germinação de 

esporos e crescimento micelial dos fungos micorrízicos arbusculares, (SIQUEIRA et al., 

1986; ELIAS & SAFIR, 1987; COLOZZI-FILHO & BALOTA, 1994). 
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Figura 1.4 - Percentual de colonização micorrízica das raízes da Brachiaria brizantha cultivadas  em solos 
provenientes da área de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de eucalipto 8 anos (E8), 
de São Francisco de Assis, RS.  

 

Embora o percentual de colonização micorrízica da Brachiaria brizantha, cultivada no 

solo da área de cultivo de eucalipto 8 anos, tenha sido  maior do que nas demais áreas,  a 

produção de esporos foi menor (Figura 1.4). Este comportamento pode ser atribuído ao fato 

de não haver uma relação direta entre o número de esporos e colonização micorrízica. Porém, 

a taxa de germinação dos esporos é importante para a colonização das raízes, pois pode-se ter 

um grande número de esporos e estes possuírem baixa taxa de germinação, e  por isso haveria 

baixa percentagem de colonização micorrízica (SMITH & READ, 1997). A presença no solo 

de estruturas como hifas de fungos, pode contribuir para este comportamento. Deste modo, a 

área de cultivo de eucalipto 8 anos embora apresentasse menor quantidade de esporos, poderia 
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conter outras estruturas como hifas e micélio, que contribuiriam para o maior percentual de 

colonização. 

A germinação dos esporos é influenciada pelo pH do meio e pode  variar entre os 

gêneros de fungos micorrízicos arbusculares. Esse comportamento dos fungos micorrízicos 

arbusculares em relação ao pH do solo também foi observado neste trabalho, pois as áreas 

avaliadas apresentaram pH entre 4,7 e 4,9 (Tabela 1). Desta forma, considera-se que os 

gêneros Gigaspora, Scutellospora e Acaulospora  (Tabela 1.3), preferem pH entre 4,0 e 6,0, 

enquanto  que os Glomus entre 6,0 a 8,0 (SILVEIRA, 1998; SIQUEIRA & FRANCO, 1988).  

O aumento no número de esporos, a ocorrência de outras espécies de FMAs na 

identificação indireta em relação à identificação direta e a colonização das raízes da 

Brachiaria brizantha, indicam que o uso do cultivo  armadilha com a Brachiaria  brizantha 

foi eficiente em recuperar estes fungos do solo (Tabela 1.3). Sendo assim, para programas de 

produção de mudas em viveiros, recomenda-se que para a inoculação dos fungos micorrízicos 

arbusculares, estes sejam multiplicados em culturas armadilhas (SIBINEL, 2003). 

As espécies de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) (Figura 1.5) que se 

destacaram nas três áreas avaliadas, tanto na identificação direta quanto na indireta, foram 

Glomus clarum, Gigaspora margarita, Acaulospora scrobicullata, Scutellospora heterogama 

e Glomus etunicatum, sendo a mais abundante Acaulospora scrobicullata (Tabela 1.3).  

                                                                                                                                                                        

    

              
Figura 1.5 -  Esporos de fungos micorrízicos arbusculares encontrados nas áreas de Campo Nativo (CN), cultivo 
de Eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de Eucalipto 8 anos (E8), em  São Francisco de Assis – RS. 
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Tabela 1.3 - Número médio de esporos de espécies de fungos micorrízicos arbusculares em 50 g de amostras de 
solo  encontrados nas áreas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3), e cultivo de eucalipto 8 anos 
(E8), na identificação direta do solo (ID) e identificação indireta (II) em cultivo de Brachiaria brizantha em casa 
de vegetação.  

FMA  CN  E3  E8 

  ID II  ID II  ID II 

Acaulospora scrobiculata Trappe  10 7  0 193  22 0 

Gigaspora margarita Becker & Hall  1 0  1 4  0 0 

Glomus clarum Nicolson & Schenck  5 1  4 19  5 10 

Glomus etunicatum Becker & Gerdemann  5 36  0 25  5 78 

Scutellospora heterogama Nicolson & Gerdemann  3 40  9 10  0 52 

Total de espécies  5 4  3 5  3 3 

 

O número médio de esporos de espécies de fungos micorrízicos arbusculares aqui 

encontrados, coincidem com os de COELHO et al (1997), que estudando a incidência de 

FMAs em povoamento de Eucalyptus camaldulensis Dehnh, em vários municípios de Minas 

Gerais, verificaram a presença em maior quantidade de Acaulospora, Glomus e Scutellospora, 

sugerindo que estas espécies de FMAs possuem uma faixa de adaptação ecológica maior, em 

relação à diversidade de condições de solo e clima. 

Na identificação direta foram encontradas cinco espécies de FMAs nas áreas de campo 

nativo, 3 espécies na área de cultivo de eucalipto 3 anos, e  3 espécies na área de cultivo de  

eucalipto 8 anos. (Tabela 1.3). Observou-se também, que na área de campo nativo, na 

identificação indireta, foram identificadas 4 espécies de FMAs, 5 espécies na área de 

eucalipto 3 anos e 3 espécies em eucalipto 8 anos, sendo que as espécies mais numerosas 

foram Acaulospora scrobiculata (193 esporos) e Scutellospora heterogama (52 esporos) e 

Glomus etunicatum (78 esporos) (Tabela 1.3). A presença de Scutelospora heterogama e da 

espécie de Acaulospora scrobiculata pode estar relacionada ao pH do solo (SIQUEIRA et al., 

1984; SIQUEIRA & FRANCO, 1988; LAMBAIS & CARDOSO, 1988). Tais resultados 

relacionam-se com as características originais do ambiente nativo, de modo que a acidez pode 

limitar a distribuição e abundância das espécies de FMAs, alterando o benefício da simbiose. 

Gigaspora margarita, foi encontrada em baixa quantidade tanto na identificação direta 

quanto na indireta em todos os cultivos. Pode-se salientar, que esta ocorrência restrita pode 

ser resultado da menor adaptação às condições ambientais ou de suas exigências para 

crescimento, estabelecimento ou indução à esporulação. 
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Acaulospora scrobiculata foi a espécie que mais esporulou na identificação indireta 

(193 esporos). ZAMBOLIN & BARROS (1982) observaram a sua predominância em 

povoamentos de E. grandis, E. saligna e E. citriodora de várias idades, crescendo em 

Latossolo Vermelho na região de Viçosa, MG. 

Sistemas considerados mais estáveis, como o campo nativo, por apresentar maior 

diversidade na comunidade de plantas, proporciona maior capacidade de associação para os 

fungos micorrízicos. Sabe-se que a comunidade de plantas pode alterar a composição de 

FMAs de determinado local (SANDERS & FITTER, 1992). No entanto, a diversidade de 

FMAs, não segue a de plantas (ALLEN et al., 1995). Assim pode ocorrer uma abundância de 

FMAs na presença de poucas espécies vegetais ou vice versa. 

Não houve diferença de diversidade de FMAs na identificação direta nos cultivos de 

eucalipto 3 e 8 anos, enquanto, que na identificação indireta, a maior diversidade foi no 

cultivo de eucalipto 3 anos. Este resultado, deve-se a eficiência do método indireto em 

recuperar os propágulos de fungos micorrízicos arbusculares, que no momento da 

identificação direta, não estavam viáveis. Por outro lado, sistemas de monoculturas, bem 

como sistemas de manejo intensivo, reduzem a quantidade e a diversidade de FMAs 

(SILVEIRA, 1998). Dessa forma, pode ocorrer a seleção de espécies de FMAs, de forma que 

a diversidade dessas áreas reduz com o tempo. Normalmente, as essências florestais, como o 

Eucalyptus grandis,  são colonizadas predominantemente por fungos ectomicorrízicos e não 

por endomicorrizas (BELLEI & CARVALHO, 1992; LETACON et al., 1987), o que 

contribui para uma menor diversidade de fungos micorrízicos arbusculares nessas áreas. 

Quanto às espécies de fungos ectomicorrízicos encontradas nas áreas de arenização, as 

que se destacaram foram Pisolithus sp Alb. & Schwein; Scleroderma sp (Person) Fries e 

Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) Comm. (Tabela 1.4). 

A abundância relativa das espécies nas áreas de campo nativo (CN), cultivo de 

eucalipto 8 anos (E8) e cultivo de eucalipto 3 anos (E3)  foi de  20%. A frequência relativa de  

Pisolithus sp,  nas três áreas foi respectivamente de 20, 12 e 16%, seguida de  20, 20 e 20% 

do Scleroderma sp e   de 12, 16 e 20% do  Pisolithus microcarpus.   
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Tabela 1.4 - Número total de carpóforos de fungos ectomicorrízicos, abundância, freqüência e importância  
relativa média, encontrados nas áreas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3), cultivo de 
eucalipto 8 anos (E8), São Francisco de Assis, RS. 

 

Pode-se observar que as  maiores  freqüências  relativa ocorreram na espécie 

Scleroderma sp. Estes dados corroboram com os descritos por GIACHINI et al. (2000), onde 

verificaram a presença de Scleroderma aerolatun colonizando as raízes do Eucalyptus dunnii. 

Esta informação é importante, visto que GUZMAN (1970) declarou que este fungo seria 

infrequente e raro na América do Sul. Além disso, o Scleroderma associa-se com várias 

espécies de Pinus. 

Assim, o levantamento prévio da ocorrência de FMAs em áreas sujeitas ao processo de 

arenização é de fundamental importância nos trabalhos de revegetação destas áreas, uma vez 

que identificado as espécies mais abundantes na área, tem-se condições de isolamento e 

inoculação destes fungos em mudas de eucaliptos produzidas em casa de vegetação. As 

espécies Glomus clarum e Glomus etunicatum, por serem as mais abundantes, com alto 

potencial de colonização, serão utilizadas na produção de mudas de Acacia mearnsii no 

capítulo 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fungos  Ectomicorrízicos  

Caracteristicas Pisolithus sp  Scleroderma sp  Pisolithus microcarpus  

 CN E3 E8 CN E3 E8 CN E3 E8 

Carpóforos (Total) 57 58 56 84 93 92 107 117 115 

Abundância (%) 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

Frequência (%) 20 12 16 20 20 20 12 16 20 

Importância (%) 40 31 35 10 40 40 32 36 40 
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5 CONCLUSÕES 
A área de campo natural apresenta maior população e diversidade de fungos 

micorrizicos arbusculares do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, porém as 

ectomicorrizas Pislolithus sp, Scleroderam sp e Pisolithus microcarpus, só ocorreram nos 

povoamentos de eucalipto. 

Os gêneros de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) presentes nas três áreas 

avaliadas são Glomus, Gigaspora, Acaulospora, e Scutellospora. As espécies Acaulospora 

scrobiculata e Scutellospora heterogama, foram as mais freqüentes. 
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CAPÍTULO 2 -  PRODUÇÃO DE MUDAS DE Acacia mearnsii DE WILD 

INOCULADAS COM FUNGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES EM 

DIFERENTES SUBSTRATO 

 

1 RESUMO 
A inoculação de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) é viável em mudas de 

espécies florestais.  O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência da associação micorrízica 

de Glomus clarum Nicolson & Schenck e Glomus etunicatum Becker & Gerdemann para a 

formação de mudas de Acacia mearnsii, em diferentes substratos e doses de fósforo, bem 

como a sua dependência micorrízica. O experimento constou de cinco tratamentos, sendo dois 

tratamentos de inoculação de espécies de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), ( Glomus 

clarum e Glomus etunicatum) e três tratamentos com diferentes substratos (mecplani, turfa 

fértil e Neossolo Quartzarênico); com 5 doses de fósforo (0, 50, 100, 500 e 1000 mg Kg-1),  e 

dez repetições. As espécies de FMAs G. clarum e G. etunicatum apresentaram-se eficientes 

na colonização das raízes das mudas de Acacia mearnsii, formando colonização micorrízica, 

mesmo em substratos com alto nível de fósforo adicionado. Os substratos mecplani e turfa 

fértil, foram eficientes na promoção do crescimento das mudas de A. mearnsii, pois sendo 

ricos em fósforo, melhoraram o desenvolvimento das mudas, com boa formação do sistema 

radicular e maior produção de biomassa aérea. A A. mearnsii apresentou grau de dependência 

micorrízica intermediária, típica de plantas pioneiras de crescimento rápido. 

 

 Palavras chave: Fungos micorrízicos arbusculares, turfa fértil, mecplani.  
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2 INTRODUÇÃO   
A Acacia mearnsii De Wild (acácia negra), é uma importante espécie exótica cultivada 

no Estado do Rio Grande do Sul, tendo sua área de plantio comparável com espécies dos 

gêneros Eucalyptus e Pinus (HIGA et al.,1998). Desde sua introdução em 1918, a acácia 

negra, apresentou uma expansão considerável, devido ao fornecimento de casca para 

produção de tanino (CALDEIRA et al., 2002).  

A acácia negra, também pode ser considerada uma recuperadora de solos, por se tratar 

de leguminosa com capacidade de reposição de nitrogênio até cerca de 200 Kg de N ha-1ano-1, 

além de contribuir na formação de cobertura florestal devido ao seu rápido crescimento e fácil 

propagação (FRANCO & DOBEREINER, 1994). Possui vasto sistema radicular, o que 

promove maior agregação do solo e aumento da capacidade de retenção de água e sais 

minerais (BONI et al., 1994), além de apresentar capacidade de formar simbiose com 

micorrizas arbusculares e ectomicorrízas  (MOREIRA & SIQUEIRA 2002). 

Na produção de mudas de espécies florestais de qualidade, é indispensável que se 

tenha um adequado substrato, que é indicado principalmente por suas características físico e 

químicas, com boa estrutura, consistência, alta porosidade, alta capacidade de retenção e 

fornecimento de nutrientes, de água e que sejam inoculadas com fungos micorrízicos 

arbusculares (FMAs) (SIQUEIRA, 1996). Assim, objetivando a produção de mudas florestais 

em qualidade e quantidade, têm-se obtido avanços técnicos, buscando mudas bem formadas 

que assegurem boa adaptação e crescimento  pós o plantio. 

 A maioria das áreas destinadas ao reflorestamento apresenta baixa fertilidade natural e 

baixo potencial de inóculo de microrganismos benéficos para as plantas, como FMAs. Estes 

fungos contribuem para a sobrevivência e crescimento das espécies das plantas, 

principalmente em ambientes desfavoráveis (SIQUEIRA & SAGGIN JÚNIOR, 1995). Desta 

forma, a introdução de micorrizas que possam aumentar a área radicular da planta e expandir 

sua capacidade de buscar maior volume de água e nutrientes, pode ser importante para 

assegurar o sucesso de reflorestamentos, antecipando etapas, pela inoculação das plantas na 

fase de formação de mudas (PERRY et al., 1987). 

 Como as micorrizas arbusculares são geralmente inibidas em condições de elevada 

disponibilidade de fósforo (KAMINSKI et al., 1994), a adição de P  suficiente para otimizar o 

crescimento das mudas, pode reduzir a colonização, sendo este efeito dependente da espécie 

vegetal e do fungo inoculado (RHEINHEIMER, et al., 1997). A adição de P não torna as 
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plantas imunes à colonização micorrízica, apenas reduz a sua intensidade (CARDOSO, 1986). 

Geralmente em concentrações de fósforo próximas do ótimo para o crescimento da planta 

hospedeira, já ocorre inibição da colonização micorrízica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002), 

porque afeta os sinais moleculares que desencadeiam a associação, que são emitidos pela 

planta hospedeira. Portanto, a sua exigência interna e a taxa de translocação a partir da raiz, 

definem a eficiência da associação (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Em solo deficiente em 

P, a aplicação de pequena quantidade desse elemento favorece a colonização e esporulação 

(FERNANDES et al., 1987), porque aumentam o vigor da planta hospedeira, favorecendo a 

translocação de fotossintatos às raízes, disponibilizando mais energia aos fungos.  

Sendo a inoculação de FMAs feita basicamente antes da germinação da semente, logo 

na formação de mudas, geralmente colonizam mudas crescendo  em substrato fértil. Por isso, 

após o transplante, os FMAs são eficientes em promover o crescimento da planta e a 

favorecer o  sistema de   fixação de N2 por bactérias diazotróficas  em ambientes degradados 

ou de  baixa fertilidade.  Essas mudas, conseguirão melhor adaptação às condições de 

estresse, já que apresentarão boa vitalidade nutricional, alto poder de agregação das raízes 

com o substrato e boa capacidade de retenção de água,  de modo que a espécie se adapte 

perfeitamente ao local do plantio (SIBINEL, 2003). 

O  presente estudo teve o objetivo de avaliar a eficiência da  associação micorrízica de 

Glomus clarum e Glomus etunicatum, ocorrentes em campo natural de áreas arenizáveis, para 

a formação de mudas de Acacia mearnsii em  diferentes substratos e doses de fósforo, e 

determinar o grau de dependência micorrízica da espécie. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
As mudas de Acacia mearnsii foram produzidas em tubetes de 50 cm3 de capacidade 

de substrato, a partir de agosto de 2003, em casa de vegetação do Departamento de Solos, na 

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. (Figura 2). 

          

Figura 2 -  Mudas de Acacia mearnsii inoculadas com  fungos micorrízicos arbusculares Glomus clarum e 
Glomus etunicatum aos 30 dias após a germinação em casa de vegetação. 
 

A composição dos substratos utilizados foi de turfa, perlita, calcário aditivado com 

fertilizante natural, contendo as características químicas apresentadas na Tabela 2. Também 

utilizou-se amostras do solo Neossolo Quartzarênico, desinfestados com o fungicida sistêmico 

Benomyl (Benlat 50). O fungicida foi preparado, utilizando-se 15 mg do ingrediente ativo 

seco (formulação pó molhável 50%) misturado em 1kg de substrato, os quais foram 

umedecidos na capacidade de campo e deixados secar ao ar. Este procedimento foi repetido 

por três vezes no período de 15 dias. As determinações químicas de P, K, Al, Ca, Mg  e o pH 

dos substratos foram feitas segundo metodologias descritas por TEDESCO (1986). 
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Tabela 2. Características químicas dos substratos comerciais Mecplani e Turfa Fértil e do Neossolo 
Quartzarênico utilizados na produção das mudas de Acacia mearnsii em casa de vegetação. 

