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RESUMO

Eucalyptus globulus € uma das espécies exdticas mais amplamente cultivadas no
mundo, sendo a espécie preferencial para extragdo de celulose de fibra curta. Existe
grande interesse em seu cultivo intensivo no Brasil, mas limitagdes, notadamente de
ordem ambiental, dificultam seu crescimento. Como as demais espécies do género
Eucalyptus, E. globulus apresenta dois tipos de simbiose micorrizica: as micorrizas
arbusculares (MA) e as ectomicorrizas (ECM). Varios estudos tém demonstrado
beneficios da inoculagdo no crescimento desta planta, mas a maioria deles trata apenas
da inoculag3o ectomicorrizica. A inoculagdo micorrizica pode, assim, constituir-se num
fator que contribua para a adaptagdo dessa planta, desde que sejam definidos quais os
fungos a ser introduzidos e quais as formas e seqiuéncias de inoculagdo. Com esse
objetivo, foram realizados dois experimentos para estudar os efeitos dos fungos Glomus
clarum (MA) e Pisolithus tinctorius (ECM) em duas formas de inoculagdo (isolada ou
conjunta) e da seqiiéncia de inoculagdo (inoculagido na semeadura ou no transplantio), e
sua contribui¢do para nutrigdo e crescimento de E. globulus,. Utilizou-se para isso areia
quartzoza, lavada e esterilizada em autoclave, previamente fertilizada com macro e
micronutrientes, contendo 7.5 ppm de fosforo. O inéculo MA foi obtido de uma cultura
em vaso, usando sorgo como hospedeiro, enquanto que o inoculo do fungo ECM foi
obtido por meio de cultura axénica em meio MNM solido e posterior fragmentagdo em
meio semi-solido. Um dos experimentos tinha 4 tratamentos de inoculacdo: G. clarum
(Ge), P. tinctorius (Pt), inoculagdo conjunta (Ge+Pt) e testemunha, ndo inoculada (Ni).
No outro experimento, os 5 tratamentos de inoculagdo foram caracterizados pelo carater
sequencial da inoculagdo (semeadura/transplantio): Ni/Ni, Ni/Gec, Ni/Pt, Ge/Pt, Pt/Ge.
Os dois experimentos foram avaliados aos 2, 3, 4 e 5 meses apos a semeadura. Os
pardmetros avaliados foram: altura, comprimento radicular total e colonizado, matéria
seca da parte aérea e de raiz, fosforo na parte aérea e raiz. Avaliaram-se, também, a
velocidade de crescimento (cm.planta”.dia’ ou mgplanta”.dia') e de absor¢io de
fosforo (mg.planta’ .dia™). Somente G. clarum colonizou as plantas e a colonizagéo foi
limitada pela presenga do fungo ECM, P. tinctorius. A forma de inoculagdo isolada
(Gc), promoveu maior nutrigdo fosfatada e crescimento das plantas, notadamente nos
pardmetros relativos ao sistema radicular. No experimento de inoculagdo seqiiencial, os
efeitos dos tratamentos foram menos discerniveis, sendo possivel destacar, no entanto, a
coloniza¢do somente do tipo MA, nos tratamentos onde G. clarum foi inoculado, €
efeitos positivos desse fungo em alguns pardmetros de crescimento (altura,
comprimento e peso de raiz, relagdio R/S) e absor¢do de P (raiz). Ficou evidente,
também, um efeito negativo do transplantio sobre a colonizag¢do radicular pelo fungo
MA. Com base nesses resultados, pdde-se concluir que: G. clarum (FMA) foi mais
compativel em relagdo a E. globulus que P. tinctorius (ECM), foi também mais
eficiente na colonizagdo, absor¢do de fosforo e promog¢ido do crescimento em E.
globulus.

Palavras-chave: Eucalyptus globulus - Micorrizas Arbusculares - Ectomicorrizas -
Colonizagdo - Crescimento - Fosforo



ABSTRACT

Effects of the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus clarum (Nicol. & Schenck),
and the ectomycorrhizal Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch, on root
colonisation, nutrition and growth of Eucalyptus globulus Labill.

Eucalyptus globulus is the most used species for the extraction of short fiber
cellulose worldwide. In Brazil, climatic constraints prevents intensive planting of this
species. E. globulus forms mycorrhizal association with arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) and ectomycorrhizas (ECM). Many studies have showed the benefits of ECM
on growth of this species, but only a very few have examined the effect of AM. In this
study, two experiments were performed to evaluate the effect of the AMF fungus
Glomus clarum (Gc) and the ECM fungus Pisolithus tinctorius (Pt), inoculated alone or
combined, and in different sequences, on growth and nutrition of E. globulus.
Experiments were carried out using a substrate of sterile sand previously fertilized with
7.5 ppm P and other macro- and micro- nutrients. Inoculum of G. clarum was produced
in pot cultures using sorghum as the host and consisted of a mixture of spores, hyphae
and colonised roots. Inoculum of P. tinctorium consisted of a slurry produced by
blending solid cultures (MMN-agar) in a semi-solid MMN medium. In the first
experiment, plants were inoculated with Gc, Pt, G¢+Pt, or noninoculated (Ni). In the
second experiment, fungal inoculation (Gc¢, Pt and Ni) was added in 5 different
sequences, corresponding to the inoculation at sowing and at transplanting (30 d):
Ni/Ni, Ni/Gc, Ni/Pt, Ge/Pt, Pt/Ge. Plant height, root length colonised, root and shoot
dry weights and P contents were measured when plants were 2, 3, 4 and 5 month-old.
Growth and P uptake rates were also calculated. In both experiments only G. clarum
was able to colonise roots, but colonisation was reduced by the presence of P.
tinctorius, although no ectomycorrhizal colonifation was observed. In the first
experiment, G. clarum inoculated alone contributed to a greater P uptake and plant
growth, particularly on root system, relative to the control. In the sequencial inoculation
study, differences between treatments were not clearly detected. However, it was
possible to observe the positive effects of G. clarum relative to other treatments on
plant heigth, root length and weigth, root:shoot ratio, and on root P contents. The results
suggest that the isolate of G. clarum used is more compatible to E. globulus than P.
tinctorius (ECM). The AM fungus was also efficient on promoting P uptake and growth
of E. globulus.

Keywords:  Fucalyptus globulus - Arbuscular mycorrhizas - Ectomycorrhizas -
Coloniﬁation - Growth — Phosphorus



INTRODUCAO

Os FEucalyptus sdao esséncias florestais de grande interesse econdmico, sendo
utilizados principalmente para fabricagdo de celulose e papel, cujo consumo mundial
vem aumentando nos ultimos anos. Contribuem para isso diversas caracteristicas que
essas plantas apresentam, dentre elas, seu rapido crescimento e facil adaptagdo a
diferentes regides do planeta. No Brasil, dos 6,5 milhdes de hectares reflorestados, 65%
sdo ocupados com espécies de Fucalyptus, proporcionando beneficios econdmicos e
sociais, como a geragdo de inimeros empregos.

Diversas espécies tém sido utilizadas nesse setor, entre elas, E. globulus vem se
destacando devido ao seu alto rendimento industrial, baixos teores de lignina e maior
densidade de madeira.

Os Eucalyptus formam dois tipos de associagdo micorrizica, a ectomicorrizica e
a micorrizica arbuscular. Essa dupla simbiose tem sido geralmente relacionada a fatores
ambientais e a fatores intrinsecos ao hospedeiro. Dentre os fatores ambientais, é
sugerido que a temperatura, pluviosidade, o precedente cultural e o potencial de indculo
estdo relacionados a ocorréncia dessa dupla associagdo. No que diz respeito aos fatores
intrinsecos ao hospedeiro, os principais sdo a idade e a fisiologia dos mesmos. Além
disso, as interagdes entre os fatores do ambiente, do hospedeiro e do fungo simbionte
podem estar relacionados a essa ocorréncia. Foi observada uma dindmica sucessional
dessas associagdes, porém sdo poucos os estudos sobre o papel desses dois tipos de
micorriza nessa dindmica.

No caso dos FEucalyptus, o estudo do papel das micorrizas € importante
principalmente em termos de produtividade e aumentos de biomassa, devido ao grande
interesse econdmico dessas espécies. O controle da micorrizagdo, com a utilizagdo dos
fungos ectomicorrizicos como "ferramentas" biotecnologicas, pode proporcionar
vantagens aos produtores florestais e, conseqiientemente, as industrias que fazem uso
dessas espécies.

Os inimeros resultados que demonstram os beneficios advindos das associagdes
micorrizicas, principalmente em termos de aumento de crescimento, biomassa e

nutri¢do mineral, foram obtidos com inoculagdo de forma isolada e, principalmente,



com fungos ectomicorrizicos. S3o escassos os estudos sobre a associagdo micorrizica
arbuscular em relagdo a espécies deste género.

Assim, este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito de
fungo micorrizico arbuscular ¢ de fungo ectomicorrizico, na nutrigdo e produgio de .
biomassa de Eucalyptus globulus Labill., sob condigdes de casa-de-vegetagdo. Além de
avaliar os beneficios conferidos pelos dois tipos de micorriza na promogdo do
crescimento das plantas, verificar em qual estadio de desenvolvimento esses beneficios
se manifestam, determinar a dindmica da coloniza¢do do sistema radicular pelos dois
tipos de fungos micorrizicos e analisar o efeito de um tipo micorrizico na colonizagio

do hospedeiro pelo outro tipo.



REVISAO DA LITERATURA

1 - Micorrizas

Micorrizas s3o associagGes simbioticas entre as raizes das plantas e fungos
especializados do solo (FRANK, 1885). Tais associagOes sdo exemplos classicos de
simbioses mutualisticas, onde o fungo e a planta hospedeira dependem um do outro para
sobreviver nos ecossistemas naturais (MOLINA e TRAPPE, 1984). Mais recentemente,
READ (1991) reenfatizou o conceito de simbiose micorrizica como uma comunidade de
organismos, com inumeros hospedeiros e fungos envolvidos. Estima-se que mais de seis
mil espécies de fungos sdo capazes de estabelecer esta associagio, com
aproximadamente duzentas e quarenta mil espécies de plantas (BONFANTE e
PEROTTO, 1995). As micorrizas variam na estrutura, fun¢do e no tipo de fungo
envolvido, demonstrando representar um tipo de associagdo que tem evoluido
repetidamente, em resposta a distintas pressGes seletivas € nao uma simples classe de
associagdo evolucionaria (FITTER e MOYERSOEN, 1996, SYLVIA, 1998).
Evidéncias tém sugerido que o habito micorrizico evoluiu como um mecanismo de
sobrevivéncia para ambos os organismos envolvidos na associagdo, permitindo a
sobrevivéncia destes em ambientes de baixa fertilidade do solo, periodos de seca,
doengas, baixas temperaturas e outras condigdes naturais de estresse (MARX et al.,
1992). |

Nesta simbiose, o fungo se beneficia pelo suprimento de nutrientes
orginicos (carboidratos, vitaminas, aminoacidos) advindos da fotossintese do
hospedeiro. A planta, por sua vez, beneficia-se pelo suprimento de nutrientes minerais
do solo absorvidos pelo fungo, especialmente aqueles que tém pouca mobilidade, ou
que estdo presentes em baixas concentragdes na solugdo do solo, tais como fosforo,
cobre e zinco (HARLEY e SMITH, 1983).

