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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia do Solo
Universidade Federa de Santa Maria.

OCORRENCIA, CARACTERIZAGAO E EFICIENCIA DE FUNGOS
MICORRIZICOS EM Eucalyptus grandis e Acacia mearnsi
AUTORA: ANDREA HENTZ DE MELLO
ORIENTADOR: JOAO KAMINSKI
Data e loca dadefesa: SantaMaria, 29 de agosto de 2006.

Na producdo de mudas de espécies florestais de qudidade, é indispensavel que se
tenha um adequado substrato, com boa estrutura, consisténcia, ata porosidade, alta
capacidade de retencéo e fornecimento de nutrientes e de &gua, e que sgjam inoculados com
fungos micorrizicos. O Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii tém a capacidade de formar
simbiose com fungos ectomicorrizicos (fECMs), que auxiliam o crescimento das plantas
através do aumento na absor¢@o de nutrientes e &gua, conferindo também maior resisténcia
aos patdgenos da raiz e as condigdes ambientais adversas. Este estudo teve como objetivos:
a) selecionar, isolar, multiplicar e identificar a nivel morfoldgico e/ou molecular, isolados de
fECMs e fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) de &eas com solos quartzarénicos para
inoculagdo de mudas de Eucalyptus grandis Hillex Maiden e Acacia mearnsii De Wild; b)
determinar a dose de fasforo que permitisse compatibilizar um incremento no crescimento das
mudas com uma méxima colonizacdo micorrizica; ¢) etudar o estoque de fésforo nas mudas
de E. grandis produzidas em diferentes substratos. Os estudos foram conduzidos no
Laboratério de Biologia e Microbiologia do Solo Dr. Marcos Rubens Fries do Departamento
de Ciéncias do Solo da Universidade Federal de Santa Maria, na casa de vegetacdo do
Departamento de Solos e no municipio de Sdo Francisco de Assis- RS, em area arenizada. As
espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) encontradas na area foram Acaulospora
scrobiculata Trappe, Gigaspora margarita Becker & Hall; Glomus clarum Nicolson &
Schenck; Glomus etunicatum Becker & Gerdemann; Scutellogpora heterogama Nicolson &
~ordemann. As espécies de fECMs encontradas foram Pisolithus sp Alb. & Schwein;

oderma s (Person) Fries e Pisolithus microcarpus (Cooke & Mossee) Comm. O isolado



Scleroderma UFSMScl foi caracterizado a nivel morfoldgico e molecular. A Acacia
mearnsi, foi colonizada pelos FMAs mesmo nos substratos com dto nivel de fésforo, e as
espécies de FMAs eficientes em sua colonizacdo foram G. clarum e G. etunicatum,
caracterizando-se como uma espécie de leguminosa com dependéncia micorrizica
intermedi&ria. Parao E. grandis, ainoculacdo com Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116), foi
eficiente para o desenvolvimento das mudas, sendo que a eficiéncia 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 sobrevivéncia, bem como maior crescimento em altura e
didmetro em relagdo as mudas que ndo receberam o inoculante. Este estudo comprova o
potencial dos fungos micorrizicos na producdo de mudas de qualidade de E. grandis e A.

mearngi .

Paavras-chave: areais, substrato, doses de fésforo e fungos micorrizicos.
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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
(fFECMs), 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. @) 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 .
mearndi; b) to determine the phosphour level that to alow 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, Federa University of Santa Maria, and in greenhouse conditions at Soil
Science Department, in the S8o Francisco de Assis city, Rio Grande do Sul date, 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; Scutellogpora heterogama Nicolson &
Gerdemann. The species fECMs found were Pisolithus sp Alb.& Schwein; Scleroderma
(Person) Fries and Pisolithus microcarpus (Cooke& Mossee) Comm. The Scleroderma .
UFSMScl 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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HIPOTESES

O uso de diferentes substratos para a produgéo de mudas de Eucalyptus grandis e
Acacia mearnsii, podera minimizar o estresse e favorecer o indice de “pega’ e 0

estabelecimento das mudas.

A inoculacdo com fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos (MAYECMS)

ird permitir que as mudas, se tornem aptas para se desenvolverem em éreas arenizadas.

A aicdo de fosforo no substrato poderd melhorar o arranque inicial das mudas,
elevando os niveis de P metabdlico das plantas, favorecendo as condigdes nutricionais,

sem impedir a colonizagdo micorrizica.

A eficiéncia de utilizagdo do P pela planta é dependente do estoque de P metabdlico e

de P vacuolar (ndo metabdlico).
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2 INTRODUCAO GERAL

O setor florestal brasileiro é constituido pelas industrias de papel e celulose, carvao
vegetal, madeira serrada, chapas, aglomerados, resinas e Oleos essenciais. Esse setor é
responsavel por dois milhdes de empregos diretos e indiretos, sendo de destacar que, nesse
conjunto, 0 manejo de florestas plantadas alcanca 25% do total (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE SILVICULTURA, 2000). A madeira, matéria prima utilizada pelo setor florestal, é obtida
normalmente, a partir de plantios homogéneos realizados com espécies de eucalipto, pinus e
acecia.

A elevada utilizagdo do eucalipto nos reflorestamentos ocorre devido a sua
diversidade de espécies, adaptabilidade em vérias regides e climas e seu potencial de
producgdo, pois contribui para diminuir a pressdo e desmatamento das &reas de preservacéo e
reservas legais de matas nativas e também auxilia na captura de didéxido de carbono na
atmosfera, diminuindo o efeito estufa (GARAY et al., 2004).

A Acacia mearnsii (acicia negra) é uma importante espécie exdética cultivada no
Estado do Rio Grande do Sul, juntamente com espécies dos géneros Eucalyptus e Pinus
(HIGA et a.,1998), pois fornece casca para producdo de tanino (CALDEIRA et al., 2002).
Pode também ser considerada uma recuperadora de solos, por se tratar de leguminosa com
capacidade de reposicao de nitrogénio até cerca de 200 Kg de N ha*ano™, além de contribuir
na formagdo de cobertura florestal e apresentar capacidade de formar smbiose com
micorrizas arbuscul ares e ectomicorrizas (MOREIRA & SIQUEIRA 2002).

Os reflorestamentos no Brasil tém se concentrado em solos com baixas reservas de
nutrientes e &cidos. Nestes solos, a deficiéncia de fésforo tem sido menor do que a de
potéssio 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 aplicacéo de fosforo tem sido essencial para 0 aumento e manutencdo
da produtividade das florestas implantadas, bem como associag6es biol dgicas com micorrizas,
que podem potencializar o aproveitamento do pouco fésforo disponivel nestas arees.

Esas &reas arenosas, desprovidas de vegetagdo, sdo depoOsitos areniticos
inconsolidados, e retrabalhados sob 0s processos caracteristicos do clima atual (AZEVEDO
& KAMINSKI, 1999). Estes solos apresentam dificuldades na retencdo de &gua e de

nutrientes, fatores estes, que dificultam a manutencdo e desenvolvimento da vegetagéo nessas
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&reas. Para iss0 é importante que algumas medidas sgam tomadas para se aumentar a
eficiéncia do estabelecimento de mudas de espécies florestais de qualidade.

Algumas espécies de plantas, como o eucdipto e a acacia negra, tém a capacidade de
formar simbiose com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e ectomicorrizicos (ECMs),
que aumentam a retencdo de agua e nutrientes, principdmente P, pelas plantas,
proporcionando sucesso no estabel ecimento da vegetacéo.

Os fECM s aumentam a &rea de solo explorada pelas raizes na captura e fornecimento
de &gua e de nutrientes, principalmente do fésforo (P), através do prolongamento das hifas no
solo e da modificacdo da arquitetura das raizes (BRUNDRETT, 1996). Trabahos tém
demonstrado que esses fungos sdo capazes de disponibilizar o P presente em formas pouco
sollvels, aravés da producdo de fosfatases e &cidos orgénicos. Além disso, os fECMs sdo
capazes de sintetizar horménios de crescimento, como &cido indol acético e precursores de
giberilinas, e substancias antibidticas como polifendis, que por sua vez, conferem protecéo ao
sistema radicular contra patégenos.

No entanto, os mecanismos utilizados pelos fECMs, no acance desses beneficios,
variam em nivel interespecificos e intraespecificos, sendo necessario um processo de selecdo
para identificar os melhores fungos para a espécie hospedeira de interesse. Devido a essas
diferengas entre os mecanismos de atuacdo e da eficiéncia dos isolados, estudos séo
necessérios para identificar os fungos mais eficientes na promogo do crescimento de mudas
de Eucalyptus grandis e de Acacia mearnsii.

O estabelecimento da associagdo micorrizica nestas culturas séo pouco conhecidas, e
assim, a sdecé de FMAs e ECMs €ficientes na promogéo do crescimento de mudas de
eucalipto e acacia apresenta-se como uma alternativa biotecnoldgica capaz de promoverem
ganhos na produgdo e aumento da oferta de madeira, através de producgdo e uso de inoculantes
em programas de controle de micorrizacdo para reflorestamentos. Além disso, pode auxiliar
na reducdo de uso de fertilizantes fosfatados solGveis nos viveiros e no campo.

Embora o P sgfa um macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, suas concentragbes, no substrato ou no solo, podem limitar ou inibir a
colonizagdo micorrizica. Nesse sentido, € necessario determinar uma dose adequada para
compatibilizar uma méxima colonizacdo 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 etgpas. Na
primeira isolou-se, multiplicou-se e identificou-se morfologicamente e molecularmente

espécies de fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos presentes em aea de
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arenizagdo, mais especificamente no municipio de S& Francisco de Assis-RS. Em seguida,
determinou-se a dose de P mais adequada e tipo de substrato e egpécie de fungos micorrizicos
para conciliar maior taxa de colonizagdo micorrizica e crescimento de mudas de Eucalyptus

grandis e Acacia mearnsii em casa de vegetacdo e no campo.
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CAPITULO 1- FUNGOSARBUSCULARESE ECTOMICORRIZICOS
EM AREASDE EUCALIPTO E CAMPO NATIVO EM SOLO
ARENOSO

1 RESUMO

O Eucalyptus grandis Hillex Maiden forma associagOes simbidticas com fungos
micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos. Com o objetivo de avaliar a populacéo e a
diversidade destes microrganismos nesta espécie florestal em &reas sujeitas & arenizacéo,
verificar se estes microrganismos podem ser utilizados em programas de recuperacéo destas
&reas, e verificar qua o método mais adequado para a identificacdo dos géneros e espécies
dos fungos micorrizicos, amostras de solo e raizes de trés areas, (campo nativo, cultivo de
eucalipto 3 anos e cultivo de eucalipto 8 anos), foram coletadas para identificagéo direta e
indireta de fungos micorrizicos arbusculares. Corpos de frutificagdo de ectomicorrizas
também foram coletados nas trés areas. O levantamento prévio dos géneros e espécies de
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e ectomicorrizicos (fECMs) nas trés éreas
avaliadas, permitiu verificar que a populagdo e a diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) em areas sujeitas a arenizagdo em campo nativo, na identificaggo direta,
foi maior do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, comprovando assim, que Sstemas mais
estéveis, por gpresentar maior diversidade na comunidade das plantas, proporciona maior
capacidade de associac8o para os fungos micorrizicos. O método de avaliagdo indireta
(cultura armadilha) com Brachiaria brizantha foi eficiente na recuperacdo de in6culos de
FMAS em solos arenosos, e pode ser utilizado nos programas de multiplicagdo de fungos
micorrizicos arbusculares para inoculagdo de mudas em viveiros. As espécies de FMAs
presentes nas éreas 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
ectomicorrizicos que mais se destacam foram Pisolithus $p. Alb. & Schewein; Scleroderma
sp. (Persoon) Fries e Pisolithus microcarpus (Cooke & Masee) Cumm. O fungo
ectomicorrizico que gpresentou a maior abundanciarelativafoi o Scleroderma sp.
Paavras-chave: Glomus etunicatum, Glomus clarum, Acaulospora scrobiculata,

Scutellospora heterogama, Scleroderma sp, Pisolithus microcarpus, Pisolithus sp.
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2 INTRODUCAO

As micorrizas, descritas pela primeira vez por FRANK (1885), constituem-se em
importante fator de sobrevivéncia e crescimento das plantas. S&o formadas pela associagdo de
fungos especializados do solo com as raizes das plantas hospedeiras, congtituindo-se num
processo de co-evolucdo adaptativa, resultando em modificagbes morfofisioldgicas para a
planta (GARBAYE, 1990; SMITH & READ, 1997). Nessa relacdo mutualistica, é
fundamental a interagdo entre o fungo e a planta Assm, as interagbes que ocorrem sé0
reguladas por mecanisnos moleculares permanentes, desde o reconhecimento entre os
simbiontes até o pleno desenvolvimento da simbiose (LAMBAIS, 1996).

As micorrizas gpresentam ampla distribuicdo, sendo encontradas dos polos gelados as
florestas tropicais Umidas e desertos. Estima-se que mais de 90% das plantas superiores
formam micorrizas, dentre as quais, grande parte é de interesse agricola e florestal (SYLVIA,
1998). A importancia das micorrizas foi evidenciada nas primeiras tentativas de introducéo de
espécies vegetais fora de seus habitats naturais, e na dificuldade encontrada nos
reflorestamentos de regides de solos degradados, onde ndo existiam fungos compativeis com
as espécies introduzidas (MARX & CORDELL, 1989). Essa dependéncia ficou mais evidente
quando se tentou introduzir sem sucesso especies de Pinus e Eucalipto em outros continentes
ou regides distantes da sua ocorréncia natural (VOZZO & HACSKAYLO, 1971; MIKOLA,
1973).

As micorrizas arbusculares e ectomicorrizas promovem um incremento significativo
da &rea de absorcédo radicular das plantas colonizadas, maximizando o gproveitamento de &gua
e nutrientes, como o fosforo (P), o nitrogénio (N) e o potéassio (K), e aguns micronutrientes
ndo fungistaticos (MOLINA & TRAPPE, 1984; SMITH & READ, 1997; GLOWA et
a.,2003). Além disso, propiciam melhor resisténcia a0 estresse hidrico, as temperaturas
elevadas, a acidez por serem mais tolerantes a presenca de Al, e maior toleréncia a condi¢des
de toxidez do snlo e protecdo do sistema radicular contra patégenos (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 areas
localizadas naregido central do Rio Grande do Sul.

As espécies e os isolados de fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos tém

apresentado efeitos distintos com relagd a0 aumento na absor¢cdo de nutrientes e no

crescimento das plantas (SANDERS &t al., 1977) e na capacidade de colonizagéo.
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O eucdipto tem a caracteristica de associar-se a fungos ectomicorrizicos e
arbusculares, sendo que as associagdes com fungos ectomicorrizicos sdo as mais estudadas
atuamente. Santos et a. (2001), em estudo redlizado com cinco espécies de eucdlipto,
incluindo Eucalyptus cloeziana, observaram uma sucessdo no tipo de colonizagdo micorrizica,
sendo inicialmente dominado por fungos micorrizicos arbusculares e posteriormente por
fungos ectomicorrizicos. Araljo et a. (2004) em seus estudos com fungos micorrizicos
arbusculares em Eucalyptus cloeziana verificaram grande suscetibilidade & formag@o de
micorriza arbuscular.

Amorin (1988), trabalhando com mudas de Eucalyptus grandis em Latossolo
Vermelho-Amarelo  dlico, inoculados com fungos micorrizicos arbusculares e
ectomicorrizicos, constatou que ndo houve diferenca entre as mudas inoculadas com
Scutelospora heterogama, Acaulospora scrobiculata, Glomus macrocarpum e Glomus
fasciculatum e as ndo inoculadas. No entanto, SANTOS (1995) detectou que a micorrizagéo
em Eucalyptus camaldulensis minimizou os efeitos da compactagdo do solo e proporcionou
maior eficiéncia na absor¢do de fosforo.

De modo geral, a atividade dos fungos micorrizicos e a associagdo com as raizes de
plantas superiores durante o ano ndo é uniforme, porque esdo jeitas a variagbes nas
condi¢cbes de temperatura, umidade, matéria organica do solo, fosforo, nitrogénio, pH e
aeracdo do solo, além de préticas de manejo e procedimentos efetuados durante a formacdo de
mudas. Por outro lado, as variagdes nos tipos de solo e na vegetacdo nativa e introduzida,
podem favorecer o dominio de algumas espécies em relagdo as outras, comprometendo ou
facilitando a diversidade dos géneros e/ou espécies dos fungos micorrizicos.

Os efeitos destes fatores para 0 sucesso dos processos de formagdo das micorrizas em
essencias florestais, ainda sfo pouco estudados, especiamente em eucalipto. Assm, a
caracterizagdo de fungos micorrizicos em areas de plantio de Eucalyptus grandis € importante
para o estudo da incidéncia das espécies fungicas que poderdo ser Gteis em futuros programas
de inoculagdo, bem como no estudo das relagdes ecoldgicas entre o fungo simbionte e a planta
hospedeira

Os objetivos deste trabalho foram: &) avaliar a populacéo e a diversidade de fungos
micorrizicos em povoamento de eucdlipto e &reas de campos naturais ocorrentes em Neossolo

Quartzarénico no municipio de S&o Francisco de Assis— RS.
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3MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal de Santa Maria, e

no Laboratério de Biologia e Microbiologia do Solo Dr. Marcos Rubens Fries do
Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federa de Santa Maria.

As amostras de solo para identificacdo das micorrizas arbusculares, raizes e corpos de
frutificaco de fungos ectomicorrizicos foram coletadas em julho de 2003 em trés diferentes
areas sujeitas ao processo de arenizacdo: campo nativo (CN), cultivo de eucalipto de 3 anos
(E3), e cultivo de eucalipto de 8 anos (E8), localizadas no Municipio de Sdo Francisco de

Assis, regido oeste do RS (Figura1).
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Figura 1 - Bosque de Eucalipto com 3 e 8 anos no Municipio de Séo Francisco de Assis — RS, onde as
amostras de sol o, raizes e corpos de frutificacdo de fungos ectomicorrizicos foram coletados.

O processo de identificagdo dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) constou de
duas etapas, uma caracterizada como identificagdo direta (ID) e outra como identificacéo
indireta (I1). Na identificacdo direta, efetuou-se a extracdo de esporos pelo método de
peneiramento Umido (GERDEMANN & NICHOLSON, 1963) e centrifugagcdo em sacarose
(JENKINS, 1964).

O procedimento de extragdo 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 qua foi redizada a
contagem dos esporos. Em seguida, os esporos, foram preparados em laminas e identificados
segundo suas caracteristicas morfologicas (SCHENCK & PEREZ, 1987 e INVAM, 2001).
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Estes esporos foram os da identificagdo direta de FMAs. Deste solo determinou-se os teores
de fésforo e pH (Tabela 1), segundo a metodologia descrita por TEDESCO (1995).

Outra parte do solo, foi utilizada para identificagdo indireta dos FMAs. Instalou-se em
casa de vegetacdo, um cultivo armadilha com Brachiaria brizantha (Figura 1.2), com o
objetivo de recuperacdo das espécies de fungos, que ndo 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 Quartzarénico, e novamente uma camada de 2 cm de areia
autoclavada, para isolar 0 s0lo de possiveis contaminagfes externas. Em seguida, o solo foi
semeado com Brachiaria brizantha, utilizando-se uma ata densidade de semeadura, visando

forcar o desenvolvimento do sistemaradicular.

ol =3 = s
Figura 1.2 - Cultivo armadilha com Brachiaria brizantha em casa de vegetacdo para multiplicaco e
identificacdo indireta dos esporos de fungos micorrizicos arbusculares.

Aplicou-se quinzenalmente 20 mL de solugdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON
(1950) modificada por JARSTFER E SYLVIA (1992).

Apbs 4 meses, coletou-se uma amostra de 50 g de solo para a extragéo de esporos de
FMAS, seguindo-se o método de GERDEMANN & NICOLSON (1963). Os esporos foram
identificados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas (SCHENCK & PEREZ, 1987;
INVAM, 2001), e determinou-se o indice de diversidade de espécies das areas avaliadas. Para
a determinagZo da diversidade, utilizou-se o indice de Diversidade de Shannon (CLIFFORD
& STEPHENSON, 1975).

Na avaliagdo da colonizacdo micorrizica, as raizes foram clarificadas e coradas,
segundo a metodologia de KOSKE & GEMMA (1989) e GRACE & STRIBLEY (1991). A
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porcentagem do comprimento de raizes colonizadas foi avaliada pelo método da interseccdo
em placa quadriculada descrito no trabalho de GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a
partir do método de medidas de comprimento de raizes de NEWMAN (1966).

A coleta dos carpéforos de fungos ectomicorrizicos, foi com auxilio de pa para
remocdo da serrapilheira. Em cada cultivo de Eucalyptus grandis existente na area de estudo,
foram demarcadas 3 &reas de 10.000 m*, subdivididas em 5 sub-areas de 2000 m?, onde
foram coletados todos os carpéforos. Os carpoforos foram armazenados em sacos de papel

identificados e levados ao |aboratério, paraisolamento e identificagdo (Figural.3).

Figura 1.3 - Carpoforos de fungos ectomicorrizicos encontrados nas areas de cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e
cultivo de eucdipto 8 anos (E8) e que foram isol ados e identifi cados morfol égicamente.

A identificacdo morfol6gica dos fungos ectomicorrizicos foi proposta com observacéo
das caracteristicas dos carpoforos e dos critérios das chaves de classificagdo conforme
TRAPPE (1962), STUNTZ (1980) e SMITH & THEIRS (1971). A identificagéo das espécies
s6 foi possivel quando se obtiveram corpos fungicos e frutificagdo madura.

O nuimero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares e a colonizacdo micorrizica
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey 5%,
utilizando-se os procedimentos disponiveis no programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000).