 

O experimento constou de cinco tratamentos, sendo dois tratamentos de inoculação de 

espécies de FMAs, (Glomus clarum Nicolson & Schenck e Glomus etunicatum Becker & 

Gerdemann)  e três tratamentos com diferentes substratos (turfa fértil, mecplani e Neossolo 

Quartzarênico),  com cinco doses de fósforo adicinado no substrato (0, 50, 100, 500 e 1000 

mg kg-1). O delineamento experimental utilizado foi de parcelas subdivididas em esquema 

fatorial: 2 fungos micorrízicos x 3 substratos x 5 doses de P x 10 repetições. 

 As sementes da acácia negra, foram obtidas na Estação Experimental de Silvicultura 

de Santa Maria (FEPAGRO). Para a quebra de dormência as sementes foram imersas em água 

quente a 80o C por 3 minutos, e inoculadas com rizóbio BR 3608 e BR 3614  crescidas em 

meio sólido descritos por VICENT (1970). As estirpes de rizóbio foram fornecidas pelo 

Centro Nacional de Pesquisa em Agrobiologia – CNPAB/EMBRAPA. 

No plantio, abriu-se um orifício em cada tubete, pipetando-se neste orifício, nos 

tratamentos de inoculação, 1 mL de suspensão de esporos de Glomus clarum e Glomus 

etunicatum, contendo em média 90 esporos de FMAs. Em seguida foram colocadas quatro 

sementes inoculadas com rizóbio por célula. Aos trinta dias, quando as plântulas estavam com 

um par de folhas definitivas, foi feito o desbaste deixando-se uma planta por tubete. As 

irrigações foram diárias, e a aplicação de solução nutritiva sem fósforo  de HOAGLAND & 

ARNON (1951) a cada quinze dias. 

 Para avaliação das mudas, foram coletadas aleatoriamente cinco plantas por 

tratamento aos 140 dias após a germinação, avaliando-se altura, diâmetro do colo,  

colonização micorrízica, número de esporos, número de nódulos, peso da parte aérea seca  e 

teores de nutrientes na parte aérea. 

Substrato pH  em 
H2O 

            P                    K                        
            ----  mg L-1 ---- 

        Al                     Ca             Mg 
       ------------cmolc L-1 --------------- 

  

Neossolo 

Quartzarênico 
4,7 8,0 30,0 0,6 0,3 0,1 

Mecplani 5,8 107,73 190,0 0 5,4 3,2 

Turfa Fértil 6,5 39,55 82,0 0 5,3 3,3 
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Para avaliação da colonização micorrízica, as raízes foram clarificadas e coradas, 

conforme  KOSKE & GEMMA (1989) e GRACE STRIBLEY (1991). A percentagem do 

comprimento de raízes colonizadas foi avaliada pelo método da intersecção em placa 

quadriculada descrito no trabalho de GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a partir do 

método de medidas de comprimento de raízes de NEWMAN (1966). 

Para a avaliação do número de esporos, estes foram extraídos do solo através da 

técnica de peneiramento úmido (GERDEMANN & NICOLSON 1963), seguido de 

centrifugação em água e sacarose (JENKINS, 1964). 

Para a determinação dos teores de nutrientes o material da parte aérea foi seco a 65o C 

em estufa com circulação de ar, e pesado até atingir massa constante. Foi então moído e 

digerido com extrator nitro-perclórico (2:1) para extração de P, K, Ca e Mg e extrator 

sulfúrico para extração de N (SILVA, 1999). Os teores de P foram determinados por 

colorimetria, K por fotometria de chama e Ca e Mg por espectofotometria de absorção 

atômica (SILVA, 1999), e o N pelo método de KJELDAHL modificado (LOUREIRO & 

BODDY, 1986). 

 Os dados, testados quanto à sua homogeneidade, foram submetidos à análise de 

variância e teste de média (Scott-Knott 5%) e regressão polinominal, utilizando-se dos 

procedimentos disponíveis no programa estatístico  SISVAR (FERREIRA, 2000). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As mudas micorrizadas de Acacia mearnsii apresentaram resposta quadrática típica com 

redução de altura em relação às mudas não micorrizadas na dose mais alta de P (Figura 2.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.1 -  Altura das mudas de Acacia mearnsii aos 120 dias após a germinação   micorrizadas ou não com 
FMAs em diferentes doses de P. Micorrizada: Y = 3,34-0,023X+1,055X0,5; R2 = 0,99, Não micorrizada: Y = 
2,12+0,012X; R2 = 1,00. Ambos os ajustes são significativos (P≤0,01). 

 

O ponto máximo da curva ocorreu entre as doses de P adicionadas de  100 e 500 mg 

kg-1 de P, o que em termos de P disponível por Mehlich I corresponde entre 32 e 84 mg kg-1 

de solo. As plantas sem micorrizas responderam linearmente à aplicação de P no solo, 

apresentando também comportamento típico de plantas não micorrizadas. Benefícios 

acentuados da inoculação, foram significativos até a dose de P disponível de 84 mg kg-1, 

evidenciando a dependência micorrízica intermediária da Acacia mearnsii. As mudas de A. 

mearnsii, tiveram altura máxima, beneficiada pelo fungo até teores de P disponíveis no solo 

de 84 mg kg-1.  

 Janos (1988), define dependência micorrízica (DM) como “a incapacidade das plantas 

crescerem sem micorrizas a um dado nível de fertilidade”, o qual é usualmente medido pela 

concentração do fósforo na solução do solo. Ele propõe que a DM seja quantificada pelo nível 

de fósforo até o qual as plantas não micorrizadas não aumentam significativamente o seu 

crescimento (T) ou pelo nível de fósforo acima do qual as plantas não micorrizadas não 

cresçam diferentemente das micorrizadas (T’).  

0

5

10

15

20

0 500 1000

Doses de P (mg/kg)

A
ltu

ra
 (c

m
)

50 100 
T’  

Não micorrizada 

Micorrizadas 



 52 

 

 

Sendo assim, o  ponto de cruzamento entre as curvas (Figura 2.1), que equivale ao 

ponto T’ de JANOS (1988) é de 823 mg kg-1 adicionado, equivalendo à 192 mg kg-1 de P 

disponível no solo (Mehlich I) . Estes dados, corroboram com os de SIBINEL (2003), que 

trabalhando com  a leguminosa arbórea Mimosa artemisiana, verificou que esta é uma planta 

de dependência micorrízica intermediária, deixando de responder à inoculação quando o nível 

de P no solo é alto. O ponto T’ encontrado por este autor,  foi de 815 mg kg-1, correspondendo 

a aproximadamente a 187 mg kg-1 de P extraído pelo Mehlich I, sugerindo assim, que este 

comportamento seja comum em plantas pioneiras de rápido crescimento. Rocha, et al (2006), 

verificaram elevado grau de dependência micorrízica das mudas de Cedrela fissilis Vell 

(cedro), uma vez que o T’ foi calculado com base no valor médio do limite superior da faixa 

de mutualismo, obtida pelos diferentes FMAs testados, foi de 800 mg kg-1 de P adicionado ao 

solo, equivalendo a 134, 4 mg dm-3 de P disponível no solo extraído por Mehlich-1. 

 Os isolados G. etunicatum e G. clarum  colonizaram  as raízes da A. mearnsii, até nas 

maiores doses de P adicionado (Tabela 2.1). 
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Tabela 2.1. Colonização Micorrízica  das mudas de Acácia mearnsii inoculadas com Fungos 

Micorrízicos Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e 

doses de fósforo (Média de 5 repetições). 

Colonização Micorrízica (%) 
Doses de P mg kg-1 Tratamentos 

0 50 100 500 1000 

Neossolo Ni 0 a 0  a 0 a 0 a 0 a 

Neossolo G. 

clarum 

74,59 b 84,07 a 75,51 b 62,67 b 85,57 a 

Neossolo G. 

etunicatum 

85,32 a 80,94 b 83,00 b 87,20 a 76,38 b 

Turfa Ni 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

Turfa G. clarum 77,29 b 86,16 a 82,54 a 82,77 a 73,73 b 

Turfa G. 

etunicatum 

85,17 a 79,74 b 81,55 a 68,87 b 77,99 b 

Mecplani Ni 0 a 0  a 0 a 0 a 0 a 

Mecplani G. 

clarum 

85,32 a 89,29 a 82,33 a 82,54 a 80,50 b 

Mecplani G. 

etunicatum 

85,15 a 83,74 a 77,92 b 80,62 b 84,44 a 

Médias seguidas da mesma letra, em cada dose de P adicionado, não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott  
5%. 
 

 A colonização micorrízica não foi detectada no tratamento não inoculado, o que 

evidenciou a ausência de contaminação entre os tratamentos. Assim, a capacidade infectiva 

avaliada pela porcentagem de colonização das raízes, variou com o isolado fúngico inoculado, 

com a dose de fósforo aplicada, e com os diferentes substratos. 
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        Figura 2.2 - Raízes de Acacia mearnsii colonizadas com isolados de Glomus clarum e Glomus etunicatum. 

  

A maior intensidade de colonização radicular das mudas de A. mearnsii, em relação à 

dose de P adicionada, foi maior na dose 0 de P, no substrato mecplani inoculado com G. 

clarum. Este isolado promoveu maior colonização micorrízica das raízes da A. mearnsii em 

todas as doses de P adicionado. G. clarum e G. etunicatum podem apresentar alto potencial 

para promover o crescimento das mudas em casa de vegetação e no campo, embora nestas 

condições outros fatores influenciam a eficiência dos FMAs, tais como competição com 

outros FMAs e adaptação ao solo e clima local (ABBOT & ROBSON, 1992). 

 A maior esporulação dos FMAs ocorreu nas menores doses de P adicionado (Tabela 

2.2), sendo que em todas as doses de P adicionado, com , exceção da dose de 1000 mg k-1, a 

maior esporulação foi do isolado Glomus etunicatum no substrato mecplani, seguido do 

substrato turfa fértil.  
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Tabela 2.2. Número de esporos  das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos 

Micorrízicos Arbusculares (FMAs) aos 140 dias após a germinação em diferentes substratos e 

doses de fósforo (Média de 10 repetições). 

Número de esporos (n-1) 
Doses de P mg.kg-1 Tratamentos 

0 50 100 500 1000 

Neossolo Ni 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

Neossolo G. 

clarum 

202 b 359 a 240 b 158 b 193 b 

Neossolo G. 

etunicatum 

281 a 224 b 249 b 132 b 163 b 

Turfa Ni 0 a 0 a 0 a 0a 0a 

Turfa G. clarum 366 b 295 b 644 a  370 b 318 b 

Turfa G. 

etunicatum 

410 a 428 a 350 b  384 b 297 b 

Mecplani Ni 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

Mecplani G. 

clarum 

315 b 358 a 281 b 275 b 198 b 

Mecplani G. 

etunicatum 

736 a 367 b 239 b 459 b 404 b 

Médias seguidas da mesma em cada dose de P adicionado, não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott  5%. 
 
 
A produção de esporos dos FMAs acompanhou o comportamento da colonização 

micorrízica, embora este não seja obrigatório, pois não há uma relação direta entre o número 

de esporos e a colonização micorrízica. A taxa de germinação dos esporos é de fundamental 

importância para este comportamento, pois pode-se ter um grande número de esporos e estes 

possuírem baixa taxa de germinação, por conseqüência baixa percentagem de colonização 

micorrízica.  

A disponibilidade de P e a fertilidade dos substratos mecplani e  turfa fértil, não foram 

suficientes para promover efeitos negativos na multiplicação e esporulação dos FMAs, bem 

como  no crescimento das plantas micorrizadas,  permitindo boa colonização das mudas tanto 

por G. clarum quanto por G. etunicatum. Ambos os fungos mostraram-se eficientes em 

colonizar as mudas da Acacia mearnsii. A boa colonização das mudas é de extrema 
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importância para garantir sua sobrevivência e estabelecimento após o transplante para uma 

área degradada de baixa fertilidade e com poucos propágulos de FMAs , (SIBINEL, 2003). 

 A micorrização de mudas de A. mearnsii  é possível em  substrato rico em fósforo, e 

embora possa não refletir  em benefícios imediatos no crescimento das plantas, pode 

favorecê-las quando transplantada para áreas degradadas. 

 O maior diâmetro do colo das mudas de Acacia mearnsii ocorreu nas mudas 

inoculadas com Glomus etunicatum, cultivadas no substrato turfa fértil, na maior  dose de 

fósforo (1000 mg kg-1), (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 -  Diâmetro (cm) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos Arbusculares 
(FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 repetições). 
Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado,  não diferem entre si pelo teste  de Scott-Knott  
5%  
 
 A nodulação das mudas de A. mearnsii foram maiores quando inoculadas com os 

isolados G. clarum e G. etunicatum, em todas as doses de P adicionada com exceção da dose 

de 1000 mg k-1, onde a maior nodulação se deu no substrato sem inoculação de FMAs (Figura 

2.4). 
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Figura 2.4 -  Número de nódulos das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 
repetições). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado,  não diferem entre si pelo teste  de 
Scott-Knott  5%.  
 
 O peso da parte aérea seco das mudas de A mearnsii também acompanhou o 

comportamento dos outros parâmetros estudados, sendo que o maior peso se deu nas mudas 

produzidas nos substratos comerciais inoculados com os FMAs (Figura 2.5). O isolado G. 

etunicatum promoveu maior eficiência no crescimento das mudas de A. mearnsii, no que se 

refere ao maior diâmetro e  maior esporulação. Já o G. clarum pormoveu maior colonização 

das raízes, bem como maior nodulação. 
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Figura 2.5 -  Peso (g) da parte aérea seca das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 
repetições). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado,  não diferem entre si pelo teste  de 
Scott-Knott  5%.  
 

 Os estudos com acácia negra ainda apresentam carências quanto à informações 

científicas sobre ciclagem de nutrientes, bem como sobre os aspectos de sua cultura e 

utilização.  

A quantidade de nutrientes acumulada na parte aérea das plantas, é conseqüência de 

suas concentrações e da produção da matéria seca.  

 Neste trabalho, verifica-se que as maiores quantidades de nutrientes acumuladas na 

parte aérea das mudas, ocorreram nos tratamentos de inoculação de FMAs, independente das 

doses de fósforo adicionadas ao substrato de plantio. 

 A eficiência da utilização dos nutrientes acumulados na parte aérea da acácia negra 

pode ser atribuída à espécie, idade e disponibilidade de nutrientes no solo. A interação 

micorriza x substrato para a produção das mudas, foi eficiente em todos os parâmetros 

analisados neste trabalho, bem como  nos resultados dos teores de nutrientes  acumulados na 

parte aérea das mudas.   

A acácia negra também mostrou-se apta para se desenvolver em solos pobres e 

deficientes em bases, como o Neossolo Quartzarênico, pois apresentou grande eficiência no 

uso do fósforo (Figura 2.6), o que corrobora com o trabalho de CALDEIRA et al (1999 a),  
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que verificaram a grande eficiência da acácia negra em utilizar este nutriente para a produção 

de biomassa. 
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Figura 2.6 - Teores de fósforo acumulado na parte aérea das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos 
Micorrízicos Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo 
(Média de 5 repetições). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado não diferem entre si 
pelo teste  de Scott-Knott  5%. 
 
 

Em todos os tratamentos de inoculação de fungos micorrízicos arbusculares, a 

concentração de Ca na parte aérea das mudas foi maior (Figura 2.7). 
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Figura 2.7 -  Teores de cálcio (Ca) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 
repetições). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado,  não diferem entre si pelo teste  de 
Scott-Knott  5%. 
 

 Conforme ATTIWILL et al (1978), o cálcio está associado à lignificação das paredes 

celulares, não sendo redistribuído internamente na planta, pois faz parte da estrutura das 

paredes celulares e, portanto, é essencial nas partes novas da planta. É o elemento menos 

redistribuído na planta, pelo fato de possuir uma baixa mobilidade, porém, é o nutriente que 

se acumula em maiores proporções na casca das árvores de acácia negra. 

Em todos os tratamentos de inoculação de fungos micorrízicos arbusculares, as 

concentrações de N na parte aérea das mudas também foi maior (Figura 2.8), podendo ser 

justificadas pela sua capacidade, como espécie leguminosa, de fixar N2 e pelo efeito sinérgico 

da ação das micorrizas (FRANCO et al., 1992). Segundo AUER & SILVA (1992), a Acacia 

mearnsii em solos tropicais, pode fixar, até 200 kg de N ha-1 ano-1. 
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Figura 2.8 - Teores de nitrogênio (N) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 
repetições). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado, não diferem entre si pelo teste  de 
Scott-Knott  5%. 
 
 

 O N possui eficiência de uso relativamente baixo quando comparado aos outros 

nutrientes, devido aos altos teores nas folhas verdes e à retranslocação interna, voltando ao 

solo através da queda de serrapilheira, sendo assim, novamente integrado ao ciclo 

biogeoquímico. 

 Maiores concentrações de nitrogênio na parte aérea das mudas de acácia negra 

evidenciam o seu maior potencial de ciclagem de nutrientes, via serrapilheira, quando 

comparada a outras espécies, como por exemplo o eucalipto. 

  As concentrações de potássio na parte aérea das mudas de acácia negra, foram 

maiores nas mudas inoculadas com os FMAs nos substratos comerciais (Figura 2.9) e são 

superiores as encontradas por PEREIRA et al (2000), que variou em torno de 8,70 g k-1 . 
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Figura 2.9 - Teores de potássio (K) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrízicos 
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias após a germinação em diferentes substratos e doses de fósforo (Média de 5 
repetições). Médias seguidas da mesma letra nas doses de P adiconado, não diferem  entre si pelo teste  de Scott-
Knott  5%. 
 
  
  
 Todas as concentraçãos de nutrientes encontradas na parte aérea da Acacia mearnsii, 

neste trabalho, são superiores aos valores encontrados por CALDEIRA et al, (1999), 

evidenciando que a presença dos fungos micorrízicos contribuíram para a melhor absorção e 

redistribuição dos elementos. 