Em adigdo ao aumento do crescimento das plantas e da absor¢do de
nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio (HEINRICH et al., 1988, BURGESS et
al., 1993; MARSCHNER e DELL, 1994), os fungos micorrizicos conferem outros
beneficios a seus hospedeiros. Esses fungos podem, eventuaimente, ter um papel

importante na estruturagdo e estabilidade de comunidades vegetais (FRANCIS e READ,



1994), absorver agua e aumentar a resisténcia de plantas jovens a seca (DUDDRIDGE
et al, 1991), resultante do aumento da area de superficie de captagdo pelas hifas
(HARLEY e SMITH, 1983; MILLER e ALLEN, 1992). Alguns fungos micorrizicos
podem detoxificar o solo (WILKINS, 1991; HARLEY e SMITH, 1983) ou capacitar
plantas a resistir a temperaturas ou acidez extremas, como podem atuar, também, na
agregacdo e estabilidade do solo (TISDALL, 1994) e podem modificar a arquitetura do
sistema radicular (KOTHARI et al., 1990, HOOKER et al., 1992). Além disso, os
fungos micorrizicos podem proteger as raizes contra fitopatogenos (KOPE e FORTIN,
1989; SUH et al., 1991; RASANAYAGAM e JEFRIES, 1992; NEWSHAM et al,
1995).

As micorrizas podem ser classificadas em trés tipos gerais: endomicorrizas,
ectomicorrizas e ectendomicorrizas (Figura 1). O primeiro contém um numero de
distintos subtipos, notadamente as ubiquas micorrizas arbusculares (MA), anteriormente
referidas como micorrizas vesiculo-arbusculares, envolvendo inimeras espécies de
plantas; as micorrizas ericoides, formadas por fungos do Filo Ascomycota
(notavelmente Hymenoscyphus spp.) e plantas da ordem Ericales, e as micorrizas
orquidoides, formadas por varios fungos, frequentemente formas imperfeitas, e
orquideas. Dentre estes diferentes tipos de micorrizas, as ectomicorrizas € as micorrizas
arbusculares sdo as mais comuns e as mais relevantes economicamente (HARLEY e
SMITH, 1983; MOLINA e TRAPPE, 1984; ALEXOPOULOS et al., 1996, FITTER e
MOYERSON, 1996).

A grande maioria das espécies de plantas das regides tropicais, subtropicais e
temperadas € colonizada por fungos MA (FRANCIS e READ, 1994). Assim, estima-se
que mais de 80% das familias de plantas formam normalmente simbioses do tipo MA
(GIANINAZZI-PEARSON, 1996), ou seja, a maioria das familias de fanerogamas,
sendo estas importantes tanto econdmica quanto ecologicamente (TRAPPE, 1987
MOLINA et al., 1992).

As micorrizas arbusculares sio formadas por fungos da ordem Glomales (Filo
Zygomycota) (ALEXOPOULOS et al., 1996) e séo caracterizadas pela penetragdo do
micélio inter- e intracelular no cortex radicular, auséncia de manto e de modificagdes
morfologicas nas raizes (MORTON e BENTIVENGA, 1994). Cento e cinqiienta
espécies de fungos MA sdo reconhecidas atualmente (MORTON e BENNY, 1990),
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distribuidas em trés familias (Glomaceae, Acaulosporaceae, Gigasporaceae) e em seis
géneros (Glomus, Acaulospora, Gigaspora,  Scutellospora, Sclerocystis e
Entrophospora). Os fungos envolvidos neste tipo de associagdo sdo considerados
simbiontes obrigatorios, ou seja, sao fungos que ndo produzem esporos na auséncia de
uma planta hospedeira e, dessa forma, somente completam seu ciclo de vida na
associa¢do com as raizes das plantas (HARLEY e SMITH, 1983).

Somente tecidos radiculares especificos, tais como tecidos epidérmicos e
corticais sao colonizados, enquanto que meristemas e tecidos vasculares sdo resistentes
a infecgdo micorrizica (BONFANTE e PEROTTO, 1995). Durante seu ciclo de vida, o
fungo produz esporos, base da taxonomia destes fungos, que germinam e originam um
micélio vegetativo. Este, em contato com a superficie da raiz de uma planta hospedeira,
diferencia-se em apressorio, € a penetragdo aparentemente ocorre por combinagido de
degradagdo mecanica e enzimatica da parede celular vegetal (LAMBAIS, 1996).
GIOVANETTI et al. (1993), citados por BONFANTE e PEROTTO, 1995,
demonstraram que a formagdo do apressorio € induzida por exsudatos das raizes
produzidos por plantas hospedeiras compativeis, enquanto que exsudatos de raizes de
plantas n3o compativeis estimulam somente a elongagdo da hifa. Numa planta
compativel, este apressorio produz uma hifa que inicia a infec¢do dos tecidos
radiculares, onde vdo formar hifas inter- e intracelulares, novelos de hifas (coils),
arbasculos e, em alguns casos, vesiculas (ALEXANDER et al., 1992; PETERSON e
FARQUHAR, 1994; BONFANTE e PEROTTO, 1995). Os arbusculos sdo estruturas
efémeras formadas de micélio inter- e intracelular no cortex da raiz e responsaveis pela
troca de nutrientes entre os simbiontes (GIANINAZZI, 1991, MORTON e
BENTIVENGA, 1994; LAMBALIS, 1996). Ja as vesiculas sdo formadas exclusivamente
nas espécies de Glomaceae e Acaulosporaceae, mas com diferengas distintas evidentes
entre elas. As vesiculas nas Glomaceae sdao usualmente subglobosas a elipticas, ao passo
que nas Acaulosporaceae sdo pleiomorficas, nodosas, e coram-se facilmente com azul
de tripan (MORTON e BENTIVENGA, 1994).

As ectomicorrizas (ECM), por sua vez, sdo caracterizadas pela presenga de um
manto de hifas ao redor da raiz, pela penetragdo intercelular do micélio fungico no
cortex (rede de Hartig) e pela indugdo de modificagdes morfologicas nas raizes

colonizadas (HARLEY e SMITH, 1983). Tais raizes tornam-se morfologicamente



distintas, sendo isentas de pélos radiculares, algumas vezes coloridas, freqiientemente
curtas e grossas, € podem ser ramificadas ou ndo e/ou nodulares. Esta morfologia parece
ser determinada primariamente pelo micossimbionte e pode ser especifica para género
ou espécie deste (JONES e LAST, 1991).

O manto das ECM, quando completamente desenvolvido, consiste
freqiientemente de hifas compactas separando as células radiculares do solo. Dois tipos
basicos de manto podem ser distingiiidos: o manto plectenquimatoso, no qual a hifa
pode ser reconhecida individualmente; e o manto pseudoparenquimatoso, no qual as
hifas individuais que formam este manto ndo podem ser distingtiidos por que perderam
sua forma original, assemelhando-se assim a um verdadeiro parénquima. Estes dois
tipos sdo divididos em outros subtipos. Essas caracteristicas sdo importantes na
montagem de chaves dicotomicas para a identificagdo das ECM (AGERER, 1994
HONRUBIA et al., 1994). Freqiientemente, as hifas estocam glicogénio, proteinas e
lipideos, e sdo capazes de absorver e acumular nitrogénio, fosforo, potassio e calcio
(MARX et al., 1992; PETERSON e FARQUHAR, 1994).

A rede de Hartig é uma rede intercelular de hifas, formada entre as células
corticais e epidérmicas, ou entre ambas, e € o local de trocas entre o fungo e a planta
hospedeira (KROPP e LANGLOIS, 1990). Nesta rede, as células epidérmicas sofrem
mudangas na morfogénese sendo induzidas a expandir-se radialmente, ao invés de
axialmente, sendo a rede confinada a esta camada de c€lulas. Isto provoca um aumento
de superficie para trocas entre o fungo e a planta hospedeira. O controle desta
reorientagao ainda esta sendo estudado (PETERSON e FARQUHAR, 1994).

Nas angiospermas, a rede de Hartig ¢ freqiientemente superficial e formada
somente ao redor das células epidérmicas, enquanto que nas gimnospermas, a rede de
Hartig € mais profunda, estendendo-se até o cortex e, algumas vezes, até a endoderme.
Geralmente, ndo ocorre reagdo adversa nas células corticais a colonizagdo fungica e a
rede de Hartig nem sempre as envolve completamente (KROPP e LANGLOIS, 1990).

Os fungos envolvidos nesta associa¢do sdo principalmente espécies dos Filos
Basidiomycota e Ascomycota (ALEXOPOULOS et al., 1996). Numerosas espécies de
fungos tém sido identificadas como formadoras de ECM. TRAPPE (1987) estima que
mais de cinco mil espécies de fungos tém potencial para formar este tipo de micorriza.

Em Santa Catarina, foi observada a ocorréncia de treze géneros de fungos ECM em



plantagdes de Pinus e Fucalyptus, sendo eles: Amanita, Chondrogaster, Descomyces,
Hysterangium, Laccaria, Lactarius, Pisolithus, Ramaria, Rhizopogon, Scleroderma,
Setchelliogaster, Suillus e Thelephora (GIACHINI e OLIVEIRA, 1997), todos eles do
Phylum Basidiomycota.

As plantas hospedeiras sdo predominantemente espécies arboreas pertencentes
as familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Jungladaceae, Myrtaceae,
Dipterocarpaceae, Ericaceae, Tiliaceae, Leguminosae, e outras familias (MEYER, 1973;
GARBAYE, 1990; MARX et al., 1992). Em seis dessas familias (Pinaceae, Fagaceae,
Dipterocarpaceae, Betulaceae, Myrtaceae e Salicaceae) o status simbidtico é
predominantemente do tipo ECM com uma concentragdo de hospedeiros estimada
variando de 70-98% (WILCOX, 1990).

Algumas espécies arboreas de uso agroflorestal podem formar ambas as
associagdes, ECM e MA, dentre elas espécies dos géneros FEucalyptus, Alnus,
Casuarina, Acacia, Cupressus, Juniperus, Tilia, Ulnus, Arbutus, Populus e Salix, que,
dependendo do potencial de indculo do solo e da idade da planta, irdo formar um ou
outro tipo, ou ambos simultaneamente (MOLINA e TRAPPE, 1984; MARX et al,
1992). OSONUBI et al. (1991) demonstraram que importantes espécies agroflorestais
como Albizia lebbeck, Gliricidia sepium e Leucaena leucocephala podem, também, se
associar a ambos os tipos de fungos micorrizicos. Ja VOZZO e HACKSKAYLO (1974)
observaram que diferentes espécies de Populus apresentavam tipos distintos de
micorriza, MA ou somente ECM, ou nenhuma, dependendo do local, do tipo de solo e
das condi¢des climaticas.