A abundancia relativa das espécies de fungos ectomicorrizicos (Abr) foi definida
como Abr = (Abm/Abmt) X 100, onde Abm representa o nimero de carpéforos encontrados
em cada sub area e Abmt o niimero total de carpéforos encontrados em toda area. Em seguida
a frequéncia espacial relativa (Fer), definida como Fer = (Fem/Femt) X 100, onde Fem
representa o nimero de sub areas nas quais cada espécie foi encontrada e Femt representa o
nimero total de sub areas onde foi encontrado qualquer carpoforo desse género. Com base
nestes dois resultados, foi calculada a importancia relativa (Irm) de cada espécie, através da
férmulalrm = Abr + Fer. (NANTEL & NEUMANN, 1992).



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

O solo das areas de coleta de esporos de fungos micorrizicos arbusculares, raizes de
Eucalyptus grandis e corpo de frutificagdo dos fungos ectomicorrizicos, é acido e a
disponibilidade de fosforo é muito baixa (Tabela 1).

Tabela 1 - Teores de fosforo (P) e pH das &reas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e
cultivo de eucaipto 8 anos (E8), onde foram coletados solo, raizes e corpo de frutificacdo de fungos
ectomi corrizicos.

CN E3 E8
P mg/L 8,0 55 6,5
pH 47 49 48

O nimero médio de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FM As) encontrados
em 50 g de solo nas trés &reas avaliadas e nos diferentes métodos de identificacdo, foi
superior na identificacdo indireta em relacdo a identificag@o direta (Tabela 1.2), evidenciando
assim, que o méodo indireto foi eficiente em recuperar indculos de fungos micorrizicos
arbusculares do solo. O nimero de esporos foi maior nas éreas de bosque de eucaipto 3 anos,

em relacdo as demais &reas, em ambas as identificacdes.

Tabela 1.2 - Nimero médio de esporos micorrizicos arbusculares em 50 g de solo, encontrados nas areas de
campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de eucalipto 8 anos (E8) naidentificacdo direta de
solo (ID) e identificacdo indireta (1) em cultivo de Brachiaria brizantha em casa de vegetagdo. (Média de 10
repeti cOes de cada area).

Area Identificago direta (ID) Identificagdo indireta (11)
Campo Nativo 25 b* 83 b
Cultivo de Eucalipto 3 anos 32a 251 a
Cultivo de Eucalipto 8 anos 14b 140 b

*SI:Qédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
6.

Bellei (1987), em levantamentos redlizados em florestas de eucdipto em Santa
Catarina, em s0los arenosos, observou que a idade da planta tem influéncia sobre o tipo de
associagdo micorrizica. Inicialmente ha uma alta esporulagéo e colonizagdo por FMAS, e esta
diminui com aidade da planta. Estes dados confirmam os encontrados neste trabalho (Tabela
1.2), onde h& maior concentragdo de micorrizas arbusculares no cultivo de eucaipto

implantado h& 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 eficiéncia na promogao do crescimento e da adaptabilidade da planta ao
ambiente sdo poucos conhecidos, sendo necessé&ria a avaliacdo da importancia da dupla
simbiose para o eucalipto (SMITH & READ, 1997). Sendo assim, os resultados agqui
encontrados, podem evidenciar a preferéncia 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 germinacdo de
esporos e crescimento micelial dos fungos micorrizicos arbusculares, (SIQUEIRA et d.,
1986; ELIAS & SAFIR, 1987; COLOZZI-FILHO & BALQOTA, 1994).

Colonizacao Micorrizica
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Figura 1.4 - Percentua de colonizagdo micorrizica das raizes da Brachiaria brizantha cultivadas em solos

provenientes da érea de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de eucalipto 8 anos (E8),
de S&o Francisco de Assis, RS.

Embora o percentual de colonizag&o micorrizica da Brachiaria brizantha, cultivada no
solo da érea de cultivo de eucdipto 8 anos, tenha sido maior do que nas demais areas, a
producdo de esporos foi menor (Figura 1.4). Este comportamento pode ser atribuido ao fato
de ndo haver uma relagdo direta entre 0 nUmero de esporos e colonizagdo micorrizica. Porém,
ataxa de germinacdo dos esporos é importante para a colonizac8o das raizes, pois pode-se ter
um grande nimero de esporos e estes possuirem baixa taxa de germinacdo, e por isso haveria
baixa percentagem de colonizagdo micorrizica (SMITH & READ, 1997). A presenca no solo
de estruturas como hifas de fungos, pode contribuir para este comportamento. Deste modo, a

&rea 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
colonizag&o.

A germinagdo dos esporos é influenciada pelo pH do meio e pode variar entre os
géneros de fungos micorrizicos arbusculares. Esse comportamento dos fungos micorrizicos
arbusculares em relacdo a0 pH do solo também foi observado neste trabalho, pois as areas
avaliadas apresentaram pH entre 4,7 e 4,9 (Tabela 1). Desta forma, considera-se que os
géneros Gigaspora, Scutellospora e Acaulospora (Tabela 1.3), preferem pH entre 4,0 e 6,0,
enquanto que os Glomus entre 6,0 28,0 (SILVEIRA, 1998; SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

O aumento no nimero de esporos, a ocorréncia de outras espécies de FMAs na
identificacdo indireta em relacdo a identificacdo direta e a colonizacdo das raizes 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
producdo de mudas em viveiros, recomenda-se que para a inoculagdo dos fungos micorrizicos
arbusculares, estes sejam multiplicados em culturas armadilhas (SIBINEL, 2003).

As espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) (Figura 1.5) que se
destacaram nas trés areas avaliadas, tanto na identificagdo 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 micorrizicos arbuscul ares encontrados nas areas de Campo Nativo (CN), cultivo
de Eucalipto 3 anos (E3) e cultivo de Eucalipto 8 anos (E8), em S&o Francisco de Assis—RS.
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Tabela 1.3 - Numero médio de esporos de espécies de fungos micorrizicos arbusculares em 50 g de amostras de
solo encontrados nas areas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3), e cultivo de eucdipto 8 anos
(E8), naidentificac&o direta do solo (ID) e identificacdo indireta (1) em cultivo de Brachiaria brizantha em casa

de vegetacao.

EMA CN E3 E8
ID I ID 1l ID I
Acaulospora scrobiculata Trappe 10 0 193 22
Gigaspora margarita Becker & Hall 1 1 4 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 nimero médio de esporos de espécies de fungos micorrizicos arbusculares aqui
encontrados, coincidem com os de COELHO et a (1997), que estudando a incidéncia de
FMASs em povoamento de Eucalyptus camaldulensis Dehnh, em vérios municipios de Minas
Gerais, verificaram a presenca em maior quantidade de Acaulospora, Glomus e Scutellospora,
sugerindo que estas espécies de FM As possuem uma faixa de adgptacéo ecolégica maior, em
relagdo a diversidade de condigdes de solo e clima.

Naidentificac&o direta foram encontradas cinco espécies de FMAS nas &reas de campo
nativo, 3 espécies na &rea de cultivo de eucalipto 3 anos, e 3 espécies na area de cultivo de
eucalipto 8 anos. (Tabela 1.3). Observou-se também, que na érea de campo nativo, na
identificagdo indireta, foram identificadas 4 espécies de FMAs, 5 egpécies na area de
eucalipto 3 anos e 3 espécies em eucalipto 8 anos, sendo que as espécies mais NUMerosas
foram Acaulospora scrobiculata (193 esporos) e Scutellogpora heterogama (52 esporos) e
Glomus etunicatum (78 esporos) (Tabela 1.3). A presenca 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 caracteristicas originais do ambiente nativo, de modo que a acidez pode
limitar adistribuicdo e abundéancia das espécies de FM As, dterando o beneficio da simbiose.

Gigaspora margarita, foi encontrada em baixa quantidade tanto na identificagdo direta
guanto na indireta em todos os cultivos. Pode-se salientar, que esta ocorréncia restrita pode
ser resultado da menor adgptagdo as condigbes ambientais ou de suas exigéncias para
crescimento, estabelecimento ou inducdo a esporulagéo.
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Acaulospora scrobiculata foi a espécie que mais esporulou na identificagdo indireta
(193 esporos). ZAMBOLIN & BARROS (1982) observaram a sua predominancia em
povoamentos de E. grandis, E. saligna e E. citriodora de varias idades, crescendo em
Latossolo Vermelho naregido de Vigosa, MG.

Sistemas considerados mais estaveis, como 0 campo nativo, por apresentar maior
diversidade na comunidade de plantas, proporciona maior capacidade de associagdo para 0s
fungos micorrizicos. Sabe-se que a comunidade de plantas pode alterar a composicdo de
FMAs de determinado local (SANDERS & FITTER, 1992). No entanto, a diversidade de
FMAS, ndo segue a de plantas (ALLEN et al., 1995). Assm pode ocorrer uma abundéancia de
FMASs na presenca de poucas espécies vegetais ou vice versa.

N&o houve diferenca de diversidade de FMAs na identificagdo direta nos cultivos de
eucalipto 3 e 8 anos, enquanto, que na identificagdo indireta, a maior diversidade foi no
cultivo de eucalipto 3 anos. Este resultado, deve-se a eficiéncia do método indireto em
recuperar os propagulos de fungos micorrizicos arbusculares, que no momento da
identificagdo direta, ndo estavam viéveis. 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 selecdo de espécies de FMAS, de forma que
a diversidade dessas &reas reduz com o tempo. Normalmente, as esséncias florestais, como o
Eucalyptus grandis, s colonizadas predominantemente por fungos ectomicorrizicos e néo
por endomicorrizas (BELLEI & CARVALHO, 1992; LETACON et a., 1987), o que
contribui para uma menor diversidade de fungos micorrizicos arbuscul ares nessas &reas.

Quanto as espécies de fungos ectomicorrizicos encontradas nas areas de arenizagdo, as
que se destacaram foram Pisolithus sp Alb. & Schwein; Scleroderma sp (Person) Fries e
Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) Comm. (Tabela 1.4).

A abundancia relativa das espécies nas &eas de campo nativo (CN), cultivo de
eucalipto 8 anos (E8) e cultivo de eucalipto 3 anos (E3) foi de 20%. A frequénciarelativa de
Pisolithus sp, nas trés éreas foi respectivamente de 20, 12 e 16%, seguida de 20, 20 e 20%

do Sclerodermaspe de12, 16 e20% do Pisolithus microcarpus.
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Tabela 1.4 - NUimero total de carpoforos de fungos ectomicorrizicos, abundancia, freqiiéncia e importancia
relativa média, encontrados nas areas de campo nativo (CN), cultivo de eucalipto 3 anos (E3), cultivo de
eucalipto 8 anos (E8), Sdo Francisco de Assis, RS.

Fungos Ectomicorrizicos
Caracteristicas Pisolithus $p Scleroderma sp Pisolithus microcarpus
CN E3 E8 CN E3 E8 CN E3 E8
Carpoforos (Total) 57 58 56 84 93 92 107 117 115
Abundancia (%) 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Frequéncia (%) 20 12 16 20 20 20 12 16 20
Importéncia (%) 40 31 35 10 40 40 32 36 40

Pode-se observar que as maiores freqUéncias relativa ocorreram na espécie
Scleroderma sp. Estes dados corroboram com os descritos por GIACHINI et al. (2000), onde
verificaram a presenca de Scleroderma aerolatun colonizando as raizes do Eucalyptus dunnii.
Esta informagdo é importante, visto que GUZMAN (1970) declarou que este fungo seria
infrequente e raro na América do Sul. Além disso, 0 Scleroderma associa-se com Vé&rias
espécies de Pinus.

Assim, o levantamento prévio daocorrénciade FMAs em &reas sujeitas ap processo de
arenizacdo é de fundamental importancia nos trabahos de revegetagdo destas &reas, uma vez
que identificado as espécies mais abundantes na area, tem-se condigdes de isolamento e
inoculagdo destes fungos em mudas de eucaliptos produzidas em casa de vegetagdo. As
espécies Glomus clarum e Glomus etunicatum, por serem as mais abundantes, com alto
potencial de colonizagdo, serdo utilizadas na producdo de mudas de Acacia mearnsii no

capitulo 2.



5 CONCLUSOES

A &ea de campo natural apresenta maior populacéo e diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, porém as
ectomicorrizas Pidolithus sp, Scleroderam s e Pisolithus microcarpus, s6 ocorreram nos
povoamentos de eucalipto.

Os géneros de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) presentes nas trés areas
avaliadas séo Glomus, Gigaspora, Acaulospora, e Scutellospora. As espécies Acaulospora

scrobiculata e Scutellospora heterogama, foram as mais frequentes.
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CAPITULO 2- PRODUCAO DE MUDAS DE Acacia mearnsi DE WILD
INOCULADAS COM FUNGOSMICORRIZICOSARBUSCULARESEM
DIFERENTES SUBSTRATO

1 RESUMO

A inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) é viavel em mudas de
espécies florestais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da associagdo micorrizica
de Glomus clarum Nicolson & Schenck e Glomus etunicatum Becker & Gerdemann para a
formagdo de mudas de Acacia mearnsi, em diferentes substratos e doses de fésforo, bem
como a sua dependéncia micorrizica. O experimento constou de cinco tratamentos, sendo dois
tratamentos de inoculagdo de espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), ( Glomus
clarum e Glomus etunicatum) e trés tratamentos com diferentes substratos (mecplani, turfa
fértil e Neossolo Quartzarénico); com 5 doses de fésforo (0, 50, 100, 500 e 1000 mg Kg'?), e
dez repeticOes. As espécies de FMAs G. clarum e G. etunicatum apresentaram-se eficientes
na colonizagdo das raizes das mudas de Acacia mearnsii, formando colonizagdo micorrizica,
mesmo em substratos com ato nivel de fésforo adicionado. Os substratos mecplani e turfa
fértil, foram eficientes na promogéo do crescimento das mudas de A. mearnsii, pois sendo
ricos em fésforo, melhoraram o desenvolvimento das mudas, com boa formagéo do sistema
radicular e maior producéo de biomassa aérea. A A. mearnsii gpresentou grau de dependéncia

micorrizicaintermediéria, tipica de plantas pioneiras de crescimento répido.

Palavras chave: Fungos micorrizicos arbusculares, turfa fértil, mecplani.
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2 INTRODUGAO

A Acacia mearnsii De Wild (acécia negra), € umaimportante egpécie exdtica cultivada
no Estado do Rio Grande do Sul, tendo sua area de plantio comparavel com espécies dos
géneros Eucalyptus e Pinus (HIGA et al.,1998). Desde sua introdugdo em 1918, a acécia
negra, apresentou uma expansdo condderdvel, devido ao fornecimento de casca para
producéo de tanino (CALDEIRA et d., 2002).

A acécia negra, também pode ser considerada uma recuperadora de solos, por se tratar
de leguminosa com capacidade de reposicéo de nitrogénio até cerca de 200 Kg de N ha*ano™,
além de contribuir na formag&o de cobertura florestal devido ao seu rgpido crescimento e fécil
propagacdo (FRANCO & DOBEREINER, 1994). Possui vasto sistema radicular, o que
promove maior agregacdo do solo e aumento da capacidade de retencdo de &gua e sais
minerais (BONI et a., 1994), aém de gpresentar capacidade de formar simbiose com
micorrizas arbusculares e ectomicorrizas (MOREIRA & SIQUEIRA 2002).

Na producdo de mudas de espécies florestais de qualidade, é indispensavel que se
tenha um adequado substrato, que € indicado principalmente por suas caracterigticas fisico e
quimicas, com boa estrutura, consisténcia, ata porosidade, alta capacidade de retencéo e
fornecimento de nutrientes, de &ua e que sgam inoculadas com fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) (SIQUEIRA, 1996). Assim, objetivando a producéo de mudas florestais
em qualidade e quantidade, tém-se obtido avangos técnicos, buscando mudas bem formadas

que assegurem boa adaptacdo e crescimento pds o plantio.

A maioria das éreas destinadas ao reflorestamento apresenta baixa fertilidade natural e
baixo potencial de indculo de microrganismos benéficos para as plantas, como FMAs. Estes
fungos contribuem para a sobrevivéncia e crescimento das espécies das plantas,
principalmente em ambientes desfavoraveis (SIQUEIRA & SAGGIN JUNIOR, 1995). Desta
forma, aintroducéo de micorrizas que possam aumentar a érea radicular da planta e expandir
sua capacidade de buscar maior volume de &gua e nutrientes, pode ser importante para
assegurar 0 sucesso de reflorestamentos, antecipando etapas, pela inoculagdo das plantas na
fase de formag&o de mudas (PERRY et al., 1987).

Como as micorrizas arbusculares sdo geralmente inibidas em condigdes de elevada
disponibilidade de fosforo (KAMINSKI et al., 1994), a adicdo de P suficiente paraotimizar o
crescimento das mudas, pode reduzir a colonizacdo, sendo este efeito dependente da espécie
vegetal e do fungo inoculado (RHEINHEIMER, et al., 1997). A adi¢do de P néo torna as
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plantas imunes a colonizag&o micorrizica, apenas reduz a sua intensidade (CARDOSO, 1986).
Geramente em concentraces de fosforo proximas do 6timo para o crescimento da planta
hospedeira, ja ocorre inibicdo da colonizacdo micorrizica (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002),
porque afeta os sinais moleculares que desencadeiam a associagdo, que sdo emitidos pela
planta hospedeira. Portanto, a sua exigéncia interna e a taxa de translocagéo a partir da raiz,
definem a eficiéncia da associagdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002). Em solo deficiente em
P, a aplicagéo de pequena quantidade desse elemento favorece a colonizagéo e esporulagéo
(FERNANDES &t al., 1987), porque aumentam o vigor da planta hospedeira, favorecendo a

translocacdo de fotossintatos as raizes, disponibilizando mais energia aos fungos.

Sendo a inoculagéo de FMAs feita basicamente antes da germinag&o da semente, logo
na formac&o de mudas, geralmente colonizam mudas crescendo em substrato fértil. Por isso,
apés o transplante, os FMAs sdo eficientes em promover o crescimento da planta e a
favorecer o dstema de fixagdo de N por bactérias diazotroficas em ambientes degradados
ou de baixa fertilidade. Essas mudas, conseguirdo melhor adaptacéo as condicdes de
estresse, j& que apresentardo boa vitalidade nutricional, alto poder de agregacdo das raizes
com o substrato e boa capacidade de retencdo de &gua, de modo que a espécie se adapte
perfeitamente ao local do plantio (SIBINEL, 2003).

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a eficiéncia da associagdo micorrizica de
Glomus clarum e Glomus etunicatum, ocorrentes em campo natural de areas arenizaveis, para
a formagdo de mudas de Acacia mearnsii em diferentes substratos e doses de fésforo, e

determinar o grau de dependéncia micorrizica da espécie.



3MATERIAL E METODOS

As mudas de Acacia mearnsii foram produzidas em tubetes de 50 cm® de capacidade
de substrato, a partir de agosto de 2003, em casa de vegetacdo do Departamento de Solos, na
Universidade Federa de Santa Maria, Santa Maria, RS. (Figura 2).

Figura 2 - Mudas de Acacia mearnsii inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares Glomus clarum e
Glomus etunicatum aos 30 dias apbs a germinagdo em casa de vegetagdo.

A composi¢ao dos substratos utilizados foi de turfa, perlita, calcario aditivado com
fertilizante natural, contendo as caracteristicas quimicas apresentadas na Tabela 2. Também
utilizou-se amostras do solo Neossolo Quartzarénico, des nfestados com o fungicida sistémico
Benomyl (Benlat 50). O fungicida foi preparado, utilizando-se 15 mg do ingrediente ativo
seco (formulacdo p6é molhével 50%) misturado em 1kg de substrato, os quais foram
umedecidos na capacidade de campo e deixados secar a0 ar. Este procedimento foi repetido
por trés vezes no periodo de 15 dias. As determinagfes quimicas de P, K, Al, Ca, Mg eo pH

dos substratos foram feitas segundo metodologias descritas por TEDESCO (1986).
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Tabela 2. Caracterigticas quimicas dos substratos comerciais Mecplani e Turfa Fértii e do Neossolo
Quartzarénico utilizados na producéo das mudas de Acacia mearnsii em casa de vegetacao.

Substrato pH em P K Al Ca Mg
H20 1170 1 M — 001270 I R————_
Neossolo
_ 4,7 8,0 30,0 0,6 0,3 0,1
Quartzarénico
Mecplani 58 107,73 190,0 0 54 3,2
Turfa Feértil 6,5 39,55 82,0 0 53 33

O experimento constou de cinco tratamentos, sendo dois tratamentos de inoculagéo de
espécies de FMAs, (Glomus clarum Nicolson & Schenck e Glomus etunicatum Becker &
Gerdemann) e trés tratamentos com diferentes substratos (turfa fértil, mecplani e Neossolo
Quartzarénico), com cinco doses de fésforo adicinado no substrato (0, 50, 100, 500 e 1000
mg kg'). O delineamento experimental utilizado foi de parcelas subdivididas em esquema

fatorid: 2 fungos micorrizicos x 3 substratos x 5 doses de P x 10 repeticoes.

As sementes da acécia negra, foram obtidas na Estagdo Experimental de Silvicultura
de Santa M aria (FEPAGRO). Para a quebra de dorméncia as sementes foram imersas em &gua
quente a 80° C por 3 minutos, e inoculadas com rizébio BR 3608 e BR 3614 crescidas em
meio solido descritos por VICENT (1970). As estirpes de rizébio foram fornecidas pelo
Centro Naciona de Pesguisa em Agrobiologia— CNPAB/EMBRAPA.

No plantio, abriu-se um orificio em cada tubete, pipetando-se neste orificio, nos
tratamentos de inoculagdo, 1 mL de suspensdo de esporos de Glomus clarum e Glomus
etunicatum, contendo em média 90 esporos de FMAs. Em seguida foram colocadas quatro
sementes inoculadas com rizébio por cdula. Aos trinta dias, quando as plantulas estavam com
um par de folhas definitivas, foi feito o desbaste deixando-se uma planta por tubete. As
irrigagdes foram didrias, e a aplicacdo de solucdo nutritiva sem fosforo de HOAGLAND &
ARNON (1951) a cada quinze dias.