Mesmo apresentando uma situação ascendente no setor florestal, os estudos sobre a A. 

mearnsii ainda apresentam carências quanto às informações científicas básicas em relação à 

inoculação de fungos micorrízicos arbusculares e da composição do substrato para uma 

otimização da produção de mudas desta espécie. 

 A interação significativa entre os fatores fungo x substrato x dose de P, revelou que a 

Acacia mearnsii apresenta uma dependência intermediária quanto à inoculação com fungos 

micorrízicos arbusculares, e que o teor de fósforo adicionado no solo, não impede a sua 

colonização. Isto se deve ao fato, que as diferenças de eficiência dos FMAs em beneficiar as 

plantas, são verificadas quando várias espécies de FMAs são inoculadas em uma mesma 

planta, sendo que estas diferenças podem existir até dentro de isolados de uma mesma espécie 

de FMA (SAGGIN JÚNIOR & LOVATO, 1995; BETHLENFALVAY et al., 1989). 
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 Neste sentido, CAPRONI et al (2005), observaram que quando mudas de Acacia 

mangium são inoculadas com G. clarum, há uma alta produção de esporos na fase inicial do 

plantio, declinando com o tempo, enquanto de Gigaspora margarita aumenta a esporulação 

dependendo das condições edafoclimáticas locais. 

 As diferenças de eficiência verificadas podem ser devido à habilidade maior da 

combinação A. mearnsii, FMAs e substratos em absorver nutrientes como P e promover 

nodulação com o rizóbio. Alguns estudos sobre ciclagem, concentração e exportação de 

nutrientes da acácia negra já foram feitos no Brasil, basicamente envolvendo os 

macronutrientes (CALDEIRA, et al., 1999 c). Entretanto, atualmente as pesquisas realizadas 

com micronutrientes na acacia negra relacionam-se apenas aos teores de nutrientes nas folhas, 

BELLOT et al (2000). É evidente a necessidade de estudos sobre a distribuição dos 

micronutrientes nos outros componentes das árvores de acácia negra, sendo fundamental para 

estudos de nutrição, ciclagem e exportação dos nutrientes.   

Os resultados  aqui encontrados, evidenciam que o substrato para a produção de mudas 

deve ser rico em compostos orgânicos com altas doses de P, e inoculados com o FMA 

Glomus etunicatum,  pois propiciam melhor crescimento das mudas, com boa formação do 

sistema radicular.  
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5 CONCLUSÕES 
 

O  Glomus etunicatum apresentou-se eficiente em colonizar as raízes das mudas de 

Acacia mearnsii, formando colonização micorrízica mesmo em substratos com alto nível de 

fósforo adicionado. 

Os substratos comerciais mecplani e turfa-fértil, foram eficientes para a promoção do 

crescimento das mudas de Acacia mearnsii,  propiciando melhor crescimento das mudas, com 

boa formação do sistema radicular e na produção da biomassa aérea. 

A Acacia mearnsii apresentou grau de dependência micorrízica intermediária, típica 

de plantas de pioneiras de crescimento rápido. 
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CAPÍTULO 3 - PRODUÇÃO DE MUDAS DE Eucalyptus grandis  

INOCULADAS COM Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) EM 

DIFERENTES DOSES DE FÓSFORO 

 

1 RESUMO 
 A qualidade das mudas de essências florestais é determinante para o êxito na 

formação de povoamentos florestais. Estas mudas, devem apresentar vigor suficiente para 

resistir ao estresse inicial do transplante, sendo importante que sejam produzidas em substrato 

fértil, onde não tenham limitações de nutrientes essenciais. A simbiose com ectomicorrizas 

torna possível o estabelecimento das mudas em solos em condições sub ótimas de 

disponibilidade de nutrientes. A ectomicorriza apresenta uma rede de hifas extracelulares que 

aumenta significativamente a área de absorção das raízes, portanto, a adição de fósforo no 

substrato usado em viveiro pode afetar a eficiência micorrízica. Assim, a maior eficiência 

simbiótica entre Eucalyptus grandis e isolados do Pisolithus microcarpus parece ocorrer 

quando os níveis de P encontram-se em nível sub-ótimo. Por isso, as mudas desenvolvidas em 

viveiros devem apresentar, além da condição ótima nutricional, colonização com 

ectomicorrizas, de modo que ela mesma seja o veículo para forçar o estabelecimento da 

simbiose após transplante no campo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o 

comportamento do isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) na colonização radicular, e 

no crescimento de mudas de Eucalyptus grandis, produzidas  sob diferentes substratos e doses 

de P adicionado. Os substratos utilizados na produção das mudas foram a turfa fértil e 

amostras de Neossolo Quartzarênico, e as doses de P adiconado foram 0, 25, 50, 100, 200, 

400 e 800 mg kg-1 . O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) mostrou-se eficiente na 

promoção do crescimento das mudas de Eucalyptus grandis em diferentes substratos e doses 

de fósforo. A máxima eficiência simbiótica do fungo do isolado foi verificada até a  dose de P 

adicionada de 100 mg kg-1 (15,4 mg kg-1 de P extraível Mehlich-1) no substrato turfa fértil, 

sendo que sua eficiência tende a ser maior em menores doses de P adicionado, porém, não foi 

inibido na maior dose de P adicionado de 800 mg kg-1 onde colonizou as raízes de Eucalyptus 

grandis, em ambos os substratos. 

 

Palavras chave: Eucalipto, fungos ectomicorrízicos. 
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2 INTRODUÇÃO 
 

A qualidade das mudas de essências florestais é  determinante para o êxito na formação de 

povoamentos florestais. Estas mudas, devem apresentar vigor suficiente para resistir ao 

estresse inicial do transplante (GOMES et al., 2002). No entanto, para a muda apresentar o 

vigor necessário, é importante que seja produzida em substrato fértil, onde não tenha 

limitações de nutrientes essenciais e uma boa aderência das raízes no substrato para evitar 

plantio com raízes nuas (GRACIANO et al., 2005; GOMES et al., 2003), por isso, há a 

preferência por tubetes na produção das mudas  e a alta fertilização com NPK. 

Por outro lado, a simbiose com ectomicorrizas torna possível o estabelecimento das 

mudas  em solos em condições sub ótimas de disponibilidade de nutrientes, ou mesmo na 

presença de poluentes de deposição atmosférica (BRUNNER, 2001). 

A ectomicorriza apresenta uma rede de hifas extracelulares que aumenta 

significativamente a área de absorção das raízes. Há várias espécies capazes de realizar a 

associação micorrízica, entre elas, isolados do Pisolithus sp  que têm formado associações 

com espécies de eucalipto. 

A adição de fósforo no substrato usado em viveiro pode afetar a eficiência micorrízica. 

Assim, a maior eficiência simbiótica entre Eucalyptus grandis e isolados do Pisolithus 

microcarpus parece ocorrer quando os níveis de P encontram-se em nível sub-ótimo (VIEIRA 

e PERES, 1988 a e b; SOARES, et al., 1990). Porém, mesmo com eficiência simbiótica baixa, 

os elevados teores de P não impedem completamente a colonização das raízes. 

Por isso, as mudas desenvolvidas em viveiros devem apresentar, além da condição ótima 

nutricional, colonização com ectomicorrizas, de modo que ela mesma seja o veículo para 

forçar o estabelecimento da simbiose após transplante no campo. 

O sucesso da colonização está associado à obtenção de fungos mais compatíveis com a 

área onde o eucalipto será cultivado do que com as condições do viveiro. 

No entanto, quando um isolado do fungo falha na colonização, por falta de especificidade, 

pode ocorrer a contaminação por fungos oportunistas, formando uma associação atípica, mas 

de fácil identificação. Por isso, o inóculo deve ser analisado, como também, o material do 

substrato (BRUNDRETT el al., 2005). 

A ocorrência natural de Pisolithus em povoamentos de eucalipto é comum, porém em 

viveiros não é tão frequente, o que é, muitas vezes atribuído à adubação do substrato com 

altas doses de fósforo (SOARES et al., 1990). 
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O mecanismo pelo qual o teor de P no substrato prejudica a colonização ainda não está 

elucidado. Como a formação e a simbiose da micorriza não é um processo controlado só pela 

planta ou só pelo ambiente, onde se inclui solo e clima, o teor sub ótimo de P parece estimular 

a formação da associação, mas deve haver um ajustamento entre os fatores envolvidos, 

especialmente na disponibilidade de água e nutrientes, de modo que a planta possa modular a 

sua atividade fenológica, adequando a sua demanda à habilidade do solo em atendê-la 

(GRACIANO et al., 2005; SMITH & READ, 1997). 

Não há uma explicitação sobre os teores adequados de fósforo nos substratos para obter-se 

as mudas em viveiros, bem como, os teores  que afetam negativa ou positivamente a 

colonização micorrízica, até porque, são utilizados diferentes tipos de substratos e diferentes 

extratores para sua avaliação. Soares et al (1990), relatam que teores extraídos com Mehlich 

1, acima de 13 mg kg-1 em solo argiloso arenoso, textura 2 para o Rio Grande do Sul e Santa 

Catarina, nível médio a alto (COMISSÃO QUÍMICA DE FERTILIDADE DO SOLO, 2004), 

seria o teor que inibiria completamente a formação da micorrização. Este valor seria atingido 

com a adição maior que 75 mg Kg.-1 de P. Já VIEIRA & PERES (1988 b) obtiveram 50% de 

colonização com teor de P similar. 

Como nos viveiros produtores de mudas de Eucalyptus sp  do Rio Grande do Sul,  não são 

adotadas as técnicas de inoculação com fungos ectomicorrízicos,  e como há uma  rápida 

expansão neste Estado de áreas com cultivo de eucalipto, as mudas colonizadas com 

ectomicorrízas responderiam favoravelmente, especialmente em solos com baixa fertilidade 

natural (BRUNDRETT et al., 2005).  Sendo assim, há a necessidade de se avaliar a partir de 

que grau de fertilização com fósforo no substrato no viveiro ocorre a inibição da formação 

desta associação, afetando o seu desenvolvimento pós transplante, e por outro lado, é 

importante identificar a presença da colonização antes de transferir as mudas para as áreas de 

cultivo. 

O presente estudo teve como objetivo  avaliar o comportamento do isolado Pisolithus 

microcarpus (UFSC Pt 116) na colonização e no crescimento de mudas de Eucalyptus 

grandis, produzidas  sob diferentes substratos e doses de P adicionado. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Isolados de fungos ectomicorrízicos. 

 

O isolado de fungo ectomicorrízico testado neste experimento, oriundo de plantações de 

Eucalyptus spp foi doado pelo Laboratório de Ectomicorrizas do Departamento de 

Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina e multiplicado no 

Laboratório de Biologia do Solo e Microbiologia Professor Marcos Rubens Fries da 

Universidade Federal de Santa Maria. 

O isolado foi mantido em meio de cultura sólido Melin-Norkrans Modificado (MNM – 

MARX, 1969), no interior de placas de Petri (9cm de diâmetro), em estufa a 25º C e foi 

multiplicado a partir de culturas da coleção, através de repicagens para o meio da mesma 

composição, sob condições assépticas. 

 

3.2  Produção de inóculo de fungo ectomicorrízico. 

O inóculo do fECM foi obtido inicialmente à partir da multiplicação e crescimento de 

culturas da coleção após trinta dias. Em seguida, foram feitas suspensões micelianas em 25 

mL de MNM liquído em erlenmeyers de 250 mL, a partir de discos de 8mm de diâmetro 

obtidos das culturas em placa, seguindo-se de incubação a 25º C, durante 30 dias. 

Após esse período, o conteúdo de dois frascos foi fragmentado em 200 mL de meio 

MNM, em liquidificador, durante 5 segundos, e utilizado para inocular 500 mL de uma 

mistura turfa-vermiculita (1: 4) (v/v) mais 200 mL de meio MNM líquido, em frascos de 

vidraria  tipo conserva de 900 mL. A mistura foi previamente esterilizada em autoclave a 121º 

C, durante 60 minutos, antes da adição do meio. Posteriormente, foi realizada a esterilização 

pelo período de 20 minutos sob as mesmas condições de temperatura e pressão. Após, foi 

inoculado o fungo UFSC Pt 116, no meio. Os frascos foram mantidos em estufa a 25º C para 

o crescimento miceliano, durante 90 dias (Figura 3).                     
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Figura 3 - Inóculo de Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, crescidos em substrato sólido, turfa e 
vermiculita e meio de cultrura em estufa a 25º C por 90 dias. 
 

3.3   Substrato de plantio das mudas de Eucalyptus grandis. 

O substrato de plantio foi composto pelo substrato turfa fértil e amostras de solo  

Neossolo Quartzarênico. O substrato turfa fértil foi produzido pela empresa Floresta S.A. A 

composição do substrato foi de turfa, perlita, calcário aditivado com fertilizante natural, 

apresentando as seguintes características químicas: pH = 6,5; P = 39,55 mg L-1; K = 82 mg L-

1; Al = 0, Ca = 5,3 cmlc L-1 e Mg = 3,3 cmolc L-1. A proporção do substrato foi de turfa-

vermiculita (1:3) (v/v). O  Neossolo Quartzarênico apresentou as seguintes características 

químicas: pH = 4,7; P = 8 mg L-1; K = 30 mg L-1; Al = 0,6 cmol cL-1; Ca = 0,3 cmol cL-1 e Mg 

= 0,1 cmol cL-1 e também foi misturado à  vermiculita  na proporção de (1:3) (v/v). Ambos os 

substratos, foram previamente esterilizados em autoclave a 121º C, durante 60 minutos, três 

vezes consecutivas, com um intervalo de 24 horas entre cada esterilização. Nos substratos, foi 

adicionada solução nutritiva contendo os seguintes elementos (mg kg-1), baseados em ALVES 

et al., (2001): K, 16; Mn, 0,15; Mg, 3; Zn, 0,0375; Cu, 0,125; Mo, 0,05; B, 0,05 e Fe, 0,375. 

 

3.4 Fósforo. 

Para o fósforo foram testadas sete doses adicionadas no substrato de plantio: 0; 25; 50; 

100; 200, 400, 800 mg kg-1, com base em estudos preliminares de ALVES et al., (2001). 

Neste estudo, foi utilizado P solúvel, na forma de Ca(H2PO4)2.H2O, administrado em solução  

ao substrato de plantio das sementes. Após a colheita das mudas foi extraído o fósforo 

disponível pelo método de Mehlich 1, correspondendo à 0,5; 4,8; 8,8; 15,4; 33; 140 e 310 mg 

kg-1 no substrato turfa fértil e 0,3; 3,7; 7,5; 13,2; 21; 110; 280 mg kg-1 no Neossolo 

Quartzarênico. 
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3.5 Sementes 

As sementes de Eucalyptus grandis foram obtidas na Estação Experimental de 

Silvicultura de Santa Maria – FEPAGRO. As mesmas foram pré germinadas durante três dias 

sob agitação. Para isso, foram inicialmente desinfestadas em álcool 70% por 30 segundos, 

lavadas em água destilada, e transferidas para uma solução de germinação de ácido bórico 

(3µM), glicose (2 g L-1) e sulfato de cálcio (500 µM), a  pH 5,7.  

 

3.6 Montagem e condução do experimento. 

A inoculação do Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foi no momento da semeadura, 

adicionando-se 10% (v/v) do inoculante, previamente lavado com água destilada estéril 

(ALVES et al., 2001). A homogeneização do inoculo foi feita manualmente, com uso de luvas 

descartáveis. O tratamento testemunha recebeu a mesma quantidade da mistura turfa-

vermiculita-MNM não inoculada, e submetida às mesmas condições de manutenção que o 

inoculante. 

Os substratos inoculados foram distribuídos em tubetes cônicos de PVC de 50 cm3, 

previamente desinfestados com solução de hipoclorito de sódio 1%. Os tubetes foram 

etiquetados de acordo com o tratamento e distribuídos em bandejas aleatoriamente. Cada 

tubete recebeu 5 sementes de E. grandis, depositadas a aproximadamente 1 cm de 

profundidade, que foram recobertas com o substrato. O conteúdo dos tubetes, foi em seguida 

irrigado com água destilada. Após a inoculação e o plantio, as mudas foram mantidas em casa 

de vegetação por 120 dias e irrigadas diariamente com água destilada (Figura 3.1). 

   
Figura 3.1 -  Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116 ) aos 
120 dias após a germinação em casa de vegetação. 
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Para cada combinação de substrato x isolado fúngico e dose de P, foram feitas 10 

repetições. Os tratamentos foram distribuídos em um delineamento inteiramente  casualizado, 

com rodízio semanal dos tubetes. Quatro semanas após o plantio, quando as mudas já estavam 

com um par de folhas definitivas, foi feito o desbaste, deixando-se uma muda por tubete. 

 

 

3.7  Avaliação da colonização micorrízica, altura e diâmtero das mudas inoculadas com 

fungos ectomicorrízicos. 

 

Após quatro meses de crescimento, as mudas foram retiradas dos tubetes e analisadas 

quanto a percentagem de colonização radicular, altura e  diâmetro do caule.  A determinação 

da percentagem de colonização radicular foi feita pela técnica das interseções de 

GIOVANETTI & MOSSE (1980), modificado por BRUNDRETT et al (1996). As raízes 

foram colocadas em água para facilitar a separação do substrato de plantio, e foram lavadas 

cuidadosamente em água corrente. Na seqüência foram medidos o diâmetro e altura das 

mudas. 

As raízes foram cortadas em seções de 2 cm constituindo a amostra destinada a avaliar 

a colonização micorrízica. Esta amostra foi conservada em solução de FAA (5% de formalina 

a 40%; 5% de ácido acético e 90% de álcool etílico a 50%), segundo  KORMANIK &  MC 

GROW (1982) até o momento da avaliação. 

As amostras de raízes mantidas em FAA foram espalhadas aleatoriamente no interior 

de placas de Petri (diâmetro de 9 cm) apresentando a superfície inferior reticulada em 

quadrados de 1,27 cm de lado, para determinação da colonização radicular. As raízes assim 

distribuídas foram observadas em lupa binocular (30X), registrando-se a presença ou ausência 

de colonização micorrízica nos pontos de intersecção entre as raízes e as linhas da placa.  