Dessa forma, foi sugerido que a capacidade de formar micorrizas poderia
influenciar na distribuigado dessas espécies. HARLEY (1970), citado por KHAN (1978),
considerou que plantas com dupla associagdo simbiotica, participando na fixagdo de
nitrogénio e absor¢do de fosforo, sdo bem sucedidas como colonizadores primarios
devido a sua capacidade para contrabalangar a baixa fertilidade do solo em seu habitat.
Em outro estudo, também ficou evidenciado que as condigdes do solo podem ter
influéncia na predomingnciag de um tipo ou outro de micorriza (REDDELL e
MALAJCZUK, 1984). Esses autores encontraram predominancia de ECM em F.
marginata em locais ricos em matéria organica e outros autores observaram MA

dominando em solos com baixo conteudo de matéria organica e disponibilidade de



fosforo (READ, 1991; SYLVIA, 1998). Fica, assim, a sugestdao de que a capacidade de
formar ambos os tipos de micorriza pode conferir vantagens seletivas as espécies, como
foi de observado por LODGE (1989).

Um aspecto de particular interesse para a biotecnologia com relagdo as
micorrizas € a sua ampla ocorréncia entre os numerosos grupos de plantas
economicamente importantes, tanto nas regides tropicais quanto nas temperadas
(PETERSON et al., 1984). As principais esséncias florestais, de grande interesse nas
regeneragdes artificiais no mundo, sdo normalmente dependentes da simbiose ECM
(GARBAYE, 1990). A dependéncia dessas espécies florestais em relagdo a associagao
micorrizica foi inicialmente observada quando tentativas para estabelecer plantagdes de
espécies exoticas de pinus falharam até que o fungo fosse introduzido, demonstrando a
importancia da utilizagdo dos fungos micorrizicos (HACSKAYLO, 1967 citado por
JANERETTE, 1991).

Sendo a grande maioria dos sitios para praticas agroflorestais nos tropicos
caracterizados por solos de baixa fertilidade, inerentes ou resultantes de praticas
agricolas intensivas ou da erosdo da camada superficial, 0 manejo e a manutengdo dos
sistemas micorrizicos sdo de grande interesse. Neste caso particular, o principal modo
de estimulo micorrizico ao crescimento da planta € o aumento da absor¢do de nutrientes
(HASELWANDTER e BOWEN, 1996).

Sao diversas as vantagens em resposta a utilizagdo e inoculagdo micorrizica
das plantas, dentre elas: a redugdo do uso de fertilizantes quimicos, pois as micorrizas,
atuando como um "fertilizante biologico", poderiam propiciar uma alternativa as
elevadas aplicagdes de fosfato e outros elementos (PETERSON et al., 1984); redu¢do no
uso de pesticidas, diminuindo, com isso, os problemas ambientais decorrentes de sua
utilizagdo excessiva e a da mortalidade de plantulas no momento do transplantio
(GARBAYE, 1990). Dessa forma, o potencial das associagdes micorrizicas para
aumentar a produtividade das plantas em plantagdes florestais, ou para o0
estabelecimento de plantas durante a recuperagdo de ecossistemas apos severa
perturbagio, € foco de inimeros estudos (BRUNDRETT et al., 1996).

Embora a condi¢do micorrizica seja considerada uma regra em condigdes
naturais, estudos tém demonstrado que os fungos simbiontes podem estar ausentes em

determinados locais ou apresentar incompatibilidade em relag@o a planta introduzida. A
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presenca de fungos micorrizicos compativeis com a espécie hospedeira ¢
frequentemente referida como um fator relevante no éxito das planta¢cdes (OLIVEIRA
et al., 1994). Assim, muitos pesquisadores tém chamado a ateng¢do para as vantagens da
micorrizagdo controlada através da sele¢ao de fungos eficientes, compativeis com a
espécie hospedeira e adaptados as condigdes locais (LE TACON et al., 1987,
GARBAYE, 1990; KUEK et al., 1992). No caso especifico dos eucaliptos, DELL e
MALAIJCZUK (1996) advertem que a inoculag@o € desejavel porque essas plantas sdao
introduzidas em locais onde os fungos simbiontes indigenas sdo ineficientes na
promogao do crescimento. Além disso, a populag@o nativa de fungos micorrizicos pode

ser baixa ou incompativel com a espécie introduzida (PARLADE et al., 1996).

2 - A Planta Hospedeira

Os eucaliptos, Fucalyptus L Hérit, pertencem a Divisio Angiospermae,
Classe Dicotyledonae, Ordem Myrtiflorae e a Familia Myrtaceae, sendo espécies de
habito arboreo ou arbustivo em sua maioria, de crescimento rapido, com folhas de limbo
translucido, frequentemente portadoras de células glandulares com esséncias
aromaticas, flores hermafroditas e frutos do tipo capsula (Figura 2) (SCHULTZ, 1991).
Sdo conhecidas mais de seiscentas espécies, das quais quarenta tém sido amplamente
cultivadas devido a sua capacidade de sobreviver a condigdes adversas de clima e a uma
ampla variedade de ambientes, tais como diferentes altitudes, tipos de solo e regimes
hidricos (PRYOR, 1976, FAO, 1985; POORE e FRIES, 1985).

As espécies desse género estdao, atualmente, entre as mais amplamente plantadas,
ocupando mais de 45 milhdes de hectares em mais de cem paises (FAO, 1985) (Figura
3). Séo consideradas dentre as mais produtivas esséncias florestais cultivadas devido ao
rapido crescimento, além de outras caracteristicas importantes como a produgdo de
madeira de alto valor calorifico para fornos, celulose e papel, postes, dormentes,
madeira serrada, mourdes de cerca, madeira roli¢a para construgdes rurais, madeira para
fabricagdo de moveis, tacos de assoalho, e em plantios para controle da erosio,
drenagem, recuperacdo de solos, quebra-ventos, produg¢do de mel, dentre outros
(POORE e FRIES, 1985; AUSTRALIAN CENTRE FOR INTERNATIONAL
AGRICULTURAL RESEARCH, 1992; LIMA, 1993; HIGA, 1995). Além disso, 0 uso
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Figura 2 - Ramo tipico de Eucalyptus spp. apresentando folhas, flores e frutos (adaptado

de FAO, 1985).
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Figura 3 - Distribuicdo das principais plantagdes de FEucalyptus spp. no mundo

(adaptado de FAQ,1985).
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do o6leo essencial de Fucalyptus vem obtendo significativo crescimento no mercado
mundial (FLORENCE, 1986; LIMA, 1993).

O consumo de papel esta aumentando em todo o mundo. Ha 80 anos, apenas 15
milhoes de toneladas eram consumidas, em 1994, o consumo passou para 268 milhdes
de toneladas. O Brasil foi o primeiro pais a iniciar a producdo de polpa e papel de
FLucalyptus em grande escala nos anos 50, quando a produgdo anual alcangou 280 mil t.
Na década de 60, essa produg@o aumentou para 780 mil t, mas foi somente nos anos 70
que esse setor realmente se consolidou. A partir dessa década, o uso do Fucalyptus para
produgdo de celulose e papel, em substituicio a celulose de pinho, que até entdo
dominava o mercado, tornou-se significativo. Essa substituicdo deve-se ao fato do
Fucalyptus possuir fibra curta e caracteristicas unicas de maciez, opacidade e
capacidade de impressdo de suas fibras (KAUFMANN, 1997). Em 1980, mais de 3
milhdes de toneladas de polpa foram produzidas com fibras curtas de Fucalyptus
predominando sobre fibras longas de coniferas. Em 1994, o Brasil era o fornecedor de
metade da polpa de Fucalyptus consumida mundialmente. O pais €, atualmente, o
segundo em area de plantacdo industrial de espécies de crescimento rapido,
notadamente Lucalyptus, e vem se tornando o maior fornecedor de polpa (CARRERE,
1996).

De acordo com levantamentos estatisticos efetuados por associagoes de classe
ligadas ao setor florestal, o Brasil possui ao redor de 6,5 milhdes de hectares
reflorestados, 65% dos quais ocupados com espécies de Eucalyptus, 30% com espécies
de Pinus e os 5% restantes com Gmelina, Araucaria e Acacia (SANTOS e
SCANAVACA JUNIOR, 1993).

A primeira arvore de Fucalyptus foi trazida ao Brasil em 1825, para o Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro (UNGARETTI, 1995), mas as grandes plantagdes so foram
iniciadas por volta de 1904. Desde entdo, o cultivo de Eucalyptus tem sido bastante
criticado por supostos danos ecologicos e sociais (FAO, 1985; HIGA, 1995). Deve ser
ressaltado porém que, de uma maneira geral, as plantagdes florestais ocupam areas
marginais, terras esgotadas pelas culturas agricolas e/ou por pastagens degradadas
(POGGIANI, 1995). E provavel que o impacto das plantagdes de Eucalyptus sobre a
fauna local seja muito menos destrutivo do que o de outras culturas tais como trigo,

cana-de-agucar ou arroz (AUSTRALIAN CENTRE FOR INTERNATIONAL
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AGRICULTURAL RESEARCH, 1992). Além disso, a silvicultura ja apresenta
atualmente um sensivel avango no processo de plantio dessa espécie, o que diminui 0s
impactos ambientais inerentes a essa cultura. O Eucalyptus tem contribuido cada vez
mais para a redug@o do déficit de madeira em todo o mundo, aliviando a pressdo sobre
as florestas nativas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 1995;
UNGARETTI, 1995).

Quanto aos aspectos sociais, € importante ressaltar que a industria de base
florestal, além de garantir o emprego, direta e indiretamente, de dois milhdes e
setecentos mil brasileiros, participa da formag¢ao de comunidades inteiras, ajudando a
formar geragdes mais qualificadas advindas das contribui¢des desse setor em beneficios
as populagdes locais, além de contribuir para geracdo de receitas e aumento das
exportagdes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 1995; 1997).

Em Santa Catarina, a economia madeireira iniciou-se a partir dos anos 60 com
auxilio dos incentivos fiscais do extinto IBDF, que estimulou o plantio de florestas,
basicamente de Pinus spp. e Fucalyptus spp.. As plantagdes de Fucalyptus ocupam o
segundo lugar no estado, predominando as espécies Fucalyptus grandis, E. dunnii e F.
viminalis. Segundo HIGA (1995), o setor florestal de Santa Catarina gera 116 mil
empregos, e contribuiu, no ano de 1993, com 14% do ICMS e aproximadamente com
US$ 231 milhdes de exportagdo. Essa atividade contribui, ainda, para a diminui¢do da
devastagdo das florestas naturais existentes protegendo os ecossistemas locais. O
incentivo a esse setor objetiva, também, atender ao crescimento da demanda de produtos
florestais.

