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O objetivo deste trabalho foi avaliar a
utilizagdo dos esporos de Pisolithus microcarpus
e de fosfato de natural (FN) em programas
de inoculagio de baixo custo de Eucalyptus
grandis em viveiros. Embora os tratamentos
nao tenham provocado maior crescimento da
parte aérea das mudas, verificou-se diferenca
significativa na massa seca do sistema
radicular e na parti¢dao de carbono na planta.
A inoculagio promoveu aumento nas taxas
de micorrizacio, embora as doses de FN
utilizadas neste trabalho nio tenham afetado
o estabelecimento da associacio. Estudos
adicionais estio sendo conduzidos para
otimizar o procedimento de inoculagio com
esporos.

Palavras-chave: Fosfato de rocha. Inoculagio.
Ectomicorrizas.

Introdugiio
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The objective of this study was to evaluate the
use of spores of Pisolithus microcarpus and rock
phosphate (RP) in low-cost inoculation programs
of Eucalyptus grandis in nurseries. Although the
treatments did not increase plant growth, there
was significant difference in dry mass of the root
system and partition of carbon in the plant.
Inoculation promoted a significant increase in
the mycorrhization rates, but the doses of RN
used in this study did not affect the establishment
of the association. Additional studies are being
conducted to optimize the procedure and
inoculated with spores.
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Ectomycorrhizas.

No solo de ecossistemas florestais de importancia econdmica e para o dia a dia do

pequeno produtor, destaca-se a associagio ectomicorrizica (READ; PEREZ-MORENO,
2003). Trata-se de uma associagao simbidtica mutualistica entre as raizes das plantas e
fungos especializados do solo que é caracterizada por suas estruturas tipicas: a rede de

Hartig e o manto fungico (PETERSON; FARQUHAR, 1994; SMITH; READ, 2008).

A rede de Hartig caracteriza-se pelo crescimento de hifas, nos intersticios das células das
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raizes finas, sendo responsdvel pela realizagio de trocas de metabdlitos entre a planta e o fungo
(LEL; DEXHEIMER, 1998). O manto fngico caracteriza-se pela presenga de um conjunto
de hifas compactas que envolvem completamente as raizes finas (ASHFORD et al., 1989).
Além de proteger fisicamente as raizes das plantas, o manto fingico é o ponto de partida das
hifas extrarradiculares, estruturas responsaveis pela exploracio do solo em busca de dgua e
nutrientes (LAMHAMEDI; FORTIN, 1991). Também, ¢ a partir das hifas extrarradiculares
que sdo formados os corpos de frutificagdo, estruturas responsaveis pela formagao dos esporos
sexuados dos fungos ectomicorrizicos (SMITH; READ, 2008).

Os beneficios nutricionais sio, principalmente, ligados ao fato de que as
associagoes micorrizicas auxiliam as plantas na absor¢ao de dgua e nutrientes (SMITH;
READ, 2008). Para compreender o porqué deste fato, basta comparar o didmetro de uma
raiz com o didmetro de uma hifa fingica (SAGGIN-JUNIOR; SILVA, 2005). As raizes
finas, responsdveis pela absor¢ao de nutrientes do solo sdo muito mais grossas do que as
hifas fingicas. Desta forma, as hifas sdo as tnicas capazes de penetrar em determinados
microssitios do solo, como por exemplo, no interior de microagregados (SAGGIN-
]UNIOR; SILVA, 2005). Além disso, as hifas fiingicas apresentam comprimento muitas
vezes superior ao apresentado pelas raizes finas ou pelos radiculares, o que permite aos
fungos explorar um volume de solo muito superior ao explorado pelas raizes (SMITH;
READ, 2008). Estas duas caracteristicas somadas permitem 2 planta associada ao fungo
micorrizico acessar nutrientes que nao estariam disponiveis as plantas nao associadas.