Os dados, foram testados quanto à sua homogeneidade e submetidos à análise de 

variância e teste de média (Tukey 5%) e regressão polinominal, utilizando-se dos 

procedimentos disponíveis no programa estatístico  SISVAR (FERREIRA, 2000). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 Avaliação das mudas de Eucalyptus grandis produzidas na casa de vegetação da 

Universidade Federal de Santa Maria, em diferentes substratos e doses de P  e 

inoculadas com fungos ectomicorrízicos. 

 

4.1.1  Colonização micorrízica das mudas de E. grandis produzidas no substrato turfa-

fértil. 

 

 Foram observadas diferenças significativas promovidas pela dose de P adicionada às 

mudas de E. grandis e pela inoculação do isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) nos 

diferentes substratos, considerados separadamente, sobre todos os paramêtros analisados  de 

E. grandis. As interações entre os dois fatores (doses de P e tratamentos de inoculação) foram 

observadas neste estudo. 

Foi verificado aumento no crescimento na parte aérea das mudas e no diâmetro do 

caule,  e efeito significativo sobre a colonização das mudas pelos fungos ectomicorrízicos  

com a adição crescente das doses de P.  Por outro lado, o teor de P adicionado, promoveu 

menor colonização das raízes das mudas de E. grandis, nas maiores doses de P extraível por 

Mehlich -1, porém, não as inibiu. 

 O isolado de fungo ectomicorrízico Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116) foi capaz 

de colonizar as raízes do E.grandis, produzidas no substrato turfa fértil, com diferente grau de 

intensidade, variando com a dose de P adicionado (Figura 3.2). 
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Figura 3.2 -  Relação entre a dose de P adicionada e a percentagem de colonização de mudas de Eucalyptus 
grandis inoculadas com isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, sob condições de casa de vegetação no 
substrato turfa fértil. Y = -0,192X + 2,0910 ; R2 = 0,720*. Dados transformados para √ y + 0,5, onde y= % de 
colonização, (*) significativo (p<- 0,05). 
 

O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), promoveu maior colonização das 

raízes de E. grandis nas menores doses de P adicionado e extraível por Mehlich-1. Assim nos 

tratamentos que receberam 25 e 50 mg kg-1, as percentagens de colonização foram 75,74% e 

75,71%, respectivamente não diferindo significativamente entre si. Porém,  observa-se que 

ocorreu colonização mesmo sem adição de P, e também nas maiores doses adicionadas (800 

mg kg-1). 

 É importante salientar, que o teor ótimo de P no solo para a máxima eficiência do 

fungo não é suficiente para a produção econômica das mudas. Soares (1986) cita em seu 

trabalho  que os teores de P usados na formação das mudas de eucalipto em viveiro é alto e 

inibe a colonização do fungo. Vieira et al (1988), verificaram que a colonização das raízes de 

Eucalyptus grandis pelo Pisolithus tinctorius foi significativamente inibida pelo teor de P 

extraível do solo superior à 11,1 ppm; o que não ocorreu neste trabalho, pois na maior dose de 

P extraível por Mehlich-1 (310 mg kg-1) a colonização foi de 56,51%. 

 Não foi observada colonização ectomicorrízica no tratamento testemunha sem 

inoculação, o que evidencia a ausência de contaminação entre os tratamentos. 

Os resultados aqui obtidos, sugerem a possibilidade de inocular as mudas de E. 

grandis no viveiro, para que o fungo possa ser levado ao campo com grande probabilidade de 
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contribuir para o bom  estabelecimento e desenvolvimento das mudas. Considerando que as 

mudas de eucalipto são normalmente produzidas em níveis altos de P, estes resultados 

evidenciam que, provavelmente, para seleção de fungos mais eficientes, deverão ser utilizados 

dois níveis de P; o nível ótimo para a máxima eficiência simbiótica, onde serão selecionados 

os fungos mais eficientes, e um nível mais alto, onde será constatada a capacidade daqueles 

fungos de formarem micorrizas em solos com níveis maiores de P disponível. 

Diante da grande variabilidade ecotípica encontrada entre isolados de uma mesma 

espécie de fungo ectomicorrízico (TRAPPE, 1977), poderá haver um comportamento 

diferenciado entre os microssimbiontes quando colocados nesses dois níveis de fósforo. 

A seleção de fungos ectomicorrízicos eficientes seria feito, portanto, com base na 

capacidade simbiótica demonstrada em baixo nível de P e na capacidade de formar micorrizas 

em um nível maior de P disponível. 

 As concentrações de P adicionado de 25 e 50 mg kg-1 promoveram maior percentagem 

de colonização nas mudas inoculadas (75,74% e 75,71%) respectivamente. Além disso, pode-

se observar um comportamento linear decrescente na colonização das raízes das mudas de E. 

grandis pelo isolado UFSC- Pt 116, em resposta ao aumento da dose de P adicionado ao 

substrato de plantio. A análise de regressão indicou uma correlação negativa entre as 

diferentes concentrações de P aplicadas no substrato de plantio e os valores de colonização 

das mudas de E.grandis inoculadas com o isolado UFSC-Pt 116.  

 Souza (2003), trabalhando com vários isolados de fungos ectomicorrízicos,  verificou 

que as doses de P adicionados  de 40 e 80 mg kg1   que eram consideradas as maiores, 

inibiram a colonização micorrízica das mudas de E. dunnii, com exceção das mudas 

inoculadas com o isolado UFSC - Pt 116 a 40 mg kg-1.  Vieira et. al (1988), verificaram que a 

maior taxa de colonização das mudas de E. grandis inoculadas com Pisolithus tinctorius, 

ocorreram nas doses de 23,47 e 94 ppm de P adicionado. 

 

4.1.2 – Colonização micorrízica das mudas de E. grandis produzidas em amostras de 

Neossolo Quartzarênico. 

 O isolado de fungo ectomicorrízico Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116) colonizou 

as raízes do E.grandis, produzidas no substrato Neossolo Quartzarênico, com diferente grau 

de intensidade, variando com a dose de P adicionado (Figura 3.3). 
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Figura 3.3 -  Relação entre a dose de P adicionado e a percentagem de colonização de mudas de Eucalyptus 
grandis inoculadas com isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, sob condições de casa de vegetação em 
amostras de Neossolo Quartzarênico. 
 

 

 A maior colonização das raízes, se deu nas menores doses de P adicionado e extraível 

por Mehlich – 1, sendo que nas doses de 25 e 50 mg kg-1, a percentagem de colonização foi de 

75 e 56% respectivamente, diferindo significativamente entre si.  

 Neste substrato, a taxa de colonização das raízes das mudas pelo fungo, foi menor do 

que no substrato turfa fértil. Este fato, pode ser atribuído às diferenças de pH dos substratos, 

uma vez que os Pisolithus sp preferem solos com teores de pH na faixa entre 6,0 e 6.5 

(BRUNDRETT, 1996). 
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4.1.3  Altura e diâmetro do colo  das mudas de E. grandis produzidas no substrato turfa 

fértil. 

 O crescimento das mudas de E. grandis  não inoculadas com o isolado Pisolithus 

microcarpus (UFSC Pt 116), avaliado pela altura e diâmetro do caule respondeu 

positivamente à adição de P, aumentando com o valor da dose adicionada  (Tabela 3). 

 
Tabela 3 -  Altura e diâmetro do colo  de mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus microcarpus 
(UFSC - Pt 116), no substrato turfa fértil, aos 120 dias após a germinação, na presença de diferentes doses de 
fósforo, sob condições de casa de vegetação. (Média de 10 repetições). 

Doses de P 

adicionado 

P extraível 

(Mehlich-1) 

Altura  

cm 

Diâmetro 

mm 

Mg kg1 mg kg-1 Testemunha UFSC 

 Pt 116 

Testemunha UFSC  

Pt 116 
0 0,5 18,6 Bc1 31,1 Aa 2,6 Bc 4,5 Aa 

25 4,8 18,7 Bc 28,9 Ab 2,8 Bc 4,5 Aa 

50 8,8 23,6 Bc 28,1 Ab 3,5 Bb 4,5 Aa 

100 15,4 24,5 Bc 25,5 Ab 3,8 Ab 3,9 Ab 

200 33,0 24,8 Bc 24,6 Bb 3,9 Aa 3,8 Ab 

400 140,0 29,2 Ab 24,1 Bb 4,0 Aa 3,7 Bb 

800 310,0 30,6 Aa 20,1 Bc 4,2 Aa 3,6 Ab 
1Médias seguidas pela mesma letra, na linha (maiúscula) ou na coluna (minúscula), não diferem 
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<-0,05). 

• * significatio (p<_0,5); ** não significativo (p<_0,01). 

• Equações de regressão: Altura da Testemunha: Y= 19,635 + 4,0062X - 0,4905X2, R2 = 0,7733 * 

                                                   Altura do  UFSC Pt 116: Y =  21,852 + 4,1409 X - 0,4218 X2,  R2 = 0,9245**  

                                                    Diâmetro da Testemunha:  Y =3,5269 + 0,3307X - 0,0304X2, R2 = 0,824* 

                                                    Diâmetro do UFSC Pt 116: Y =  3,1759 + 0,188X ,  R2 = 0,5033 ** 

 

As mudas inoculadas com o isolado UFSC-Pt 116 apresentaram altura superior à das 

mudas do tratamento testemunha, até a dose de 100 mg kg-1 de P adicionado e 15,4 mg kg-1 de 

P disponível por Mehlich -1, característica típica de mudas inoculadas e não inoculadas com 

fungos micorrízicos. 

 Houve uma correlação positiva entre altura das mudas inoculadas com as não 

inoculadas nas diferentes concentrações de P adicionado. 

 Nas mudas inoculadas com o UFSC- Pt 116, observa-se que quanto maior a dose de P, 

menor a sua altura, independente da taxa de colonização. Segundo HARLEY (1978), a 

ausência de efeitos das ectomicorrizas no crescimento das plantas na presença de altos níveis 
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de P está provavelmente relacionada a um dreno de fotossintatos do hospedeiro pelo fungo 

micorrízico.  

 Nas mudas inoculadas, a maior altura (31,1 cm), se deu na dose 0 de P adicionado ( 

0,5 mg kg-1 Mehlich -1), seguida das doses de 25 e 50 mg kg-1, e nas não inoculadas, a maior 

altura ocorreu na dose 800 mg kg-1 (30,6 cm). Isto se deve ao fato, que a fertilidade do 

substrato, na ausência de isolado de fungo ectomicorrízico,  foi suficiente para promover o 

maior crescimento das mudas. 

Houve um incremento no diâmetro do caule das mudas de E.grandis com o aumento 

do teor de P nas mudas não inoculadas  sendo possível observar diferenças significativas entre 

os tratamentos de inoculação de fungo ectomicorrízico. (Tabela 3).  

 As análises de regressão indicam uma correlação negativa entre o diâmetro do caule 

das mudas de E.grandis inoculadas com o Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), e as 

diferentes concentrações de P adicionado. 

 

4.1.4   Altura e diâmetro do caule das mudas de E. grandis produzidas no substrato 

Neossolo Quartzarênico. 

 O crescimento das mudas não inoculadas com UFSC Pt 116, avaliado pela altura e 

diâmetro do caule respondeu positivamente à adição de P, aumentando com o valor da dose 

adicionada  (Tabela 3.1). 

 
Tabela 3.1: Altura e diâmetro do colo  de mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus microcarpus 
(UFSC - Pt 116), em amostras de  Neossolo Quartzarênico, aos 120 dias após a germinação, na presença de 
diferentes doses de fósforo, sob condições de casa de vegetação. (Média de 10 repetições). 

Doses de P 

adicionado 

P extraível 

(Mehlich-1) 

Altura 

 cm 

Diâmetro  

mm 

mg kg-1 mg kg-1 Testemunha UFSC 

 Pt 116 

Testemunha UFSC  

Pt 116 
0 0,3 12,8 Bb1 19,0 Aa 2,6 Ac 2,9 Ac 

25 3,7 13,2 Bb 17,7 Ab 2,8 Ac 2,9 Ac 

50 7,5 14,5 Bb 16,5 Ab 3,6 Ab 3,9 Ab 

100 13,2 15,2 Bb 15,8 Bb 3,7 Ab 3,7 Ab 

200 21,0 16 Aa 14,9 Bb 4,5 Aa 4,5 Aa 

400 110,0 16,8 Aa 14,4 Bb 4,0 Aab 4,4 Ba 

800 280,0 17 Aa 12,5 Bc 4,5 Aab 4,6 Aa 
1Médias seguidas pela mesma letra, na linha (maiúscula) ou na coluna (minúscula), não diferem 
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<-0,05). 

* significatio (p<_0,5); ** significativo (p<_0,01); ns não significativo a 5%. 
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• Equações de regressão: Altura da Testemunha: Y= 19,635 + 26,739X +  0,6241X2; R2 = 0,2702 n.s 

                                                   Altura do  UFSC Pt 116: Y = 19,580 + 4,0241 X - 0,3966 X2, R2 = 0,8637**  

                                                    Diâmetro da Testemunha: Y = 3,1628 +  0,1689X ; R2 = 0,4845ns 

                                           Diâmetro do UFSC Pt 116: Y = 3,0502 + 0,6677X  - 0,0617X2, R2 = 0,7839ns 

 

As mudas inoculadas com o isolado UFSC Pt 116, apresentaram altura superior à das 

mudas do tratamento testemunha até a dose 100 mg kg-1 de P adicionado e 13,2 mg kg-1 de P 

extraível por Mehlich-1 (Tabela 3.1), seguindo o padrão de crescimento das mudas 

produzidas no substrato turfa fértil (Tabela 3). 

 Nas mudas inoculadas com o isolado UFSC Pt 116, observa-se que quanto maior a 

dose de P adicionado, menor sua altura, mostrando o efeito detrimental do P no 

estabelecimento da colonização das mudas de E.grandis pelo isolado UFSC Pt 116. 

 O crescimento micotrófico das mudas inoculadas, somente foi maior, nos tratamentos 

onde o P extraível era de 13,2 mg kg-1,  apesar das elevadas taxas de colonização das mudas. 

 Houve um incremento no diâmetro do caule das mudas de E.grandis com o aumento 

do teor de P adicionado  nas mudas não inoculadas e inoculadas com o isolado UFSC Pt116, 

sendo possível observar diferenças significativas entre os tratamentos. 

 Com base nos resultados aqui encontrados, evidencia-se a importância de se produzir  

mudas de Eucalyptus grandis em viveiros,  inoculadas com isolados de fungos 

ectomicorrízicos. Neste trabalho, o Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), foi eficiente em 

promover o melhor crescimento das mudas em diferentes substratos e doses de fósforo. 

A máxima eficiência simbiótica do fungo ectomicorrízico Pisolithus microcarpus 

(UFSC Pt 116) foi verificada até a  dose de P adicionado de 100 mg kg-1 (15,4 mg kg-1 de P 

extraível Mehlich-1) no substrato turfa fértil e  de 13,2 mg kg-1 de P extraível Mehlich – 1 no 

Neossolo Quartzarênico, confirmando a indicação de SOARES et al., (1990). 

A eficiência deste isolado tende a ser maior em menores doses de P adicionado, 

porém, não foi inibido na maior dose de P adicionado de 800 mg kg-1, onde colonizou as 

raízes de Eucalyptus grandis, em ambos os substratos. 

Sendo assim, foi escolhido o substrato turfa fértil e a dose de P adicionado de 50 mg 

kg-1 como sendo os melhores tratamentos para a produção de mudas de Eucalyptus grandis 

inoculadas com Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) em casa de vegetação, e também, para 

serem levadas à campo, em áreas de baixa fertilidade, em Neossolo Quartzarênico ocorrentes 

no município de  São Francisco de Assis – RS, (Ver capítulo 4). 
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5 CONCLUSÕES 
  

O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) mostrou-se eficiente na promoção do 

crescimento das mudas de Eucalyptus grandis em diferentes substratos e doses de fósforo. 

A máxima eficiência simbiótica do fungo ectomicorrízico Pisolithus microcarpus 

(UFSC Pt 116) foi verificada até a  dose de P adicionada de 100 mg kg-1 (15,4 mg kg-1 de P 

extraível Mehlich-1) no substrato turfa fértil, e de 13,2 mg kg-1 de P extraível por Mehlich – 1 

no Neossolo Quartzarênico. 

A eficiência deste isolado tende a ser maior em menores doses de P adicionado, 

porém, não foi inibido na maior dose de P adicionado de 800 mg kg-1 onde colonizou as raízes 

de Eucalyptus grandis, em ambos os substratos. 
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CAPITULO 4 – ESTABELECIMENTO DE MUDAS DE Eucalyptus 

grandis HILLEX MAIDEN MICORRIZADA COM Pisolithus microcarpus 

(UFSC Pt 116) EM SOLO  SUJEITO À ARENIZAÇÃO 

 

1 RESUMO 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivência e o crescimento inicial de 

mudas de Eucalyptus grandis micorrizadas na sua formação com o isolado de fungo 

ectomicorrízico Pisolithus microcarpus  (UFSC  Pt 116), após o transplante para uma  área 

sujeita à arenização no município de São Francisco de Assis – RS. A área foi dividida em 4 

blocos, cada qual com 4 tratamentos (turfa fértil com fungo, turfa fértil sem fungo, Neossolo 

Quartzarênico com fungo, Neossolo Quartzarênico sem fungo). Cada parcela foi composta 

por 16 mudas dispostas em 4 linhas no espaçamento de 1,5 m x 1,5 m, totalizando em cada 

bloco 64 mudas. Aos 90 dias após o plantio no campo, as mudas de Eucalyptus grandis 

produzidas no substrato turfa fértil com fungo,  apresentaram uma taxa de sobrevivência de 

100%, enquanto que as produzidas em turfa fértil sem fungo a taxa de sobrevivência foi de 

92,18%. As mudas produzidas no Neossolo Quartzarênico com fungo e sem fungo, tiveram 

uma taxa de sobrevivência variando em torno de 98,43 e 89,06% respectivamente. Em todas 

as avaliações as mudas produzidas com turfa e fungo, foram as que apresentaram maior 

crescimento em altura, diâmetro do caule, e as que acumularam maior quantidade de 

nutrientes na parte aérea das mudas. Este trabalho evidencia que mudas de Eucalyptus grandis 

produzidas em substrato turfa fértil e micorrizadas com o isolado Pisolithus microcarpus, 

conseguem manter bom desenvolvimento no campo, apresentando-se bem adaptadas para 

áreas arenosas do município de São Francisco de Assis - RS. 