Para avaliagdo das mudas, foram coletadas aleatoriamente cinco plantas por
tratamento aos 140 dias apds a germinacdo, avaliando-se dtura, didmetro do colo,
colonizagdo micorrizica, nimero de esporos, nimero de nédulos, peso da parte aérea seca e

teores de nutrientes na parte aérea.
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Para avaliagdo da colonizacdo micorrizica, as raizes foram clarificadas e coradas,
conforme KOSKE & GEMMA (1989) e GRACE STRIBLEY (1991). A percentagem do
comprimento de raizes colonizadas foi avaliada pdo método da intersecgdo em placa
quadriculada descrito no trabaho de GIOVANETTI & MOSSE (1980), adgptado a partir do
método de medidas de comprimento de raizes de NEWMAN (1966).

Para a avaliacdo do nimero de esporos, estes foram extraidos do solo através da
técnica de peneiramento Umido (GERDEMANN & NICOLSON 1963), seguido de
centrifugagcdo em &gua e sacarose (JENKINS, 1964).

Para a determinagéo dos teores de nutrientes o material da parte aérea foi seco a65° C
em estufa com circulacdo de ar, e pesado até atingir massa constante. Foi entdo moido e
digerido com extrator nitro-perclérico (2:1) para extracdo de P, K, Ca e Mg e extrator
sulfarico para extracdo de N (SILVA, 1999). Os teores de P foram determinados por
colorimetria, K por fotometria de chama e Ca e Mg por espectofotometria de absorgéo
atbmica (SILVA, 1999), e o N pelo método de KJELDAHL modificado (LOUREIRO &
BODDY, 1986).

Os dados, testados quanto & sua homogeneidade, foram submetidos & andlise de
varidncia e teste de média (Scott-Knott 5%) e regressdo polinomind, utilizando-se dos
procedimentos disponiveis no programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

As mudas micorrizadas de Acacia mearnsii apresentaram resposta quadratica tipica com

reducdo de altura em relagdo as mudas ndo micorrizadas na dose mais dtade P (Figura 2.1).

20 - Né&o micorrizada
| ]

=
a1
\

Micorrizadas

Altura (cm)
=
(@)
|
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|

0 - I I T ) ]
0 50 100 500 1000
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Figura 2.1 - Altura das mudas de Acacia mearnsii aos 120 dias apds a germinacdo micorrizadas ou ndo com
FMAs em diferentes doses de P. Micorrizada: Y = 3,34-0,023X+1,055X%% R? = 0,99, N&o micorrizada: Y =
2,12+0,012X; R? = 1,00. Ambos 0s gjustes sdo signifi cativos (P<0,01).

O ponto maximo da curva ocorreu entre as doses de P adicionadas de 100 e 500 mg
kg™ de P, 0 que em termos de P disponivel por Mehlich | corresponde entre 32 e 84 mg kg™
de solo. As plantas sem micorrizas responderam linearmente & aplicacdo de P no solo,
apresentando também comportamento tipico de plantas ndo micorrizadas. Beneficios
acentuados da inoculaggo, foram significativos até a dose de P disponivel de 84 mg kg™,
evidenciando a dependéncia micorrizica intermediéria da Acacia mearndi. As mudas de A.
mearndi, tiveram atura maxima, beneficiada pelo fungo até teores de P disponiveis no solo
de84 mgkg™.

Janos (1988), define dependéncia micorrizica (DM) como “a incapacidade das plantas
crescerem sem micorrizas a um dado nivel de fertilidade’, o qual é usualmente medido pela
concentracdo do fésforo na solugéo do solo. Ele propde que a DM sgja quantificada pelo nivel
de fosforo até o qua as plantas ndo micorrizadas ndo aumentam significativamente o seu
crescimento (T) ou pelo nivel de fésforo acima do qual as plantas ndo micorrizadas ndo

cresgam diferentemente das micorrizadas (T°).
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Sendo assim, 0 ponto de cruzamento entre as curvas (Figura 2.1), que equivale ao
ponto T' de JANOS (1988) ¢ de 823 mg kg™ adicionado, equivalendo a 192 mg kg' de P
disponivel no solo (Mehlich 1) . Estes dados, corroboram com os de SIBINEL (2003), que
trabalhando com a leguminosa arb6rea Mimosa artemisiana, verificou que esta é uma planta
de dependéncia micorrizicaintermediéria, deixando de responder ainoculagdo quando o nivel
de P no solo éato. O ponto T’ encontrado por este autor, foi de 815 mg kg, correspondendo
a aproximadamente a 187 mg kg* de P extraido pelo Mehlich I, sugerindo assim, que este
comportamento sgja comum em plantas pioneiras de rgpido crescimento. Rocha, et a (2006),
verificaram elevado grau de dependéncia micorrizica das mudas de Cedrela fissilis Vell
(cedro), umavez 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™ de P adicionado a0
solo, equivalendo a 134, 4 mg dm™ de P disponivel no solo extraido por Mehlich-1.

Os isolados G. etunicatum e G. clarum colonizaram as raizes da A. mearnsii, até nas
maiores doses de P adicionado (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Colonizag@o Micorrizica das mudas de Acicia mearnsii inoculadas com Fungos

Micorrizicos Arbusculares (FMAS) aos 120 dias apds a germinagdo em diferentes substratos e

doses de fésforo (Médiade 5 repeticdes).

Colonizagdo Micorrizica (%)

Tratamentos Dosesde P mg kg™
0 50 100 500 1000
Neossolo Ni Oa 0a Oa Oa Oa
Neossolo G. 7459 b 84,07 a 7551 b 62,67 b 85,57 a
clarum
Neossolo G. 85,32 a 80,94 b 83,00 b 87,20 a 76,38 b
etunicatum
TurfaNi Oa Oa Oa Oa Oa
TurfaG. clarum 77,29b 86,16 a 82,54 a 82,77 a 73,73 b
TurfaG. 85,17 a 79,74 b 8155 a 68,87 b 7799 b
etunicatum
Mecplani Ni Oa 0a Oa Oa Oa
Mecplani G. 85,32 a 89,29 a 82,33 a 82,54 a 80,50 b
clarum
Mecplani G. 85,15a 83,74 a 7792 b 80,62 b 84,44 a
etunicatum

Meédias seguidas da mesma letra, em cada dose de P adicionado, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

5%.

A colonizagdo micorrizica ndo foi detectada no tratamento n&o inoculado, o que

evidenciou a auséncia de contaminagdo entre os tratamentos. Assim, a capacidade infectiva

avaliada pela porcentagem de colonizag8o das raizes, variou com o isolado fangico inoculado,

com adose de fésforo aplicada, e com os diferentes substratos.




Figura 2.2 - Raizes de Acacia mearnsii colonizadas com isolados de Glomus clarum e Glomus etuni catum.

A maior intensidade de colonizagdo radicular das mudas de A. mearnsii, em relacdo a
dose de P adicionada, foi maior na dose O de P, no substrato mecplani inoculado com G.
clarum. Este isolado promoveu maior colonizagdo micorrizica das raizes 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 vegetagdo e no campo, embora nestas
condi¢bes outros fatores influenciam a eficiéncia dos FMAS, tais como competicdo com
outros FM As e adaptacdo ao solo e climalocal (ABBOT & ROBSON, 1992).

A maior esporulagcdo dos FMASs ocorreu nas menores doses de P adicionado (Tabela
2.2), sendo que em todas as doses de P adicionado, com , excegdo da dose de 1000 mg k™, a
maior esporulagdo foi do isolado Glomus etunicatum no substrato mecplani, seguido do
substrato turfa fértil.
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Tabela 2.2. NUmero de esporos das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAS) aos 140 dias apds a germinagdo em diferentes substratos e

doses de fésforo (Médiade 10 repeticdes).

NGmero de esporos (n™)
Tratamentos Dosesde P mg.kg™
0 50 100 500 1000
Neossolo Ni Oa Oa Oa Oa Oa
Neossolo G. 202 b 359 a 240b 158 b 193b
clarum
Neossolo G. 28la 224D 249 b 132b 163 b
etunicatum
TurfaNi Oa Oa Oa Oa Oa
Turfa G. clarum 366 b 295b 644 a 370b 318b
TurfaG. 410 a 428 a 350b 384 b 297 b
etunicatum
Mecplani Ni Oa Oa Oa Oa Oa
Mecplani G. 315b 358 a 281b 275b 198 b
clarum
Mecplani G. 736 a 367b 239Db 459 b 404 b
etunicatum

M édias seguidas da mesma em cada dose de P adicionado, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 5%.

A produgdo de esporos dos FMAs acompanhou 0 comportamento da colonizagdo
micorrizica, embora este ndo seja obrigatorio, pois ndo had uma relacdo direta entre o nimero
de esporos e a colonizagdo micorrizica. A taxa de germinagdo dos esporos é de fundamental
importéncia para este comportamento, pois pode-se ter um grande nimero de esporos e estes
possuirem baixa taxa de germinacdo, por consequéncia baixa percentagem de colonizagéo
micorrizica.

A disponibilidade de P e a fertilidade dos substratos mecplani e turfafértil, néo foram
suficientes para promover efeitos negativos na multiplicagdo e esporulagdo dos FMAS, bem
como no crescimento das plantas micorrizadas, permitindo boa colonizagdo 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 colonizacdo das mudas € de extrema
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importancia para garantir sua sobrevivéncia e estabelecimento apos o transplante para uma
area degradada de baixa fertilidade e com poucos propagulos de FMAs, (SIBINEL, 2003).

A micorrizagdo de mudas de A. mearnsii € possivel em substrato rico em fosforo, e
embora possa ndo refletir em beneficios imediatos no crescimento das plantas, pode
favorecé-las quando transplantada para areas degradadas.

O maior didametro do colo das mudas de Acacia mearnsii ocorreu nas mudas
inoculadas com Glomus etunicatum, cultivadas no substrato turfa fértil, na maior dose de
fosforo (1000 mg kg™, (Figura2.3).

Diametro do colo

1,4
1,2 A a
a aa ,a b[| bb
b b b
b b b bbb
1 bb

—~ B Neossolo Ni
§ B Neossolo + G. clarum
o O Neossolo + G. etunicatum
5 0.8 1 i
3] O Turfa Ni
3 B Turfa + G. clarum
o 06 1 O Turfa + G. etunicatum
o 0, .
g ccd o c ] Mecplanf Ni
«© O Mecplani + G. clarum
o B Mecplani + G. etunicatum

0,4

0,2

0 -
100 500 1000

Doses de P adicionado (mg.k'l)

Figura 2.3 - Diametro (cm) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMASs) aos 120 dias ap6s a germinacdo em diferentes substratos e doses de fésforo (Média de 5 repeticoes).
Meédias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado, néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
5%

A nodulagdo das mudas de A. mearnsii foram maiores quando inoculadas com 0s
isolados G. clarum e G. etunicatum, em todas as doses de P adicionada com excegdo da dose
de 1000 mg k™, onde a maior nodulacéo se deu no substrato sem inoculagdo de FMAs (Figura

2.4).
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Numero de nédulos

50 1

O Neossolo Ni

B Neossolo + G. clarum

O Neossolo + G. etunicatum
O Turfa Ni

B Turfa + G. clarum

O Turfa + G. etunicatum

B Mecplani Ni

O Mecplani + G. clarum

Numero de nédulos

B Mecplani + G. etunicatum

0 50 100 500 1000

Doses de P adicionado (mg.kg'l)

Figura 2.4 - NuUmero de nédulos das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias apds a germinagdo em diferentes substratos e doses de fosforo (Média de 5
repeticoes). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado, ndo 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 parametros estudados, sendo que 0 maior peso se deu nas mudas
produzidas nos substratos comerciais inoculados com os FMAs (Figura 2.5). O isolado G.
etunicatum promoveu maior eficiéncia no crescimento das mudas de A. mearnsii, no que se
refere a0 maior didametro e maior esporulagdo. Ja o G. clarum pormoveu maior colonizagdo
das raizes, bem como maior nodulagdo.
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Peso seco da parte aérea (g)
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Figura 2.5 - Peso (g) da parte aérea seca das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias apds a germinagdo em diferentes substratos e doses de fosforo (Média de 5
repeticoes). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%.

Os estudos com acacia negra ainda apresentam caréncias quanto a informagdes
cientificas sobre ciclagem de nutrientes, bem como sobre os aspectos de sua cultura e
utilizag&o.

A quantidade de nutrientes acumulada na parte aérea das plantas, é conseqiiéncia de
suas concentragdes e da producdo da matéria seca.

Neste trabaho, verifica-se que as maiores quantidades de nutrientes acumuladas na
parte aérea das mudas, ocorreram nos tratamentos de inoculacéo de FMAs, independente das
doses de fosforo adicionadas ao substrato de plantio.

A eficiéncia da utilizagdo dos nutrientes acumulados na parte aérea da acécia negra
pode ser atribuida a egpécie, idade e disponibilidade de nutrientes no solo. A interacéo
micorriza X substrato para a producdo das mudas, foi eficiente em todos os parametros
analisados neste trabalho, bem como nos resultados dos teores de nutrientes acumulados na
parte aéreadas mudas.

A acécia negra também mostrou-se apta para se desenvolver em solos pobres e
deficientes em bases, como o Neossolo Quartzarénico, pois apresentou grande eficiéncia no
uso do fosforo (Figura 2.6), 0 que corrobora com o trabaho de CALDEIRA et a (1999 a),
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que verificaram a grande eficiéncia da acacia negra em utilizar este nutriente para a producéo
de biomassa.

Fésforo acumulado na parte aérea

1,2 4

B Neossolo Ni

B Neossolo + G. clarum
ONeossolo + G. etunicatum
O Turfa Ni

B Turfa + G. clarum

@ Turfa + G. etunicatum

B Mecplani Ni

O Mecplani + G. clarum

M Mecplani + G. etunicatum

P acumulado g.kg™
o o
o ke

o
~

0,2

100 500
Doses de P adicionado mg.kg-1

Figura 2.6 - Teores de fésforo acumulado na parte aérea das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos
Micorrizicos Arbusculares (FMAS) aos 120 dias apds a germinacdo em diferentes substratos e doses de fosforo
(Média de 5 repeticdes). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado ndo diferem entre si
peloteste de Scott-Knott 5%.

Em todos os tratamentos de inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares, a

concentracdo de Ca na parte aérea das mudas foi maior (Figura2.7).
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Teores de Ca (g.Kg™)
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Figura 2.7 - Teores de célcio (Ca) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias apds a germinacdo em diferentes substratos e doses de fosforo (Média de 5
repeticoes). Médias seguidas da mesma letra em cada dose de P adicionado, néo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%.

Conforme ATTIWILL et al (1978), o célcio esta associado a lignificacdo das paredes
celulares, ndo sendo redistribuido internamente na planta, pois faz parte da estrutura das
paredes celulares e, portanto, é essencial nas partes novas da planta. E o elemento menos
redigtribuido na planta, pelo fato de possuir uma baixa mobilidade, porém, é o nutriente que
se acumula em maiores proporgdes ha casca das arvores de acécia negra.

Em todos os tratamentos de inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares, as
concentragdes de N na parte aérea das mudas também foi maior (Figura 2.8), podendo ser
justificadas pela sua capacidade, como espécie leguminosa, de fixar N, e pelo efeito sinérgico
da agdo das micorrizas (FRANCO et al., 1992). Segundo AUER & SILVA (1992), a Acacia

mearnsii em solos tropicais, pode fixar, até 200 kg de N ha™ ano™.
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Teores de Nitrogénio (g.kg'l)
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Figura 2.8 - Teores de nitrogénio (N) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias apds a germinacdo em diferentes substratos e doses de fésforo (Média de 5
repeticoes). Médias seguidas da mesma | etra em cada dose de P adicionado, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott 5%.

O N possui €eficiéncia de uso relativamente baixo quando comparado aos outros
nutrientes, devido aos altos teores nas folhas verdes e a retranslocagéo interna, voltando ao
solo através da queda de serrapilheira, sendo assim, novamente integrado ao ciclo
biogeoquimico.

Maiores concentracBes de nitrogénio na parte aérea das mudas de acécia negra
evidenciam o seu maior potencial de ciclagem de nutrientes, via serrapilheira, quando
comparada a outras espécies, como por exemplo o eucalipto.

As concentracBes de potassio na parte aérea das mudas de acécia negra, foram
maiores nas mudas inoculadas com os FMAs nos substratos comerciais (Figura 2.9) e séo
superiores as encontradas por PEREIRA et a (2000), que variou em torno de 8,70 g k™ .
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Figura 2.9 - Teores de potéssio (K) das mudas de Acacia mearnsii inoculadas com Fungos Micorrizicos
Arbusculares (FMAs) aos 120 dias apds a germinacdo em diferentes substratos e doses de fosforo (Média de 5
repeticoes). Médias seguidas da mesmalletra nas doses de P adiconado, ndo diferem entresi peloteste de Scott-
Knott 5%.

Todas as concentrag@os de nutrientes encontradas na parte aérea da Acacia mearnsii,
neste trabaho, sdo superiores aos vaores encontrados por CALDEIRA et al, (1999),
evidenciando que a presenca dos fungos micorrizicos contribuiram para a melhor absorcéo e
redistribuicéo dos elementos.

Mesmo apresentando uma situagdo ascendente no setor florestal, os estudos sobre a A.
mearnsii ainda apresentam caréncias quanto as informacdes cientificas basicas em relagéo a
inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e da composicdo do substrato para uma
otimizag&o da producéo de mudas desta espécie.

A interacdo significativa entre os fatores fungo x substrato x dose de P, revelou que a
Acacia mearnsii apresenta uma dependéncia intermediéria quanto a inoculacdo com fungos
micorrizicos arbusculares, e que o teor de fosforo adicionado no solo, ndo impede a sua
colonizag&o. Isto se deve ao fato, que as diferencas de eficiéncia dos FMAs em beneficiar as
plantas, sdo verificadas quando vérias espécies de FMASs sdo inoculadas em uma mesma
planta, sendo que estas diferencas podem existir até dentro de isolados de uma mesma espécie
de FMA (SAGGIN JUNIOR & LOVATO, 1995; BETHLENFALVAY et al., 1989).
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Neste sentido, CAPRONI et a (2005), observaram que quando mudas de Acacia
mangium sdo inoculadas com G. clarum, ha uma alta producdo de esporos na fase inicial do
plantio, declinando com o tempo, enquanto de Gigaspora margarita aumenta a esporulagdo
dependendo das condicbes edafocliméticas locais.

As diferencas de €ficiéncia verificadas podem ser devido a habilidade maior da
combinagé A. mearnsii, FMAs e substratos em absorver nutrientes como P e promover
nodulagdo com o rizébio. Alguns estudos sobre ciclagem, concentragdo e exportagdo de
nutrientes da acécia negra ja foram feitos no Brasil, basicamente envolvendo os
macronutrientes (CALDEIRA, et a., 1999 c). Entretanto, atualmente as pesquisas redizadas
com micronutrientes na acacia negra relacionam-se apenas aos teores de nutrientes nas fol has,
BELLOT et a (2000). E evidente a necessidade de estudos sobre a distribuicio dos
micronutrientes nos outros componentes das arvores de acécia negra, sendo fundamental para
estudos de nutrigéo, ciclagem e exportagdo dos nutrientes.

Osresultados agui encontrados, evidenciam que o substrato para a producdo de mudas
deve ser rico em compostos organicos com altas doses de P, e inoculados com o FMA
Glomus etunicatum, pois propiciam melhor crescimento das mudas, com boa formagéo do

sistemaradicular.



5 CONCLUSOES

O Glomus etunicatum apresentou-se eficiente em colonizar as raizes das mudas de
Acacia mearnsii, formando colonizagdo micorrizica mesmo em substratos com alto nivel de
fésforo adicionado.

Os substratos comerciais mecplani e turfa-fértil, foram eficientes para a promogéo do
crescimento das mudas de Acacia mearnsii, propiciando melhor crescimento das mudas, com
boa formac&o do sistemaradicular e na producdo da biomassa aérea.

A Acacia mearnsi apresentou grau de dependéncia micorrizica intermediéria, tipica

de plantas de pioneiras de crescimento rapido.



65

6 REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, L.K.; ROBSON, A.D. The effect of VA mycorrhizae on plant growth. In:
POWELL, C.L.; BAGYARAJ, D.J. VA MYCORRHIZAL S.I: CRC Press, 1992. p.113-130.

ATTIWILL, P.M.; GUTHRIE, H.B.; LEUNING, R. Nutrient cycling in a Eucalyptus oblique.
L’ Herit forest. I. Litter production and nutrient return. Australian Journal of Botany. v.261,
p.79-91, 1978.

AUER, C.G.,; SILVA, R. Fixacdo de nitrogénio em espécies arboreas. In: CARDOSO,
E.JB.N.; TSAI, SM.; NEVES, M.C.P. Microbiologia do solo. Campinas. Sociedade
Brasileira de Ciénciado Solo. 1992. p;157-172.

BELLOTE, A.F.J; SILVA, H.D.; DEDECEK, R.A. Teores de macro e micronutrientes em
aceacia negra, com trés anos de idade, plantada no Estado do Rio Grande do Sul. In. FERTBIO
2000 — BIODINAMICA DO SOLO; REUNIAO BRASILEIRA DE FERTILIDADE DO
SOLO E NUTRICAO DE PLANTAS, 24.; 2000. REUNIAO BRASILEIRA DE
BIOLOGIA DO SOLO, 3.; 2000. Resumos expandidos. Santa Mariaa SBCS/SBM: 2000.
CD-ROM.

BETHLENFALVAY, G.J.; FRANSON, R.L.; BROWN, M.S.; MIHARA, K.L. The Glycine-
Glomus-Bradyrhizobiun symbiosis. X Nutricional, morphological and physiological
responses of nodulated soybean to geografic isolates of the mycorrhizal fungus Glomus
mosseae. Physiology Plant. v.76, n.2, p .226-232, 1989.

CALDEIRA, M\V.W.; SCHUMACHER, M.V.; PEREIRA, JC.; DELLA-FLORA, JB;
SANTOS, E.M. Concentracdo e redistribuicdo de nutrientes nas folhas e no folhedo em um
povoamento de Acacia meansii De Wild. no Rio Grande do Sul. Ciéncia Florestal, v.9, n.1,
1999.