Além de aumentar o volume de solo explorado pelas plantas, os fungos
micorrizicos sdo capazes de disponibilizar, para as plantas, nutrientes imobilizados em
substratos organicos ou minerais (ROSELING et al., 2004). Além disso, os fungos
secretam para o solo uma série de dcidos organicos (ROSELING et al., 2004). Estes
compostos sao capazes de solubilizar os nutrientes que se encontram imobilizados na
fracdo mineral do solo, tornando-os disponiveis para as plantas.

Os beneficios nio nutricionais advindos das associagdes micorrizicas sio fruto
da tolerincia de plantas micorrizadas aos diversos estresses aos quais as plantas sao
submetidas no campo. A tolerincia a patdgenos ¢ um dos beneficios trazidos pela
micorriza (CARDOSO FILHO; MINHONI, 2007). Os fungos micorrizicos competem
com organismos patogénicos do solo, tanto pela utilizagao dos nutrientes, quanto pela
produgio de substincias antimicrobianas, evitando que estes colonizem as raizes das
plantas (PANDEY, 2000). Este mecanismo explica por que plantas micorrizadas sao
menos susceptiveis aos fungos do solo que causam murchas e tombamento. Além disso,
para o caso das ectomicorrizas, a presenga do manto fingico é uma barreira mecinica ao
ataque de organismos causadores de doengas e pragas no sistema radicular (MARTIN,
2007). Outro mecanismo muito importante é a ativa¢do dos mecanismos sistémicos
de defesa da planta aos patégenos. Em plantas associadas aos fungos micorrizicos,
ocorrem alteragdes fisioldgicas que levam a pré-ativacio do sistema de defesa sistémico,
permitindo que as plantas respondam mais rapidamente aos ataques de patégenos
(ELSEN et al., 2008). Uma vez que estas alteragoes espalham-se por toda a planta, as
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respostas rapidas de defesa ocorrem, nao sé na porgao infectada pelo fungo micorrizicos,
mas também em outras por¢des da raiz ou mesmo na parte aérea.

A tolerancia das plantas a compostos contaminantes presentes no solo, tais como
os metais pesados, também é um importante beneficio das associagoes micorrizicas
(NOGUEIRA, 2007). As micorrizas auxiliam as plantas a lidarem com compostos
toxicos reduzindo a toxidez dos mesmos. Um dos mecanismos ¢ a liberagao por fungos
micorrizicos de compostos que se ligam fortemente aos metais pesados (KHAN et al.,
2000). Uma vez ligados a estes compostos, os metais pesados passam a apresentar menor
ou nenhuma toxidez para a planta (LEE et al., 2004). Os fungos também alteram o pH
do solo que envolve as raizes, o que leva a alteracio da forma quimica do poluente,
podendo tornd-lo menos téxico (GOHRE; PASZKOWSKI, 2006). Outro mecanismo
¢ impedir que os metais pesados cheguem até as raizes das plantas pela adsor¢ao dos
metais pesados as cargas existentes nas hifas fungicas, reduzindo a mobilidade destes
compostos para as plantas (GOHRE; PASZKOWSKI, 2006). Alternativamente, os fungos
podem absorver preferencialmente os metais pesados e imobilizé-los no interior das
hifas, impedindo que os mesmos cheguem até as raizes das plantas.

Os fungos ectomicorrizicos secretam para o solo dcidos organicos capazes de
solubilizar os nutrientes que se encontram imobilizados na fragio mineral do solo,
tornando-os disponiveis para as plantas (ROSELING et al., 2004). Neste contexto,
plantas associadas a fungos ectomicorrizicos podem acessar nutrientes contidos no
fosfato de rocha, que se encontravam anteriormente indisponiveis para as mesmas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de utilizagiao dos esporos de
fungos ectomicorrizicos e de fosfato de natural em programas de inoculagao de baixo

custo de Eucalyptus grandis em viveiros.

Material e métodos
Local de realizacio do experimento

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Solo e no Horto
Florestal pertencentes ao Cimpus Rio Pomba do Departamento de Agricultura e
Ambiente/Instituto Federal de Educacio Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas
Gerais (IF Sudeste MG) [21° 16° 30” S 43° 10’ 44” O, Altitude: 441 m].