 

Palavras chave: Fungos ectomicorrízicos, fósforo e  areais. 
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2 INTRODUÇÃO 
O eucalipto têm a capacidade de formar dois tipos de micorrizas, a arbuscular e a 

ectomicorriza (ZAMBOLIM & BARROS, 1982), sendo predominantemente as 

ectomicorrizas responsáveis no estabelecimento dessas espécies em solos pobres em 

nutrientes.A presença destes fungos nas mudas,  favorecem o estabelecimento e sobrevivência 

da planta no campo, pelo aumento na capacidade de absorção de nutrientes, aumento na 

longevidade de raízes, proteção contra patógenos, aumento no rendimento de massa seca e na 

absorção de fósforo (BARROS, 1978).  

 A necessidade de produzir mudas destinadas à áreas específicas, com características 

definidas, se deve ao fato de que estas mudas, são geralmente frágeis, necessitando de 

proteção inicial e de manejo adequado para se obter maior uniformização de crescimento.

 Para que haja êxito na implantação das mudas de Eucalipto, em áreas com condições 

precárias, há necessidade de que elas cresçam em substrato com nutrientes suficientes para o 

arranque inicial, mas com fósforo abaixo do limite que dificulte a sua colonização com 

ectomicorrízas, para que a colonização ocorra e sobreviva pós plantio. 

 A importância dos fungos ectomicorrízicos para o crescimento e desenvolvimento de 

mudas de Eucalyptus grandis está bem documentada, porém embora experimentos em casa de 

vegetação constatam a necessidade de inoculação das mudas, são poucos os trabalhos que 

demonstram a adequabilidade desta inoculação  para melhorar o  desempenho das mudas no 

campo. 

 Os fungos ectomicorrízicos são fisiológica e ecologicamente diversos, e uma forte 

variação ecotípica é encontrada entre isolados de uma mesma espécie (TRAPPE, 1977). 

Baseado na variação existente entre os fungos micorrízicos em colonizar as mudas de 

Eucalyptus, é necessário que, após ter selecionado o isolado, estes devam ser testados quanto 

a sua eficiência na promoção do crescimento das mudas no campo, em especial nas áreas de 

implantação do povoamento. 

A Sudoeste do Rio Grande do Sul existem áreas com Neossolos Quartzarênicos que 

estão sujeitas aos processos de arenização. Esta ocorrência é associada ao substrato arenítico, 

mapeado para a região Sudoeste como formação Botucatu, com cobertura vegetal 

predominante de gramínea. Moller et al (1975) afirmaram haver no município de São 

Francisco de Assis, cerca de 432 ha de áreas arenosas. Hoje, avalia-se que já são mais de 5 

mil hectares cobertos por dunas, numa área que abrange dez municípios gaúchos, entre eles, 

São Francisco de Assis, (Kaminski, 2006, comunicação pessoal). A fragilidade desse solo 
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deriva de sua dificuldade em compensar as perturbações impostas pela ação antróprica, 

notado pela suscetibilidade natural à erosão hídrica e eólica, que contribuem para sua 

degradação. Estas características dificultam a utilização econômica e/ou ecológica deste solo. 

Estas áreas estão sendo destinadas para o plantio de essências florestais, como eucaliptos, 

pinus e acácia negra. Mas a dificuldade dos solos arenosos em reter água e nutrientes é fator 

que dificulta a manutenção e o desenvolvimento da vegetação nessas áreas, sendo importante 

a busca de alternativas, que são baseadas, na produção das mudas em substratos férteis e 

micorrizadas com fungos ectomicorrízicos. 

Este trabalho teve como objetivo, avaliar a sobrevivência e o crescimento inicial de 

mudas de Eucalyputs grandis micorrizadas na sua formação com o fungo ectomicorrízico 

Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), após o transplante para uma  área sujeita à arenização 

no município de  São Francisco de Assis – RS. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
O experimento foi instalado em agosto de 2005, na Fazenda Ynhacundá de 

propriedade do Sr.Nelci Salbego, situada no 1º Distrito de São Francisco de Assis, no 

município  de São Francisco de Assis – RS, altitude de 62 metros, 23o 13’ 25,2” Latitude Sul, 

44o 44’ 58,7” Longitude Oeste, em uma área sujeita ao processo de arenização. O solo foi 

classificado como Neossolo Quartzarênico, que apresentou as seguintes características 

químicas, segundo métodos do Laboratório de Rotina de Análise de Solo da Universidade 

Federal de Santa Maria: pH = 5,1; Al = 0,5 cmolc/L; Ca+Mg = 0,5cmolc/dm3;  P=8,0 mg/L 

(Mehlich – 1) e K = 48 mg/L. 

 As mudas de Eucalyptus grandis Hillex Maiden foram produzidas em casa de 

vegetação da Universidade Federal de Santa Maria, por 120 dias em tubetes de 50 cm3 de 

capacidade, constituindo-se de diferentes tratamentos de substrato, doses de fósforo e 

inoculação de fungo ectomicorrízico, conforme descrito no capítulo 3. Os substratos 

utilizados na produção das mudas foram turfa fértil e o solo Neossolo Quartzarênico. Neste 

estudo foi utilizado o P solúvel, na forma de Ca(H2PO4)2.H2O administrado em solução ao 

substrato de semeadura, e o fungo inoculado foi o Pisolithus microcarupus  (UFSC – Pt 116).  

As mudas transplantadas no campo, foram as dos tratamentos de substratos x fungo x 

dose de fósforo, que melhor responderam em casa de vegetação aos parâmetros de 

crescimentos avaliados, como altura, diâmetro do colo e percentagem de colonização. Estas 

mudas foram transplantadas em covas de 20 cm x 20 cm e adubadas com NPK 30 10 30, 

segundo recomendações de GONÇALVES (1994). 

 O delineamento experimental utilizado no campo foi em blocos ao acaso, com 4 

tratamentos (turfa com fungo, turfa sem fungo, Neossolo Quartzarênico com fungo e 

Neossolo Quartzarênico sem fungo), e 4 repetições. Cada bloco foi composto por 64 mudas, 

sendo 16 de cada tratamento, dispostas em 4 linhas no espaçamento de 1,5 x 1,5 m. 

   Após o plantio, as mudas foram irrigadas com 5 litros de água (Figura 4).  
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Figura 4 - Disposição dos blocos e das parcelas da área experimental no município de  São Francisco de Assis – 
RS. 
 
 
 Devido a presença de formigas saúvas, a cada 15 dias um controle foi realizado na 

área, aplicando o formicida Klap (Fenil Pirazol) em solução. 

 As avaliações foram aos 90, 120, 150, 270, 330 e 360 dias após o plantio (DAP), onde 

avaliou-se a sobrevivência das mudas de Eucalyptus grandis, bem como altura e diâmetro do 

colo das mudas. Aos 120 DAP, foi feita uma nova adubação de NPK 30 10 30 nas covas, 

colocando-se 100 gramas em cada cova. 

 Aos 360 dias, foram coletadas três folhas recém maduras, para avaliação dos teores de 

P, K, Mg e Ca da parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis. 

 Estas foram secas a 65º C em estufa com circulação de ar, até atingir peso constante. 

Foram então moídas e digeridas com extrator nitro-perclórico (2:1) para extração de P, K, Ca 

e Mg. Os teores de P foram determinados por colorimetria, K por fotametria de chama e Ca e 

Mg por espectofotometria de absorção atômica. 

 A colonização micorrízica das raízes e esporulação dos fungos micorrízicos 

arbusculares (FMAs) no início da instalação do experimento e aos 360 dias após o plantio, 

também foram determinados. 

 Na avaliação da colonização micorrízica, as raízes foram observadas a olho nú, e 

também, clarificadas e coradas, segundo a metodologia de KOSKE & GEMMA (1989) e 

GRACE & STRIBLEY (1991). A porcentagem do comprimento de raízes colonizadas foi 

avaliada pelo método da intersecção em placa quadriculada descrito no trabalho de 

GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado à partir do método de medidas de comprimento 

de raízes de NEWMAN (1966). 

Para a quantificação da densidade de esporos dos FMAs, amostras de solos em cada 

cova, foram coletadas e o processo de extração de esporos se deu pelo método de 
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peneiramento úmido (GERDEMANN & NICHOLSON, 1963) e centrifugação em sacarose 

40% (JENKINS, 1964). 

 Os dados foram testados quanto a sua normalidade e submetidos à análise de variância 

e teste de médias (Tukey, 5%), utilizando-se dos procedimentos disponíveis no programa 

estatístico  SISVAR (FERREIRA, 2000). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
No momento do plantio das mudas de Eucalyptus grandis, foram encontrados em cada 

cova, cerca de 25 esporos de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) em 50 g de solo 

analisado. As espécies encontradas foram Acaulopora scrobiculata Trappe, Gigaspora 

margarita Becker & Hall; Glomus clarum Nicolson & Schenck; Glomus etunicatum Becker 

& Gerdeman e Scutelospora heterogama Nicolson & Gerdemann. 

 Após 360 dias da instalação do experimento, uma nova avaliação da esporulação dos 

FMAs foi realizada, e encontrou-se cerca de  107 esporos em 50 g de solo analisado, e as 

espécies identificadas foram as mesmas do início da instalação do experimento. Estes dados, 

revelam a capacidade dos fungos micorrízicos arbusculares em se multiplicarem nas áreas  

sujeitas ao processo de arenização. 

Quanto às avaliações realizadas, os resultados obtidos mostram diferenças 

significativas promovidas pelo tipo de substrato e a presença do isolado Pisolithus 

microcarpus UFSC – Pt 116 sobre a sobrevivência das mudas, altura, diâmetro, e teores de 

nutrientes na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis.  

 Aos 90 dias após o plantio (DAP) a percentagem de mudas vivas no campo variou 

entre  89,06 e 100 % (Tabela 4). 

 
Tabela 4 - Sobrevivência nos blocos das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e 
inoculadas ou não com fungo ectomicorrízico UFSC – Pt 116, aos 90 dias após o plantio em São Francisco de 
Assis, - RS.  

Tratamento Número de mudas vivas % de mudas vivas 

Turfa com Fungo 64 a 100,0 

Turfa sem Fungo 59 b 92,2 

Neossolo com Fungo 63 a 98,4 

Neossolo sem fungo 57 b 89,1 
Médias seguidas de mesma letra, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 5%. 
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  As mudas inoculadas com fungo apresentaram a maior taxa de sobrevivência no 

campo. Estes resultados evidenciam a importância da inoculação das mudas de Eucalyptus 

grandis com fungos ectomicorrízicos em sua formação, uma vez, que os fungos as tornam 

aptas a enfrentarem os  fatores bióticos e abióticos que interferem na  sua sobrevivência.  

Aos 90, 120 e 150 dias após o plantio das mudas de Eucalyptus grandis no campo, 

estas apresentaram diferenças significativas quanto à altura e o diâmetro do caule (Tabela 4.1) 

e Figura 4.3.  

 
Tabela 4.1 - Altura e diâmetro das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e 
inoculadas ou não com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC-Pt 116, aos 90, 120 e 150 dias após o plantio em 
São Francisco de Assis – RS. (Média de 64 mudas). 

Tratamento Altura (cm) e Diâmetro (cm) 

 90 dias 90 dias 120 dias 120 dias 150 dias 150 dias 

Turfa Fértil com 

Fungo 

24,8 a 0,4 a 28,3 a 0,6 a 75,0 a 1,0 a 

Turfa Fértil sem 

Fungo 

22,8 b 0,4 a 27,9 b 0,6 a 45,0 b 0,8 a 

Neossolo com Fungo 18,2 ab 0,3 a 22,4 ab 0,5 a 25,0 c 0,5 a 

Neossolo sem Fungo 14,7 c 0,3 a 18,6 c 0,5 a 21,0 c 0,5 a 
Médias seguidas das mesmas letras nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                               
Figura 4.1 - Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas ou não com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 
116 aos 120 dias após o transplante no campo. São Francisco de Assis – RS. 
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As mudas inoculadas com o isolado  UFSC Pt 116 e produzidas no substrato turfa 

fértil, foram as que apresentaram maior crescimento em altura e diâmetro aos 90, 120 e 150 

dias após o plantio, seguidas do tratamento turfa fértil sem fungo, Neossolo com fungo e 

Neossolo sem fungo. Aos 150 dias após o plantio, o diâmetro do caule das mudas do  

substrato turfa fértil e inoculadas com o isolado UFSC Pt 116,  foi duas vezes maior do que 

nas mudas que foram produzidas no Neossolo sem fungo. Estes resultados comprovam a 

importância da inoculação das mudas de Eucalyptus grandis com o isolado ectomicorrízico 

Pisolithus microcarpus (UFSC  Pt 116), uma vez que as mudas de eucalipto tiveram aumento 

na altura, diâmetro do caule e taxa de sobrevivência, e resistiram melhor às condições de 

adversidade presentes nestas áreas, como a seca e a presença de formigas. 

A mesma tendência de crescimento foi observada aos 330 e 360 dias após o plantio 

das mudas (Tabela 4.2) e (Figura 4.4). 
Tabela 4.2 - Altura e diâmetro do colo das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e 
inoculadas ou não com o isolado Pisolithus microcarpus  UFSC-Pt 116, aos  270, 330 e 360 dias após o plantio 
em São Francisco de Assis – RS (Média de 64 plantas). 

Tratamento Altura (cm) e Diâmetro (mm) 

 270 dias 270 dias 330 dias 330 dias 360 dias 360 dias 

Turfa Fértil com 

Fungo 

110 a 1,5 a 125 a 1,8 a 138 a 2,2 a 

Turfa Fértil sem 

Fungo 

94,3 b 1,0 b 95 b 1,1 b 97 b 1,6 b 

Neossolo com Fungo 38,6 c 0,8 ab 42 c 0,8 b 59 c 1,1 b 

Neossolo sem Fungo 29,6 c 0,6 c 35 c 0,6 b 39 c 1,0 b 
Médias seguidas das mesmas letras nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.    
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                                                 Com fungo (UFSC Pt 116) 

                                 
                                                      Sem fungo 

                                                                                                                                                                                                                                             
Figura 4.2 - Aspectos das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas ou não com fungo ectomicorrízico UFSC Pt 
116 aos 360dias após o transplante no campo. São Francisco de Assis – RS. 
 
 

Os teores de nutrientes nas folhas das mudas de Eucalyptus grandis não variaram 

significativamente (Tabela 4.3), embora, nos tratamentos com inoculação do UFSC Pt 116, os 

teores de P, K, Ca e Mg, foram maiores do que nos tratamentos sem a inoculação dos fungos. 
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Tabela 4.3 - Teores de nutrientes na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis 360 dias após o plantio em 
São Francisco de Assis-RS.  

Tratamentos P  

g kg-1 

K 

g kg-1 

Ca 

g kg-1 

Mg 

g kg-1 

Turfa com 

fungo 

1,40 a 5,42 a 10,87 a 2,41 a 

Turfa sem fungo 1,23 a 4,90 a 8,02 a 2,15 a 

Neossolo com 

fungo 

1,35 a 4,45 a 7,38 a 2,24 a 

Neossolo sem 

fungo 

1,15 a 5,14 a 9,95 a 1,99 a 

CV (%) 22,99 34,19 66,99 56,59 

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%. 
 

 

A taxa de colonização micorrízica das raízes também foi analisada aos 360 dias, nas 4 mudas 

centrais de cada parcela. A taxa de colonização variou de acordo com os tratamentos (Figura 

4.5). 
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Figura 4.3 - Colonização micorrízica das raízes das mudas de Eucalyptus grandis aos 360 dias após o plantio em 
São Francisco de Assis – RS. 
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 As mudas produzidas com o substrato turfa fértil e com o isolado Pisolithus 

microcarpus UFSC Pt 116 apresentaram 86% de colonização micorrízica em suas raízes, 360 

dias após o plantio, sendo a maior taxa de colonização em relação aos demais tratamentos. 

 As mudas que não foram inoculadas com o fungo no momento de sua produção, aos 

360 dias após o plantio, tiveram uma pequena percentagem de colonização micorrízica, 

variando entre 13 e 18%. Este comportamento é devido à presença de esporos de FMAs 

presentes na área, o que é comum em cultivos de eucaliptos novos, já que o Eucalyptus 

grandis tem a capacidade de formar simbiose com os dois tipos de micorrizas (arbusculares e 

ectomicorrizas), até aproximadamente dois anos de idade, sendo a partir daí, a presença das 

ectomicorrízas predominantes (ZAMBOLIM & BARROS, 1982). 

 As mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus 

UFSC Pt 116, tiveram um bom desenvolvimento no campo, apresentando-se bem adaptadas 

para a revegetação das áreas sujeitas à arenização na Região de São Francisco de Assis – RS. 

Apresentaram rápido crescimento quando as condições hídricas foram abundantes e grande 

resistência à estiagem, insolação e ataque de formigas. Foram capazes de rebrotar à partir do 

caule, mesmo quando quase toda a parte aérea havia sido dessecada pelo estresse hídrico ou 

quando decaptadas por formigas cortadeiras. 