CALDEIRA, M.V.W.; SCHUMACHER, M.V.; TEDESCO, N. Crescimento de mudas
deAcacia mearnsii em funcéo de diferentes doses de vermicomposto. Scientia Forestalis,
n.57, p.161-170, 1999 a.

CALDEIRA, M.\V.W.; PEREIRA, J.C.; SCHUMACHER, M.V. Comparacdo entre as
concentracOes de nutrientes nas folhas e no folhedo em procedéncia de Acacia mearnsi
De Wild. Revista Arvore, v.23, n.4, p.489-492, 1999 c.

CALDEIRA, M.V.W.; RONDON NETO, RM.; SCHUMACHER, M.V. Avdiacdo da
eficiéncia nutricional de trés procedéncias australianas de acacia negra (Acacia mearnsii De
Wild). Revista Arvore.. v.26, n.5, p.615-620, 2002.

CAPRONI, A.L.; FRANCO, A.A,; BERBARA, R.L.L. GRANHA, JR.D.O.; MARINHO,
F.N. Fungos micorrizicos arbusculares em area estéril revegetado com Acacia mangium apos
mineracéo de bauxita. Revista Arvore, v. 29, n.3, p.373-381, 2005.

CARDOSO, E.JB.N. Interaction of mycorrhiza, phosphate and manganese in soybean. In:
AZCON-AGUILAR, C. & BAREA, JM., (eds). Mycorrhizas in integrated sysems from



66

genes to plant development. Luxembourg, Office for Official Publications of the European
Communities, 1986. p.304-306.

FRANCO, AA..; CAMPELLO, EF.C; SILVA, EM.R. & FARIA, SM. Revegetacdo de
solos degradados., Seropédica, R.J., EMBRAPA/CNPBS, 1992. 11p. (Comunicado Técnico
9).

FRANCO, A. A ; DOBEREINER, J. . A biologia do solo e a sustentabilidade dos solos
tropicais. Summa Phytopathologica. v. 20, n. 11, p. 68-74, 1994.

FERNANDES, A.B.; SIQUEIRA, JO.; MENEZES, M.A.L.; GUEDES, G.A.A. Efeito
diferenciado do P sobre o estabelecimento e efetividade da simbiose endomicorrizica em
milho e soja. Revista Brasileira Ciéncia do Solo. v.11, n.2, p.101-108, 1987.

FERREIRA, D.F. Sistemas de analise estatistica para dados balanceados.
Lavras:UFLA/DEX/SISVAR, 145p, 2000.

GRACE, C.; STRIBLEY, D.P. A safer procedure for roution staining of vesicular-arbuscular
mycorrhizal fungi. Mycological Research. v.95, n.10, p.1160-1162, 1991.

GERDEMANN, JW.; NICOLSON, T.H. Spores of mycorrhizal Endogone species extracted
from s0il by wt-sieving and decanting. Transactions of Britisch Mycological Society. v. 46,
p. 235-244, 1963.

GIOVANNETTI, M.; MOSSE, B. Na evduation of techniques for measuring vesicular
arbuscular mycorrhizal infection inroots. New Phytology. v. 84, p. 489-500, 1980.

HIGA, A.R. Desarrolo de sstemas de produccoon para acacia negra (Acacia mearsnii De
Wild). Ing Congresso Latino Americano |UFRO. Valdivia: IUFRO. O manejo sustentable
de losrecursos forestales, desafio del siglo XX1. Congresso. 1998.

HOAGLAND, D.R.; ARNON, D.I. The water culture method for growing plants without
soil. Berkely, CA: University of California, (California Agricultura Experiment Station).
Circular, 1951. 347 p.

JANOS, D.P. Mycorrhiza applications in tropical forestry: are temperate-zone approaches
appropriate? In: NG, F.S.P. Trees and mycorrhiza. 1988, p.133-188.

JENKINS, W.R. A rapid centrifugal-floration technibique for separating nematodes from soil.
Plant Disease Report , v.48, p. 692. 1964.

KAMINSKI, J.; RHEINHEIMER, D. dos S. Micorrizagéo da Pensacola afetada por culturas
precedentes. Il. Taxa de crescimento e absorcdo de fosforo. In: REUNIAO BRASILEIRA
SOBRE MICORRIZAS, I, 1994. Florianépolis, SC. Resumos...Floriandpolis, 1994, p.38.

KOSKE, R.E.; GEMMA, JN. A modified procedure for stining roots to detect VA
mycorrhizas. Mycological Research, v.92, n.4, p.468-488, 1989.



67

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.O. Micraobiologia e bioquimica do solo. Lavras: Editora
UFLA, 626p, 2002.

NEWMAN, E.EJ. A method of estimating the total lenght of root sample. Journal of
Applied Ecology. v.3, p.139-45, 1966.

PEREIRA, J.C.; CALDEIRA, M.V.W. SCHUMACHER, M.V.; HOPPE, JM.; SANTOS,
E.M. Estimativa do contetido de nutrientes em um povoamento de Acacia mearnsii De Wild
no Rio Grande do Sul — Brasil. Revista Arvore. v.24, n.2, p.-193-199, 2000.

PERRY, D.A.; MOLINA, R.; AMARANTHUS, M.P. Mycorrhizae, mycorrhizospheres and
reforestation: current knowledge and research needs. Canadian Jour nal of Forest Resear ch.
v.8, n.17, p.929-940, 1987.

ROCHA, F.S.; SAGGIN JUNIOR, O. J; SILVA, EM.R.; LIMA, W.L. Dependéncia e
resposta de mudas de cedro e fungos micorrizicos arbusculares. Pesquisa Agropecuéaria
Brasileira.v.41, n.1, p.77-84. 2006.

RHEINHEIMER, D.S.; ERNANI, P.R.; SANTOS, J.C.P. Influéncia da micorriza no
crescimento do Trifolium riograndense e na predicéo de absorcdo de fésforo por um modelo
mecanistico. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo. v.21, p.191-197, 1997.

SAGGIN JUNIOR, 0.J; LOVATO, P.E. Aplicacio de micorrizas arbusculares na produgio
de mudas e plantas micropropagadas. In: SIQUEIRA, J.O; MOREIRA, FM.S,; LOPES, A.S,;
GUILHERME, L.R.G.; FAQUIN, V.; FURTINI NETO, A.E. CARVALHO, J.G. (eds)) Inter-
relacdo fertilidade, biologia do solo e nutricdo de plantas. Vigosa,, SBCS Lavras:
UFLA/DCS, 1995. p. 725-774.

SIBINEL, A.H.M. Resposta da leguminosa Mimosa artemisiana a inoculagdo de diferentes
fungos micorrizicos arbusculares na recuperagdo de &eas degradadas. 2003. 57 f.
Dissertacdo( Mestrado em Ciéncia do Solo). Universidade Federa Rura do Rio de Janeiro.
Rio de Janeiro, 2003.

SILVA, F.C. Manual de andlises quimicas de solo, plantas e fertilizantes. Embrapa Solos,
Embrapa Informética Agropecuéria— Brasilia. 1999.

SIQUEIRA, J.O.; SAGGIN-JUNIOR, O.J. The importance of mycorrhizae association in
natura in low fertility. In. MACHADO, A. T. Poc. Int. Symposium on Environmental Stress:
maize in perspective. Anais... Sete Lagoas: EMBRAPA. 1995. p. 240-280.

SIQUEIRA, J.O. Micorrizas: forma e fungdo. In: REUNIAO BRASILEIRA SOBRE
MICORRIZAS, |, Lavras, 1995. Anais....Lavras: FAEPE, 1996, p.5-32.

TEDESCO, K.J. Extracdo smultanea de N, P, K, Ca, Mg em tecidos de plantas por
digestdo com H,0, e H,S0,. 1986. 23p. Porto Alegre, UFRGS, (Informativo Interno 01).

VICENT, JM. A manual for the practical study of root-nodule bactéria. Oxford
Blackwell Scientific Publications.1970, 164p.



68

CAPITULO 3- PRODUCAO DE MUDASDE Eucalyptusgrandis
INOCULADAS COM Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) EM
DIFERENTES DOSESDE FOSFORO

1 RESUMO

A qudidade das mudas de esséncias florestais é determinante para o éxito na
formagéo de povoamentos florestais. Estas mudas, devem apresentar vigor suficiente para
resistir ao estresse inicial do transplante, sendo importante que sgam produzidas em substrato
fértil, onde ndo tenham limitacGes de nutrientes essenciais. A simbiose com ectomicorrizas
torna possivel o estabelecimento das mudas em solos em condigbes sub Otimas de
disponibilidade de nutrientes. A ectomicorriza apresenta uma rede de hifas extracelulares que
aumenta significativamente a area de absor¢do das raizes, portanto, a adicéo de fésforo no
substrato usado em viveiro pode afetar a eficiéncia micorrizica. Assim, a maior eficiéncia
simbidtica entre Eucalyptus grandis e isolados do Pisolithus microcarpus parece ocorrer
quando os niveis de P encontram-se em nivel sub-6timo. Por isso, as mudas desenvolvidas em
viveiros devem apresentar, aém da condicdo Otima nutricional, colonizacdo com
ectomicorrizas, de modo que ela mesma sgja 0 veiculo para forgar o estabelecimento da
simbiose apds transplante no campo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
comportamento do isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) na colonizagéo radicular, e
no crescimento de mudas de Eucalyptus grandis, produzidas sob diferentes substratos e doses
de P adicionado. Os substratos utilizados na producéo das mudas foram a turfa fértil e
amostras de Neossolo Quartzarénico, e as doses de P adiconado foram 0, 25, 50, 100, 200,
400 e 800 mg kg™ . O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) mostrou-se eficiente na
promocéo do crescimento das mudas de Eucalyptus grandis em diferentes substratos e doses
de fosforo. A méxima eficiéncia smbidtica do fungo do isolado foi verificada até a dose de P
adicionada de 100 mg kg™ (15,4 mg kg™ de P extraivel Mehlich-1) no substrato turfa fértil,
sendo que sua eficiéncia tende a ser maior em menores doses de P adicionado, porém, néo foi
inibido na maior dose de P adicionado de 800 mg kg™ onde colonizou as raizes de Eucalyptus

grandis, em ambos os substratos.

Pdavras chave: Eucalipto, fungos ectomicorrizicos.
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2 INTRODUCAO

A quaidade das mudas de esséncias florestais € determinante para o éxito naformagéo de
povoamentos florestais. Estas mudas, devem apresentar vigor suficiente para resistir ao
estresse inicia do transplante (GOMES et a., 2002). No entanto, para a muda apresentar o
vigor necess&rio, € importante que seja produzida em substrato fértil, onde ndo tenha
limitagbes de nutrientes essenciais e uma boa aderéncia das raizes no substrato para evitar
plantio com raizes nuas (GRACIANO et al., 2005; GOMES et a., 2003), por isso, ha a
preferéncia por tubetes na producéo das mudas e aatafertilizagéo com NPK.

Por outro lado, a simbiose com ectomicorrizas torna possivel o estabelecimento das
mudas em solos em condigBes sub Gtimas de disponibilidade de nutrientes, ou mesmo na
presenca de poluentes de deposicéo atmosférica (BRUNNER, 2001).

A ectomicorriza apresenta uma rede de hifas extracelulares que aumenta
significativamente a &rea de absor¢éo das raizes. H4 vérias espécies capazes de redlizar a
associagdo micorrizica, entre elas, isolados do Pisolithus sp que tém formado associagdes
com egpécies de eucdipto.

A adicdo de fosforo no substrato usado em viveiro pode afetar a eficiéncia micorrizica.
Assim, a maior eficiéncia simbidtica entre Eucalyptus grandis e isolados do Pisolithus
microcarpus parece ocorrer quando os nivels de P encontram-se em nivel sub-6timo (VIEIRA
e PERES, 1988 ae b; SOARES, et d., 1990). Porém, mesmo com eficiéncia simbidtica baixa,
os elevados teores de P ndo impedem completamente a colonizacdo dasraizes.

Por isso, as mudas desenvolvidas em viveiros devem apresentar, além da condi¢éo 6tima
nutricional, colonizagdo com ectomicorrizas, de modo que €la mesma seja o veiculo para
forcar o estabelecimento da simbiose apds transplante no campo.

O sucesso da colonizag@o esta associado a obtencdo de fungos mais compativeis com a
&rea onde o eucdipto sera cultivado do que com as condi¢bes do viveiro.

No entanto, quando um isolado do fungo falha na colonizag&o, por falta de especificidade,
pode ocorrer a contaminagdo por fungos oportunistas, formando uma associagdo atipica, mas
de fécil identificag8o. Por isso, o indculo deve ser analisado, como também, o material do
substrato (BRUNDRETT él al., 2005).

A ocorréncia natural de Pisolithus em povoamentos de eucalipto € comum, porém em
viveiros ndo é téo freguente, o que €, muitas vezes atribuido a adubacdo do substrato com
altas doses de fésforo (SOARES et dl., 1990).
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O mecanismo pelo qua o teor de P no substrato prejudica a colonizagdo ainda ndo esta
elucidado. Como a formago e a simbiose da micorriza ndo € um processo controlado so pela
planta ou s6 pelo ambiente, onde se inclui solo e clima, o teor sub 6timo de P parece estimular
a formagéo da associagdo, mas deve haver um ajustamento entre os fatores envolvidos,
especialmente na disponibilidade de &gua e nutrientes, de modo que a planta possa modular a
sua atividade fenoldgica, adequando a sua demanda & habilidade do solo em atendé-la
(GRACIANO et dl., 2005; SMITH & READ, 1997).

N&o hd umaexplicitacdo sobre os teores adequados de fésforo nos substratos para obter-se
as mudas em viveiros, bem como, os teores que afetam negativa ou postivamente a
colonizagdo micorrizica, até porque, sdo utilizados diferentes tipos de substratos e diferentes
extratores para sua avaliagdo. Soares et a (1990), relatam que teores extraidos com Mehlich
1, acima de 13 mg kg™ em solo argiloso arenoso, textura 2 parao Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, nivel médio a alto (COMISSAO QUIMICA DE FERTILIDADE DO SOLO, 2004),
seria o teor que inibiria completamente a formag&o da micorrizagdo. Este valor seria atingido
com a adicdo maior que 75 mg Kg™ de P. JAVIEIRA & PERES (1988 b) obtiveram 50% de
colonizagdo com teor de P similar.

Como nos viveiros produtores de mudas de Eucalyptus sp do Rio Grande do Sul, ndo séo
adotadas as técnicas de inoculagd com fungos ectomicorrizicos, e como ha uma rapida
expansdo neste Egado de &eas com cultivo de eucalipto, as mudas colonizadas com
ectomicorrizas responderiam favoravelmente, especialmente em solos com baixa fertilidade
natural (BRUNDRETT et al., 2005). Sendo assim, hé a necessidade de se avdiar a partir de
que grau de fertilizacdo com fdsforo no substrato no viveiro ocorre a inibigdo da formacéo
desta associagdo, afetando o seu desenvolvimento pés transplante, e por outro lado, €
importante identificar a presenca da colonizagdo antes de transferir as mudas para as &reas de
cultivo.

O presente estudo teve como objetivo avaiar o comportamento do isolado Pisolithus
microcarpus (UFSC Pt 116) na colonizagdo e no crescimento de mudas de Eucalyptus

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

3.1 Isolados de fungos ectomicorrizicos.

O isolado de fungo ectomicorrizico testado neste experimento, oriundo de plantages de
Eucalyptus spp foi doado pelo Laboratério de Ectomicorrizas do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina e multiplicado no
Laboratério de Biologia do Solo e Microbiologia Professor Marcos Rubens Fries da
Universidade Federa de Santa Maria.

O isolado foi mantido em meio de cultura solido Melin-Norkrans Modificado (MNM —
MARX, 1969), no interior de placas de Petri (9cm de didmetro), em estufa a 25° C e foi
multiplicado a partir de culturas da colecdo, aravés de repicagens para 0 meio da mesma

composi¢do, sob condicOes assépticas.

3.2 Producéo de in6culo de fungo ectomicorrizico.

O indculo do fECM foi obtido inicialmente & partir da multiplicagdo e crescimento de
culturas da colecéo apos trinta dias. Em seguida, foram feitas suspensdes micelianas em 25
mL de MNM liquido em erlenmeyers de 250 mL, a partir de discos de 8mm de diédmetro
obtidos das culturas em placa, seguindo-se de incubagdo a 25° C, durante 30 dias.

ApOs esse periodo, o contelido 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 liquido, em frascos de
vidraria tipo conserva de 900 mL. A misturafoi previamente esterilizada em autoclave a 121°
C, durante 60 minutos, antes da adicdo do meio. Posteriormente, foi redizada a eterilizagcéo
pelo periodo de 20 minutos sob as mesmas condi¢Bes de temperatura e pressdo. Apos, foi
inoculado o fungo UFSC Pt 116, no meio. Os frascos foram mantidos em estufa a 25° C para

0 crescimento miceliano, durante 90 dias (Figura 3).
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Figura 3 - Inoculo de Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, crescidos em substrato solido, turfa e
vermiculitae meio de cultruraem estufaa 25° C por 90 dias.

3.3 Substrato de plantio das mudas de Eucalyptus grandis.

O substrato de plantio foi composto pelo substrato turfa fértii e amostras de solo
Neossolo Quartzarénico. O substrato turfa fértil foi produzido pela empresa Floresta S.A. A
composicdo do substrato foi de turfa, perlita, calcario aditivado com fertilizante naturd,
apresentando as seguintes caracteristicas quimicas. pH = 6,5; P=39,55mgL™; K =82 mgL"
L' Al=0,Ca=53cml.L* e Mg =33 cmol.L™. A proporcdo do substrato foi de turfa-
vermiculita (1:3) (v/v). O Neossolo Quartzarénico apresentou as seguintes caracterigticas
quimicas pH=4,7;P=8mgL™*; K=30mgL™; Al =0,6 cmol .L™; Ca= 0,3 cmol (L™ eMg
=0,1 cmol L e também foi misturado & vermiculita na proporcdo de (1:3) (v/v). Ambos 0s
substratos, foram previamente esterilizados em autoclave a 121° C, durante 60 minutos, trés
vezes consecutivas, com um intervalo de 24 horas entre cada esterilizagdo. Nos substratos, foi
adicionada soluggo nutritiva contendo os seguintes elementos (mg kg'™), baseados em ALVES
eta., (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 Fosforo.

Para o fosforo foram testadas sete doses adicionadas no substrato de plantio: O; 25; 50;
100; 200, 400, 800 mg kg*, com base em estudos preliminares de ALVES et d., (2001).
Neste estudo, foi utilizado P soltvel, na forma de Ca(H,PO,),.H,0O, administrado em solugdo
a0 substrato de plantio das sementes. ApOs a colheita das mudas foi extraido o fdsforo
disponivel pelo méodo de Mehlich 1, correspondendo a0,5; 4,8; 8,8; 15,4; 33; 140 e 310 mg
kg' no substrato turfa fértil e 0,3; 3,7; 7,5; 13,2; 21; 110; 280 mg kg* no Neossolo

Quartzarénico.
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3.5 Sementes

As sementes de Eucalyptus grandis foram obtidas na Estacdo Experimental de
Silvicultura de Santa Maria— FEPAGRO. As mesmas foram pré germinadas durante trés dias
sob agitacdo. Para isso, foram inicialmente desinfestadas em &lcool 70% por 30 segundos,
lavadas em &gua dedtilada, e transferidas para uma solugdo de germinacdo de acido borico
(3mM), glicose (2 g L) e sulfato de célcio (500 uM), a pH 5,7.

3.6 Montagem e condugéo do experimento.

A inoculagdo do Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foi nho momento da semeadura,
adicionando-se 10% (v/v) do inoculante, previamente lavado com &gua dedilada estéril
(ALVES et al., 2001). A homogeneizag&o do inoculo foi feita manualmente, com uso de luvas
descartaveis. O tratamento testemunha recebeu a mesma quantidade da mistura turfa-
vermiculitasMNM n&o inoculada, e submetida as mesmas condi¢des de manuten¢do que o
inoculante.

Os substratos inoculados foram distribuidos em tubetes conicos de PVC de 50 cm’,
previamente desinfestados com solugdo de hipoclorito de sddio 1%. Os tubetes foram
etiquetados de acordo com o tratamento e distribuidos em bandegjas aeatoriamente. Cada
tubete recebeu 5 sementes de E. grandis, depositadas a gproximadamente 1 cm de
profundidade, que foram recobertas com o substrato. O contelido dos tubetes, foi em seguida

irrigado com &gua destilada. Ap6s ainoculagéo e o plantio, as mudas foram mantidas em casa

de vegetacdo por 120 dias e irrigadas diariamente com &guadestilada (Figura 3.1).

. . : S L ™ L ]

Figura 3.1 - Mudas de Eucalyptus grandis inocul adas com Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116 ) aos
120 dias apds a germinacdo em casa de vegetacao.
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Para cada combinagdo de substrato x isolado fungico e dose de P, foram feitas 10
repeticoes. Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado,
com rodizio semanal dos tubetes. Quatro semanas apos o plantio, quando as mudas ja estavam

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

3.7 Avaliacdo da coloniza¢do micorrizica, altura e diamter o das mudas inoculadas com

fungos ectomicorrizicos.

Ap0s quatro meses de crescimento, as mudas foram retiradas dos tubetes e analisadas
quanto a percentagem de colonizagéo radicular, alturae diametro do caule. A determinagdo
da percentagem de colonizagdo radicular foi feita pela técnica das intersegBes de
GIOVANETTI & MOSSE (1980), modificado por BRUNDRETT et a (1996). As raizes
foram colocadas em &gua para facilitar a separagdo do substrato de plantio, e foram lavadas
cuidadosamente em &gua corrente. Na sequéncia foram medidos o didmetro e altura das
mudas.

As raizes foram cortadas em secdes de 2 cm constituindo a amostra destinada a avaliar
a colonizag&o micorrizica. Esta amostrafoi conservada em solucdo de FAA (5% de formaina
a 40%; 5% de &cido acético e 90% de &lcool etilico a 50%), segundo KORMANIK & MC
GROW (1982) até o momento da avaliagéo.