Material bioldgico

Neste experimento, foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis obtidas
junto ao Setor de Silvicultura da Universidade Federal de Vigosa/MG. Como fonte de
inoculo, utilizaram-se esporos obtidos de um tinico basidiocarpo de maduro Pisolithus

microcarpus coletado em plantagio de Eucalyptus grandis no municipio de Vigosa/MG.
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Producio das mudas

Utilizou-se como substrato solo subsuperficial e areia na propor¢ao 1:1. Uma
amostra deste substrato foi enviado para andlise quimica no Laboratério de Andlise
do Solo do IF Sudeste MG — Campus Rio Pomba (Tabela 1). A este substrato foram
acrescentadas 5 doses de fosfato natural (27% de P,O, total com solubilidade em dcido
citrico de 0,8%), a saber 0, 36, 72, 109 e 145 g dm?. Adicionalmente, avaliou-se a

inoculagao ou nao das mudas com 2 % de esporos de Pisolithus microcarpus no substrato.

Tabela 1. Anélises quimicas do solo substrato utilizado para producao das mudas

Substrato
pH (H20) 5.77
P (mg dm?) 6,5
K (mg dm™) 144
Ca’" (cmol. dm™) 2,0
Mg** (cmol, dm™) 1,0
A" (cmol. dm™) 0,0
H+ A" (cmol. dm™) 1,2
SB (cmol. dm™) 3,37
CTC (t) (cmol. dm™) 3,37
CTC (T) (cmol. dm™) 4,57
V (%) 73,7
MO (dag/Kg) 0,2
P-rem (mg/L) 20,6

Anélises quimicas foram realizadas no Laboratério de Andlise do Solo do Departamento de Agricultura e Ambiente/
IF Sudeste MG — Campus Rio Pomba utilizando a metodologia descrita pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria-Embrapa (1997).

As sementes de Eucalyptus grandis foram germinadas em tubetes cilindricos
de 55cm’, sendo realizado o desbaste 30 dias apds a semeadura. O experimento foi

conduzido em casa de vegetacio no periodo de dezembro de 2010 a julho de 2011.

Varidveis analisadas

Ao término do experimento, foram avaliados o comprimento da parte aérea,
o didmetro do caule e 0o comprimento do sistema radicular. Adicionalmente, foram
avaliadas a matéria seca (MS) da parte aérea e da raiz, utilizando-se estes dados para o
célculo da relagio MS da parte aérea/MS da raiz de cada planta. Avaliou-se também
a percentagem de micorrizagio das plantas utilizando a metodologia descrita por
Brundrett et al., 1996.
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Amndlises estatisticas

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x2 (Doses de fosfato reativo x inocula¢ao com esporos de Pisolithus
microcarpus) com 12 repetigoes. Realizou-se a andlise de variincia para o efeito dos
tratamentos, o teste tukey para a compara¢io das médias entre os tratamentos de

inoculagao ¢ a andlise de regressio polinomial para o efeito das doses de fosfato.

Resultados e discussao

Observou-se que a inoculagio e que as doses de fosfato natural interferem no
crescimento de E. grandis (Tabela 2). Os tratamentos com fosfato natural apresentaram efeito
significativo sobre a altura das plantas e verificou-se aumento linear da altura em resposta as
doses de fosfato natural (Figura 2). Para esta varidvel, o incremento no crescimento, quando
comparada a dose 0 e 145 g dm de fosfato natural, foi de 11 %. A inoculacio e as doses de
fosfato nio interferiram no diAmetro do caule.

Asvaridveisalturada planta, comprimento de raize micorrizagao apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos inoculados e nao inoculados (Tabela 3). No tratamento
nio inoculado, observaram-se aumentos no comprimento da parte aérea e comprimento da
raiz de, respectivamente, 10 e 7,5 % (Tabela 3). As plantas inoculadas apresentaram maior
percentagem de micorriza¢do quando comparadas a plantas ndo inoculadas (Tabela 3).