Fucalyptus globulus, ou "Tasmanian Blue Gum", é nativa do sul da
Australia onde € encontrada naturalmente nos Estados de Vitéria e Tasmania, em
condi¢des de clima moderado pelo efeito maritimo (LOPEZ et al., 1997). E uma das
espécies exoticas mais amplamente plantadas no mundo, com plantagdes nas zonas
temperadas de varios continentes (Europa, Africa, e América do Sul) (ORME, 1983),
possuindo, porém, algumas exigéncias climaticas que limitam as possibilidades de
adaptagdo desta espécie a poucos locais no mundo. As principais exigéncias sdo:
existéncia de chuvas de inverno; temperaturas minimas absolutas ndo inferiores a - 5°C,
verdo ameno, com temperaturas médias ndo superiores a 28°C, solos profundos, bem

drenados e boa fertilidade (T.F. de Assis, comunicag¢@o pessoal). Além da sua utilizag@o
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para produgdo de polpa e papel, postes, combustivel e madeira para constru¢gdo (ORME,
1983), as folhas de [. globulus sio importantes no uso medicinal como antisséptico das
vias respiratorias, expectorante e antifebrii (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 1995).

Na Argentina, foi a primeira espécie de Fucalyptus introduzida
(MENDONZA, 1983). No Chile, com um cultivo de 9,7 mil hectares/ano essa espécie
destina-se principalmente a obtengdo de celulose (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 1995).

No Brasil, o interesse no plantio dessa espécie é o mesmo. L. globulus
caracteristicamente apresenta menor teor de lignina (21,3%) em relagdo a outras
espécies de Fucalyptus tradicionalmente utilizadas para celulose (por exemplo, F.
grandis e E. saligna) (SANSIGOLO e CURVELO, 1994). Devido a todas essas
qualidades positivas, o interesse dos reflorestadores na sua adaptacdo no Brasil vem
aumentando. De acordo com A. R. Higa (comunicagdo pessoal) a utilizagdo do £.
globulus pelo setor de celulose e papel, devido a sua caracteristica de baixa quantidade
de lignina, representaria uma economia anual de cerca de 5 milhdes de dolares em
relagdo a outras espécies.

Segundo o Eng® Teotonio F. de Assis (comunicag@o pessoal), a Riocell, no Rio
Grande do Sul, iniciou recentemente um programa de plantio dessa espécie em maior
escala. De acordo com este profissional, o interesse na introdugdo do F. globulus no
Brasil se deve principalmente as caracteristicas tecnologicas de sua madeira, como
baixos teores de lignina, que tém influéncia direta nos custos de deslignificacdo, a alta
densidade e o alto rendimento industrial, ambos com impactos relevantes no consumo
especifico. A Riocell vem desenvolvendo estudos de melhoramento genético para
desenvolver populagdes adaptadas e cruzamentos interespecificos com espécies
botanicamente compativeis (. grandis, E. viminalis, E. saligna, E. urophylla, E.

dunnii), com objetivo de adaptar essa espécie ao clima e as condigdes brasileiras.

3 - A Dupla Simbiose Micorrizica em Eucalyptus spp.

As espécies do género Fucalyptus apresentam dois tipos de simbiose
micorrizica: as micorrizas arbusculares (MA) e as ectomicorrizas (ECM). A presenga de

ECM nas espécies de Eucalyptus foi mencionada, pela primeira vez, em 1917 por VAN
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DER BIJL (1918), citado por MULLETTE (1976), e somente em 1934 foi descrita a
ocorréncia de MA, em F£. globulus (ASAI, 1934). A ocorréncia de ECM em Eucalyptus
foi constatada posteriormente por diversos autores. CHILVERS e PRYOR (1965)
examinaram diversas espécies de Fucalyptus e constataram que todas eram capazes de
formar ECM em associag@o a um fungo compativel. Desde entdo, varios autores tém
indicado que ambos os tipos podem estar presentes independentemente ou
simultaneamente nas raizes (LAPEYRIE e CHILVERS, 1985; CHILVERS et al., 1987,
BOUDARGA et al., 1990; BELLEI et al., 1992; ESTRADA et al., 1993).

Fucalyptus spp. podem associar-se a espécies de diversos géneros de fungos
ECM, dentre elas: Amylascus, Austrogautieria, Boletus, Castoreum, Chondrogaster,
Cortinarius, Hydnangium, Hymenogaster, Inocybe, Mesophelia, Pisolithus, Ramaria,
Scleroderma, Setchelliogaster, Sphaerosoma, Tricholoma (TRAPPE, 1962; MOLINA
et al., 1992).

No Centro-leste e Leste brasileiros, os fungos ECM mais comumente
encontrados associados com Fucalyptus spp. sdao: Pisolithus spp. e Scleroderma spp.
(BARROS et al, 1978). Mas, em Santa Catarina, foram observados os seguintes
géneros: Chondrogaster, Descomyces, Hysterangium, Laccaria, Pisolithus, Ramaria,
Scleroderma, Setchelliogaster e Thelephora (GIACHINI e OLIVEIRA, 1997).

A presenga de micorrizas do tipo MA em espécies de Fucalyptus tem sido
relatada por diversos autores. Apos o primeiro relato (ASAIL, 1934), KHAN (1978)
relatou a presenga desse tipo de micorriza em F. pilularis e E. paniculata. No Brasil,
ZAMBOLIM e BARROS (1982) foram os primeiros a observar a presenga de MA em
diferentes espécies deste género crescendo em condi¢gdes de campo. As estruturas
fungicas tipicas observadas na regido do cortex radicular foram as vesiculas,
observando-se, também, esporos de fungos MA crescendo sobre as raizes das plantas. O
género Acaulospora spp. predominou nas amostras de solo rizosférico coletadas de
diversas plantagdes, seguido por Glomus spp. e Gigaspora spp. (ZAMBOLIM e
BARROS, 1982). Segundo MALAJCZUK et al. (1981), as estruturas MA nas raizes de
Fucalyptus sao semelhantes aquelas encontradas em outros hospedeiros MA.

Na regido de Vigosa-MG, foi observada a ocorréncia de fungos MA em viveiro ¢
em duas florestas de Fucalyptus. As espécies encontradas foram Acaulospora

scrobiculata, Glomus clarum e uma terceira ndo identificada. Foram observados
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vesiculas e micélio na regido do cortex, ndo tendo sido observados arbusculos. Além
das MA, foi observada, também, a incidéncia de ECM em Fucalyptus nesses locais. Os
géneros encontrados foram Scleroderma e Pisolithus. A incidéncia desses tipos de
fungos foi correlacionada a fatores ecologicos como temperatura do ar, pluviosidade e
tipo de solo (pH) (ESTRADA et al., 1993). BRUNDRETT e ABBOTT (1991), em um
levantamento com espécies arbustivas e herbaceas de uma floresta australiana,
observaram a ocorréncia de ECM e MA em L. calophylla, E. drummondii, I.. marginata
e F. patens. Ja em outro estudo sobre plantas do deserto, foi observada a presenga de
MA e ECM em E. globosa e E. cupressus (MEISTRIK e CUDLIN, 1983). GARDNER
e MALAJCZUK (1988), monitorando micorrizas durante um programa de reabilitagio
de um sitio de mineragdo de bauxita, de idades variando de 1 a 7 anos, e onde quatro
espécies de Lucalyptus foram plantadas, verificaram que a diversidade e a abundancia
dos dois tipos de fungos micorrizicos aumentaram com a idade do sitio. Os autores
observaram a presenga de MA nas espécies L. calophylla, E. marginata e E. resinifera.

Em plantagdes de F. viminalis em Santa Catarina, observou-se que esta
espécie tinha a dupla associagao em um padrao sucessional, provavelmente relacionado
a idade da planta. A porcentagem de MA era maior em plantas jovens (at€¢ 7-8 meses),
enquanto que a porcentagem de ECM aumentava gradualmente com a idade da planta
(BELLEI et al., 1992). Esses resultados estdo de acordo com as observagdes de
LAPEYRIE e CHILVERS (1985) e CHILVERS et al. (1987).

Por outro lado, em um estudo realizado a campo por OLIVEIRA et al
(1997), também em Santa Catarina, ficou comprovado que o precedente cultural, além
do potencial de indculo e da especificidade fungo-hospedeiro poderia ser responsavel
pela dindmica de colonizagdo. Nas seis plantagdes de FE. dunnii estudadas, foram
observados trés padrdes de colonizagdo radicular dependendo do tipo de hospedeiro
micorrizico plantado anteriormente no local: soja (MA), E. viminalis (MA/ECM) ou
Pinus taeda (ECM). No sitio usado anteriormente para agricultura, cujo precedente
cultural era soja, a intensidade de colonizagdo dos Fucalyptus por MA foi alta nos
primeiros meses apos transplantio, mas diminuiu com o tempo, atingindo niveis
insignificantes ao final de 13 meses de estudo. A colonizagdo ECM, por outro lado,
apresentou-se baixa nos primeiros meses, aumentando linearmente com a idade das

plantas. Nos sitios anteriormente cultivados com £. viminalis, a porcentagem de
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colonizagdo MA permaneceu baixa no decorrer do periodo com ligeiras flutuagdes. A
colonizagdo ECM, também baixa no periodo inicial, aumentou rapidamente até atingir
um plateau por volta do sétimo ao oitavo més apos o transplantio. Finalmente, no sitio
plantado anteriormente com P. taeda, ambos os tipos de micorrizas aumentaram de
intensidade no periodo, mas nunca atingindo os niveis observados nos demais locais.

Como pode ser visto, a ocorréncia da dupla simbiose em Fucalyptus parece
ser um fenomeno comum em condigdes naturais, cuja dinamica pode estar relacionada a
fatores de ambiente (temperatura do ar, pluviosidade, pH do solo) assim como a fatores
ligados ao hospedeiro (idade, fisiologia) e a interagdes e relagdes de especificidade entre
fungo-hospedeiro. Além desses fatores, o precedente cultural e o potencial de indculo
podem desempenhar um papel importante nessa ocorréncia, demonstrando a
importancia das interagdes entre a planta, o fungo, o solo e o ambiente. Nao esta ainda
claro, no entanto, qual a importancia relativa desses dois tipos de associagdo na
promog¢do do crescimento das plantas, nem qual a melhor combinagédo entre os fatores
que possa maximizar os beneficios advindos dessas associagoes.

Sdo inimeras as publicagdes que relatam o efeito da inoculagdo de fungos
ECM sobre o crescimento de Fucalyptus spp. O papel das MA no estabelecimento e
manutengdo dessas plantas tem sido, porém, pouco estudado.

No primeiro caso, destaca-se ASHTON (1976) que estudou o efeito da
inoculagdo de F. regnans com o fungo ectomicorrizico Mesophellia arenaria e
observou que a inoculagdo promoveu aumentos no crescimento dessa espécie, tanto em
condig¢des controladas quanto a campo. A intensidade de colonizagdo foi dependente da
intensidade de luz e dos niveis de fertilizagao nitrogenada.