 Outros aspectos deverão ser estudados no futuro neste experimento, como os teores de 

nutrientes acumulados na parte aérea das mudas, em especial, o P e N nos folíolos, que 

poderão indicar melhores efeitos dos tratamentos de inoculação do fungo ectomicorrízico. 
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5 CONCLUSÕES 
As mudas de Eucalyptus grandis produzidas com turfa fértil e o isolado de fungo 

ectomicorrízico Pisolithus microcarpus  UFSC Pt 116, foram as que apresentaram maior taxa 

de sobrevivência no campo, bem como maior altura,  diâmetro do caule e teores de nutrientes 

seguida das mudas produzidas com Neossolo Quartzarênico com fungo. 
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CAPÍTULO 5 - ESTOQUE DE FÓSFORO EM MUDAS 

MICORRIZADAS DE Eucalyptus grandis HILLEX MAIDEN  

 

1 RESUMO 
 A eficiência de utilização do P pela planta é dependente do estoque de P metabólico e 

de P vacuolar. Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado de fungo 

ectomicorrízico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foram produzidas em casa de 

vegetação, cultivadas em diferentes doses de fósforo para serem avaliadas quanto a 

acumulação de algumas frações de P (P total solúveis – Pts); Pi (fósforo inorgânico) e Pó 

(fósforo orgânico) na parte aérea das mudas, pela técnica de fracionamento de fósforo. O 

conteúdo médio máximo de P na parte aérea nas mudas inoculadas e não inoculadas com o 

isolado Pisolithus microcarpus,  foi atingido nas mudas que receberam as maiores doses de P 

adicionado. Houve interação entre a dose de P adicionado e o fungo testado. Assim, pode-se 

observar que em todas as  concentrações de P adicionado, os teores de P acumulados na parte 

aérea das mudas de E. grandis inoculadas com o isolado UFSC Pt 116 foram maiores do que 

nas mudas não inoculadas. A análise de regressão indicou o que  padrão de acumulação de P 

pelas mudas de E. grandis, em resposta às diferentes concentrações de P adicionado e à 

inoculação pelo isolado de fECM, seguiu um padrão linear crescente para plantas não 

inoculadas, diferente das plantas inoculadas com o isolado UFSC Pt 116. A inoculação com o 

isolado UFSC Pt 116 reduziu o uso de P inorgânico na produção das mudas de E. grandis. O 

Po não variou consideravelemnte entre as mudas inoculadas ou não com o UFSC Pt 116, e a 

fração Pi refletiu a capacidade de acumulação do P pelas mudas inoculadas com o isolado 

UFSC Pt 116. 

 

Palavras-chave: Fósforo metabólico, fósforo vacuolar, fracionamento de fósforo. 
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2 INTRODUÇÃO 
Diversos estudos têm sido realizados visando identificar e avaliar fatores responsáveis 

pelas diferenças na eficiência de absorção, translocação e utilização de fósforo (P) em plantas. 

A identificação dos fatores responsáveis por estas diferenças, contribuí decisivamente para a 

compreensão dos aspectos e mecanismos envolvidos na adubação fosfatada das plantas. 

Na avaliação do “status” nutricional das plantas utiliza-se um conceito básico, o de 

concentração crítica. Embora FRITZ (1976), defina como a concentração mínima de um 

nutriente na planta, quando o crescimento máximo é atingido, correspondendo, na realidade, 

mais a uma estreita zona de transição do que a um ponto definido. Bates (1971) alerta que  das 

variações decorrentes de diferenças entre espécies ou cultivares, a concentração crítica pode 

variar com o tecido e com a idade do tecido vegetal escolhido para análise, com a forma do 

nutriente considerado, com a interação entre nutrientes e com as condições ambientais. 

Muitas plantas inferiores acumulam e armazenam quantidade significativa de fosfato 

inorgânico como polifosfatos, enquanto que plantas superiores geralmente armazenam Pi no 

vacúolo. Em plantas superiores o Pi citoplasmático é mantido em um nível relativamente 

constante, as custas do Pi vacuolar. A concentração do P citoplasmático é geralmente mantida 

sob variados níveis de fornecimento de fósforo externo. Os níveis de Pi vacuolar diminuem a 

medida que o fornecimento externo baixa. A maioria do  P celular (85 a 95%) é tipicamente 

encontrada no vacúolo, quando há alta disponibilidade de P no solo, por isso a concentração 

de P na solução do solo é fator capaz de influenciar diretamente a absorção de P e seu 

acúmulo na parte aérea das plantas (THOMAS et al., 2006). 

A concentração de (Pi) no citoplasma é regulada pelo seu conteúdo no vacúolo, 

podendo haver, em algumas espécies biossíntese de polifosfatos nessas organelas como forma 

alternativa de acumular Pi. As acentuadas mudanças no conteúdo de Pi das células ocorrem 

quase exclusivamente no “pool” vacuolar, não havendo alterações significativas no “pool” 

citoplasmático (BIELESKI, 1973; CHAPIN et alii. 1982; LEFEBRIRE & GLASS, 1982; 

LICHKO et alii, 1982; LEE & RATCLIFFE, 1983). Por isso o Pi vacuolar teria, 

fundamentalmente, uma função de reserva. Se, por quaisquer circunstâncias,  a quantidade de 

P absorvida for menor que sua demanda pela célula, o Pi do vacúolo retorna ao citoplasma 

atendendo à exigência metabólica da célula (BIELESKI & FERGUSON, 1983). Como se 

observa a planta possui  mecanismos regulatórios capazes de tamponar internamente o P 

absorvido, e assim, manter o equilíbrio Pi vacuolar – Pi citoplasmático. 
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Portanto, em situações que restringem a absorção de P, a planta tem no seu conteúdo 

de Pi vacuolar uma reserva de P capaz de ser mobilizada para manter seu ritmo metabólico de 

crescimento. Por outro lado, quando o ritmo de crescimento for lento, e portanto, a demanda 

de P for pequena, um aporte elevado deste à planta resultará em grande acúmulo de Pi 

vacuolar (BIELESKI & FERGUSON, 1983). 

A existência de correlações negativas entre os níveis críticos de P total (Pt) e 

características do solo associadas à capacidade tampão de P, à semelhança do que se observa 

quanto aos níveis críticos deste elemento no solo, constatada por MUNIZ et alii (1985), 

mostra a importância de se proceder a uma melhor caracterização do P na planta, 

principalmente Pi e P orgânico (Po), para se ter um indicador preciso de seu “status” em P e, 

indiretamente, da disponibilidade deste elemento no solo. Fato que corrobora com a 

importância e a variação, encontrada na literatura, de concentração crítica de P em plantas, 

ainda quando se considera uma mesma cultivar. 

Thomas et al., (2006) estudando o comportamento das frações celulares de P sobre 

parâmetros fotosintéticos e acúmulo de biomassa do Eucalyptus grandis, relatam que todos os 

parâmetros de crescimento, são favorecidos com o aumento do Pi, mas os teores de P total e P 

citoplasmático não se alteram. Por isso, o Pi vacular é potencialmente um melhor indicador de 

crescimento e desenvolvimento de mudas de eucalipto do que o P total, que é 

costumeiramente usado para avaliar o seu estado nutricional. 

A concentração baixa de Pi disponível na solução do solo e a alta demanda por Pi nas 

células propõem um problema único para as plantas. O P requerido para um crescimento 

ótimo dos vegetais varia durante o estágio de crescimento vegetativo. A concentração de Pi no 

citosol é geralmente em variação milimolar e, portanto, as raízes devem adquirir o Pi contra 

um gradiente de concentração, mil vezes ou mais, através da membrana plasmática. 

A  homeostase do fosfato no citoplasma é mantida pelo transporte de Pi através do 

tonoplasto, ativado em resposta às alterações da concentração de fósforo. O transporte de Pi 

através do tonoplasto requer ATP, e está associado com a alcalinização do citoplasma. O 

vacúolo aparentemente exerce um duplo papel de fonte e dreno para Pi em células vegetais. 

Há no mínimo para as plantas, dois diferentes mecanismos sinalizadores para 

manutenção da homeostase do Pi sendo um operando a nível celular e outro envolvendo 

órgãos múltiplos, provavelmente originário da parte aérea. Celularmente, o movimento do Pi 

é em direção ao vacúolo e a regulação do influxo e efluxo da membrana plasmática são os 

principais mecanismos para a manutenção da homeostase do Pi. Quando o fornecimento de Pi 

da parte aérea para as raízes é restrito, sob deficiência de Pi, o Pi armazenado em folhas 
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velhas é remobilizado e transportado para folhas mais jovens e outros drenos ativos. As raízes 

são geralmente consideradas como uma fonte de Pi para as outras partes da planta, tornando-

se um dreno durante a depleção do Pi. Isso parece ser uma resposta adaptativa da planta 

visando promover a proliferação de raízes e assim aumentar a exploração do solo e absorção 

do Pi. 

Muitos trabalhos têm sido focados no conteúdo pelo qual o vacúolo, como um 

potencial armazenador de Pi, pode contribuir para a manutenção do pool citoplasmático sob 

diferentes condições fisiológicas. Investigações detalhadas de tecidos radiculares têm 

mostrado que o nível do Pi citoplasmático pode ser mantido às custas do pool vacuolar, em 

resposta à depleção de P, em um curto período de tempo, durante o crescimento normal (LEE 

et al., 1990; LEE & RATCLIFFE, 1993) enquanto que uma demanda repentina do Pi 

citoplasmático, induzida por exemplo, pela absorção e fosforilação da manose, pode exaurir o 

pool citoplasmático na presença de um pool citoplasmático substancial (LOUGHMAN et al. 

1989 a, b). 

Além do fracionamento do fósforo, o uso da técnica de espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (RMN) nestes estudos são constantes. Esta técnica  tem sua origem nas 

propriedades magnéticas dos núcleos atômicos. Muitos elementos, incluindo os de 

importância biológica, apresentam isótopos com momentos magnéticos, e esses isótopos dão 

origem a uma rede de magnetização que pode ser detectadas espectroscopicamente usando 

irradiação de freqüência de rádio. A espectroscopia de RMN possibilita a detecção de vários 

íons e metabólicos no funcionamento dos tecidos vegetais (RATCLIFFE & ROBERTS, 

1990). 

Os isótopos de maior interesse para estudos de RMN com nutrientes essenciais de 

plantas são o 14N, 15N, 31P e 39K. Conforme RATCLIFFE (1986) estudos, usando técnicas de 

RMN, podem possibilitar a exploração das diferenças na composição do pH citoplasmático e 

vacuolar, podendo-se, então fazer deduções referentes aos pools citoplasmáticos e vacuolar de 

um íon ou metabólico. 

Segundo RATCLIFFE (1987) a diferenciação do pH entre o citoplasma e o vacúolo, 

junto com a lenta troca do fosfato através do tonoplasto, permitem a detecção de dois 

diferentes sinais claramente determinados, indicando os pools citoplasmático e vacuolar, no 

espectro de RMN da maioria dos tecidos vegetais. Assim, conforme LEE & RATCLIFFE 

(1983), a RMN do 31P fornece um importante método para o estudo dos pools citoplasmático 

e vacuolar, sob diferentes condições nutricionais e em resposta a diferentes modelos da 

utilização de fósforo. 
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Lee & Ratcliffe (1993), salientam que uma das vantagens do método de RMN 31P é 

que as alterações nos pools citoplasmáticos e vacuolar podem estar correlacionadas com 

outros parâmetros metabólicos, incluindo os valores do pH citoplasmático e vacuolar e o nível 

de muitos metabólicos fosforilados incluindo o necleosídieos trifosfato (NTP). 

Segundo ROBERTS et al. (1980) e ROBERTS (1985) uma maneira para examinar a 

distribuição do Pi entre o vacúolo e o citoplasma é com a técnica da RMN 31P, sendo que esta 

técnica permite diferenciar entre os pools citoplasmático e vacuolar de fósforo, devido a 

diferença do pH das moléculas de Pi. Tipicamente, o pH vacuolar é 5,5 e o do citoplasma é de 

aproximadamente 7,0, produzindo uma mudança do espectro de Pi para cerca de 1,5 ppm. O 

gradiente de pH permite diferenciar o Pi entre os pools citoplasmático e vacuolar. 

Estima-se que 90% do Pi da folha pode ser seqüestrado no vacúolo e que o fosfato 

vacuolar é lentamente liberado para o citoplasma e, portanto, não é prontamente disponível 

para o metabolismo vegetal. 

Dependendo da quantidade de P no tecido, por adição ou supressão de Pi em um meio 

de cultura, pode-se observar, através da RMN 31P, que com a diminuição do fornecimento de 

P, o pico do P vacuolar diminui, enquanto que o P citoplasmático permanece relativamente 

constante. Porém, com o aumento da concentração de Pi, em células originalmente deficientes 

em P, observa-se um aumento do P vacuolar, enquanto que o P citoplasmático permane 

relativamente constante, sugerindo que nesse sistema, o P citoplasmático é mantido em níveis 

relativamente constante. 

Este  trabalho, teve o objetivo de avaliar o estoque de P em folhas de mudas de 

Eucalyptus grandis inoculadas com o Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, e produzidas em 

diferentes doses de fósforo, através do método de fracionamento de fósforo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Preparação do substrato de plantio das mudas de Eucalyptus grandis. 

O substrato de plantio foi composto pelo substrato turfa fértil  produzido pela empresa 

Floresta S.A. A composição do substrato foi de turfa, perlita, calcário aditivado com 

fertilizante natural, apresentando as seguintes características químicas: pH = 6,5; P = 39,55 

mg L-1; K = 82 mg L-1; Al = 0, Ca = 5,3 cmlc L-1 e Mg = 3, 3 cmolc L-1. A proporção do 

substrato foi de turfa-vermiculita (1:3) (v/v). O substrato foi previamente esterilizado em 

autoclave a 121º C, durante 60 minutos, três vezes consecutivas, com um intervalo de 24 

horas entre cada esterilização. No substrato, foi adicionada solução nutritiva contendo os 

seguintes elementos (mg kg-1), baseados em ALVES et al., (2001): K, 16; Mn, 0,15; Mg, 3; 

Zn, 0,0375; Cu, 0,125; Mo, 0,05; B, 0,05 e Fe, 0,375. 

 

3.2 Fósforo 

Para o fósforo foram testadas seis doses adicionadas no substrato de plantio: 0; 50; 

100, 200, 400, 800 mg kg-1, o que representa 0,5; 8,8; 15,4; 33,0; 140; 310 mg kg-1   de P 

extraível por Mehlich – 1, com base nos resultados obtidos no capítulo 3 desta tese. Neste 

estudo, foi utilizado P solúvel, na forma de Ca(H2PO4)2H2O, administrado em solução  ao 

substrato de plantio das sementes. 

 

3.3 Sementes 

As sementes de Eucalyptus grandis foram obtidas na Estação Experimental de 

Silvicultura de Santa Maria – FEPAGRO. As mesmas foram pré germinadas durante três dias 

sob agitação. Para isso, foram inicialmente desinfestadas em álcool 70% por 30 segundos, 

lavadas em água destilada, e transferidas para uma solução de germinação de ácido bórico 

(3µM), glicose (2 gL-1) e sulfato de cálcio (500 µM), a  pH 5,7.  

 

3.4 Montagem e condução do experimento. 

A inoculação do Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foi no momento da semeadura, 

adicionando-se 10% (v/v) do inoculante, previamente lavado com água destilada estéril 

(Alves et al., 2001). A homogeneização do inóculo foi feita manualmente, com uso de luvas 

descartáveis. O tratamento testemunha recebeu a mesma quantidade da mistura turfa-
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vermiculita-MNM não inoculada, e submetida às mesmas condições de manutenção que o 

inoculante. 

Os substratos inoculados foram distribuídos em tubetes cônicos de PVC de 50 cm3, 

previamente desinfestados com solução de hipoclorito de sódio 1%. Os tubetes foram 

etiquetados de acordo com o tratamento e distribuídos em bandejas aleatoriamente. Cada 

tubete recebeu 5 sementes de E. grandis, depositadas a aproximadamente 1 cm de 

profundidade, que foram recobertas com o substrato. Para cada combinação de substrato x 

isolado fúngico e dose de P, foram feitas 10 repetições. Os tratamentos foram distribuídos em 

um delineamento inteiramente  casualizado, com rodízio semanal dos tubetes. Quatro semanas 

após o plantio, quando as mudas já estavam com um par de folhas definitivas, foi feito o 

desbaste, deixando-se uma muda por tubete. 

As mudas foram mantidas em casa de vegetação por 120 dias e irrigadas diariamente com 

água destilada (Figura 5). 

                              
Figura 5. Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e não inoculadas com o isolado Pisolithus 
microcarpus (UFSC Pt 116 ) aos 120 dias após a germinação em casa de vegetação. 

  

3.5. Avaliação  

Após quatro meses de crescimento, as mudas de Eucalyptus grandis foram colhidas, 

sendo que cinco mudas tiveram sua parte aérea seca à 70º C em estufa com ventilação forçada 

até peso constante, trituradas em moinho tipo Wiley, e analisadas quanto ao teor de fósforo no 

extrato, segundo BRAGA E DEFELIPO (1974). As outras 5 plantas, foram utilizadas para o 

fracionamento de fósforo, tomando-se para tal, amostras de folhas fisiologicamente maduras. 

Para esse procedimento, utilizaram-se as mudas correspondentes a seis níveis de P 
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adicionados (0, 50, 100,  200, 400 e 800 mg kg-1) inoculadas e não inoculadas com o isolado 

UFSC Pt 116. 

O método de fracionamento utilizado, com modificações, foi o de SMILE & KRATKOW, 

descrito por HOGUE et al (1970). Neste trabalho, foram obtidas as seguintes frações: fósforo 

total solúvel (Pts), fósforo inorgânico solúvel (Pi) e fósforo orgânico solúvel (Po), além do 

fósforo total pela digestão nitroperclórica. 

 

3.6.  Extração de P através do ácido perclórico (HCLO4). 

As folhas de Eucalyptus grandis, dos diferentes tratamentos com inoculação e sem 

inoculação do isolado UFSC Pt 116,  foram coletadas, lavadas e picadas. A esse material foi 

adicionado 15 mL de HCLO4 0,2 N para cada grama de matéria fresca, e após realizou-se o 

congelamento a -20º C durante 3 dias.  

Passado os 3 dias, o material foi descongelado e homogeneizado com o auxílio de um 

liquidificador. A densa massa resultante foi centrifugada a 3º C a 15.000 g durante 10 minutos  

e  o sobrenadante foi neutralizado com bicarbonato de potássio (KHCO3) na relação 1:2, 

obtendo-se assim, o extrato para determinação do Pi. Desse mesmo extrato, 10 mL foram 

submetidos à digestão com ácido perclórico, obtendo-se novo extrato, centrifugando a 10.000 

g durante 10 minutos. Deste extrato, quantificou-se o Pts. Pela diferença entre Pts e Pi, 

obteve-se o Po.  