Verificou-se interagdo entre os tratamentos de inoculacio e de adubacgio com fosfato
natural para as varidveis matéria seca da raiz e relagio matéria seca da parte aérea/matéria
seca da raiz (Tabela 2). Observou-se reducio linear da matéria seca de raiz, com o aumento
das doses de fosfato natural para o tratamento nio inoculado (Figura 3). Para o tratamento
inoculado, nio se observou efeito do aumento das doses de fosfato natural sobre a matéria
seca de raiz (Figura 3). A relagio MS de parte aérea/MS de raiz apresentou resposta quadratica
com o aumento da dose de fosfato natural, sendo a maior dose de FN aquela que apresentou

maior relacio (Figura 4).

Tabela 2. Efeito da inoculacio e do fosfato reativo no crescimento, na relagio matéria
seca da parte aérea/matéria seca da raiz e na micorrizacao de Eucalyptus grandis

R Relacao
Fon_te fie L Altura Comp .de Diametro MS (%e parte MS de raiz Parte o MIC
variagao de planta raiz do caule aérea . .
aérea/ Raiz
Dose de FN 4 5,617* 6 ,774 ns 0,009ns 0.00008 ns 0 ,00015 ** 0 ,2883 ** 6 4,757 ns
Inoculagdo 1 10,708* 36,676 * 0 ,021ns 0 .0001 ns 0 ,00049 ** 0 3512 ** 902,783 **
FN vs 4 0,595ns 11,536 ns 0,011ns 0,00005 ns 0,00009 * 0,1452 * 30,862 ns
Inoculagio
CV (%) 25% 17% 19% 40% 41% 39% 43%
Total 119

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; **Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; ns — nao
significativo; FR - Fosfato reativo. MS — Matéria Seca.
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Figura 2. Efeito do fosfato reativo sobre o comprimento da parte aérea (cm) de E. grandis.
Linha pontilhada: equagio ajustada para o efeito da dose de FR sobre o comprimento da parte
aérea; valores observados para cada tratamento.

Tabela 3. Efeito da inoculagio com 2% de esporos de Pisolithus microcarpus no
crescimento e na micorrizagao de mudas de Eucalyptus grandis e E. saligna

Eucalyptus grandis
Nio inoculado Inoculado
Comprimento de Parte Aérea (cm) 6,325a 5,727b
Comprimento de Raiz (cm) 14,693a 13,587b
Diametro do Caule (mm)
Matéria Seca de Parte Aérea (g) 0,028a 0,026a
Micorrizagdo (%) 19,59b 25,08a
Meédias seguidas por uma mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Efeito da inoculagio e do fosfato reativo sobre a matéria seca da raiz (g) de mudas
de E. grandis. Linha continua: equagio ajustada para os tratamentos nio inoculados; ® valores
observados para o tratamento inoculado; ¢ valores observados para o tratamento nio inoculado
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Figura 4. Efeito da dose de fosfato reativo sobre a relacio matéria seca da parte aérea/matéria
seca da raiz em mudas de E. grandis. Linha pontilhada: equacao ajustada para os tratamentos
inoculados; Linha continua: equacio ajustada para o tratamento nio inoculado. ® valores
observados para o tratamento inoculado; ¢ valores observados para o tratamento nio inoculado

A inoculagio com esporos do fungo ectomicorrizico aumentou a percentagem de
micorriza¢io, porém nio apresentou aumento no crescimento das mudas de E. grandis.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar os tratamentos em um sistema de baixa tecnologia,
o que implicou a utilizagio de materiais disponiveis em qualquer propriedade: areia
e solo subsuperficial. Constatou-se que estes materiais nio forneceram ao substrato
as caracteristicas fisicas necessdrias para a producio de mudas de alta qualidade.
Desta forma, novos experimentos de inoculagio serio realizados testando compostos
alternativos de baixo custo que possam melhorar as caracteristicas fisicas do substrato.