Ja HEINRICH et al. (1988), observaram que a inocula¢do de F. pilularis
com o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius levou a aumentos na absor¢do de
fosforo e de biomassa em locais com teores limitantes desse elemento. Resultados
semelhantes foram obtidos por BOUGHER et al. (1990) com /L. diversicolor inoculado
com dois fungos ECM, dos quais destacou-se Laccaria laccata.

O fungo L. laccata também promoveu os melhores resultados no
crescimento dessa planta em um estudo sobre o efeito de 4 niveis de umidade na
colonizagdo radicular e no crescimento de F. diversicolor, quando comparado aos

fungos Descolea maculata e Pisolithus tinctorius (BOUGHER e MALAJCZUK, 1990).
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O efeito da umidade na formag@o de micorrizas variou conforme a espécie fungica, mas
foi particularmente acentuado com P. tinctorius. Em contraste, L. laccata manteve uma
elevada porcentagem de coloniza¢@o em todos os niveis de umidade, exceto no nivel
préoximo da saturagao.

A inoculagdo de plantulas de £. camaldulensis com P. tinctorius promoveu
um aumento significativo no conteudo de macro e micronutrientes em relagdo ao outro
fungo testado (7helephora terrestris), sugerindo que os fungos ECM diferem na sua
habilidade de proporcionar nutrientes ao hospedeiro. Além disso, as plantas inoculadas
com P. tinctorius apresentaram mais micorrizas que as inoculadas com 7. ferrestris
(DIXON e HIOL-HIOL, 1992).

Em outro estudo, BURGESS et al. (1993) testaram a infectividade e a
eficiéncia de 16 isolados fingicos em relagdo a F. globulus e E. diversicolor, em casa-
de-vegetagdo. Foram testados, ainda, dois niveis de fosforo no substrato (4 e 12 ppm).
Nio foram observadas diferengas no peso de matéria seca entre as plantas de F.
globulus inoculadas e nao inoculadas no nivel de 12 ppm. Nesse mesmo nivel, uma
série de isolados causou diminui¢do de crescimento em F. diversicolor. Porém, ao nivel
de 4 ppm, a inoculagdo aumentou o crescimento em ambas as espécies. Posteriormente,
BURGESS et al. (1994) compararam vinte isolados de Pisolithus quanto a capacidade
de infectar Fucalyptus grandis in vitro e estimular o crescimento in vivo. A estimulagio
do crescimento variou entre os isolados de Pisolithus, tendo sido, porém, superior a
testemunha. Essa estimulag@o foi positivamente correlacionada com a intensidade (%)
de colonizag¢ao radicular.

THOMSON et al. (1994) testaram quarenta e sete diferentes isolados de
fungos ECM, de dezesseis diferentes géneros, quanto a sua efetividade no aumento do
crescimento de £. globulus. Foram observadas grandes variagdes entre os fungos e os
isolados testados. D. maculata, L. laccata, Hebeloma westraliense e P. tinctorius foram
os mais efetivos quanto a promogao de crescimento, porém com variagdes entre 0S
isolados da mesma espécie. Quanto a colonizagdo micorrizica, também foram
observadas grandes variagdes, tanto entre as espécies fingicas quanto entre os isolados
da mesma espécie .

Assim, esses estudos demonstraram que a inoculagdo das plantas com

fungos ECM tem proporcionado, na maioria dos casos, bons resultados nas diferentes
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espécies de FLucalyptus principalmente em termos de aumentos de absor¢do de
nutrientes e biomassa. As varia¢des observadas ocorreram principalmente em relagio as
espécies fungicas utilizadas e, algumas vezes, devido a planta, sugerindo que certas
combinagdes fungo-hospedeiro possam ser mais bem sucedidas.

O primeiro experimento de inoculagdo de Fucalyptus com fungos MA foi
realizado por MALAJCZUK et al. (1981), onde observaram-se MA tipicas em plantulas
de E. marginata e E. diversicolor, inoculadas com Glomus fasciculatus (=G.
Jasciculatum). Um ano depois, ZAMBOLIM et al. (1982) avaliaram o efeito de seis
espécies do género (Glomus sobre o crescimento e absor¢do de nutrientes por mudas de
Fucalyptus spp., em casa-de-vegetacdo. O crescimento e a absor¢do de nutrientes
minerais foram favorecidos nas plantas inoculadas. Além disso, a eficiéncia de
utilizagdo do elemento absorvido pelas plantas para produgdo de matéria seca foi
afetada pela espécie fungica, sugerindo diferengas de compatibilidade fungo-hospedeiro
ou diferentes graus de eficiéncia entre as espécies fungicas testadas.

Em outro estudo, testou-se o efeito de trinta isolados de fungos MA (em sua
maioria espécies de Glomus, Gigaspora e Acaulospora) tendo sido observado que
nenhum dos isolados foi capaz de estimular o crescimento das oito espécies de
Fucalyptus, apos trés meses de inoculagdo. As diferengas de crescimento foram
atribuidas a provaveis diferengas nos niveis de nutrientes nos substratos (GOMES et al.,
1987). Um resultado semelhante foi observado por Machado e colaboradores
(MACHADO et al.,, 1988) que estudaram o efeito de fungos MA sobre o crescimento de
E. citriodora em diferentes substratos. Nao foram observadas interagdes significativas
entre substrato e indculo, mas a inoculagdo micorrizica favoreceu a emergéncia das
plantulas, ndo afetando, porém, o crescimento das mesmas, sendo este influenciado,
apenas, pelo tipo de substrato de plantio.

O trabalho mais recente sobre o efeito da inoculagdo de fungos MA em
FEucalyptus foi realizado por ADJOUD et al. (1996). Foi estudado o efeito de trés
fungos G. intraradices, G. mosseae e G. caledonium no crescimento e absor¢do de
fosforo de onze espécies de Eucalyptus. Apos vinte semanas da inoculagdo micorrizica,
as plantulas inoculadas aumentaram seu peso seco em até 49% quando comparadas as
ndo inoculadas (testemunha). A porcentagem de colonizag@o foi variavel em fungdo da

espécie de Fucalyptus e isto foi atribuido a fendmenos de especificidade fungo-
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hospedeiro. Nido foi observada porém, uma correlagdo entre a estimulagdo do
crescimento € o aumento da concentra¢do foliar de fosforo, ou entre a extensdo da
colonizagdo radicular e a estimulagdo do crescimento e o aumento da concentragao
foliar de fosforo.

A ocorréncia da dupla simbiose em espécies de Eucalyptus foi relatada pela
primeira vez por LAPEYRIE e CHILVERS (1985), que observaram colonizagao por
fungos MA e ECM em E. dumosa, quando essas plantas foram introduzidas em solo
esterilizado e inoculado com solo natural de uma floresta da mesma espécie. Nesse
mesmo estudo, foi observado que o estimulo de crescimento parecia estar associado a
infeccdo primaria das plantas por MA e que as ECM, formadas posteriormente,
tenderam a substituir as MA.

Para maiores detalhes sobre esse fenomeno, CHILVERS et al. (1987)
reexaminaram o material vegetal do experimento de LAPEYRIE e CHILVERS (1985) e
constataram a ocorréncia de colonizagdo MA e ECM na mesma planta € no mesmo
apice radicular. Os resultados desse segundo estudo confirmaram a ocorréncia de uma
sucessio MA/ECM. As MA predominando no periodo inicial (2 meses), onde
representavam cerca de 50% do numero de raizes contra apenas 10% de ECM. Aos 5
meses, a situagdo se invertia, com as ECM predominando em relagdo as MA, nas
mesmas propor¢des. Esses autores relacionaram essa sucessdo ao alto potencial de
inoculo inicial dos fungos MA. Esse potencial seria resultante de fatores como o
tamanho e a densidade de esporos de fungos MA, germina¢do mais rapida e maior
quantidade de substancias de reserva disponivel nos esporos, em relagdo as ECM.

Estudos comparativos do efeito desses dois tipos de fungos (inoculados
isolada ou conjuntamente), em condi¢des controladas, apresentam resultados
conflitantes. AMORIM (1988), estudou a contribuigio de fungos MA em mistura
(Gigaspora heterogama, Acaulospora scrobiculata e Glomus macrocarpum; e Gi.
heterogama, A. scrobiculata e G. fasciculatum) e de fungos ECM (dois isolados de P.
tinctorius, 1S-83 e Pt-298, e Paxilus involutus), inoculados simultdnea ou
separadamente, sobre a absor¢do de nutrientes e o crescimento em plantulas de £.
grandis, em casa-de-vegetagdo. As plantas inoculadas apenas com fungos ECM foram
as que apresentaram os maiores valores de producdo de matéria seca e absorgdo de

nutrientes. A dupla inoculagdo promoveu um melhor desempenho em relagéo as plantas
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testemunhas (nd3o inoculadas), ao passo que a inoculagdo isolada de fungos MA nao
proporcionou diferengas significativas nos parametros avaliados. Dos fungos ECM
testados, o isolado de P. tinctorius (1S-83) foi o mais eficiente na absorgdo de nutrientes
e na promogado de crescimento.

SANTOS (1993) estudou a dinamica de infec¢do MA - ECM em casa-de-
vegetacdo em cinco espécies de Fucalyptus. Os tratamentos consistiram da inoculagdo
isolada e conjunta de Glomus etunicatum e Pisolithus tinctorius em plantas de F.
camaldulensis, F. urophylla, I. citriodora, F. grandis e L. cloeziana. Observou-se a
colonizagdo do mesmo segmento de raiz pelos dois tipos de fungos e uma sucessdao
MA/ECM na colonizagdo radicular nas mudas que receberam inoculagdo conjunta, a
semelhanga dos resultados obtidos por CHILVERS et al. (1987). A partir dos 120 dias,
a porcentagem de colonizagdo MA diminuiu na presenga de P. tinctorius. Também
foram evidenciadas variagdes no crescimento e na compatibilidade fungo-hospedeiro,
entre as espécies de Fucalyptus.

Em outro estudo semelhante com FE. globulus, sobre o efeito do fungo
micorrizico arbuscular Glomus invermaium e do fungo ectomicorrizico Descolea
maculata, foi verificado que D. maculata, embora colonizando as plantas mais
tardiamente, foi mais eficiente na promogdo do crescimento e absorg@o de fosforo pelas
plantas que o fungo MA, G. invermaium. Mesmo quando a planta foi inoculada com os
dois fungos simultaneamente, os parametros de nutrigdo e crescimento foram
positivamente correlacionados com a colonizagao ECM mas ndo com a colonizagio MA
(OLIVEIRA et al., 1996).