 

3.8 Análise Estatística 

Os dados foram testados quanto a  sua normalidade, submetidos a análise de variância e 

modelos de regressão, segundo ferramentas disponíveis no software estatístico SISVAR 

(FERREIRA, 2000). Modelos de regressão foram ajustados para os dados de produção de 

matéria seca como variável dependente de P para cada tratamento. Nos tratamentos em que 

foram obtidas equações quadráticas, estimou-se as doses críticas de P necessária à obtenção 

de 90% da produção máxima. Para os tratamentos em que foram obtidas equações de 

regressão lineares, adotou-se o critério de 100% da maior produção para estimar as doses de P 

correspondentes a estas produções. 

Foram também, ajustadas equações de regressão para as diversas frações de P avaliadas 

na muda como variáveis dependentes das doses de P testadas, para cada tratamento. Pela 

substituição das doses críticas de P nessas equações, obtiveram-se as concentrações críticas de 

diferentes frações de P na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e não 
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inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116). A concentração crítica de 

fósforo orgânico (Po) foi obtida por diferença entre as concentrações críticas de Pts e Pi. 
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4 RESULTADO E DISCUSSÕES 
 

As quantidades de fósforo absorvidas pelas mudas inoculadas e não inoculadas com o 

isolado UFSC Pt 116, aumentaram com as doses de P adicionado (Tabelas 5 e 5.3), embora a 

magnitude desses aumentos, tenha variado entre os tratamentos de inoculação com fungo 

ectomicorrízico. 

 
Tabela 5 - Fósforo total (Pt) na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado 
Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116 e não inoculadas, na presença de diferentes doses de fósforo, após 120 dias 
de cultivo sob condições de casa de vegetação. 
Doses de P adicionado P extraível (Mehlich-1) Pt na parte aérea (%) 

mg kg-1 mg kg-1 Não inoculada UFSC  Pt 116 
0 0,5 - 0,10 

50 8,8 0,03 0,33 

100 15,4 0,08 0,58 

200 33 0,16 0,64 

400 140 0,38 0,69 

800 310 0,41 0,90 

 

Os coeficientes que expressam a relação ∆P absorvida/∆P adicionado foram variáveis 

entre os tratamentos (Tabela 5.1), indicando a influência de características do fungo na 

absorção de fósforo em relação às doses adicionadas.  

 
Tabela 5.1 – Equações de regressão lineares ajustadas para o fósforo total (Pt) acumulado, na parte aérea das 
mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e não inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus  UFSC Pt 116, 
na presença de diferentes doses de fósforo, após 120 dias de cultivo sob condições de casa de vegetação. 

Tratamentos Equação R2 (1) 

Não inoculado Y = -1,9620 + 0,0155X 0,911 

UFSC Pt 116 Y =  4,3922 + 0,0523X 0,947 
(1) Todos os valores de R2 são significativos à 1% 

 

Estes dados indicam diferentes coeficientes de utilização do fósforo entre os tratamentos, 

já que a produção de matéria seca não diferiu muito entre eles (Tabela 5.2). 
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Tabela 5.2 – Doses de fósforo estimadas para proporcionar 90% da produção máxima de matéria seca da parte 
áerea, fósforo total (Pt) absorvido e coeficiente de utilização das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e não 
inoculadas com  com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, na presença de diferentes doses de fósforo 
após 120 dias de cultivo sob condições de casa de vegetação. 

Tratamento Matéria seca Doses de P 
estimada 

P absorvido Coeficiente de 
utilização 

 g/planta mg kg-1 mg/planta g mat. seca/g Pt 
absorvido 

Não inoculado 3,13 1000 13,6 252 

UFSC Pt 116 5,66 529 32,3 175 

 

A resposta de natureza quadrática obtida para o tratamento de inoculação com fungo 

ectomicorrízico, e de natureza linear para o tratamento não inoculado (Tabela 5.3), mostra que 

a maior dose de fósforo testada não foi suficiente para se atingir a produção máxima das 

mudas não inoculadas, cujas mudas apresentaram níveis de Pi mais baixos do que os de Po, 

mesmo para a maior dose de P testada, fato que só se verifica em condições de intensa 

deficiência de fósforo, como observado por HOGUE et al (1970) em plantas de tomate. 

 
Tabela 5.3 - Concentração de fósforo (Pt) acumulado na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis 
inoculadas e não inoculadas  com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC – Pt 116 na presença de diferentes 
doses de fósforo, após 120 dias de cultivo sob condições de casa de vegetação. 
Doses de P adicionado P extraível (Mehlich-1) Pt na parte aérea (mg/muda) 

mg kg-1 mg kg-1 Não inoculada UFSC  Pt 116 
0 0,5 0,00 0,44 

50 8,8 0,05 5,47 

100 15,4 0,34 20,88 

200 33 1,76 34,17 

400 140 9,08 40,02 

800 310 15,00 54,45 

 

Assim, os tratamentos de inoculação com o isolado UFSC Pt 116 e as doses de fósforo 

adicionadas, exerceram grande influência sobre a distribuição do fósforo nas frações 

estudadas, como mostram as diferentes declividades das equações ajustadas para Pt, Pts e Pi 

em função das doses adicionadas (Tabela 5.4). 
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Tabela 5.4 – Equações de regresão lineares ajustadas para as frações de fósforo inorgânico (Pi) e fósforo total 
solúvel (Pts) e fósforo total (Pt) das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e não inoculadas com o isolado 
Pisolithus microcarpus  UFSC Pt 116. 
Tratamento Fração de P Equação R2 (1) 

Não inoculado Pi Y = -0,85 + 0,0389X 0,942 

 Pts Y = 2,50 + 0,0985X 0,986 

 Pt Y = -0,008 + 0,0004020X 0,905 

UFSC Pt 116 Pi Y = -11,59 + 0,5478X 0,920 

 Pts Y = 47,95 + 0,5712X 0,945 

 Pt Y = 0,475 + 0,0003869X 0,907 
 (1) Todos os valores de R2 são significativos a 1% 

 

Com o aumento dessas doses, a concentração de Po apresenta uma tendência de 

aumento, enquanto a de Pi aumentou linearmente, atingindo, à excessão das mudas não 

inoculadas, mais de 70% do Pts na condição de concentração crítica (Tabela 5.5). 

  
Tabela 5.5 – Concentrações críticas de diferentes frações de fósforo na parte aérea das mudas de Eucalyptus 
grandis inoculadas e não inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, e valor percentual do 
fósforo inorgânico (Pi) em relação ao fósforo total solúvel  (Pts). 

Frações de P (1) 

Tratamentos      

 Pts Pi Po Pt Pi/Pts x100 

 -----------µg P/gmat.fresca----------                  ---------%------
--         

    

Não 

inoculada 

101 38 63 0,40 37,6 

UFSC Pt 

116 

350 278 72 0,67 79,4 

(1) Po (fósforo orgânico) e Pt (fósforo total) por digestão nitroperclórica. 

 

Estes resultados são semelhantes aos obtidos por CHAPIN & BIELESKI (1982) e 

CHAPIN et al (1982), que verificaram em espécies de cevada que a distribuição do fósforo 

entre as principais frações não diferiram significativamente entre as espécies, mas foi 

fortemente afetada pelo status do P nas plantas, e que tiveram altas proporções de Pi sob 

condições de altos teores de fósforo em solução nutritiva, enquanto os níveis de várias frações 

orgânicas variaram pouco com o aumento da disponibilidade do fósforo. 
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Chisholm et al (1981), trabalando com Trifolium repens e Stylosanthes hamata, 

sugeriram que, em vez do conteúdo total de P, formas de fósforo metabolicamente ativas, 

como por exemplo, P-lípidio, deveriam ser usadas na determinação de concentrações críticas 

em plantas, já que essas frações são as que menos variam com a idade da planta e com a 

disponibilidade do aumento no substrato. Todavia, convém notar que exatamente por este 

último aspecto, talves as frações orgânicas não estimem bem as concentrações críticas em 

plantas, já que essas frações variam muito pouco com o “status” do nutriente na planta (LEE 

& RATCLIFFE, 1983). Por outro lado, o nível de Pi no tecido é mais sensível à 

disponibilidade do elemento no substrato, como observado neste trabalho, e sugerido por 

BIELESKI (1973), porque ele estima a reserva ou o estoque de P na planta, que no caso de 

mudas, pode estimular o seu crescimento num meio mais pobre em P, enquanto o sistema 

radicular e as hifas do fungo consigam se estabelecer definitivamente. 

O maior conteúdo de P acumulado na parte aérea das mudas de E. grandis inoculadas 

com o isolado UFSC Pt 116, indica a eficiência deste  isolado na melhora da absorção pelas 

mudas. Porém o aumento no teor de P absorvido pode ser resultado de outras características. 

Tam & Griffiths (1993), citam o efeito solubilizador dos fECMs sobre fosfatos orgânicos 

devido à produção de fosfatases, atuando na mineralização do P da matéria orgânica, que no 

presente estudo, estaria presente na turfa do substrato. 

Assim, não somente houve melhor aproveitamento do P adicionado, como pode ter 

havido utilização do P orgânico presente na turfa, o que explicaria o efeito positivo dos 

fECMs nas mudas sem P adicionado. 

Bougher et al (1990), também verificaram incremento do P absorvido por mudas de E. 

diversicolor inoculadas com diferentes isolados de fECMs, em relação às mudas não 

inoculadas. Alves et al (2001), encontraram valores de P superiores, sendo o máximo valor 

aqui verificado a metade do valor observados por aqueles autores. Porém, esses autores 

forneceram 16 vezes mais P por mudas. Souza et al (2003), verificaram que as mudas 

inoculadas com o isolado UFSC Pt 188, além de recuperar todo o P adicionado (50 mg kg-1), 

apresentaram valores acima dos deste trabalho, indicando maior eficiência na absorção de P. 

As concentrações críticas de Pi e, consequentemente, as de Pt, foram variáveis entre os 

tratamentos de inoculação de UFSC Pt 116, enquanto as de Po pouco variaram (Tabela  5.5), 

o que seria de se esperar, por se tratar do P metabólico, portanto, diretamente envolvido na 

fisioloiga da planta. 

Como já mencionado, estudos têm demonstrado que fungos ectomicorrízicos podem 

produzir ácidos orgânicos e fosfatases que tornam disponíveis formas não lábeis de fósforo.  
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Portanto, semelhantemente ao que ocorre na interpretação de níveis críticos no substrato, para 

uma adequada avaliação de concentrações críticas de fósforo em mudas, além dos fatores 

levantados por BATES (1971), características do solo e do fungo, que refletem o fator 

capacidade, também devem ser considerados. Nesse sentido, novos estudos deverão ser 

conduzidos, como a análise da ressonância magnética nuclear, para que se possa estabelecer 

um critério seguro de interpretação de análise foliar. 

A interpretação dos níveis críticos de P em plantas devem considerar apenas o Po, mas 

para efeito do potencial de acumulação do nutriente que possam favorecer os parâmetros de 

crescimento das mudas, a fração Pi tem papel relevante. 
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5 CONCLUSÕES 
 

 O Po não varia consideravelmente entre as mudas de Eucalyptus grandis colonizadas 

e não colonizadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116. 

A fração Pi reflete a capacidade de acumulação do P pelas mudas de Eucalyptus 

grandis inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116. 
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CAPÍTULO 6 - CARACTERIZAÇÃO DO ESPAÇO INTERNO 
TRANSCRITO (ITS) DO DNA RIBOSSÔMICO DO ISOLADO DE 

Scleroderma sp. UFSMSc1 
 

  
1 RESUMO 

O ácido desoxiribunocleico ribossômico (DNA) proporciona uma ferramenta 

importante para avaliação de polimorfismo nos fungos. Existem muitas cópias de rRNA as 

quais são arranjadas por espaços não codificados. As sequências codificadas do rRNA são 

altamente conservadas entre espécies de fungos ectomicorrízicos. A técnica mais utilizada em 

fungos ectomicorrízicos é a amplificação de rDNA por Reação de Polimerase em Cadeia 

(PCR)  que permite a amplificação de regiões específicas do genoma não conservado (ITS – 

Internal Transcribed Spacer), localizadas em regiões altamente conservadas. Este trabalho 

teve como objetivo estudar a sequência completa da região do ITS e analisar as diferenças 

genéticas no polimorfismo de sequência desta região no fungo Scleroderma sp UFSMSc1. O 

DNA do isolado de Scleroderma sp  UFSMSc1 foi extraído utilizando-se a técnica do CTAB. 

A partir deste DNA foram realizadas reações de PCR com os primers universais ITS1 e ITS4, 

cujo produto amplificado foi purificado e sequenciado. As sequências foram alinhadas pelo 

programa DNASTAR. A região do ITS do fungo mostrou uma banda simples com um 

fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb). Quanto a constituição gênica dos 

isolados utilizados na comparação, observou-se a formação de agrupamentos com as espécies 

de Scleroderma já caracterizadas e constantes no banco de dados National Center of 

Biotechnology Information (NCBI) Blast. Os resultados mostraram que esta é uma excelente 

técnica para a identificação de espécies de Scleroderma, pois estes fungos são dificeis de 

serem identificados utilizando-se apenas caracteres morfológicos. 

 

Palavras-chave: DNA, polimorfismo, fungos ectomicorrízicos. 
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2 INTRODUÇÃO 

 
O DNA ribossomico proporciona uma ferramenta importante para avaliação de 

polimorfismo nos fungos. Existem muitas cópias de rRNA como 17S, 5.8S, 25S e 5S, os 

quais são arranjados por espaços não codificados. As sequências codificadas do rRNA são 

altamente conservadas entre espécies de fungos ectomicorrízicos (ECMs). 

A diferenciação genética entre populações de uma espécie constitui o primeiro estágio 

da divergência evolutiva. Esta diferenciação resulta, na maioria dos casos, da ação de 

diferentes ambientes a que cada população está sujeita sobre a variabilidade pré-existente na 

espécie (MARQUES, 2003).  

Os métodos usuais de identificação de espécies de  fECMs, são baseados em critérios 

morfológicos, observando-se as características dos carpóforos e dos critérios das chaves de 

classificação conforme TRAPPE (1982), STUNTZ et al.,(1996) e SMITH (1978). A 

morfologia é uma característica importante para a identificação, e em muitos casos, pode 

proporcionar uma rápida e confiável caracterização.  

A identidade dos seres vivos é determinada pela composição e sequência do material 

genético. O uso de técnicas moleculares, através da análise de DNA, possui a vantagem de ser 

um processo rápido e altamente sensível. Estas técnicas não estão sujeitas a variações 

fenotípicas, à ação do ambiente, ao estágio de desenvolvimento do fungo e a outros fatores 

que possam afetar a morfologia do organismo (MANSO, 1984). 

Todas as técnicas conhecidas de diagnóstico molecular fundamentam-se na análise 

direta ou indireta da composição ou na sequência dos ácidos nucléicos para identificação e 

caracterização de organismos e características genéticas de interesse (MARQUES et al., 

2002). 

A técnica mais utilizada em fungos ectomicorrízicos é a amplificação de rDNA por 

Reação de Polimerase em Cadeia (PCR). Esta técnica permite a amplificação de regiões 

específicas do genoma não conservado (ITS – Internal Transcribed Spacer) localizadas em 

regiões altamente conservadas. A  região do ITS  é separada pelos genes 17S e 25S, podendo 

ser amplificada por primers específicos para estas duas unidades. O ITS é altamente 

conservado na espécie, mas é variável entre espécies, sendo frequentemente usado para 

taxonomia (BRUNS et al, 1991; ANTONIOLLI, 1998; ANTONIOLLI, et al., 2000;  GOMES 

et al. 2002).  

 O estudo do polimorfismo da região do ITS para fungos ectomicorrízicos tem sido 

determinado para poucas espécies. Gomes et al. 2002, trabalharam com 26 isolados de fungos 
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ectomicorrízicos do estado de Minas Gerais, dos quais identificaram polimorfismo em 8 

gêneros de fECMs, dentre eles, o Suillus brevipes, Hebeloma cylindrosporum, Cenococcum 

egeophilum e Scleroderma sp. 

A tecnologia de sequenciamento mais amplamente utilizada combina a técnica de 

Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) com métodos de terminação de cadeias de 

dideoxinucleotídeos. Esta metodologia tem sido utilizada na identificação de microrganismos 

pela determinação da sequência de genes conservados (por exemplo, 5.8S para fungos 

ectomicorrízicos). Após o sequenciamento, softwares especializados realizam as análises 

filogenéticas, permitindo a identificação correta dos organismos em estudo.  

 Este trabalho teve por objetivo registrar a sequência completa da região do ITS do 

rDNA e a análise genética para caracterização do polimorfismo genético do isolado de 

Scleroderma sp. UFSMSc1. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

3.1 Obtenção e manutenção do fungo ectomicorrízico 
 

O isolado de fungo ectomicorrízico estudado foi coletado em plantação de cultivo de 

Eucalyptus spp situada na Fazenda Ynhacundá, primeiro distrito do município de São 

Franscisco de Assis, RS, e multiplicado no Laboratório de Biologia e Microbiologia do Solo 

Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria. A descrição 

morfológica do isolado Scleroderma sp UFSMSc1 foi realizada pela professora Vetúria Lopes 

de Oliveira, da Universidade Federal de Santa Catarina -  UFSC. 

 O isolado foi mantido em meio de cultura sólido Melin-Norkans Modificado (MNM – 

MARX, 1969), no interior de placas de Petri de 9 cm de diâmetro em estufa a 25º C por 

aproximadamente quinze dias. Em seguida, foram feitas suspensões micelianas em 25 mL de 

MNM liquído em erlenmeyers de 250 mL, a partir de discos de 8 mm de diâmetro obtidos das 

culturas em placa, seguindo-se de incubação a 25º C durante trinta dias (Figura 6).                                                                                         

       
 
Figura 6 -  Isolados de Scleroderma sp (UFSM Sc1) aos 15 dias sendo mantidos em meio de cultura MNM- 
Modificado  sólido para a produção do inóculo e extração do DNA. 
 