As amostras de raizes mantidas em FAA foram espalhadas aleatoriamente no interior
de placas de Petri (didmetro de 9 cm) apresentando a superficie inferior reticulada em
quadrados de 1,27 cm de lado, para determinagdo da colonizag&o radicular. As raizes assim
distribuidas foram observadas em lupa binocular (30X), registrando-se a presenca ou auséncia
de colonizag&o micorrizica nos pontos de interseccdo entre asraizes e as linhas da placa.

Os dados, foram testados quanto & sua homogeneidade e submetidos a andise de
varidncia e teste de média (Tukey 5%) e regressGo polinominal, utilizando-se dos
procedimentos disponivels no programaestatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo das mudas de Eucalyptus grandis produzidas na casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Santa Maria, em diferentes substratos e doses de P e

inoculadas com fungos ectomicor rizicos.

4.1.1 Colonizagdo micorrizica das mudas de E. grandis produzidas no substrato turfa-

fértil.

Foram observadas diferencas significativas promovidas pela dose de P adicionada as
mudas de E. grandis e pela inoculagdo do isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) nos
diferentes substratos, considerados separadamente, sobre todos os paramétros analisados de
E. grandis. Asinteragdes entre os dois fatores (doses de P e tratamentos de inoculagdo) foram
observadas neste estudo.

Foi verificado aumento no crescimento na parte aérea das mudas e no didmetro do
caule, e efeito significativo sobre a colonizacdo das mudas pelos fungos ectomicorrizicos
com a adigéo crescente das doses de P. Por outro lado, o teor de P adicionado, promoveu
menor colonizagdo das raizes das mudas de E. grandis, nas maiores doses de P extraivel por
Mehlich -1, porém, ndo as inibiu.

O isolado de fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116) foi capaz
de colonizar as raizes do E.grandis, produzidas no substrato turfa fértil, com diferente grau de

intensidade, variando com adose de P adicionado (Figura 3.2).
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Figura 3.2 - Rdacéo entre a dose de P adicionada e a percentagem de colonizac8o de mudas de Eucalyptus
grandis inoculadas com isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, sob condicdes de casa de vegetacdo no
substrato turfa fértil. Y = -0,192X + 2,0910 ; R? = 0,720*. Dados transformados para Oy + 0,5, onde y= % de
colonizagdo, (*) significativo (p<- 0,05).

O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), promoveu maior colonizaggo das
raizes de E. grandis nas menores doses de P adicionado e extraivel por Mehlich-1. Assim nos
tratamentos que receberam 25 e 50 mg kg™, as percentagens de colonizagéo foram 75,74% e
75,71%, respectivamente ndo diferindo significativamente entre si. Porém, observa-se que
ocorreu colonizagd mesmo sem adi¢do de P, e também nas maiores doses adicionadas (800
mg kg™).

E importante salientar, que o teor 6timo de P no solo para a méxima eficiéncia do
fungo ndo é suficiente para a producdo econdmica das mudas. Soares (1986) cita em seu
trabalho que os teores de P usados na formagdo das mudas de eucalipto em viveiro é dto e
inibe a colonizagdo do fungo. Vieraet al (1988), verificaram que a colonizag&o das raizes de
Eucalyptus grandis pelo Pisolithus tinctorius foi significativamente inibida pelo teor de P
extraivel do solo superior a11,1 ppm; o que ndo ocorreu neste trabaho, pois na maior dose de
P extraivel por Mehlich-1 (310 mg kg™) a colonizagéo foi de 56,51%.

N&o foi observada colonizagdo ectomicorrizica no tratamento testemunha sem
inoculagdo, o que evidencia a auséncia de contaminagdo 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 sdo normamente produzidas em niveis atos de P, estes resultados
evidenciam que, provavelmente, para selecdo de fungos mais eficientes, deverdo ser utilizados
dois niveis de P; o nivel 6timo para a maxima eficiéncia simbidtica, onde serdo selecionados
os fungos mais eficientes, e um nivel mais ato, onde sera constatada a capacidade dagueles
fungos de formarem micorrizas em solos com niveis maiores de P disponivel.

Diante da grande variabilidade ecotipica encontrada entre isolados de uma mesma
espécie de fungo ectomicorrizico (TRAPPE, 1977), poderd haver um comportamento
diferenciado entre os microssimbiontes quando colocados nesses dois niveis de fosforo.

A sdecdo de fungos ectomicorrizicos eficientes seria feito, portanto, com base na
capacidade simbidtica demonstrada em baixo nivel de P e na capacidade de formar micorrizas
em um nivel maior de P disponivel.

As concentragBes de P adicionado de 25 e 50 mg kg'* promoveram maior percentagem
de colonizag&o nas mudas inoculadas (75,74% e 75,71%) respectivamente. Além disso, pode-
se observar um comportamento linear decrescente na colonizag@o das raizes das mudas de E.
grandis pelo isolado UFSC- Pt 116, em resposta a0 aumento da dose de P adicionado a0
substrato de plantio. A andlise de regressdo indicou uma correlacdo negativa entre as
diferentes concentragGes de P aplicadas no substrato de plantio e os valores de colonizagdo
das mudas de E.grandis inoculadas com o isolado UFSC-Pt 116.

Souza (2003), trabahando com vérios isolados de fungos ectomicorrizicos, verificou
que as doses de P adicionados de 40 e 80 mg kg* que eram consideradas as maiores,
inibiram a colonizagdo micorrizica das mudas de E. dunnii, com exce¢do das mudas
inoculadas com o isolado UFSC - Pt 116 a40 mg kg, Vieiraet. al (1988), verificaram que a
maior taxa de colonizagdo das mudas de E. grandis inoculadas com Pisolithus tinctorius,

ocorreram nas doses de 23,47 e 94 ppm de P adicionado.

4.1.2 — Colonizacdo micorrizica das mudas de E. grandis produzidas em amostras de
Neossolo Quar tzar énico.

O isolado de fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC-Pt 116) colonizou
as raizes do E.grandis, produzidas no substrato Neossolo Quartzarénico, com diferente grau

de intensidade, variando com a dose de P adicionado (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Reacdo entre a dose de P adicionado e a percentagem de colonizacdo de mudas de Eucalyptus
grandis inoculadas com isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, sob condi¢des de casa de vegetacdo em
amostras de Neossol 0 Quartzarénico.

A maior colonizagdo das raizes, se deu nas menores doses de P adicionado e extraivel
por Mehlich — 1, sendo que nas doses de 25 e 50 mg kg™, a percentagem de colonizaco foi de
75 e 56% respectivamente, diferindo significativamente entre .

Neste substrato, a taxa de colonizag&o das raizes das mudas pelo fungo, foi menor do
gue no substrato turfa fértil. Este fato, pode ser atribuido as diferencas 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 diametro do colo das mudasde E. grandis produzidas no substrato turfa
fértil.

O crescimento das mudas de E. grandis n&o inoculadas com o isolado Pisolithus
microcarpus (UFSC Pt 116), avaliado pela atura e didmetro do caule respondeu

positivamente & adi¢do de P, aumentando com o valor da dose adicionada (Tabela 3).

Tabela 3 - Alturae didmetro do colo de mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus microcarpus
(UFSC - Pt 116), no substrato turfa fértil, aos 120 dias apds a germinagdo, na presenca de diferentes doses de
fosforo, sob condicdes de casa de vegetagdo. (Médiade 10 repeticoes).

DosesdeP P extraivel Altura Diémetro
adicionado (Mehlich-1) cm mm
Mg kg' mgkg'  Testemunha UFSC Tesemunha UFSC
Pt 116 Pt 116
0 05 18,6 BC" 31,1Aa 2,6 Bc 45Aa
25 48 18,7 Bc 28,9 Ab 2,8Bc 45Aa
50 8,8 23,6 Bc 28,1 Ab 3,5Bb 45Aa
100 15,4 24,5Bc 25,5 Ab 3,8Ab 3,9 Ab
200 33,0 24,8 Bc 24,6 Bb 39Aa 3,8 Ab
400 140,0 29,2 Ab 24,1 Bb 4,0Aa 3,7Bb
800 310,0 30,6 Aa 20,1 Bc 42 Aa 3,6 Ab

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha (maiGscula) ou na coluna (mindscula), ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<-0,05).
* significatio (p<_0,5); ** ndo significativo (p<_0,01).

EquagBes de regressdo: Altura da Testemunha: Y= 19,635 + 4,0062X - 0,4905X? R? = 0,7733 *
Alturado UFSC Pt 116: Y = 21,852 + 4,1409 X - 0,4218 X2, R? = 0,9245**
Diametroda Testemunha: Y =3,5269 + 0,3307X - 0,0304X?, R* = 0,824*
Diametrodo UFSC Pt 116: Y = 3,1759 + 0,188X , R?=0,5033 **

As mudas inoculadas com o isolado UFSC-Pt 116 apresentaram altura superior a das
mudas do tratamento testemunha, até a dose de 100 mg kg™ de P adicionado e 15,4 mg kg™ de
P disponivel por Mehlich -1, caracteristica tipica de mudas inoculadas e ndo inoculadas com
fungos micorrizicos.

Houve uma correlagdo positiva entre atura das mudas inoculadas com as ndo
inoculadas nas diferentes concentragdes de P adicionado.

Nas mudas inoculadas com o UFSC- Pt 116, observa-se que quanto maior adose de P,
menor a sua atura, independente da taxa de colonizagdo. Segundo HARLEY (1978), a

auséncia de efeitos das ectomicorrizas no crescimento das plantas na presenca de altos niveis
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de P esta provavelmente relacionada a um dreno de fotossintatos do hospedeiro pelo fungo
micorrizico.

Nas mudas inoculadas, a maior altura (31,1 cm), se deu na dose O de P adicionado (
0,5 mg kg™* Mehlich -1), sequida das doses de 25 e 50 mg kg™, e nas néo inoculadas, a maior
altura ocorreu na dose 800 mg kg” (30,6 cm). Isto se deve a0 fato, que a fertilidade do
substrato, na auséncia de isolado de fungo ectomicorrizico, foi suficiente para promover o
maior crescimento das mudas.

Houve um incremento no diémetro do caule das mudas de E.grandis com o aumento
do teor de P nas mudas néo inoculadas sendo possivel observar diferencgas significativas entre
os tratamentos de inoculagdo de fungo ectomicorrizico. (Tabela 3).

As analises de regressdo indicam uma correlacdo negativa entre o diémetro do caule
das mudas de E.grandis inoculadas com o Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), e as

diferentes concentragdes de P adicionado.

414 Altura e didmetro do caule das mudas de E. grandis produzidas no substrato
Neossolo Quar tzar énico.

O crescimento das mudas ndo inoculadas com UFSC Pt 116, avaliado pela atura e
didmetro do caule respondeu positivamente a adi¢do de P, aumentando com o valor da dose
adicionada (Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Alturae didmetro do colo de mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com Pisolithus microcarpus
(UFSC - Pt 116), em amostras de Neossolo Quartzarénico, aos 120 dias apds a germinacdo, na presenca de
diferentes doses de fésforo, sob condicies de casa de vegetagdo. (M édia de 10 repeti¢cOes).

DosesdeP P extraivel Altura Diametro
adicionado (Mehlich-1) cm mm

mg kg™’ mgkg®  Tesemunha UFSC Testemunha UFSC
Pt 116 Pt 116
0 0,3 12,8Bb" 19,0 Aa 2,6 Ac 29Ac
25 37 13,2Bb 17,7 Ab 2,8Ac 29Ac
50 75 14,5Bb 16,5 Ab 3,6 Ab 3,9Ab
100 13,2 15,2Bb 15,8 Bb 3,7 Ab 3,7Ab
200 21,0 16 Aa 14,9 Bb 45Aa 45 Aa
400 110,0 16,8 Aa 14,4 Bb 4,0 Aab 4,4Ba
800 280,0 17 Aa 125Bc 45 Aab 4,6 Aa

"Médias seguidas pela mesma letra, na linha (maiGscula) ou na coluna (minGscula), ndo diferem
significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p<-0,05).
* gdignificatio (p<_0,5); ** significativo (p<_0,01); ™ ndo significativo a 5%.
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EquagBes de regressdo: Altura da Testemunha: Y= 19,635 + 26,739X + 0,6241X% R? =0,2702 "*
Alturado UFSC Pt 116: Y = 19,580 + 4,0241 X - 0,3966 X2, R® = 0,8637**
Diametroda Testemunha: Y = 3,1628 + 0,1689X ; R* = 0,4845™
Diametro do UFSC Pt 116: Y = 3,0502 + 0,6677X - 0,0617X?, R?=0,7839"™

As mudas inoculadas com o isolado UFSC Pt 116, apresentaram dtura superior a das
mudas do tratamento testemunha até a dose 100 mg kg de P adicionado e 13,2 mg kg™ de P
extraivel por Mehlich-1 (Tabela 3.1), seguindo o padr@ 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 dtura, mostrando o efeito detrimental do P no
estabelecimento da colonizagdo das mudas de E.grandis pelo isolado UFSC Pt 116.

O crescimento micotréfico das mudas inoculadas, somente foi maior, nos tratamentos
onde o P extraivel erade 13,2 mg kg™, apesar das elevadas taxas de colonizagio das mudas.

Houve um incremento no diémetro do caule das mudas de E.grandis com o aumento
do teor de P adicionado nas mudas ndo inoculadas e inoculadas com o isolado UFSC Pt116,
sendo possivel observar diferencas significativas entre os tratamentos.

Com base nos resultados aqui encontrados, evidencia-se a importancia de se produzir
mudas de Eucalyptus grandis em viveiros, inoculadas com isolados de fungos
ectomicorrizicos. Neste trabaho, o Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), foi eficiente em
promover o melhor crescimento das mudas em diferentes substratos e doses de fosforo.

A méxima eficiéncia simbidtica do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus
(UFSC Pt 116) foi verificada até a dose de P adicionado de 100 mg kg (15,4 mg kg™ de P
extraivel Mehlich-1) no substrato turfa fértil e de 13,2 mg kg™ de P extraivel Mehlich — 1 no
Neossolo Quartzarénico, confirmando aindicagéo de SOARES et d ., (1990).

A eficiéncia deste isolado tende a ser maior em menores doses de P adicionado,
porém, ndo foi inibido na maior dose de P adicionado de 800 mg kg, onde colonizou as
raizes de Eucalyptus grandis, em ambos 0s substraos.

Sendo assim, foi escolhido o substrato turfa fértil e a dose de P adicionado de 50 mg
kg" como sendo os melhores tratamentos para a producéo de mudas de Eucalyptus grandis
inoculadas com Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) em casa de vegetagdo, e também, para
serem levadas a campo, em areas de baixa fertilidade, em Neossolo Quartzarénico ocorrentes

no municipio de S&o Francisco de Assis— RS, (Ver capitulo 4).
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5 CONCLUSOES

O isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) mostrou-se eficiente na promogéo do
crescimento das mudas de Eucalyptus grandis em diferentes substratos e doses de fosforo.

A méxima eficiéncia simbidtica do fungo ectomicorrizico Pisolithus microcarpus
(UFSC Pt 116) foi verificada até a dose de P adicionada de 100 mg kg™ (15,4 mg kg™ de P
extraivel Mehlich-1) no substrato turfa fértil, e de 13,2 mg kg™ de P extraivel por Mehlich — 1
no Neossolo Quartzarénico.

A eficiéncia deste isolado tende a ser maior em menores doses de P adicionado,
porém, ndo foi inibido namaior dose de P adicionado de 800 mg kg™ onde colonizou as raizes

de Eucalyptus grandis, em ambos 0s substratos.
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CAPITULO 4—ESTABELECIMENTO DE MUDAS DE Eucalyptus
grandisHILLEX MAIDEN MICORRIZADA COM Pisolithus microcarpus
(UFSC Pt 116) EM SOLO SUJEITO A ARENIZACAO

1 RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia e o crescimento inicial de
mudas de Eucalyptus grandis micorrizadas na sua formagé com o isolado de fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), g0s o transplante para uma &ea
sujeita a arenizagdo no municipio de Sdo Francisco de Assis — RS. A area foi dividida em 4
blocos, cadaqua com 4 tratamentos (turfa fértil com fungo, turfa fértil sem fungo, Neossolo
Quartzarénico com fungo, Neossolo Quartzarénico sem fungo). Cada parcela foi composta
por 16 mudas dispostas em 4 linhas no espagamento de 1,5 m x 1,5 m, totalizando em cada
bloco 64 mudas. Aos 90 dias apos o plantio no campo, as mudas de Eucalyptus grandis
produzidas no substrato turfa fértil com fungo, apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de
100%, enquanto que as produzidas em turfa fértil sem fungo a taxa de sobrevivéncia foi de
92,18%. As mudas produzidas no Neossolo Quartzarénico com fungo e sem fungo, tiveram
uma taxa de sobrevivéncia variando em torno de 98,43 e 89,06% respectivamente. Em todas
as avaliagOes as mudas produzidas com turfa e fungo, foram as que apresentaram maior
crescimento em adtura, didmetro do caule, e as que acumularam maior quantidade de
nutrientes na parte aérea das mudas. Este trabaho 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

&reas arenosas do municipio de S&o Francisco de Assis- RS.

Palavras chave: Fungos ectomicorrizicos, fésforo e areais.
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2 INTRODUCAO

O eucdlipto tém a capacidade de formar dois tipos de micorrizas, a arbuscular e a
ectomicorriza (ZAMBOLIM & BARROS, 1982), sendo predominantemente as
ectomicorrizas responsaveis no estabeecimento dessas espécies em solos pobres em
nutrientes.A presenca destes fungos nas mudas, favorecem o estabelecimento e sobrevivéncia
da planta no campo, pelo aumento na capacidade de absorgéo de nutrientes, aumento na
longevidade de raizes, proteg@o contra patdgenos, aumento no rendimento de massa seca e na
absorcdo de fosforo (BARROS, 1978).

A necessidade de produzir mudas destinadas a éreas especificas, com caracteristicas
definidas, se deve a0 fato de que estas mudas, sGo geramente frégeis, necessitando de
protecéo inicial e de mangjo adequado para se obter maior uniformizagéo de crescimento.

Para que haja éxito na implantacio das mudas de Eucalipto, em &reas com condi¢Oes
precérias, ha necessidade de que elas cresgcam em substrato com nutrientes suficientes para o
arranque inicial, mas com fésforo aaxo do limite que dificulte a sua colonizagdo com
ectomicorrizas, para que a colonizacdo ocorra e sobreviva pos plantio.

A importéncia dos fungos ectomicorrizicos para o crescimento e desenvolvimento de
mudas de Eucalyptus grandis estd bem documentada, porém embora experimentos em casa de
vegetacdo constatam a necessidade de inoculagdo das mudas, sé0 poucos os trabahos que
demonstram a adequabilidade desta inoculagéo para melhorar o desempenho das mudas no
campo.

Os fungos ectomicorrizicos sdo fisiolégica e ecologicamente diversos, e uma forte
variagdo ecotipica é encontrada entre isolados de uma mesma espécie (TRAPPE, 1977).
Baseado na variagdo exigtente entre os fungos micorrizicos em colonizar as mudas de
Eucalyptus, é necessario que, gpds ter selecionado o isolado, estes devam ser testados quanto
a sua eficiéncia na promocdo do crescimento das mudas no campo, em especial nas &reas de
implantagéo do povoamento.

A Sudoeste do Rio Grande do Sul existem areas com Neossolos Quartzarénicos que
esto sujeitas aos processos de arenizagdo. Esta ocorréncia é associada ao substrato arenitico,
mapeado para a regido Sudoeste como formagdo Botucatu, com cobertura vegetal
predominante de graminea. Moller et al (1975) afirmaram haver no municipio de S&o
Francisco de Assis, cerca de 432 ha de &reas arenosas. Hoje, avalia-se que ja sGo mais de 5
mil hectares cobertos por dunas, numa area que abrange dez municipios galichos, entre eles,

S8 Francisco de Assis, (Kaminski, 2006, comunicagéo pessoal). A fragilidade desse solo
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deriva de sua dificuldade em compensar as perturbacOes impostas pela acdo antrOprica,
notado pela suscetibilidade natural a erosdo hidrica e edlica, que contribuem para sua
degradac@o. Estas caracteristicas dificultam a utilizagdo econdmica e/ou ecoldgica deste solo.
Estas &reas estdo sendo destinadas para o plantio de esséncias florestais, como eucdiptos,
pinus e acécia negra. Mas a dificuldade dos solos arenosos em reter &gua e nutrientes é fator
que dificulta a manutencdo e o desenvolvimento da vegetac&o nessas &reas, sendo importante
a busca de dternativas, que sdo baseadas, na producdo das mudas em substratos férteis e
micorrizadas com fungos ectomicorrizicos.

Este trabaho teve como objetivo, avaliar a sobrevivéncia e o crescimento inicial de
mudas de Eucalyputs grandis micorrizadas na sua formacdo com o fungo ectomicorrizico
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), apds o transplante parauma érea sujeita a arenizacdo

no municipio de S&o Francisco de Assis— RS.
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3MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em agosto de 2005, na Fazenda Ynhacunda de
propriedade do Sr.Nelci Salbego, situada no 1° Distrito de S&o Francisco de AsSis, no
municipio de S&o Francisco de Assis — RS, altitude de 62 metros, 23° 13' 25,2” Latitude Sul,
44° 44 58,7" Longitude Oeste, em uma &rea sujeita a0 processo de arenizagdo. O solo foi
classificado como Neossolo Quartzarénico, que apresentou as seguintes caracterigticas
quimicas, segundo métodos do Laboratério de Rotina de Andlise de Solo da Universidade
Federal de Santa Maria: pH = 5,1; Al = 0,5 cmol/L; CatMg = 0,5cmol/dm?®; P=8,0 mg/L
(Mehlich—1) eK =48 mg/L.