Em um estudo semelhante, testando dois fungos MA, Glomus invermaium e
Acaulospora laevis, e dois fungos ECM Pisolithus sp. e Descolea maculata inoculados
conjunta ou separadamente em £. globulus, WU et al. (1996) observaram que o peso
total das plantas inoculadas com Pisolithus sp. e D. maculata aumentou em 44% e 54%,
respectivamente, em relagao as plantas ndo inoculadas. A colonizagdo pelos fungos MA
foi alta, porém nao foram observadas diferengas entre as plantas deste tratamento e as
nao inoculadas quanto ao peso de matéria seca. Entretanto, quando fungos MA foram
inoculados juntamente com o fungo ectomicorrizico Pisolithus sp., observou-se um
efeito negativo no crescimento das plantas, o mesmo ndo ocorrendo quando os fungos

MA foram inoculados juntamente com D. maculata. Os autores sugerem que D.
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maculata seria um fungo com maior habilidade competitiva em relagio aos MA e
Pisolithus.

BOUDARGA et al. (1990) desenvolveram uma técnica in vitro de
inoculagdo mista que permitiria o estudo das interagdes entre os simbiontes. Nas
observagdes feitas por esses autores, através de microscopia eletronica, foi demonstrado
que ambos simbiontes coexistem no mesmo apice radicular, sem qualquer antagonismo
entre eles, o que vem confirmar as observagdes de CHILVERS et al. (1987).

Uma analise mais resumida dos resultados que acabam de ser apresentados
permite destacar dois aspectos que parecem representar uma tendéncia no padrdo de
coloniza¢do de Fucalyptus spp. por fungos MA e ECM, assim como na eficiéncia
relativa destes na promogao do crescimento dessas espécies.

Nesses estudos, tém sido observado que plantulas de algumas espécies de
Fucalyptus associam-se facilmente a fungos MA e que estes colonizam o sistema
radicular mais rapidamente que os fungos ECM. Entretanto, o nivel de colonizagdo
estabelecido parece diminuir com a idade da planta, embora as duas associagdes possam
coexistir no mesmo sistema radicular. Isto € considerado o resultado de diferencas na
capacidade de colonizagdo dos dois tipos de fungos. Os fungos MA sio considerados
mais eficientes que os ECM na colonizagdo primaria, que se estabelece a partir do
propagulo fungico presente no solo. Ja os fungos ECM seriam mais eficientes na
colonizag¢do secundaria, colonizando rapidamente o sistema radicular a partir de pontos
de infecgdo previamente estabelecidos (CHILVERS et al., 1987).

Além dos fatores relacionados a competigdo por sitios de infecgdo
anteriormente mencionados, diversos autores tém sugerido que tal substitui¢ao poderia,
também, ser atribuida a competi¢do por um substrato limitante e barreiras mecanicas
(CHILVERS et al,, 1987; LODGE e WENTWORTH, 1990), mas ndo existem dados
que comprovem essas hipoteses. As MA podem ser consideradas, assim, uma opg¢ao de
primeiro estagio na sucessao micorrizica (CHILVERS et al.,, 1987).

E necessario considerar, entretanto, que esse padrio de colonizagdo pode ser
influenciado por fatores externos como o precedente cultural do solo (OLIVEIRA et al.,
1997), provavelmente refletindo diferengas no potencial de inpculo.

Os resultados experimentais também demonstram uma maior eficiéncia dos

fungos ECM na promogdo do crescimento quando comparados aos fungos MA.
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Entretanto, tais resultados referem-se a apenas um isolado de cada fungo e a plantas
provenientes de sementes de mesma origem, nao podendo, portanto, ser extrapolados
para diferentes combinagdes fungos-hospedeiro ou plantas de diferentes origens
genéticas.

Dessa forma, a necessidade de estudos para demonstrar o efeito de fatores
que influenciam a dominéancia de um dos tipos de micorrizas € de extrema importancia
para a compreensao e aplicacao das simbioses micorrizicas em Fucalyptus.

A espécie hospedeira estudada, o . globulus, é uma das espécies de maior
interesse das industrias de celulose e papel atualmente em grande parte do mundo, e
diversas tentativas de sua introdugdo nas condigdes ambientais brasileiras ja foram
feitas. Sdo duas as principais linhas que tentam explicar as dificuldades de adaptagdo
dessa espécie as nossas condigdes. Uma delas diz respeito as suas exigéncias climaticas
e a outra a sua provavel necessidade de associagdo a um fungo micorrizico compativel.

E bem conhecido que os microrganismos do solo, dentre eles os fungos
micorrizicos, € seus processos desempenham um papel importante na produtividade,
recuperagdo e estabilidade de ecossistemas (HAWKSWORTH, 1991; AMARANTHUS
e LUOMA, 1995). Os fungos micorrizicos podem auxiliar e, algumas vezes, acelerar a
reabilitacdo de areas degradadas e areas pioneiras (KHAN, 1978; GARDNER e
MALAJCZUK, 1988). Além disso, podem ser utilizados como ferramentas para
adaptacdo de determinadas espécies a novos habitats. Plantas associadas a fungos
micorrizicos estao melhor preparadas para iniciar a explora¢do do solo e, portanto, tém
uma melhor chance de sobrevivéncia e crescimento (KROPP ¢ LANGLOIS, 1990).
Experimentos realizados a campo com plantas inoculadas com fungos ECM
selecionados, por exemplo, freqientemente mostram aumentos nas taxas de
sobrevivéncia e crescimento das plantas em relagdo as plantas n3o inoculadas,
especialmente em areas deficientes em fungos ECM (PARLADE et al., 1996).

Deste modo, surge a necessidade de se desenvolverem estudos sobre a
infectividade e a eficiéncia desses dois tipos de fungos micorrizicos em relagdo a essa
espécie, assim como o efeito de diferentes formas de inoculagdo na dindmica de
colonizagdo, considerando que o tempo de contato fungo-raiz pode variar amplamente
nos diferentes locais e circunstancias. Espera-se que os resultados permitam definir

estratégias de controle de micorrizagdo para essa espécie e, com isso, contribuir para seu
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cultivo sob nossas condi¢des. Isso poderia ser considerado um primeiro passo para o
uso biotecnologico desses fungos para posteriormente produzi-los em larga escala, a
exemplo do que € feito com Pisolithus tinctorius que tem sido usado comercialmente

em inoculagdes em viveiro ou em areas degradadas em recuperagdo nos Estados
Unidos.



MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de Micorrizas do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal de Santa Catarina.

1- A Planta Hospedeira

A espécie vegetal utilizada foi Eucalyptus globulus Labill., cujas sementes
foram gentilmente cedidas pela Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica,

Uruguai, sendo provenientes do Chile, tendo sido colhidas em 1993.

2- Germinacéio das Sementes

As sementes foram germinadas numa solugdo de sulfato de calcio 500uM
(CaS04.2H;0) e acido borico 3uM. Para isso, foram mantidas nessa solu¢do sob
condigdes de aeracgao forgada durante cerca de 4 dias, sendo, entdo, transferidas para o

substrato de plantio.

3- Os Fungos Micorrizicos

As espécies fungicas, micorrizica arbuscular (MA) e ectomicorrizica (ECM),
foram selecionadas de acordo com os resultados de experimento preliminar (Resultados
nao publicados). Nesse experimento, foram comparadas duas espécies MA e duas ECM
disponiveis nas coleg¢des de culturas dos Laboratorios de Micorrizas.

A espécie fungica ectomicorrizica, Pisolithus tinctorius, foi obtida da colegdo de
fungos do Laboratorio de Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e

Parasitologia. Este isolado foi proveniente da cole¢do australiana da "CSIRO"
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(Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization's - Australia), sob o
codigo H-4943 (Tabela 1). Na cole¢do da UFSC, este isolado ¢ denominado Pt-46,
sendo mantido rotineiramente em meio solido Melin-Norkrans Modificado (MNM)
(MARX,1969), em placas de Petri de 9 cm de diametro, a 25°C, em incubadora B.O.D.,
sob condig¢des de obscuridade.

Foram utilizadas inicialmente duas culturas do isolado, a partir das quais foram
feitas 5 novas culturas, e estas mantidas nas mesmas condi¢des de cultivo descritas
anteriormente. Apos 4 semanas de crescimento, o fungo foi novamente repicado em 10
novas placas para obtenc¢do de culturas a ser utilizadas nos experimentos.

A espécie fungica micorrizica arbuscular foi obtida da cole¢do de fungos do

Laboratorio de Microbiologia do Solo, do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia. O isolado de Glomus clarum (Tabela 1) foi proveniente da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) do Rio de Janeiro. O fungo foi cedido (
na forma de solo indculo (120 g), constituido de uma mistura de esporos, hifas,

fragmentos de raizes em solo e areia. Este isolado foi, entdo, multiplicado conforme/

descri¢do no item 4.2.

Tabela 1 - Fungos micorrizicos com seus respectivos hospedeiros e procedéncias.

Espécie Fuangica Hospedeiro de Procedéncia

Isolamento

Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker &

Couch (Isolado H-4943)* FEucalyptus sp. CSIRO — Australia

Glomus clarum Nicol. & Schenck Nao determinado EMBRAPA - RJ

*Na cole¢do da UFSC, isolado Pt-46.

4- Producao do Inéculo Fungico

4.1 - Ectomicorrizico

Para a obtengdo do indculo, o fungo foi cultivado inicialmente em meio solido

(25 mL) Melin-Norkrans Modificado (MNM), e mantido nas mesmas condigdes
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descritas no item 3, por 4 semanas. Apds esse periodo, as culturas foram utilizadas na
preparagdo do inoculo através da fragmentagdo do micélio em homogeneizador
(liquidificador), durante 5 s, em meio MNM semi-solido, diluido 1/20, sob condi¢des
assépticas de fluxo laminar. A suspensdo miceliana, assim obtida, foi testada quanto a
viabilidade e pureza pela inoculagdo imediata de 1 mL em meio MNM solido em placas
de Petri, sendo, em seguida, mantida em incubag¢ido sob as mesmas condi¢des descritas
para as culturas originais, durante 25 dias (cf item 3) (Figura 4).

As placas contendo a amostra de suspensdo miceliana foram, também, incubadas
nessas condigdes e observadas diariamente durante uma semana, sendo entdo

descartadas.

4.2. Micorrizico Arbuscular

O in6culo do fungo micorrizico arbuscular foi produzido a partir de cultura em
vaso, utilizando como substrato uma mistura de areia de rio e terra roxa na propor¢ao
3:1, cuja analise encontra-se no Anexo 1. Esse substrato foi semeado com sorgo, como
hospedeiro multiplicador, e mantido em casa-de-vegetagdo, por um periodo de 5 meses,
sendo regado diariamente com agua destilada. Durante esse periodo, foram coletadas
amostras de raizes e de substrato para avaliar a ocorréncia de colonizagio radicular e a
presenca de esporos (Figura 5).

Paralelamente ao procedimento de multiplicagdo do fungo micorrizico
arbuscular, foram preparadas plantas testemunhas da mesma espécie em dois vasos
contendo o mesmo substrato mas sem inocula¢do de fungos micorrizicos arbusculares,
as quais foram mantidas nas mesmas condi¢des de ambiente das plantas inoculadas.