Na inoculagao com esporos, nao hd controle das caracteristicas genéticas das estirpes
que estabeleceram associagoes com a planta hospedeira. As estirpes dicaridticas, normalmente
associadas a plantas, sdo provenientes da fusdo de hifas monocaridticas oriundas dos esporos,
sendo uma das caracteristicas marcantes das estirpes monocaridticas sua variabilidade
morfolégica (LAMHAMEDI; FORTIN, 1991). Isso ocorre porque a meiose é uma das
etapas centrais da formagio destes propagulos (CAMPOS; COSTA, 2010).

As associagdes ectomicorrizicas apresentam elevada especificidade, desta forma,
os isolados fungicos apresentam eficiéncia na promoc¢io de crescimento em um
ndimero restrito de espécies vegetais (PEREIRA et al., 2005). Também, dentro de
uma mesma espécie, é relatado o comportamento contrastante entre os isolados, com
estirpes apresentando maior capacidade de promocio do crescimento (PEREIRA et al.,
2005). Neste estudo, os esporos utilizados para inoculagao foram obtidos de um tnico
basidiocarpo, sendo possivel que os propdgulos em questao nao fossem provenientes de
genitor com alta eficiéncia na promocio do crescimento de E. grandis. Neste contexto,

novos estudos s3o necessirios para comparar a capacidade de promogao de crescimento
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de esporos provenientes de diferentes basidiocarpos e também da mistura de esporos de
basidiocarpos diferentes.

Desta forma, a utiliza¢io destes esporos nao permite o uso de estirpes altamente
eficientes para o processo de promogao do crescimento. No entanto, hd que se destacar
que a inoculagio com estirpes superiores implica a utilizagdo de in6culo proveniente
de produgio do micélio fingico em condigoes controladas (COSTA et al., 2002).
Este procedimento é caro e, muitas vezes, o inculo nao estd indisponivel para o
pequeno produtor. Neste contexto, a utilizagio dos esporos, mesmo que nio promova
o crescimento da muda no viveiro, garantiria fonte de inéculo do fungo micorrizico
para mudas transplantadas, trazendo beneficios, como a maior resisténcia a pragas e
patdgenos radiculares, maior capacidade de absor¢io de dgua, de absor¢ao de nutrientes
e reducio no estresse oxidativo (SMITH; READ, 2008).

A inoculagao com esporos apresentou uma percentagem de micorrizagao média
de 25 %. Esta percentagem foi similar a apresentada por Brundrett et al. (2005) em
experimentos de inoculagio por esporos na China e Austrdlia. O nivel de colonizagao
intermedidrio, observado para experimentos de inoculagio baseada em esporos, deve-
se possivelmente as baixas taxas de germinacio dos esporos do fungo P microcarpus
(NARA, 2009). Virios fatores ambientais interferem no processo de germinagio,
sendo a presenca de dcidos orginicos de origem radicular uma das mais importantes
(PEREIRA, 2004). Uma alternativa para aumentar as percentagens de micorrizagio em
estudos futuros seria o pré-tratamento dos esporos com tais dcidos.

Os tratamentos de inoculagio e a adubagio com fosfato natural provocaram
redugio no sistema radicular das mudas de eucalipto. Desta forma, a inocula¢io causou
aumento da relagdo MS da parte aérea/MS da raiz em maiores concentragoes de FN,
indicando que houve aumento na eficiéncia de absor¢ao de nutrientes da raiz inoculada.
Hipotetiza-se que as plantas inoculadas reduziram sua massa radicular, pois a absor¢ao

de nutrientes passou a ser realizada pelas hifas fingicas.

Conclusoes

A inoculagio com esporos acrescida de FN nao levou ao maior crescimento da
parte aérea das mudas. No entanto, houve diferencas significativas no que diz respeito
a massa do sistema radicular, indicando que a associagdo estabelecida entre o fungo e a
planta é efetiva. No que tange & micorrizaco, as doses de FN utilizadas neste trabalho
nio afetaram o estabelecimento da associagio. Mesmo havendo inéculo naturalmente
presente no substrato utilizado, a inoculagio promoveu aumento significativo nas
taxas de micorrizagdo. Estudos adicionais estio sendo conduzidos para otimizar o

procedimento e inoculagio com esporos.
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