As mudas de Eucalyptus grandis Hillex Maiden foram produzidas em casa de
vegetagdo da Universidade Federal de Santa Maria, por 120 dias em tubetes de 50 cm® de
capacidade, constituindo-se de diferentes tratamentos de substrato, doses de fosforo e
inoculacdo de fungo ectomicorrizico, conforme descrito no capitulo 3. Os subgtratos
utilizados na producdo das mudas foram turfa fértil e 0 solo Neossolo Quartzarénico. Neste
estudo foi utilizado o P soltvel, na forma de Ca(H,PO,)..H,O administrado em solucéo 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 fosforo, que melhor responderam em casa de vegetagdo aos pardmetros de
crescimentos avaliados, como atura, didmetro do colo e percentagem de colonizag&o. Estas
mudas foram transplantadas em covas de 20 cm x 20 cm e adubadas com NPK 30 10 30,
segundo recomendacdes de GONCALVES (1994).

O delineamento experimental utilizado no campo foi em blocos a0 acaso, com 4
tratamentos (turfa com fungo, turfa sem fungo, Neossolo Quartzarénico com fungo e
Neossolo Quartzarénico sem fungo), e 4 repeti¢cdes. Cada bloco foi composto por 64 mudas,
sendo 16 de cadatratamento, dispostas em 4 linhas no espagcamento de 1,5 x 1,5 m.

ApGs o plantio, as mudas foram irrigadas com 5 litros de égua (Figura 4).
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Figura 4 - Disposi¢ao dos blocos e das parcelas da érea experimental no municipio de Sao Francisco de Assis—
RS.

Devido a presenca de formigas salvas, a cada 15 dias um controle foi realizado na
area, gplicando o formicida Klap (Fenil Pirazol) em solucéo.

As avaliacbes foram aos 90, 120, 150, 270, 330 e 360 dias apos o plantio (DAP), onde
avaliou-se a sobrevivéncia das mudas de Eucalyptus grandis, bem como atura e didmetro do
colo das mudas. Aos 120 DAP, foi feita uma nova adubacdo de NPK 30 10 30 nas covas,
colocando-se 100 gramas em cada cova.

Aos 360 dias, foram coletadas trés folhas recém maduras, para avaliagdo dos teores de
P, K, Mg e Cadaparte aérea das mudas de Eucalyptus grandis.

Egtas foram secas a 65° C em estufa com circulagdo de ar, até atingir peso constante.
Foram entdo moidas e digeridas com extrator nitro-perclérico (2:1) para extragdo 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 absor¢éo atbmica.

A colonizagcdo micorrizica das raizes e egporulacdo dos fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) no inicio da instalacdo do experimento e aos 360 dias apds o plantio,
também foram determinados.

Na avaliagdo da colonizacdo micorrizica, as raizes foram observadas a olho nd, e
também, clarificadas e coradas, segundo a metodologia de KOSKE & GEMMA (1989) e
GRACE & STRIBLEY (1991). A porcentagem do comprimento de raizes colonizadas foi
avaliada pedo méodo da interseccdo em placa quadriculada descrito no trabalho de
GIOVANETTI & MOSSE (1980), adaptado a partir do método de medidas de comprimento
deraizesde NEWMAN (1966).

Para a quantificacdo da densidade de esporos dos FMAS, amostras de solos em cada

cova, foram coletadas e 0 processo de extracdo de esporos se deu pelo método de
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peneiramento Umido (GERDEMANN & NICHOLSON, 1963) e centrifugagdo em sacarose
40% (JENKINS, 1964).
Os dados foram testados quanto a sua normalidade e submetidos a andlise de variancia

e teste de médias (Tukey, 5%), utilizando-se dos procedimentos disponiveis no programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

No momento do plantio das mudas de Eucalyptus grandis, foram encontrados em cada
cova, cerca de 25 esporos de fungos micorrizicos 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 Scutel ogpora heterogama Nicolson & Gerdemann.

Ap0s 360 dias da instalacdo do experimento, uma nova avaliacdo da esporulagdo 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 inicio da instalagdo do experimento. Estes dados,
revelam a capacidade dos fungos micorrizicos arbusculares em se multiplicarem nas &reas
sujeitas ao processo de arenizagdo.

Quanto as avaliagbes redlizadas, os resultados obtidos mostram diferencas
significativas promovidas pelo tipo de substrato e a presenca do isolado Pisolithus
microcarpus UFSC — Pt 116 sobre a sobrevivéncia das mudas, altura, didmetro, e teores de
nutrientes na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis.

Aos 90 dias apds o plantio (DAP) a percentagem de mudas vivas no campo variou
entre 89,06 e 100 % (Tabela4).

Tabela 4 - Sobrevivéncia nos blocos das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e
inoculadas ou ndo com fungo ectomicorrizico UFSC — Pt 116, aos 90 dias apos o plantio em S&o Francisco de
Assis, - RS.

Tratamento NUmero de mudas vivas % de mudas vivas
Turfacom Fungo 64 a 100,0
Turfa sem Fungo 59b 92,2

Neossolo com Fungo 63 a 98,4
Neossolo sem fungo 57b 89,1

M édias seguidas de mesma | etra, ndo diferem estatisticamente pel o teste de Tukey 5%.
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As mudas inoculadas com fungo agpresentaram a maior taxa de sobrevivéncia no
campo. Estes resultados evidenciam a importancia da inoculagdo das mudas de Eucalyptus
grandis com fungos ectomicorrizicos em sua formagdo, uma vez, que os fungos as tornam
aptas a enfrentarem os fatores bi6ticos e abidticos que interferem na sua sobrevivéncia.

Ao0s 90, 120 e 150 dias apds o plantio das mudas de Eucalyptus grandis no campo,
estas apresentaram diferencas significativas quanto a altura e o didmetro do caule (Tabela 4.1)

e Figura4.3.

Tabela 4.1 - Altura e didmetro das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e
inoculadas ou ndo com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC-Pt 116, aos 90, 120 e 150 dias apos o plantio em
S&o Francisco de Assis — RS. (Média de 64 mudas).

Tratamento Altura (cm) e Diametro (cm)
90dias 90dias 120dias 120dias 150dias 150 dias
TufaFétilcom 248 a 04 a 283 a 06 a 750 a 10 a
Fungo
TufaFértilsen 228 b 04 a 279 b 06 a 450 b 08 a
Fungo
NeossolocomFungo 182 &b 03 a 224 ab 05 a 250 ¢ 05 a

NeossolosemFungo 147 ¢ 03 a 186 ¢ 05 a 210 ¢ 05 a
M édias seguidas das mesmas | etras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.

Figura 4.1 - Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas ou ndo com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt
116 aos 120 dias ap0s o transplante no campo. S&o 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 atura e didmetro aos 90, 120 e 150
dias apos o plantio, seguidas do tratamento turfa fértil sem fungo, Neossolo com fungo e
Neossolo sem fungo. Aos 150 dias apds o plantio, o didmetro 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
importancia da inoculacdo das mudas de Eucalyptus grandis com o isolado ectomicorrizico
Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116), uma vez que as mudas de eucalipto tiveram aumento
na altura, diametro do caule e taxa de sobrevivéncia, e resistiram melhor as condi¢es de
adversidade presentes nestas &reas, como a seca e a presenca de formigas.

A mesma tendéncia de crescimento foi observada aos 330 e 360 dias apds o plantio
das mudas (Tabela4.2) e (Figura4.4).

Tabela 4.2 - Altura e didmetro do colo das mudas de Eucalyptus grandis produzidas em diferentes substratos e
inoculadas ou ndo com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC-Pt 116, aos 270, 330 e 360 dias apos o plantio
em Sdo Francisco de Assis — RS (Média de 64 plantas).

Tratamento Altura (cm) e Didmetro (mm)
270dias 270dias 330dias 330dias 360dias 360 dias
TurfaFértil com 110 a 15 a 125 a 18 a 138 a 22 a
Fungo
Turfa Fértil sem 943 b 10 b 9% b 11 b 97 b 16 b
Fungo
NeossolocomFungo 386 ¢ 08 a 42 ¢ 08 b 5 ¢ 11 b
NeossolosemFungo 296 ¢ 06 ¢ 35 ¢ 06 b 39 ¢ 10 b

M édias seguidas das mesmas | etras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.




Sem fungo

Figura 4.2 - Aspectos das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas ou ndo com fungo ectomicorrizico UFSC Pt
116 aos 360dias apds o transplante no campo. S&o Francisco de Assis—RS.

Os teores de nutrientes nas folhas das mudas de Eucalyptus grandis ndo variaram
significativamente (Tabela 4.3), embora, nos tratamentos com inoculagdo do UFSC Pt 116, os

teoresde P, K, Cae Mg, foram maiores do que nos tratamentos sem a inoculagdo dos fungos.
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Tabela 4.3 - Teores de nutrientes na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis 360 dias apds o plantio em
S0 Francisco de AssisRS.

Tratamentos P K Ca Mg

gkg™ gkg™ gkg™ gkg™

Turfacom 140a 542 a 10,87 a 241 a
fungo

Turfa sem fungo 123a 490 a 8,02 a 215a

Neossolo com 1,35a 445 a 7,38 a 2,24 a
fungo

Neossolo sem 1,15a 514 a 995 a 199 a
fungo

CV (%) 22,99 34,19 66,99 56,59

M édias seguidas das mesmas | etras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 5%.

A taxa de coloniza¢do micorrizica das raizes também foi analisada aos 360 dias, nas 4 mudas

centrais de cada parcela. A taxa de colonizaggo variou de acordo com os tratamentos (Figura
4.5).
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40 -

Colonizagdo micorrizica (%)

30 A

20 A

10 A

Turfa sem fungo Turfa com fungo Neossolo sem fungo Neossolo com fungo
Tratamentos

Figura 4.3 - Colonizagdo micorrizica das raizes das mudas de Eucal yptus grandis aos 360 dias apos o plantio em
S0 Francisco de Assis— RS.
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As mudas produzidas com o substrato turfa fértii e com o isolado Pisolithus
microcarpus UFSC Pt 116 apresentaram 86% de colonizag&o micorrizica em suas raizes, 360
dias apds o plantio, sendo amaior taxa de colonizagdo em relacdo aos demais tratamentos.

As mudas que ndo foram inoculadas com o fungo no momento de sua produgdo, aos
360 dias ap6s o plantio, tiveram uma pegquena percentagem de colonizagdo micorrizica,
variando entre 13 e 18%. Este comportamento é devido a presenca de esporos de FMAs
presentes na &ea, 0 que € comum em cultivos de eucaliptos novos, ja 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 dai, a presenca das
ectomicorrizas 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 revegetacdo das éreas sujeitas & arenizacdo na Regido de S8 Francisco de Assis — RS.
Apresentaram répido crescimento quando as condi¢Bes hidricas foram abundantes e grande
resisténcia a estiagem, insolacdo e ataque de formigas. Foram capazes de rebrotar a partir do
caule, mesmo quando quase toda a parte aérea havia sido dessecada pelo estresse hidrico ou
quando decaptadas por formigas cortadeiras.

Outros aspectos deverdo ser estudados no futuro neste experimento, como os teores de
nutrientes acumulados na parte aérea das mudas, em especial, o P e N nos foliolos, que

poderdo indicar melhores efeitos dos tratamentos de inoculagéo do fungo ectomicorrizico.
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5 CONCLUSOES

As mudas de Eucalyptus grandis produzidas com turfa fértii e o isolado de fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, foram as que gpresentaram maior taxa
de sobrevivéncia no campo, bem como maior altura, didmetro do caule e teores de nutrientes

seguida das mudas produzidas com Neossolo Quartzarénico com fungo.
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CAPITULO 5- ESTOQUE DE FOSFORO EM MUDAS
MICORRIZADASDE EucalyptusgrandisHILLEX MAIDEN

1 RESUMO
A eficiéncia de utilizacgo do P pela planta é dependente do estoque de P metabdlico e

de P vacuolar. Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado de fungo
ectomicorrizico Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foram produzidas em casa de
vegetacdo, cultivadas em diferentes doses de fosforo para serem avdiadas quanto a
acumulagdo de algumas fragdes de P (P totd sollivels — Pts); Pi (fosforo inorgénico) e P
(fésforo orgénico) na parte aérea das mudas, pela técnica de fracionamento de fésforo. O
conteido médio méximo de P na parte aérea nas mudas inoculadas e ndo inoculadas com o
isolado Pisolithus microcarpus, foi atingido nas mudas que receberam as maiores doses de P
adicionado. Houve interacéo entre a dose de P adicionado e o fungo testado. Assim, pode-se
observar que em todas as concentragdes 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 ndo inoculadas. A andlise de regressdo indicou o que padréo de acumulagéo de P
pelas mudas de E. grandis, em resposta as diferentes concentragdes de P adicionado e a
inoculagdo pelo isolado de fECM, seguiu um padréo linear crescente para plantas néo
inoculadas, diferente das plantas inoculadas com o isolado UFSC Pt 116. A inoculag&o com o
isolado UFSC Pt 116 reduziu o uso de P inorgéanico na produgéo das mudas de E. grandis. O
Po ndo variou consideravelemnte entre as mudas inoculadas ou ndo com o UFSC Pt 116, ea
fracdo Pi refletiu a capacidade de acumulagdo do P pelas mudas inoculadas com o isolado
UFSC Pt 116.

Paavras-chave: Fosforo metabdlico, fésforo vacuolar, fracionamento de fésforo.
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2 INTRODUCAO

Diversos estudos tém sido redlizados visando identificar e avaliar fatores responsaveis
pelas diferengas na eficiéncia de absorcéo, translocagéo e utilizacdo de fosforo (P) em plantas.
A identificag8o dos fatores responsaveis por estas diferencas, contribui decisivamente para a
compreensdo dos aspectos e mecanismos envolvidos na adubago fosfatada das plantas.

Na avaliacdo do “status’ nutricional das plantas utiliza-se um conceito bésico, o de
concentragdo critica. Embora FRITZ (1976), defina como a concentragdo minima de um
nutriente na planta, quando o crescimento maximo é atingido, correspondendo, na realidade,
mais a uma estreita zona de transicdo do que aum ponto definido. Bates (1971) alerta que das
variagBes decorrentes de diferencas entre espécies ou cultivares, a concentragdo critica pode
variar com o tecido e com a idade do tecido vegetal escolhido para andise, com a forma do
nutriente considerado, com a interagdo entre nutrientes e com as condiges ambientais.

Muitas plantas inferiores acumulam e armazenam quantidade significativa de fosfato
inorganico como polifosfatos, enquanto que plantas superiores geralmente armazenam Pi no
vactolo. Em plantas superiores o Pi citoplasméico é mantido em um nivel relativamente
constante, as custas do Pi vacuolar. A concentracdo do P citoplasmético é geralmente mantida
sob variados niveis de fornecimento de fosforo externo. Os niveis de Pi vacuolar diminuem a
medida que o fornecimento externo baixa A maioriado P celular (85 a 95%) é tipicamente
encontrada no vacuolo, quando ha alta disponibilidade de P no solo, por isso a concentragéo
de P na solu¢do do solo é fator capaz de influenciar diretamente a absor¢éo de P e seu
acumulo na parte aérea das plantas (THOMAS et al., 2006).

A concentracdo de (Pi) no citoplasma é regulada pelo seu contetido no vactolo,
podendo haver, em algumas espécies biossintese de polifosfatos nessas organelas como forma
aternativa de acumular Pi. As acentuadas mudancgas no conteido de Pi das células ocorrem
quase exclusivamente no “pool” vacuolar, ndo havendo alteragbes significativas no “pool”
citoplasmético (BIELESKI, 1973; CHAPIN et dii. 1982; LEFEBRIRE & GLASS, 1982;
LICHKO et dii, 1982; LEE & RATCLIFFE, 1983). Por isso o Pi vacuolar teria,
fundamentalmente, uma funcéo de reserva. Se, por quaisquer circunstancias, aquantidade de
P absorvida for menor que sua demanda pela célula, o Pi do vactolo retorna ao citoplasma
atendendo & exigéncia metabdlica da célula (BIELESKI & FERGUSON, 1983). Como se
observa a planta possui mecanismos regulatorios capazes de tamponar internamente o P

absorvido, e assim, manter o equilibrio Pi vacuolar — Pi citoplasmético.
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Portanto, em situagdes que restringem a absorcéo de P, a planta tem no seu conteido
de Pi vacuolar umareserva de P capaz de ser mobilizada para manter seu ritmo metabdlico de
crescimento. Por outro lado, quando o ritmo de crescimento for lento, e portanto, a demanda
de P for pequena, um gporte elevado deste a planta resultard em grande acimulo de Pi
vacuolar (BIELESKI & FERGUSON, 1983).

A existéncia de correlagbes negativas entre os nivels criticos de P total (Pt) e
caracteristicas do solo associadas a capacidade tampao de P, a semelhanca do que se observa
guanto aos niveis criticos deste elemento no solo, constatada por MUNIZ et dlii (1985),
mostra a importéncia de se proceder a uma mehor caracterizacdo do P na planta,
principalmente Pi e P organico (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
importancia e a variagdo, encontrada na literatura, de concentrag8o critica de P em plantas,
ainda quando se considera uma mesma cultivar.

Thomas et a., (2006) estudando o comportamento das fragbes celulares de P sobre
parametros fotosintéticos e acimulo de biomassa do Eucal yptus grandis, relatam que todos os
parémetros de crescimento, sdo favorecidos com o aumento do Pi, mas os teores de P total e P
citoplasmético ndo se ateram. Por isso, o Pi vacular é potencialmente um melhor indicador de
crescimento e desenvolvimento de mudas de eucdipto do que o P total, que é
costumeiramente usado para avaliar o seu estado nutricional.

A concentragdo baixa de Pi disponivel na solugdo do solo e a alta demanda por Pi nas
células propdem um problema Unico para as plantas. O P requerido para um crescimento
otimo dos vegetais varia durante o estagio de crescimento vegetativo. A concentracdo de Pi no
citosol € geramente em variagdo milimolar e, portanto, as raizes devem adquirir o Pi contra
um gradiente de concentragdo, mil vezes ou mais, através da membrana plasmética.

A homeostase do fosfato no citoplasma € mantida pelo transporte de Pi através do
tonoplasto, ativado em resposta as alterages da concentracéo de fésforo. O transporte de Pi
através do tonoplasto requer ATP, e estd associado com a alcalinizacdo do citoplasma. O
vacuolo aparentemente exerce um duplo papd de fonte e dreno para Pi em células vegetais.

Ha no minimo para as plantas, dois diferentes mecanismos snalizadores para
manutencdo da homeostase do Pi sendo um operando a nivel celular e outro envolvendo
Orgdos multiplos, provavelmente originario da parte aérea. Celularmente, 0 movimento do Pi
€ em diregdo ao vacuolo e a regulacdo do influxo e efluxo da membrana plasmética s os
principais mecanismos para a manutencdo da homeostase do Pi. Quando o fornecimento de Pi

da parte aérea para as raizes é restrito, sob deficiéncia 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 raizes
sd0 geralmente consideradas como uma fonte de Pi para as outras partes da planta, tornando-
se um dreno durante a deplegdo do Pi. Isso parece ser uma resposta adaptativa da planta
visando promover a proliferacéo de raizes e assm aumentar a exploracdo do solo e absorgéo
do Pi.

Muitos trabahos tém sido focados no conteldo pelo qual o vactolo, como um
potencial armazenador de Pi, pode contribuir para a manutencdo do pool citoplasmético sob
diferentes condi¢bes fisiologicas. Investigagbes detalhadas de tecidos radiculares tém
mostrado que o nivel do Pi citoplasmético pode ser mantido as custas do pool vacuolar, em
resposta a deplegéo de P, em um curto periodo de tempo, durante o crescimento normal (LEE
et a., 1990; LEE & RATCLIFFE, 1993) enquanto que uma demanda repentina do Pi
citoplasméti co, induzida por exemplo, pela absor¢do e fosforilacdo da manose, pode exaurir 0
pool citoplasmatico na presenca de um pool citoplasmético substancial (LOUGHMAN et al.
1989 a, b).

Além do fracionamento do fosforo, o uso da técnica de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) nestes estudos sdo constantes. Esta técnica tem sua origem nas
propriedades magnéticas dos nucleos atdmicos. Muitos eementos, incluindo os de
importancia bioldgica, apresentam istopos com momentos magnéticos, e esses isotopos déo
origem a uma rede de magnetizagdo que pode ser detectadas espectroscopicamente usando
irradiacdo de frequéncia de radio. A espectroscopia de RMN possibilita a detecgdo de vérios
ions e metabdlicos no funcionamento dos tecidos vegetais (RATCLIFFE & ROBERTS,
1990).

Os isttopos de maior interesse para estudos de RMN com nutrientes essenciais de
plantas s o N, N, *'P e *K. Conforme RATCLIFFE (1986) estudos, usando técnicas de
RMN, podem possibilitar a exploracdo das diferencas na composi¢do do pH citoplasmatico e
vacuolar, podendo-se, entdo fazer dedugdes referentes aos pools citoplasméticos e vacuolar de
um ion ou metabdlico.

Segundo RATCLIFFE (1987) a diferenciacdo do pH entre o citoplasma e o vactolo,
junto com a lenta troca do fosfato através do tonoplasto, permitem a deteccdo de dois
diferentes sinais claramente determinados, indicando os pools citoplasmético e vacuolar, no
espectro de RMN da maioria dos tecidos vegetais. Assim, conforme LEE & RATCLIFFE
(1983), aRMN do *'P fornece um importante método para o estudo dos pools citoplasmético
e vacuolar, sob diferentes condigdes nutricionais e em resposta a diferentes modelos da

utilizacéo de fosforo.
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Lee & Ratcliffe (1993), salientam que uma das vantagens do método de RMN *'P é
que as dteracbes nos pools citoplasmaticos e vacuolar podem estar correlacionadas com
outros parametros metabdlicos, incluindo os valores do pH citoplasmético e vacuolar e o nivel
de muitos metabdlicos fosforilados incluindo o necleosidieos trifosfato (NTP).