A presenga de esporos foi avaliada pela técnica de separagdo de esporos de
fungos MA descrita por BRUNDRETT (1994). Para isso, uma amostra de solo de
aproximadamente 50 g foi misturada a 2000 mL de agua sob agitagdo. ApoOs a
decantagdo do solo, a suspensdo foi vertida em duas peneiras sobrepostas de malhas
0,149 mm e 0,053 mm. A peneira com malha de 0,149 mm sendo utilizada para separar
residuos de solo e raizes, enquanto que a peneira de 0,053 mm para recuperar os
esporos. Esse processo continuou até que todo o solo da amostra passasse através das

peneiras. O material retido na segunda peneira foi colocado em tubos de centrifuga e o
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Figura 4 ~Técnica de preparagdo do inoculo fiingico ectomicorrizico.
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volume foi completado com agua para 30 mL. Em seguida, foi centrifugado a 582 g,
durante 5 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado sendo feita uma
segunda centrifugagdo, na qual o material precipitado foi ressuspendido em solugdo de
sacarose 50% (peso/volume) e centrifugado durante 1 min a 582 g. O sobrenadante,
contendo os esporos, foi vertido em peneira (0,053 mm) e cuidadosamente lavado com
agua para remogao da sacarose. Em seguida, os esporos lavados foram transferidos para
placas de Petri e observados ao microscopio estereoscopio (30 X).

As raizes foram coradas pela técnica descrita por PHILLIPS e HAYMAN
(1970), modificada por KOSKE ¢ GEMMA (1989). Para isso, foram inicialmente
submetidas a um tratamento de descoloragdo numa solu¢do de KOH 2,5%, em banho-
maria a 90°C durante 30 min. Em seguida, foram lavadas em agua corrente e imersas
em H;0O, alcalina (3 mL NH4OH 20% em 30mL H;0; 3%) durante 30 min, a
temperatura ambiente. Apos nova lavagem em agua corrente, as raizes foram tratadas
com HCI 1% por 60 min e, em seguida, coradas com solugdo de azul de tripan (0,05%
de azul de tripan, 500 mL de glicerol, 450 mL de H,0O, 50 mL de HCI 1%) em banho-
maria a 90°C, durante 30 min. Apds esse tratamento, o corante foi eliminado por
filtragdo e as raizes foram conservadas em glicerol acidificado (500 mL de glicerol, 450
mL de H,O, 50 mL de HCI 1%) até o momento das observagoes.

ApoOs 5 meses, as plantas deixaram de ser regadas durante 3 semanas sendo,
entdo, eliminada a parte aérea. O substrato, juntamente com as raizes colonizadas, os

esporos e as hifas, foi utilizado na inoculagdo das plantas.

5- Substrato de Plantio

O substrato de plantio consistiu de areia quartzoza, coletada nas dunas fixas da
Lagoa da Conceic¢do (Florianopolis-SC), cuja analise quimica encontra-se no Anexo 2.
A areia foi peneirada e lavada em agua corrente durante 3 dias e esterilizada em
autoclave a 120°C durante 1 h. Apods a esterilizagdo, a areia foi distribuida em vasos

plasticos, revestidos interiormente com sacos de polietileno. Os vasos foram
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previamente lavados e imersos em solug¢do de hipoclorito de sodio (2,5%), durante 24
horas, para desinfecgdo, e deixados para secar ao ar.

Em seguida, a areia foi fertilizada com a solugdo nutritiva descrita por
BOUGHER e MALAJCZUK (1990), contendo os seguintes nutrientes (mg/kg de areia):
CaS04.2H,0, 51,5; KiSO4, 111,6; MgS04.7H,0, 33,7, MnS044H,0, 16,9;
CuS04.5H,0, 8,2; ZnS04.7H,0, 9,2; CoCly.6H,0, 0,34; (NH4)sM07044.4H,0, 0,46;
Na;B40O7, 1,1, deixando-se secar a temperatura ambiente. Apos a secagem da solug¢do
nutritiva, foi aplicado fosforo, na forma de fosfato de calcio [Ca(H2PO4):], de modo a
obter 7,5 ppm de fosforo. Quinzenalmente, foram aplicados 15 mL de uma solugio de
nitrato de amoénio (NH4NOs), de forma a obter 18 mg N kg' (BOUGHER e
MALAJCZUK, 1990).

6- Montagem e conduc¢io dos experimentos

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos dos
isolados fungicos sobre a absor¢do de fosforo e o crescimento pelo hospedeiro. Num
deles, avaliou-se o efeito da inoculagdo dos fungos ectomicorrizico e micorrizico
arbuscular, em conjunto, ou isoladamente. No outro, avaliou-se o efeito da seqiiéncia de

inoculag@o com os dois diferentes fungos sobre esses parametros.

6.1. Efeito da forma de inoculag¢do de fungos micorrizico arbuscular e ectomicorrizico,
isolada ou conjuntamente, na colonizagdo radicular, absorg¢do de fosforo e producao

de matéria seca em plantas de Eucalyptus globulus

Este experimento teve como objetivo estudar a infectividade e eficiéncia de
fungos MA e ECM, inoculados isoladamente ou em conjunto, em relagdo a /. globulus,

conforme é sumarizado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Esquema dos tratamentos de inoculagdo de plantas de Fucalyptus globulus

com fungo micorrizico arbuscular e ectomicorrizico.

Inoculag@o com fungos micorrizicos

Tratamentos Glomus clarum P. tinctorius
Testemunha 0 0
Ge + 0
Pt 0 +
GetPt + +

Gce (Glomus clarum); Pt (Pisolithus tinctorius).

Para isso, o substrato de plantio foi distribuido em vasos de 1000 mL de
capacidade. Apds a adigdo da solug@o nutritiva e do ajuste do teor de fosforo (cf. item
5), o inoculo fungico (MA ou ECM) foi adicionado em 4 covas de cerca de 2 cm de
diametro e 2 cm de profundidade/vaso.

O in6culo ectomicorrizico (cf. item 4.1) foi adicionado na propor¢do de 5
mL/cova, enquanto que o indculo micorrizico arbuscular (cf. item 4.2 ) foi depositado
na propor¢dao de 4 g/cova (cerca de 37 esporos). Em seguida, 2 sementes pré-
germinadas foram colocadas em cada cova e cobertas com uma camada de areia. Apos
duas semanas, foi realizado o desbaste, deixando-se 2 plantas/vaso.

Em todos os tratamentos sem inoculagdo micorrizica arbuscular, o inéculo MA
foi substituido por 4g de solo de cultura de sorgo nio inoculado (cf. item 4.2). Em todos
os tratamentos sem inoculagdo ectomicorrizica, o inoculo ECM foi substituido por 5
mL/cova de meio MNM (1/40) esterilizado (Figura 6).

Este experimento constou de um delineamento inteiramente casualizado, com
arranjo fatorial, composto de 4 tratamentos de inoculagdo (Tabela 2), 4 épocas de
avaliagao, com 3 repeti¢des (vasos)/tratamento e 2 plantas/vaso.

As avaliagdes tiveram inicio 2 meses apds o plantio e prosseguiram

mensalmente até que as plantas atingissem 5 meses de idade.
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Figura 6 — Técnica de inoculagdo dos fungos micorrizico arbuscular e ectomicorrizico

em plantas de Fucalyptus globulus.
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6.2. Efeito da sequéncia de inoculagio de fungos micorrizico arbuscular e
ectomicorrizico na coloniza¢do radicular, absor¢do de fosforo e produgdo de

matéria seca em plantas de Lucalyptus globulus

Diferentemente do estudo anterior (cf. item 6.1), este estudo visou estudar o
efeito da sequéncia de inoculagdo de fungos MA e ECM, em tratamentos separados ou

no mesmo tratamento, em relagdo a £. globulus, conforme é sumarizado no Tabela 3.

Tabela 3 - Esquema dos tratamentos de inocula¢ao de plantas de Fucalyptus globulus

com fungos micorrizico arbuscular e ectomicorrizico.

Plantio (0 dias) Transplantio (30 dias)
Tratamentos G. clarum P. tinctorius G. clarum P. tinctorius
N/Ni* 0 0 0 0
Ni/Ge 0 0 + 0
Ni/Pt 0 0 0 +
Ge/Pt + 0 0 +
Pt/Gce 0 + + 0

* Ni (ndo inoculado); Gc (Glomus clarum), Pt (Pisolithus tinctorius).

As inoculagdes e procedimentos foram feitos conforme descrito no item 6.1.
Apos 30 dias, as plantas previamente inoculadas por um dos fungos foram
transplantadas para novos vasos e inoculadas com o outro fungo da mesma forma
descrita para as inoculagdes iniciais. Neste experimento foram utilizados inicialmente
vasos de 500 mL de capacidade contendo 500 g de substrato e, apos 30 dias, duas
plantas foram transplantadas para vasos de 1000mL de capacidade contendo 1500 g de
substrato.

Como no experimento anterior, todos os tratamentos sem inoculagio MA,

receberam solo de cultura de sorgo ndo inoculado, enquanto que os tratamentos sem



36

inoculagdo ECM, receberam 5 mL/cova de meio MNM (1/40) esterilizado (cf. item 4.2)
(Figura 7).

Este experimento constou de um delineamento inteiramente casualizado, com
arranjo fatorial, composto de 5 tratamentos de inoculagdo (Tabela 3), 4 épocas de
avalia¢do, com 3 repeti¢des (vasos)/tratamento e 2 plantas/vaso.

As avaliagdes foram feitas a cada 30 dias, a partir dos 2 meses, até 5 meses apos

o inicio do experimento.

7- As condic¢des experimentais

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetagdo. Os valores médios
das temperaturas registradas durante o experimento encontram-se no Anexo 3.

A superficie do substrato, dos experimentos do item 6, foi coberta com folha de
papel aluminio para evitar o crescimento de algas. Os vasos foram pesados diariamente
para a reposi¢do do teor de umidade em torno da capacidade de campo (10%),

adicionando-se, quando necessaria, agua destilada.

8- Analises dos Dados

Foram analisados os seguintes parametros: altura das plantas, peso de matéria
seca da parte aérea e do sistema radicular; teor de fosforo nos tecidos da parte aérea e do
sistema radicular; comprimento total do sistema radicular colonizado e eficiéncia
radicular.