 
3.2 Extração do DNA 

A extração de DNA foi realizada conforme metodologia SAMBROOK et al. (1989) sendo 

o DNA extraído a partir de micélio produzido em meio líquido MNM. 

As suspensões micelianas, após serem retiradas do meio líquido, foram secas em papel 

toalha e submetidas à maceração com nitrogênio líquido até aparência de pó. Neste estágio foi 

adicionado 600 µL de buffer CTAB 2% (100 mL de H2O MiliQ, 8,183g de NaCl, 7,444g de 

EDTA, 2g de CTAB e 1,576g de Tris-HCl) e novamente maceradas. Depois de maceradas 

foram homogeneizadas em misturador por 1 min e incubadas em banho maria a 650C por 20 
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min. Após retiradas  do banho maria foram adicionadas às amostras 600 µL de fenol: 

clorofórmio: isoamyl álcool (25:24:1) e estas foram novamente submetidas à homogeneização 

em misturador por 5 min e centrifugadas a 18894 rcf, rotor 12130 por 10 min a 15oC, em 

centrífuga Sigma Laboratory Centrifuge 4K15. 

 Após a centrifugação das amostras o sobrenadante foi transferido para outro tubo e 

adicionou-se 600 µL de fenol: clorofórmio: isoamyl álcool (25:24:1) e foram  centrifugadas a 

18894 rcf por 10 min a 15oC. O sobrenante foi então retirado e adicionado a um novo tubo 

contendo 400 µL de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas novamente em 

misturador e os tubos permaneceram em temperatura não controlada no laboratório por 5 min. 

Após este período as mesmas foram centrifugadas a 18894 rcf por 10 min. Após este processo 

descartou-se o líquido sobrenadante e inverteu-se o tubo por 5 min para retirar todo o 

isopropanol. Ressuspendeu-se o pellet com 100 µL de etanol gelado (70%), e as amostras 

permaneceram em temperatura não controladea no laboratório por 5 min. Após este tempo as 

amostras foram centrifugadas a 18894 rcf por 10 min. Descartou-se o sobrenadante e deixou-

se o etanol evaporar por 5 min.  O pellet foi então ressuspenso em 50 µL de solução TE e 

armazenadas a -200C . 

Após a extração do DNA as amostras foram submetidas ao tratamento com RNase. 

Adicionaram-se as amostras 2% do volume da amostra de RNase e as mesmas permaneceram 

em banho- maria a 370C por 30 min. 

 Após ser submetido a tratamento com RNAse, o DNA foi analisado em gel de agarose 

1,2%. O gel de agarose consiste de 100 mL de solução TBE (108g de tris, 55g de ácido 

bórico, 40 mL de EDTA 0,5 M, 1L de H2O MiliQ, pH 8,0) e 1g de agarose. Esta mistura foi 

dissolvida em forno de microondas e após esfriar adicionou-se 0,5 µL de brometo de etídeo 

para visualização da presença de DNA (Figura 6.1). 
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Figura 6.1 -  Preparo das amostras para a extração do DNA do isolado Scleroderma sp  UFSM Sc1. 

 
 O gel foi corrido em cuba em voltagem de 80 mV. Depois de realizada a corrida do gel 

este foi visualizado em luz ultravioleta e fotografado com câmara para fotografia de gel marca 

Kodac.  

 

3.3  Reação de PCR 

As amostras de DNA genômico foram submetidas a PCR (Reação de Polimerase em 

Cadeia) para a amplificação enzimática do DNA. Este processo ocorre in vitro, através de 

primers de oligonucleotídeos complementares às fitas opostas do DNA desejado. Os primers 

utilizados possuíam a seqüência de nucleotídeos ITS1 (5’ TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 

3’) e ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (White et al., 1990) para estudo da região 

do ITS (Figura 6.2). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.2- Organização esquemática da região do rDNA com o  Internal Transcript Space (ITS) usada 

neste estudo. 
 
 
A reação de PCR utilizada foi a seguinte: 1,0 µL de DNA; 2,5 µL de buffer de PCR; 3,0 

µL de DNTP; 2,0 µL de MgCl2; 3,0 µL do primer ITS1; 3,0 µL do primer ITS4; 0,5 unidades 

da enzima Taq polimerase (5 unidades/µL); 10,5 µL de água MiliQ. Os ciclos do PCR 

  
  
  
  

17S rDNA  2 5S rDNA  5.8S  
ITS 1  ITS 2  

Primer ITS 1  Primer ITS 4  

Região do ITS  
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seguiram as seguintes condições: primeira extensão 940C por 3 min; desnaturação 94 0C por 

45 s; anelamento 55 0C por 30 s; o número de ciclos foi de 30 ciclos seguidos por uma 

segunda extensão 72 0C por 10 min e mantidas a 4 0C. Posteriormente o material foi 

visualizado em gel de agarose e fotografado.  

 

3.4  Purificação e sequênciamento de DNA 

As amostras obtidas na reação PCR foram submetidas à purificação conforme 

metodologia descrita por SAMBROOK et al (1989). Junto com as amostras de PCR foi 

adicionado 1 volume de PEG 13% ( 10 mL de H2O miliQ, 1,3 g de PEG e 0,94 g de NaCl) e 

deixadas em overnight na geladeira. Após serem retiradas da geladeira, as amostras foram 

centrifugadas a 18894 rcf por 15 minutos. A solução PEG 13% foi então descartada e 

acrescidos 200µL de álcool 70%. As amostras foram novamente centrifugadas a 18894 rcf 

durante 10 minutos. Após esta etapa, o álcool foi descartado e o DNA ressuspenso. 

 Para o sequenciamento do DNA, foi utilizado o aparelho Mega BACE 500, 

desenvolvido pela Amersham Biosciences. Após o sequenciamento, as sequências obtidas 

foram editadas no aplicativo EditSeq e alinhadas no aplicativo MegaAlign do software 

DNASTAR (LASERGENE, 1994). Para a construção do diagrama de similaridade e a 

comparação da sequencia consensus, foram utilizadas sequências obtidas no banco de dados 

NCBI Blast (ALTSCHUL et al., 1990), referentes a isolados de Pisolithus tinctorius  

purificados no Laboratório de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e 

Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina e isolados de Scleroderma spp. 

(Tabela 6).  
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Tabela 6 - Organismo, código do isolado, hospedeiro, origem e número de acesso dos isolados de fungos 
ectomicorrízicos utilizados na comparação da similaridade genética.  

Organismo 
Código do 

isolado 
Hospedeiro Origem 

Número de 

acesso * 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt22 Eucalyptus sp Três Barras-SC, Brasil AF374704 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt44 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374701 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt26 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374699 

Pisolithus tinctorius UFSC 132 Eucalyptus dunni Três Barras, SC, Brasil AF374704 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt25 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374698 

Pisolithus tinctorius UFSC 441 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374696 

Pisolithus tinctorius UFSC 145 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AB374705 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt27 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374700 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt23 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374697 

Pisolithus tinctorius UFSC Pt49 Eucalyptus sp UFSC, Florianópolis, Brasil AF374702 

Pisolithus tinctorius UFSC 116 Eucalyptus dunni Três Barras-SC, Brasil AF374703 

Scleroderma bovista AB 099901 Eucalyptus 

camaldulensis 

Tailandia AB099901 

Scleroderma bovista AB 211267 Salix reinii Monte Fuji, Japão AB211267 

Uncultured ectomycorrhizal DQ 437705 Eucalyptus sp África DQ437705 

Scleroderma spp UFSMSc1 Eucalyptus grandis São Francisco de Assis-RS, 

Brasil 

 

*Número de acesso no Natitonal Center of Biotechnology Information (NCBI) Blast (site:www.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 O método utilizado para a extração do DNA do micélio de isolado de Scleroderma sp 

UFSMSc1 oriundo do município de São Franscisco de Assis - RS, mostrou-se eficiente, 

resultando em quantidade de DNA suficiente para a utilização de técnicas de purificação e 

análises de polimorfismo da região do ITS pelo sequenciamento direto do DNA do produto do 

PCR (Figura 6.3).  

 A região ITS1, ITS2 e 5.8S do rDNA de micélio de Scleroderma sp UFSMSc1 obtido 

por meio de cultura  foi amplificada com sucesso com os primers universais  ITS1/ITS4. A 

região do ITS do fungo Scleroderma sp UFSMSc1 mostrou uma banda simples com um 

fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb) (Figura 6.3), não demonstrando 

contaminação por agentes externos (Figura 6.4).  
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Figura 6.3 -  Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA genômico do micélio fresco do fungo Scleroderma sp.  
Isolado UFSCSc1. M: marcador molecular 1Kb (Gibco – BRL); linha A, B, C, D, E e F: DNA extraído do 
micélio do fungo; Linha G: controle.Santa Maria, RS, 2006. 
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Figura 6.4 -  Eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento de amplificação da PCR com os primers ITS1 e 
ITS4 do fungo Scleroderma sp. Isolado UFSMSc1. (M) Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Gibco Cat. 
No. 10787-018, (A e B) amostra contendo produto PCR do Scleroderma UFSMSc1, (C e D) Amostra controle. 
Santa Maria, RS, 2006. 
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Para o sequenciamento foi utilizado produto direto do PCR (Figura 6.4), e ambas as 

regiões do ITS foram sequenciadas do Scleroderma sp UFSMSc1. Comparando-se a 

sequência do isolado Scleroderma sp UFSMSc1 com as informações da estrutura genética dos 

isolados de Scleroderma sp, disponibilizada no Banco de dados NCBI Blast, a sequência de 

genes conservados 5.8S, encontra-se entre os pares de base 119 e 284 (Figura 6.5).  

  A região 5.8S apresenta 100% de similaridade com a mesma região dos três isolados 

de Scleroderma no banco de dados do NCBI/BLAST (Tabela 6 e Figura.6.5). Há uma grande 

similaridade da região do ITS1 e ITS2 do isolado do  Scleroderma UFSMSc1 com a 

comparação molecular dos isolados com sequência depositadas no NBCI/BLAST.  Embora as 

espécies de Scleroderma possam representar dificuldade para diferenciação entre espécie 

pelos caracteres morfológicos (MALVAREZ et.al, 2003), a análise filogenética do rDNA 

certifica a identificação dos isolados coletados desde vegetação natural até áreas de 

reflorestamento (MARTIN et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.5 - Sequência molecular do isolado Scleroderma UFSMSc1, da região do ITS (Internal Transcript 
Spacer). Nucleotídeos sublinhados representam a região do 5.8S. 
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Figura 6.6 -  Múltiplo alinhamento das seqüências da região do ITS de Scleroderma sp. UFSMSc1 oriundo de 
cultivo de eucalipto de 8 anos no município de São Francisco  de Assis. Ponto “.” indica que o nucleotídeo é 
igual à seqüência majoritária (consensus). Cada “_” representa uma inserção ou deleção de nucleotídeo. 

 
 

O  isolado UFSMSc1, mostrou uma identidade de  608 bp de DNA, com 94% de 

similaridade com o  Scleroderma bovista, (KANCHANAPRAYUH et al., 2003); 658 bp de 

DNA, com 95% de similaridade com o Scleroderma bovista (NARA,  2006) e  642 pb DNA, 

com 98% de similaridade com clones de fungos ectomocorrízicos (BOOTH et al., 2006, não 

publicado). Estes dados,  evidencia que há variabilidade da região do ITS1 e ITS2 que pode 

estar envolvida com  a formação da associação micorrízica com o eucalipto em diferentes 

regiões e locais. 

Quanto à constituição gênica dos isolados utilizados na comparação, observa-se a 

formação de grupos em dois níveis, sendo um grupamento dos isolados da espécie Pisolithus 

tinctorius, provenientes do Laboratório de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia 

e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina, com uma similaridade mínima de 

98% e um grupamento referente a isolados da espécie Scleroderma spp (Figura 6.7). O 

grupamento dos isolados da espécie Scleroderma spp quando comparados com o isolado em 
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estudo, apresentaram um maior score ou menor número de “gaps”, ou seja, menos 

nucleotídeos foram alterados pelo banco de dados NCBI Blast quando da realização do 

alinhamento das bases.  

 A análise gênica do isolado suporta a identificação morfológica descrita por 

KANCHANAPRAYUH et al.,2003; NARA,  2006 e BOOTH et al., 2006, não publicado), 

para Scleroderma bovista e para clones de fungos ectomicorrízicos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.7 - Dendograma das distâncias genéticas entre Scleroderma sp (UFSMSc1) e Scleroderma bovista do 
NCBI, número de acesso AB099901 = AB211267 = DQ = 437705; e do Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 22), 
número de acesso AF374704; Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 44), número de acesso AF374701; Pisolithus 
tinctorius (UFSC Pt 26), número AF374699; Pisolithus tinctorius (UFSC 132), número de acesso AF374704; 
Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 25), número de acesso AF 374698; Pisolithus tinctorius (UFSC 441), número de 
acesso AF374696; Pisolithus tinctorius (UFSC 145), número de acesso AB374705; Pisolithus tinctorius (UFSC 
Pt 27), número de acesso AF374700; Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 23); número de acesso AF374697; 
Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 49), número de acesso AF374702 e do Pisolithus tinctorius (UFSC 116), número 
de acesso AF374703. 
 

 
As inserções e deleções (Figura 6.6) explicam o alto nível de polimorfismo na 

sequência desta espécie em população naturais deste fungo. Nível semelhante de 

polimorfismo foi encontrado em Laccaria (MARTIN et al., 1999) e em  Scleroderma sp 

(KANCHANAPRAYUH et al., 2003; NARA,  2006 e BOOTH et al., 2006, não publicado). 

Os resultados mostraram que a técnica de identificação através do sequenciamento 

direto do produto do PCR-ITS é eficiente para a identificação de espécies de Scleroderma 

pois estes fungos são difíceis de serem identificados utilizando-se apenas caracteres 

morfológicos. Esta ferramenta requer quantidades mínimas de DNA e apresenta alta 

confiabilidade nos resultados, tornando-se assim um método excelente para estudo de 

populações nativas de fungos ectomicorrizicos e monitoramento de isolados específicos 
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utilizados em programas de inoculação com estes fungos nas mais diversas condições 

ambientais. 
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5 CONCLUSÕES 
 

A região do ITS do fungo Scleroderma sp UFSMSc1 apresentou uma banda simples 

com um fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb). 

O fungo Scleroderma sp UFSMSc1  possui alta similaridade filogenética com as 

espécies deste gênero no banco de dados NCBI/BLAST. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Como proposto, este trabalho avaliou primeiramente,  a população e a diversidade 

dos fungos micorrízicos nas espécies florestais de Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii em 

áreas sujeitas à arenização, e verificou a possibilidade de serem utilizados em programas de 

recuperação destas áreas. 

O levantamento prévio dos gêneros e espécies de fungos micorrízicos arbusculares e 

ectomicorrízicos nas áreas avaliadas, permitiu verificar que a população e a diversidade de 

fungos micorrízicos arbusculares em áreas sujeitas à arenização em campo nativo, foi maior 

do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, comprovando assim, que sistemas mais estáveis, 

por apresentarem maior diversidade na comunidade das plantas, proporciona maior 

capacidade de associação para os fungos micorrízicos. As ectomicorrizas só ocorreram nos 

povoamentos de eucalipto. 

Foi possível em seguida, evidenciar que a inoculação de fungos micorrízicos 

arbusculares e ectomicorrízicos é viável em mudas de espécies florestais. O Glomus clarum e 

Glomus etunicatum apresentaram-se eficientes na colonização das raízes das mudas de Acacia 

mearnsii, formando colonização micorrízica mesmo em substratos com alto nível de fósforo 

adicionado. Os substratos mecplani e turfa fértil, foram eficientes na promoção do 

crescimento das mudas de Acacia mearnsii, pois sendo ricos em fósforo, melhoraram o 

desenvolvimento das mudas, com boa formação do sistema radicular e maior produção de 

biomassa aérea. A Acacia mearnsii apresentou grau de dependência micorrízica intermediária, 

típica de plantas pioneiras de crescimento rápido. 

Para a produção de mudas de qualidade de Eucalyptus grandis, foi comprovado, que 

para o êxito na formação de povoamentos florestais, estas mudas, devem apresentar vigor 

suficiente para resistir ao estresse inicial do transplante, sendo importante que sejam 

produzidas em substrato fértil, onde não tenham limitações de nutrientes essenciais.  

Verificou-se portanto, que a maior eficiência simbiótica entre Eucalyptus grandis e isolados 

do Pisolithus microcarpus ocorre quando os níveis de P encontram-se em nível sub-ótimo. 

Este isolado mostrou-se eficiente na promoção do crescimento das mudas de Eucalyptus 

grandis em diferentes substratos e doses de fósforo adicionado.  

Ainda, foi possível verificar que a eficiência de utilização do P pela planta é 

dependente do estoque de P metabólico e de P vacuolar. Sendo assim, o Po não variou 

consideravelmente entre as mudas de Eucalyptus grandis colonizadas e não colonizadas com 
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o isolado Pisolithus microcarpus, e a fração Pi refletiu a capacidade de acumulação do P pelas 

mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado de fungo ectomicorrízico. 

Finalizando,  este trabalho estudou a seqüência completa da região do ITS e analisou 

as diferenças genéticas do polimorfismo de seqüência desta região no fungo Scleroderma sp 

UFSMSc1, isolado da área arenizável. A região do ITS do fungo Scleroderma sp UFSMSc1 

apresentou uma banda simples com fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb), e 

este fungo possui alta similaridade filogenética com as espécies deste gênero no banco de 

dados NCBI/BLAST, evidenciando que a técnica de amplificação de rDNA por Reação de 

Polimerase em Cadeia (PCR) permite a amplificação de regiões específicas do genoma não 

conservado (ITS – Internal Transcribed Spacer), localizadas em regiões altamente 

conservadas, e é a técnica mais eficiente e utilizada para fungos ectomicorrízicos. 
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