Segundo ROBERTS et al. (1980) e ROBERTS (1985) uma maneira para examinar a
distribuicéo do Pi entre o vactiolo e o citoplasma é com atécnica da RMN *'P, sendo que esta
técnica permite diferenciar entre os pools citoplasmético e vacuolar de fosforo, devido a
diferenca do pH das moléculas de Pi. Tipicamente, o pH vacuolar €5,5 e o do citoplasma é de
aproximadamente 7,0, produzindo uma mudanca do espectro de Pi para cercade 1,5 ppm. O
gradiente de pH permite diferenciar o Pi entre os pools citoplasmatico e vacuolar.

Egstimase que 90% do Pi da folha pode ser sequiestrado no vactiolo e que o fosfato
vacuolar é lentamente liberado para o citoplasma e, portanto, ndo é prontamente disponivel
para o metabolismo vegetal.

Dependendo da quantidade de P no tecido, por adigdo ou supressdo de Pi em um meio
de cultura, pode-se observar, através da RMN P, que com a diminuicio do fornecimento de
P, o pico do P vacuolar diminui, enquanto que o P citoplasmatico permanece relativamente
constante. Porém, com o aumento da concentracdo de Pi, em células originalmente deficientes
em P, observa-se um aumento do P vacuolar, enquanto que o P citoplasmético permane
relativamente constante, sugerindo que nesse sistema, o P citoplasmético é mantido em niveis
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 fosforo, através do método de fracionamento de fésforo.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacéo do substrato de plantio das mudas de Eucalyptusgrandis.

O substrato de plantio foi composto pelo substrato turfa fértil produzido pela empresa
Floresta SA. A composc¢do do substrato foi de turfa, perlita, calcério aditivado com
fertilizante natural, apresentando as seguintes caracteristicas quimicas: pH = 6,5; P = 39,55
mgL: K=8mgL" Al=0, Ca=53cml.L" e Mg =3, 3cmol. L. A propor¢éo do
substrato foi de turfa-vermiculita (1:3) (v/v). O substrato foi previamente esterilizado em
autoclave a 121° C, durante 60 minutos, trés vezes consecutivas, com um intervalo de 24
horas entre cada esterilizacdo. No substrato, foi adicionada solugdo nutritiva contendo os
seguintes elementos (mg kg'l), baseados em ALVES & 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 Fosforo

Para o fésforo foram testadas seis doses adicionadas no substrato de plantio: 0; 50;
100, 200, 400, 800 mg kg™, o que representa 0,5; 8,8; 15,4; 33,0; 140; 310 mg kg* de P
extraivel por Mehlich — 1, com base nos resultados obtidos no capitulo 3 desta tese. Neste
estudo, foi utilizado P soltvel, na forma de Ca(H,PO.),H20, administrado em solucdo a0

substrato de plantio das sementes.

3.3 Sementes

As sementes de Eucalyptus grandis foram obtidas na Estacdo Experimental de
Silvicultura de Santa Maria— FEPAGRO. As mesmas foram pré germinadas durante trés dias
sob agitagdo. Para isso, foram inicialmente desinfestadas em &lcool 70% por 30 segundos,
lavadas em &gua degtilada, e transferidas para uma solucéo de germinagdo de écido borico
(3mM), glicose (2 gL ™) e sulfato de cécio (500 uM), a pH 5,7.

3.4 Montagem e condug&o do experimento.

A inoculagdo do Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116) foi no momento da semeadura,
adicionando-se 10% (v/v) do inoculante, previamente lavado com &gua degtilada estéril
(Alves et a., 2001). A homogeneizacdo do indculo foi feita manuamente, com uso de luvas

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



105

vermiculitasMNM n&o inoculada, e submetida as mesmas condi¢des de manutencdo que o
inoculante.

Os substratos inoculados foram distribuidos em tubetes conicos de PVC de 50 cn’,
previamente desinfestados com solugdo de hipoclorito de sddio 1%. Os tubetes foram
etiquetados de acordo com o tratamento e distribuidos em bandgjas aeatoriamente. Cada
tubete recebeu 5 sementes de E. grandis, depositadas a gproximadamente 1 cm de
profundidade, que foram recobertas com o0 substrato. Para cada combinagdo de substrato x
isolado fungico e dose de P, foram feitas 10 repeticbes. Os tratamentos foram distribuidos em
um delineamento inteiramente casualizado, com rodizio semanal dos tubetes. Quatro semanas
apos o plantio, quando as mudas ja estavam com um par de folhas definitivas, foi feito o
desbaste, deixando-se uma muda por tubete.

As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo por 120 dias e irrigadas diariamente com
dgua destilada (Figura 5).

P—_

Figura 5. Mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e ndo inoculadas com o isolado Pisolithus
microcarpus (UFSC Pt 116 ) aos 120 dias apds a germinagdo em casa de vegetagdo.

3.5. Avaliacdo

Apos quatro meses de crescimento, as mudas de Eucalyptus grandis foram colhidas,
sendo que cinco mudas tiveram sua parte aérea seca a 70° C em estufa com ventilagéo forcada
até peso constante, trituradas em moinho tipo Wiley, e analisadas quanto ao teor de fosforo no
extrato, segundo BRAGA E DEFELIPO (1974). As outras 5 plantas, foram utilizadas para o
fracionamento de fosforo, tomando-se para tal, amostras de folhas fisiologicamente maduras.
Para esse procedimento, utilizaram-se as mudas correspondentes a seis niveis de P
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adicionados (0, 50, 100, 200, 400 e 800 mg kg'l) inoculadas e ndo inoculadas com o isolado
UFSC Pt 116.

O método de fracionamento utilizado, com modificagdes, foi o de SMILE & KRATKOW,
descrito por HOGUE et a (1970). Neste trabaho, foram obtidas as seguintes fragdes: fosforo
total solavel (Pts), fésforo inorganico solivel (Pi) e fosforo organico solavel (Po), dém do

fésforo total pela digestdo nitroperclorica.

3.6. Extracdo deP atravésdo acido perclérico (HCLO,).

As folhas de Eucalyptus grandis, dos diferentes tratamentos com inoculagdo e sem
inoculagédo do isolado UFSC Pt 116, foram coletadas, lavadas e picadas. A esse material foi
adicionado 15 mL de HCLOs 0,2 N para cada grama de matéria fresca, e apds realizou-se o
congelamento a-20° C durante 3 dias.

Passado os 3 dias, o material foi descongelado e homogeneizado com o auxilio de um
liquidificador. A densa massa resultante foi centrifugadaa 3° C a 15.000 g durante 10 minutos
e 0 brenadante foi neutralizado com bicarbonato de potassio (KHCO3) na relacéo 1:2,
obtendo-se assim, o extrato para determinagdo do Pi. Desse mesmo extrato, 10 mL foram
submetidos a digestdo com &cido perclérico, obtendo-se novo extrato, centrifugando a 10.000
g durante 10 minutos. Deste extrato, quantificou-se o Pts. Pela diferenca entre Pts e Pi,
obteve-se o Po.

3.8 Andlise Edtatistica

Os dados foram testados quanto a sua normdidade, submetidos a andlise de variancia e
modelos de regressdo, segundo ferramentas disponiveis no software estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000). Modelos de regresséo foram ajustados para os dados de producéo de
matéria seca como varidvel dependente de P para cada tratamento. Nos tratamentos em que
foram obtidas equagdes quadréticas, estimou-se as doses criticas de P necess&ria a obtencéo
de 90% da producdo méxima. Para os tratamentos em que foram obtidas equacbes de
regressdo lineares, adotou-se o critério de 100% damaior producdo para estimar as doses de P
correspondentes a estas producoes.

Foram também, gjustadas equacdes de regressdo para as diversas fragbes de P avaliadas
na muda como varidveis dependentes das doses de P testadas, para cada tratamento. Pela
substitui¢do das doses criticas de P nessas equagdes, obtiveram-se as concentragdes criticas de

diferentes fragBes de P na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e ndo



107

inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus (UFSC Pt 116). A concentragdo critica de

fésforo organico (Po) foi obtida por diferenca entre as concentragdes criticas de Pts e Pi.
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4 RESULTADO E DISCUSSOES

As quantidades de fosforo asorvidas pelas mudas inoculadas e ndo inoculadas com o
isolado UFSC Pt 116, aumentaram com as doses de P adicionado (Tabelas 5 €5.3), embora a
magnitude desses aumentos, tenha variado entre os tratamentos de inoculagdo com fungo

ectomicorrizico.

Tabela 5 - Fosforo total (Pt) na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado
Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116 e ndo inoculadas, na presenca de diferentes doses de fosforo, apds 120 dias
de cultivo sob condi¢des de casa de vegetacao.

Dosesde P adicionado P extraivel (Mehlich-1) Pt na parte aérea (%)
mg kg™ mg kg’ N&o inoculada UFSC Pt 116

0 05 - 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 arelagdo AP absorvida/AP adicionado foram variaveis
entre os tratamentos (Tabela 5.1), indicando a influéncia de caracteristicas do fungo na

absorcdo de fosforo em relagéo as doses adicionadas.

Tabela 5.1 — Equagdes de regressdo lineares gjustadas para o fésforo total (Pt) acumulado, na parte aérea das
mudas de Eucalyptus grandis inocul adas e ndo inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116,
na presenca de diferentes doses de fésforo, apos 120 dias de cultivo sob condic¢des de casa de vegetagao.

Tratamentos Equacio R? @
N&o inoculado Y =-1,9620 + 0,0155X 0,911
UFSC Pt 116 Y = 4,3922 + 0,0523X 0,947

@ Todos os val ores de R? sdo significativos & 1%

Estes dados indicam diferentes coeficientes de utilizagdo do fésforo entre os tratamentos,

jdque aproducdo de matéria seca ndo diferiu muito entre eles (Tabela5.2).
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Tabela 5.2 — Doses de fosforo estimadas para proporcionar 90% da producdo méxima de matéria seca da parte
derea, fosforo total (Pt) absorvido e coeficiente de utilizagdo das mudas de Eucalyptus grandis inocul adas e ndo
inoculadas com com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, na presenca de diferentes doses de fésforo
apbs 120 dias de cultivo sob condicdes de casa de vegetacao.

Tratamento Matéria seca Dosesde P P dbsorvido Coeficiente de
estimada utilizagéo
g/planta mg kg™ mg/planta g mat. seca/g Pt
absorvido
N&o inoculado 3,13 1000 13,6 252
UFSC Pt 116 5,66 529 32,3 175

A resposta de natureza quadrética obtida para o tratamento de inoculagcdo com fungo
ectomicorrizico, e de natureza linear para o tratamento ndo inoculado (Tabela 5.3), mostraque
a maior dose de fosforo testada ndo foi suficiente para se atingir a produgdo maxima das
mudas ndo inoculadas, cujas mudas apresentaram niveis de Pi mais baixos do que os de Po,
mesmo para a maior dose de P testada fato que sO se verifica em condi¢es de intensa
deficiéncia de fésforo, como observado por HOGUE et al (1970) em plantas de tomate.

Tabela 5.3 - Concentragdo de fosforo (Pt) acumulado na parte aérea das mudas de Eucalyptus grandis
inoculadas e ndo inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC — Pt 116 na presenca de diferentes
doses de fésforo, apds 120 dias de cultivo sob condigbes de casa de vegetagao.

Dosesde P adicionado P extraivel (Mehlich-1) Pt na parte aérea (mg/muda)
mg kg’ mg kg™’ N&o 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 inoculagdo com o isolado UFSC Pt 116 e as doses de fésforo
adicionadas, exerceram grande influéncia sobre a distribuicdo do fésforo nas fragBes
estudadas, como mostram as diferentes declividades das equagdes gustadas para Pt, Pts e Pi
em funcéo das doses adicionadas (Tabela 5.4).



110

Tabela 5.4 — Equactes de regresdo lineares gjustadas para as fraces de fésforo inorganico (Pi) e fosforo total
soltivel (Pts) e fésforo total (Pt) das mudas de Eucalyptus grandis inoculadas e ndo inoculadas com o isolado
Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116.

Tratamento Fracdo deP  Equacdo R?®
N&o 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

™ Todos os val ores de R” 8o significativos a 1%

Com o aumento dessas doses, a concentragédo de Po apresenta uma tendéncia de
aumento, enquanto a de Pi aumentou linearmente, atingindo, & excessdo das mudas ndo
inoculadas, mais de 70% do Pts na condicdo de concentragdo critica (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 — ConcentragOes criticas de diferentes fracGes de fosforo na parte aérea das mudas de Eucalyptus
grandis inocul adas e ndo inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116, e valor percentual do
fosforo inorganico (Pi) em relagdo ao fésforo total sollvel (Pts).

FragBesde P
Tratamentos
Pts Pi Po Pt Pi/Pts x100
——————————— Mg P/gmat.frescar--------- --e-m--0-----
Né&o 101 38 63 0,40 37,6
inoculada
UFSC Pt 350 278 72 0,67 79,4
116

W Po (fésforo organico) e Pt (fosforo total) por digestéo nitroperd érica

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por CHAPIN & BIELESKI (1982) e
CHAPIN et a (1982), que verificaram em egpécies de cevada que a distribui¢do do fosforo
entre as principais fragdes ndo diferiram significativamente entre as espécies, mas foi
fortemente afetada pelo status do P nas plantas, e que tiveram altas proporcdes de Pi sob
condigBes de altos teores de fosforo em solugéo nutritiva, enquanto os niveis de varias fragdes

organicas variaram pouco com o aumento dadisponibilidade do fésforo.
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Chisholm et a (1981), trabalando com Trifolium repens e Stylosanthes hamata,
sugeriram que, em vez do contetdo total de P, formas de fésforo metabolicamente &tivas,
como por exemplo, P-lipidio, deveriam ser usadas na determinagdo de concentracOes criticas
em plantas, j& que essas fragBes sdo as que menos variam com a idade da planta e com a
disponibilidade do aumento no substrato. Todavia, convém notar que exatamente por este
ultimo aspecto, talves as fragdes organicas ndo estimem bem as concentragdes criticas em
plantas, j& que essas fragdes variam muito pouco com o “status’ do nutriente na planta (LEE
& RATCLIFFE, 1983). Por outro lado, o nivel de Pi no tecido € mais sensivel a
disponibilidade do elemento no substrato, como observado neste trabaho, e sugerido por
BIELESKI (1973), porgque ele estima a reserva ou o estogque de P na planta, que no caso de
mudas, pode estimular 0 seu crescimento num meio mais pobre em P, enquanto o sistema
radicular e as hifas do fungo consigam se estabel ecer definitivamente.

O maior contelido de P acumulado na parte aérea das mudas de E. grandis inoculadas
com o isolado UFSC Pt 116, indica a eficiéncia deste isolado na melhora da absorgéo pelas
mudas. Porém o aumento no teor de P absorvido pode ser resultado de outras caracteristicas.
Tam & Giriffiths (1993), citam o efeito solubilizador dos fECMs sobre fosfatos orgéanicos
devido & producdo de fosfatases, atuando na mineralizacdo do P da matéria organica, que no
presente estudo, estaria presente na turfa do substrato.

Assim, ndo somente houve melhor aproveitamento do P adicionado, como pode ter
havido utilizagdo do P orgénico presente na turfa, o que explicaria o efeito positivo dos
fECM s nas mudas sem P adicionado.

Bougher et a (1990), também verificaram incremento do P absorvido por mudas de E.
diversicolor inoculadas com diferentes isolados de fECMs, em relacdo as mudas ndo
inoculadas. Alves et al (2001), encontraram valores de P superiores, sendo o méximo valor
aqui verificado a metade do valor observados por agueles autores. Porém, esses autores
forneceram 16 vezes mais P por mudas. Souza et a (2003), verificaram que as mudas
inoculadas com o isolado UFSC Pt 188, além de recuperar todo o P adicionado (50 mg kgl),
apresentaram valores acima dos deste trabal ho, indicando maior eficiéncia na absorcéo de P.

As concentragdes criticas de Pi e, consequentemente, as de P, foram variaveis entre os
tratamentos de inoculagéo de UFSC Pt 116, enquanto as de Po pouco variaram (Tabela 5.5),
0 que seria de se esperar, por e tratar do P metabdlico, portanto, diretamente envolvido na
fisioloiga da planta.

Como ja mencionado, estudos tém demonstrado que fungos ectomicorrizicos podem

produzir &cidos organicos e fosfatases que tornam disponiveis formas ndo lébeis de fésforo.
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Portanto, semel hantemente ao que ocorre na interpretacdo de niveis criticos no substrato, para
uma adequada avaliac@ de concentracOes criticas de fosforo em mudas, adém dos fatores
levantados por BATES (1971), caracteristicas do solo e do fungo, que refletem o fator
capacidade, também devem ser considerados. Nesse sentido, novos estudos deverdo ser
conduzidos, como a analise da ressonancia magnética nuclear, para que se possa estabelecer
um critério seguro de interpretacdo de andlise foliar.

A interpretacéo dos niveis criticos de P em plantas devem consderar gpenas o Po, mas
para efeito do potencial de acumulagdo do nutriente que possam favorecer os parametros de

crescimento das mudas, afragdo Pi tem papel relevante.
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5 CONCLUSOES

O Po ndpo varia consideravelmente entre as mudas de Eucalyptus grandis colonizadas
e ndo colonizadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116.
A fragdo Pi reflete a capacidade de acumulagdo do P pelas mudas de Eucalyptus
grandis inoculadas com o isolado Pisolithus microcarpus UFSC Pt 116.
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CAPITULO 6 - CARACTERIZACAO DO ESPACO INTERNO
TRANSCRITO (ITS) DO DNA RIBOSSOMICO DO ISOLADO DE
Scleroderma sp. UFSM Scl

1 RESUMO

O &ido desoxiribunocleico ribossomico (DNA) proporciona uma ferramenta
importante para avaliacdo de polimorfismo nos fungos. Existem muitas cdpias de rRNA as
quais sdo arranjadas por espagos ndo codificados. As sequéncias codificadas do rRNA séo
altamente conservadas entre espécies de fungos ectomicorrizicos. A técnica mais utilizada em
fungos ectomicorrizicos é a amplificagdo de rDNA por Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR) que permite a amplificag8o de regides especificas do genoma néo conservado (ITS —
Internal Transcribed Spacer), localizadas em regides altamente conservadas. Este trabaho
teve como objetivo estudar a sequéncia completa da regido do ITS e analisar as diferengas
genéticas no polimorfismo de sequéncia desta regido no fungo Scleroderma sp UFSMScl. O
DNA do isolado de Scleroderma sp UFSM Scl foi extraido utilizando-se a técnica do CTAB.
A patir deste DNA foram realizadas reagdes de PCR com os primers universais ITS1 e IT$4,
cujo produto amplificado foi purificado e sequenciado. As sequéncias foram alinhadas pelo
programa DNASTAR. A regid do ITS do fungo mostrou uma banda simples com um
fragmento de gproximadamente 700 pares de base (pb). Quanto a congituicdo génica dos
isolados utilizados na comparag&o, observou-se a formacdo de agrupamentos com as espécies
de Scleroderma j& caracterizadas e constantes no banco de dados National Center of
Biotechnology Information (NCBI) Blast. Os resultados mostraram que esta € uma excelente
técnica para a identificagdo de espécies de Scleroderma, pois estes fungos sdo dificeis de

serem identificados utilizando-se apenas caracteres morfol dgicos.

Paavras-chave: DNA, polimorfismo, fungos ectomicorrizicos.
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2 INTRODUCAO

O DNA ribossomico proporciona uma ferramenta importante para avaliagdo de
polimorfismo nos fungos. Existem muitas copias de rRNA como 17S, 5.8S, 25S e 5S, os
guais sdo arranjados por espacos ndo codificados. As sequéncias codificadas do rRNA séo
altamente conservadas entre espécies de fungos ectomicorrizicos (ECMSs).

A diferenciacdo genética entre populagdes de uma espécie constitui 0 primeiro estégio
da divergéncia evolutiva. Esta diferenciagdo resulta, na maioria dos casos, da agdo de
diferentes ambientes a que cada populacdo esta sujeita sobre a variabilidade pré-existente na
espécie (MARQUES, 2003).

Os métodos usuais de identificagdo de epécies de fECM s, sdo baseados em critérios
morfoldgicos, observando-se as caracteristicas dos carpoforos e dos critérios das chaves de
classificacdo conforme TRAPPE (1982), STUNTZ et a.,(1996) e SMITH (1978). A
morfologia é uma caracteristica importante para a identificagdo, e em muitos casos, pode
proporcionar umarépida e confiavel caracterizacao.

A identidade dos seres vivos € determinada pela composi¢do e sequéncia do material
genético. O uso de técnicas moleculares, através da andlise de DNA, possui avantagem de ser
um processo r&pido e altamente sensivel. Estas técnicas ndo estdo sujeitas a variagOes
fenotipicas, a acdo do ambiente, ao estégio de desenvolvimento do fungo e a outros fatores
que possam afetar a morfologia do organismo (MANSO, 1984).

Todas as técnicas conhecidas de diagndstico molecular fundamentam-se na anélise
direta ou indireta da composicdo ou na sequéncia dos &cidos nucléicos para identificacdo e
caracterizacdo de organismos e caracteristicas genéticas de interesse (MARQUES et 4.,
2002).

A técnica mais utilizada em fungos ectomicorrizicos é a amplificagdo de rDNA por
Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR). Eda técnica permite a amplificacdo de regides
especificas do genoma ndo conservado (ITS — Internal Transcribed Spacer) localizadas em
regifes atamente conservadas. A regido do ITS € separada pelos genes 17S e 25S, podendo
ser amplificada por primers especificos para estas duas unidades. O ITS é dtamente
conservado na espécie, mas é variavel entre espécies, sendo freguentemente usado para
taxonomia (BRUNS et al, 1991; ANTONIOLLI, 1998; ANTONIOLLI, et a., 2000; GOMES
et al. 2002).

O estudo do polimorfismo da regido do ITS para fungos ectomicorrizicos tem sido

determinado para poucas espécies. Gomes et a. 2002, trabaharam com 26 isolados de fungos
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ectomicorrizicos do estado de Minas Gerais, dos quais identificaram polimorfismo em 8
géneros 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
Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) com métodos de terminagdo de cadeias de
dideoxinucleotideos. Esta metodologia tem sido utilizada na identificagdo de microrganismos
pela determinagdo da sequéncia de genes conservados (por exemplo, 5.8S para fungos
ectomicorrizicos). Apos 0 sequenciamento, softwares especializados realizam as andlises
filogenéticas, permitindo aidentificac8o correta dos organismos em estudo.

Este trabalho teve por objetivo registrar a sequéncia completa da regido do ITS do
rDNA e a andlise genética para caracterizagdo do polimorfismo genético do isolado de
Scleroderma sp. UFSM Scl.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e manutencéo do fungo ectomicorrizico

O isolado de fungo ectomicorrizico estudado foi coletado em plantacéo de cultivo de
Eucalyptus spp situada na Fazenda Ynhacundd, primeiro distrito do municipio de S&o
Franscisco de Assis, RS, e multiplicado no Laboratério de Biologia e Microbiologia do Solo
Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federad de Santa Maria A descricéo
morfoldgica do isolado Scleroderma sp UFSMScl foi realizada pela professora VetUria Lopes
de Oliveira, daUniversidade Federal de Santa Catarina- UFSC.

O isolado foi mantido em meio de cultura sdlido Melin-Norkans Modificado (MNM —
MARX, 1969), no interior de placas de Petri de 9 cm de didmetro em estufa a 25° C por
aproximadamente quinze dias. Em seguida, foram feitas suspensdes micelianas em 25 mL de
MNM liquido em erlenmeyers de 250 mL, a partir de discos de 8 mm de didmetro obtidos das

culturas em placa, seguindo-se de incubagdo a 25° C durante trinta dias (Figura 6).

Figura 6 - Isolados de Scleroderma sp (UFSM Scl) aos 15 dias sendo mantidos em meio de cultura MNM-
Modificado sdlido para aprodugéo do inéculo e extragdo do DNA.

3.2 Extragéo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme metodologia SAMBROOK et al. (1989) sendo
o0 DNA extraido apartir de micélio produzido em meio liquido MNM.

As suspensdes micelianas, apos serem retiradas do meio liquido, foram secas em papel
toalha e submetidas a maceracdo com nitrogénio liquido até aparéncia de po. Neste estégio foi
adicionado 600 L de buffer CTAB 2% (100 mL de H,O MiliQ, 8,183g de NaCl, 7,444g de
EDTA, 2g de CTAB e 1,576g de Tris-HCI) e novamente maceradas. Depois de maceradas

foram homogeneizadas em misturador por 1 min e incubadas em banho maria a 65°C por 20
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min. Apos retiradas do banho maria foram adicionadas & amostras 600 nL de fenol:
cloroférmio: isopamyl &cool (25:24:1) e estas foram novamente submetidas a homogeneizagdo
em misturador por 5 min e centrifugadas a 18894 rcf, rotor 12130 por 10 min a 15°C, em
centrifuga Sigma Laboratory Centrifuge 4K15.

Apos a centrifugagdo das amostras o sobrenadante foi transferido para outro tubo e
adicionou-se 600 L de fenol: cloroférmio: isoamyl acool (25:24:1) e foram centrifugadas a
18894 rcf por 10 min a 15°C. O sobrenante foi entdo retirado e adicionado a um novo tubo
contendo 400 nL de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas novamente em
misturador e os tubos permaneceram em temperatura ndo controlada no laboratério por 5 min.
ApOs este periodo as mesmas foram centrifugadas a 18894 rcf por 10 min. Apds este processo
descartou-se o liquido sobrenadante e inverteu-se o tubo por 5 min para retirar todo o
isopropanol. Ressuspendeu-se o pellet com 100 nL de etanol gelado (70%), e as amostras
permaneceram em temperatura ndo controladea no laboratério por 5 min. Apos este tempo as
amostras foram centrifugadas a 18894 rcf por 10 min. Descartou-se o sobrenadante e deixou-
se 0 etanol evaporar por 5 min. O pellet foi entdo ressuspenso em 50 nL de solugéo TE e
armazenadas a-20°C .

Apos a extracdo 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- mariaa 37°C por 30 min.

Apbs 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 solugdo TBE (108g de tris, 559 de &cido
bérico, 40 mL de EDTA 0,5 M, 1L de H,O MiliQ, pH 8,0) e 1g de agarose. Esta mistura foi
dissolvida em forno de microondas e apos esfriar adicionou-se 0,5 pL de brometo de etideo

para visualizagdo da presenca de DNA (Figura6.1).
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i
Figura 6.1 - Preparo das amostras para aextracdo do DNA do isolado Scleroderma sp UFSM Scl.

O gd foi corrido em cuba em voltagem de 80 mV. Depois de redizada a corrida do gel
este foi visuaizado em luz ultravioleta e fotografado com camara para fotografia de gel marca

Kodac.

3.3 Reacdo de PCR

As amostras de DNA gendmico foram submetidas a PCR (Reag& de Polimerase em
Cadela) para a amplificagdo enzimética do DNA. Egte processo ocorre in vitro, através de
primers de oligonucleotideos complementares as fitas opostas do DNA desgjado. Os primers
utilizados possuiam a sequiéncia de nucleotideos ITSL (5 TTCCGTAGGTGAACCTGCGG
3) elTSA (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al., 1990) para estudo da regido
do ITS (Figura6.2).

—_— ITS1 — ITS 2 —
17SrDNA_} { 585 | 255 rDNA
— € —ee
Primer ITS1 l IPrimer ITS 4
! Regido do ITS !

Figura 6.2- Organizagdo esquemética da regido do rDNA com o Interna Transcript Space (ITS) usada
neste estudo.

A reacdo de PCR utilizada foi a seguinte: 1,0 uL de DNA; 2,5 pL de buffer de PCR; 3,0
pL de DNTP; 2,0 L de MgCly; 3,0 uL do primer ITS1; 3,0 pL do primer ITS4; 0,5 unidades
da enzima Taq polimerase (5 unidades/uL); 10,5 pL de agua MiliQ. Os ciclos do PCR
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seguiram as seguintes condigdes: primeira extensdo 94°C por 3 min; desnaturagio 94 °C por
45 s, anelamento 55 °C por 30 s; 0 nimero de ciclos foi de 30 ciclos seguidos por uma
segunda extensdo 72 °C por 10 min e mantidas a 4 °C. Posteriormente o material foi

visualizado em gel de agarose e fotografado.

3.4 Purificacio e sequénciamento de DNA

As amostras obtidas na reacd PCR foram submetidas & purificagdo conforme
metodologia descrita por SAMBROOK et a (1989). Junto com as amostras de PCR foi
adicionado 1 volume de PEG 13% ( 10 mL de H,O miliQ, 1,3 g de PEG € 0,94 g de NaCl) e
deixadas em overnight na geladeira. ApGs serem retiradas da geladeira, as amostras foram
centrifugadas a 18894 rcf por 15 minutos. A solugdo PEG 13% foi entdo descartada e
acrescidos 200uL de é&lcool 70%. As amostras foram novamente centrifugadas a 18894 rcf
durante 10 minutos. Apdés esta etapa, 0 dcool foi descartado e 0 DNA ressuspenso.

Para 0 sequenciamento do DNA, foi utilizado o aparelho Mega BACE 500,
desenvolvido pela Amersham Biosciences. Apds 0 sequenciamento, as sequéncias obtidas
foram editadas no aplicativo EditSeq e alinhadas no aplicativo MegaAlign do software
DNASTAR (LASERGENE, 1994). Para a constru¢céo do diagrama de similaridade e a
comparagdo da sequencia consensus, foram utilizadas sequéncias obtidas no banco de dados
NCBI Blast (ALTSCHUL et a., 1990), referentes a isolados de Pisolithus tinctorius
purificados no Laboratério 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, cddigo do isolado, hospedeiro, origem e nimero de acesso dos isolados de fungos
ectomi corrizicos utilizados na comparagdo da similaridade genética.

Organismo Cédigodo Hospedeiro Origem Nimerode
isolado acesso *
Pisolithus tinctorius UFSC Pt22  Eucalyptus sp Trés Barras-SC, Brasil AF374704
Pisolithus tinctorius UFSC Pt44  Eucalyptus sp UFSC, Florianépolis, Brasil AF374701
Pisolithus tinctorius UFSC Pt26  Eucalyptus sp UFSC, Florianépolis, Brasil AF374699
Pisolithus tinctorius UFSC 132 Eucalyptus dunni TrésBarras, SC, Brasil AF374704
Pisolithus tinctorius UFSC Pt25  Eucalyptus sp UFSC, Florianépoalis, Brasil AF374698
Pisolithus tinctorius UFSC 441 Eucalyptus sp UFSC, Florianépoalis, Brasil AF374696
Pisolithus tinctorius UFSC 145 Eucalyptus sp UFSC, Florianépoalis, Brasil AB374705
Pisolithus tinctorius UFSC Pt27  Eucalyptus sp UFSC, Florianépolis, Brasil AF374700
Pisolithus tinctorius UFSC Pt23  Eucalyptus sp UFSC, Florianépolis, Brasil AF374697
Pisolithus tinctorius UFSC Pt49  Eucalyptus sp UFSC, Florianépoalis, Brasil AF374702
Pisolithus tinctorius UFSC 116 Eucalyptus dunni Trés Barras-SC, Brasil AF374703
Scleroderma bovista AB 099901  Eucalyptus Tailandia AB099901
camaldulensis

Scleroderma bovista AB 211267  Salixreinii Monte Fuji, Japéo AB211267
Uncultured ectomycorrhizal DQ 437705  Eucalyptus sp Africa DQ437705
Scleroderma spp UFSM Scl Eucalyptus grandis S&%0 Francisco de AsSsRS,

Brasil

*NUmero de acesso no Natitonal Center of Biotechnology Information (NCBI) Blast (site:www.ncbi.nim.nih.gov).
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

O método utilizado para a extracdo do DNA do micélio de isolado de Scleroderma p
UFSMScl oriundo do municipio de S8 Franscisco de Assis - RS, mostrou-se €ficiente,
resultando em quantidade de DNA suficiente para a utilizagdo de técnicas de purificagdo e
andlises de polimorfismo daregido do ITS pelo sequenciamento direto do DNA do produto do
PCR (Figura 6.3).

A regido ITSL, ITS2 e5.8Sdo rDNA de micdio de Scleroderma sp UFSM Scl obtido
por meio de cultura foi amplificada com sucesso com os primers universais ITSL/ITSA. A
regido do ITS do fungo Scleroderma sp UFSMScl mostrou uma banda smples com um
fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb) (Figura 6.3), ndo demonstrando

contaminagdo por agentes externos (Figura6.4).
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Figura 6.3 - Eletroforese em gd de agarose 1% do DNA gendmico do micélio fresco do fungo Scleroderma sp.
Isolado UFSCScl. M: marcador molecular 1Kb (Gibco — BRL); linha A, B, C, D, E e F: DNA extraido do
micélio do fungo; Linha G: controle.Santa Maria, RS, 2006.

pb
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Figura 6.4 - Eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento de amplificagio da PCR com os primers ITS1 e
1TS4 do fungo Scleroderma sp. Isolado UFSM Scl. (M) Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, Gibco Cat.
No. 10787-018, (A e B) amostra contendo produto PCR do Scleroderma UFSMScl, (C e D) Amostra controle.
SantaMaria, RS, 2006.
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Para 0 sequenciamento foi utilizado produto direto do PCR (Figura 6.4), e ambas as
regibes do ITS foram sequenciadas do Scleroderma sp UFSMScl. Comparando-se a
sequéncia do isolado Scleroderma sp UFSM Scl com as informagdes da estrutura genética dos
isolados de Scleroderma sp, disponibilizada no Banco de dados NCBI Blast, a sequéncia de
genes conservados 5.8S, encontra-se entre os pares de base 119 e 284 (Figura 6.5).

A regido 5.8S agpresenta 100% de similaridade com a mesma regido dos trés isolados
de Scleroderma no banco de dados do NCBI/BLAST (Tabela 6 e Figura.6.5). H4 uma grande
similaridade da regido do ITS1 e ITS2 do isolado do Scleroderma UFSMScl com a
comparagdo molecular dos isolados com sequéncia depositadas no NBCI/BLAST. Emboraas
espécies de Scleroderma possam representar dificuldade para diferenciacdo entre espécie
pelos caracteres morfologicos (MALVAREZ et.a, 2003), a andlise filogenética do rDNA
certifica a identificagdo dos isolados coletados desde vegetagdo natural até éreas de
reflorestamento (MARTIN et al., 2002).

II||III||II|||||||||IIIIIIIII|II||II||||4|||||II|||IIIIIlIIIIIIIIIIIIIITID

kguggcffcufuccfcccucucccgfg+gcucccgcfgfnggftcf+ugggucc+u+g+c++c+cuguuc 70
tegecatgtetacagaatgtegtecgtggecteggecategtagacctagtacaactttcageaatggate 180
tcttggetectegeatecgatgaooggacgecagegaategegataagtaatgtgaattgeagattttcecgtga 210
atecatcgaoatetttgaacgeacettgegetecteaggtattecgaggageatgectgtttgagtgteateg 280
aaatatcaaategaagetttegaccecgateccacgeacttccagececacgacggteattatgacgtegaag 350
aggcecgtgeegtgegaggetegeacacgecgetaatgettttgoggagagecgaaggtececetccogac 120
aggaggggacccgeccgecagactecccatggtecanacetagetecegacggggategaaagettegatttg 450
atatttcgatgacactcacacaggecatgetcctecggoataoccgaggagegeaaggtgegttcacagattc SB0
gatgatteacggaoaaatetgeaatttcacattacttategegattegetgegtecttcategatgegagg B30
agecaagagatecatttgectgooagttgtactagatttacgatagecegoggecacggacgacattettgt 700
agacatgcgagtt 713

Figura 6.5 - Sequéncia molecular do isolado Scleroderma UFSMScl, da regido do ITS (Internal Transcript
Spacer). Nucl ectideos sublinhados representam aregido do 5.8S.
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T

10

1
GOS AE032301_3EQ
G50 A AT &&a0GFC0G A AEZ11Z67.3EQ
63z DQEz7705.5EQ
MW ¢ACATGECGEAGETT TFSMEC1_SEQ

Figura 6.6 - Mditiplo ainhamento das seqiiéncias da regido do ITS de Scleroderma sp. UFSMScl oriundo de

cultivo de eucalipto de 8 anos no municipio de Sdo Francisco de Assis. Ponto “.” indica que o nucleotideo é
igual aseqgliéncia mgjoritaria (consensus). Cada“_" representa umainser¢éo ou delecdo de nucl eotideo.

O isolado UFSMScl, mostrou uma identidade de 608 bp de DNA, com 94% de
similaridade com o Scleroderma bovista, (KANCHANAPRAY UH et al., 2003); 658 bp de
DNA, com 95% de similaridade com o Scleroderma bovisa (NARA, 2006) e 642 pb DNA,
com 98% de similaridade com clones de fungos ectomocorrizicos (BOOTH et al., 2006, néo
publicado). Estes dados, evidencia que h& variabilidade da regido do ITS1 e ITS2 que pode
estar envolvida com a formagdo da associagdo micorrizica com o eucalipto em diferentes
regides e locais.

Quanto & congtituicdo génica dos isolados utilizados na comparagdo, observa-se a
formacao de grupos em dois niveis, sendo um grupamento dos isolados da espécie Pisolithus
tinctorius, provenientes do Laboratério de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia
e Parasitologia da Universidade Federa de Santa Catarina, com uma similaridade minima 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, gpresentaram um maior score ou menor nimero de “gaps’, ou Ssga, Menos
nucleotideos foram alterados pelo banco de dados NCBI Blast quando da realizacdo do
alinhamento das bases.

A andlise génica do isolado suporta a identificacdo morfologica descrita por
KANCHANAPRAYUH et a.,2003; NARA, 2006 e BOOTH et d., 2006, ndo publicado),
para Scleroderma bovista e para clones de fungos ectomicorrizicos.

UFSC22.SEQ
UFSC44.SEQ
UFSC26.SEQ
UFSC132.SEQ
UFSC25.SEQ
UFSC441.SEQ
UFSC145.SEQ
UFSC27.SEQ
UFSC23.SEQ
UFSCA49.SEQ
UFSC116.SEQ
ABO99901.SEC
AB211267.SEC
‘ ‘ DQ437705.SEC
| UFSMSCL1.SEC

—

13.9

Figura 6.7 - Dendograma das distancias genéticas entre Scleroderma sp (UFSM Scl) e Scleroderma bovista do
NCBI, nimero de acesso AB099901 = AB211267 = DQ = 437705; e do Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 22),
nimero de acesso AF374704; Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 44), nimero de acesso AF374701; Pisolithus
tinctorius (UFSC Pt 26), nUmero AF374699; Pisolithus tinctorius (UFSC 132), nimero de acesso AF374704;
Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 25), nimero de acesso AF 374698; Pisolithus tinctorius (UFSC 441), nimero de
acesso AF374696; Pisolithus tinctorius (UFSC 145), nimero de acesso AB374705; Pisolithus tinctorius (UFSC
Pt 27), nimero de acesso AF374700; Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 23); ndmero de acesso AF374697;
Pisolithus tinctorius (UFSC Pt 49), nimero de acesso AF374702 e do Pisolithus tinctorius (UFSC 116), nimero
de acesso AF374703.

As inser¢cbes e delegBes (Figura 6.6) explicam o ato nivel de polimorfismo na
sequéncia desta espécie em populagdo naturais deste fungo. Nivel semelhante de
polimorfismo foi encontrado em Laccaria (MARTIN et a., 1999) e en Scleroderma s
(KANCHANAPRAY UH et al., 2003; NARA, 2006 e BOOTH et ., 2006, ndo publicado).

Os resultados mostraram que a técnica de identificaco através do sequenciamento
direto do produto do PCR-ITS ¢ €ficiente para a identificacdo de espécies de Scleroderma
pois estes fungos sdo dificeis de serem identificados utilizando-se apenas caracteres
morfologicos. Esta ferramenta requer quantidades minimas de DNA e apresenta alta
confiabilidade nos resultados, tornando-se assm um método excelente para estudo de

populagdes nativas de fungos ectomicorrizicos e monitoramento de isolados especificos
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utilizados em programas de inoculagdo com estes fungos nas mais diversas condigdes

ambientais.
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5 CONCLUSOES

A regido do ITS do fungo Scleroderma sp UFSMScl apresentou uma banda simples
com um fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb).

O fungo Scleroderma sp UFSMScl possui ata similaridade filogenética com as
espécies deste género no banco de dados NCBI/BLAST.
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4 CONS DERACOES FINAIS

Como proposto, este trabaho avaliou primeiramente, a populagéo e a diversidade
dos fungos micorrizicos nas espécies florestais de Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii em
&reas sujeitas a arenizagdo, e verificou a possibilidade de serem utilizados em programas de
recuperagéo destas areas.

O levantamento prévio dos géneros e especies de fungos micorrizicos arbusculares e
ectomicorrizicos nas areas avaliadas, permitiu verificar que a populacéo e a diversdade de
fungos micorrizicos arbusculares em &reas sujeitas a arenizagdo em campo nativo, foi maior
do que nos cultivos de eucalipto 3 e 8 anos, comprovando assim, que sistemas mais estéveis,
por apresentarem maior diversidade na comunidade das plantas, proporciona maior
capacidade de associagdo para os fungos micorrizicos. As ectomicorrizas SO ocorreram nos
povoamentos de eucalipto.

Foi possivel em seguida, evidenciar que a inoculacdo de fungos micorrizicos
arbusculares e ectomicorrizicos é vidvel em mudas de espécies florestais. O Glomus clarum e
Glomus etuni catum apresentaram-se eficientes na colonizagdo das raizes das mudas de Acacia
mearnsi, formando colonizagdo micorrizica mesmo em substratos com alto nivel de fésforo
adicionado. Os substratos mecplani e turfa fértil, foram eficientes na promocéo do
crescimento das mudas de Acacia mearnsii, pois sendo ricos em fosforo, melhoraram o
desenvolvimento das mudas, com boa formagéo do sistema radicular e maior producdo de
biomassa aérea. A Acacia mearnsii apresentou grau de dependéncia micorrizicaintermediéria,
tipica de plantas pioneiras de crescimento rpido.

Para a producéo de mudas de quaidade de Eucalyptus grandis, foi comprovado, que
para o éxito na formagdo de povoamentos florestais, estas mudas, devem apresentar vigor
suficiente para resistir a0 edtresse inicid do transplante, sendo importante que sgam
produzidas em substrato fértil, onde ndo tenham limitagdes de nutrientes essenciais.
Verificou-se portanto, que a maior eficiéncia simbidtica entre Eucal yptus grandis e isolados
do Pisolithus microcarpus ocorre quando os niveis de P encontram-se em nivel sub-6timo.
Este isolado mostrou-se eficiente na promogéo do crescimento das mudas de Eucalyptus
grandis em diferentes substratos e doses de fésforo adicionado.

Ainda, foi possivel verificar que a €ficiéncia de utilizagdo do P pela planta é
dependente do estoque de P metabdlico e de P vacuolar. Sendo assim, o Po ndo variou

consideravelmente entre as mudas de Eucalyptus grandis colonizadas e ndo colonizadas com



o isolado Pisolithus microcarpus, e afragdo Pi refletiu a capacidade de acumulagéo do P pelas
mudas de Eucalyptus grandis inoculadas com o isolado de fungo ectomicorrizico.

Finalizando, este trabalho estudou a sequiéncia completadaregido do ITS e analisou
as diferencas genéticas do polimorfismo de seqliiéncia desta regido no fungo Scleroderma g
UFSM Scl, isolado da é&rea arenizével. A regido do ITS do fungo Scleroderma sp UFSM Scl
apresentou uma banda simples com fragmento de aproximadamente 700 pares de base (pb), e
este fungo possui alta similaridade filogenética com as espécies deste género no banco de
dados NCBI/BLAST, evidenciando que a técnica de amplificagdo de rDNA por Reacdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) permite a amplificac@o de regides especificas do genoma ndo
conservado (ITS — Internal Transcribed Spacer), locdizadas em regiGes atamente

conservadas, e é atécnica mais eficiente e utilizada para fungos ectomicorrizicos.
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