Em cada avaliagdo, as plantas foram cortadas ao nivel do colo, sendo feita a
medida da altura das plantas. A parte aérea foi seca em estufa a 75°C para determinag@o
do peso da matéria seca. As raizes foram cuidadosamente lavadas em agua corrente,
cortadas em pedagos de cerca de 2 cm e divididas em duas porgdes. Uma delas, pesando
0,25 g foi utilizada para determinagdo da colonizagdo e do comprimento radicular. A

outra parte, apos pesagem, foi seca a 75°C para determinagao do peso da matéria seca.
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Figura: 7 — Técnica de inocula¢do sequencial dos fungos micorrizico arbuscular e

ectomicorrizico em plantas de Fucalyptus globulus.
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8.1. Avaliagdo do fosforo das amostras de tecido vegetal

Tanto a parte aérea quanto a amostra de sistema radicular foram utilizadas para
determinagdo do teor de fosforo pela técnica descrita por TEDESCO et al. (1995). Os
tecidos (parte aérea e sistema radicular), previamente secos em estufa a 75°C, foram
triturados em almofariz com auxilio de um pistilo. A parte aérea foi moida
posteriormente em moinho de facas de ago inoxidavel (com peneira de orificios de 0,5
mm de diametro).

Amostras de 0,200 g foram, entdo, colocadas em tubos de vidro (c=25 cm;
@=22 cm) com o auxilio de um funil de haste longa. A essas amostras, foram
adicionados 1 mL de H,0; (30%), 2 mL de H,SO4 concentrado e 0,7 g da mistura de
digestdo (100g de Na;SO4, 10 g de CuSO4.5H,0 e 1 g de selénio, finamente moidos e
misturados). Os tubos foram, em seguida, colocados em bloco digestor a 160-180°C, até
completa evaporagdo da agua, o que ocorreu em mais ou menos 45 min. Em seguida, a
temperatura foi aumentada para 350°C e, apds os extratos atingirem colora¢do amarelo-
esverdeada, essa temperatura foi mantida por 1 hora. Apos esse periodo, os tubos foram
retirados, resfriados e o volume completado para 50 mL com adi¢do de agua destilada e,
em seguida, agitados em agitador tipo Vortex. Os extratos foram transferidos para
frascos e deixados em repouso por 12 horas.

Para determinagdo de fosforo no tecido das plantas, foi pipetado 1 mL de cada
extrato para copos plasticos descartaveis, adicionando-se, também, 2 mL de agua
destilada, 3 mL da solug@o P-B e 3 gotas da solu¢do P-C, cujas composi¢cdes encontram-
se nos Anexos 4 e 5, respectivamente e em seguida, agitados. Apos 15 minutos,
fizeram-se as leituras de absorbancia a 660 nm. Os valores obtidos foram corrigidos
pelos valores das provas em branco e, em seguida, determinaram-se os teores de fosforo
(em ppm), utilizando-se a equagdo de regressdo, obtida através da curva padrio de
fosforo. Os valores foram transformados em % de fosforo e P-total (mg).

Para obtengdo da curva padrdo de fosforo foram utilizadas diferentes aliquotas
(0,0-0,5-1,0-2,0-3,5-¢ 5,0 mL) de uma solugao padrao de fosforo (1,318 g de
KH;PO,, seco a 105°C por 2 horas, dissolvidos em 1 L de agua destilada). Essas
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aliquotas foram pipetadas nos tubos de digestao e passando pelo mesmo processo citado
anteriormente, sendo que nestes tubos nao foi adicionado o tecido vegetal. Apos esse
processo, a densidade oOptica dessas solugdes foi determinada por espectrofotometria a
660 nm, determinando-se a absorbancia para cada solugdo e estabelecendo-se uma
equagdo de regressdo (Anexo 6), relacionando a densidade optica com o teor de fosforo
da solugdo (ppm). Em seguida, os resultados foram utilizados para calcular a quantidade

de fosforo nos tecidos utilizando-se para isso o peso de matéria seca.

8.2. Avaliagdo do comprimento radicular colonizado

Para determinagdo do comprimento radicular colonizado, as raizes foram
submetidas ao processo de coloragdo descrito no item 4.2. A amostra de raizes coradas
foi, entdo, espalhada aleatoriamente no interior de uma placa de Petri apresentando a
parte inferior marcada com 15 pontos aleatorios. Em seguida, foi observada em
microscopio estereoscopio (10X) registrando-se o numero de pontos de intersec¢do
entre as raizes e a linha central do campo microscopico (hairline) do microscopio
estereoscopio, para determinar a presenga ou auséncia de colonizagdo, assim como o
tipo de micorriza nesses pontos (Figura 8).

O comprimento do sistema radicular da amostra (total e colonizado) foi entdo
estimado pela formula de NEWMAN (1966):

R=nNA/2H (1),
onde R representa o comprimento radicular, N representa o niimero de pontos de
intersec¢des entre a raiz e as linhas da placa, A € a area total da placa, e H representa o

diametro do campo microscopico.
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Figura 8 —Avaliagao do comprimento radicular.
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8.3. Avaliac@o da velocidade de crescimento e absor¢ao de fosforo pelas plantas

A velocidade de crescimento foi medida pela equagao:
VC=(A2-A)/ta-1 (2),

onde A; e A, representam os valores do parametro (altura, comprimento radicular,
matéria seca da parte aérea e matéria seca radicular) nos tempos t; e t; (dias),
respectivamente.

A velocidade relativa de absor¢dao de fosforo pelas plantas foi medida pela
equagao:

VA= (B; - B))/t2-t (3),

onde B2 e BI1 representam a quantidade de fosforo na parte aérea ou no sistema
radicular

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo Teste de Fischer (DMS) (P=0,05). Para essas analises, foi utilizado o programa

"StatView ®" para Macintosh .



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeito da forma de inoculacio de fungos micorrizico arbuscular e
ectomicorrizico, isolada ou conjuntamente, na colonizac¢io radicular, absorcio
de fosforo e producio de matéria seca em plantas de E. globulus

1.1. Colonizag¢do Radicular

A colonizagdo radicular foi observada somente nas plantas inoculadas com o
fungo Glomus clarum (micorrizico arbuscular), correspondendo aos tratamentos Gec,
onde esse fungo foi inoculado isoladamente, e Gc+Pt, inoculagdo conjunta com P.
tinctorius (isolado H-1234) (Tabela 4). A colonizagdo caracterizou-se pela presenca de
vesiculas no interior das células corticais, esporos e hifas ndo septadas, conforme ¢
apresentado nas Figuras 9 e 10. Assim como observado por outros autores
(ZAMBOLIM e BARROS, 1982; ESTRADA et al., 1993; COELHO et al., 1997), ndo
foi detectada a presenga de arbusculos. Devido a sua caracteristica de efemeridade, estas
estruturas completam seu ciclo de desenvolvimento em 2,5 - 4 dias, em seguida,
colapsam rapidamente, sendo infreqiiente a sua observagdo em muitos casos
(BONFANTE e PEROTTO, 1995). As plantas do tratamento Gc apresentaram de
colonizagdo MA ja no segundo més apos a inoculagdo, enquanto que as plantas do
tratamento G¢+Pt so apresentaram-se colonizadas a partir do terceiro meés.

A porcentagem de colonizagdo radicular apresentou pouca variagdo no periodo
de observagdes. Nas plantas do tratamento Gc, esta variou de 4 a 14%, enquanto que no
tratamento G¢+Pt a colonizagdo variou de 0 a 11% no mesmo periodo.

A colonizagio radicular de E. globulus por fungos MA ja foi observada por
outros autores. OLIVEIRA et al. (1996) observaram uma variagdo de 6% a 30% no
periodo de 4 a 12 semanas, apés a inoculagdo, nas plantas inoculadas com G.
invermaium isoladamente. Ja no estudo de ADJOUD et al. (1996), a porcentagem de
coloniza¢do nessa espécie foi de 47%, quando o fungo inoculado foi G. intraradices, e

de 58%, quando o fungo inoculado foi (5. mosseae.
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Tabela 4 - Comprimento colonizado e porcentagem de colonizagio radicular de plantas
de Eucalyptus globulus inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular

Glomus  clarum

e o fungo

ectomicorrizico Pisolithus

tinctorius,

isoladamente ou em conjunto, em fung¢do do tempo apos a inoculagio, sob

condi¢des de casa-de-vegetagao.

Periodo Tipo de Comprimento colonizado (cm/planta) e porcentagem de
(meses) colonizagdo’ colonizagdo radicular’
Nao Inoculado G. clarum P.tinctorius  P. tinctorius + G.
clarum
MA 0 222 0 0
2 ECM 0 0 0 0
MA+ECM 0 222 0 0
(0%) (4%) (0%) (0%)
MA 0 1904 0 1262
3 ECM 0 0 0 0
MA+ECM 0 1904 0 1262
(0%) (14%) (0%) (11%)
MA 0 1716 0 1081
4 ECM 0 0 0 0
MA+ECM 0 1716 0 1081
(0%) (9,5%) (0%) (9%)
MA 0 3327 0 2099
5 ECM 0 0 0 0,
MA+ECM 0 3327 0 2099
(0%) (12%) (0%) (10%)

" Valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento. ©° MA = micorrizica arbuscular ¢ ECM =
ectomicorrizica
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Figura 9-Raiz de Fucalyptus globulus colonizada por Glomus clarum, apresentando
vesiculas e hifas (55X).



Figura 10-Detalhe de uma vesicula de Glomus clarum, observada em raiz de Fucalyptus
globulus (140X).
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Com outras espécies de Eucalyptus, a porcentagem de colonizagio micorrizica
arbuscular tem sido, também, bastante variavel. GOMES et al. (1987) observaram que
aos 90 dias as plantas de E. citriodora, E. urophylla e E. cloeziana apresentavam uma
porcentagem de 57%, 37% e 21%, respectivamente. Essa mesma variagdo de

porcentagem de coloniza¢do de eucaliptos foi observada por SANTOS (1993), quando
| iﬁoculou cinco diferentes espécies com G. etunicatum e observou intensidades de
coloniza¢do de 27% e 68% para E. grandis, 76% e 83% para E. camaldulensis, 6% e
35% para E. cloeziana, 12% e 85% para E. citriodora e 27% e 63% para E. urophylla.
No campo, BELLEI et al. (1992) observaram porcentagens de colonizacdo radicular
variando de 2 a 90% sendo esta variavel conforme o local e a idade das plantas de £.
viminalis. OLIVEIRA et al. (1997), por outro lado, observaram colonizagdo de apenas
5% a 17% em E. dunnii plantado em seis diferentes locais de Santa Catarina.

De acordo com esses dados, as intensidades de colonizagdo observadas neste
trabalho podem ser consideradas baixas. Deve-se, entretanto, considerar que tais
diferengas podem ser devidas aos diferentes métodos para avaliagdo da colonizagdao
radicular utilizados pelos diferentes autores. Além disso, as condi¢des de crescimento
sdo também variaveis nos diferentes estudos, o que pode, certamente, contribuir para as
diferengas observadas. Mesmo com valores de porcentagem de coloniza¢do menores
que os relatados por outros autores, foram observados incrementos significativos de
crescimento e absorgdo de fosforo pelas plantas de E. globulus.

O comprimento radicular das raizes colonizadas, por outro lado, aumentou
intensamente no periodo (Tabela 4). Nas plantas inoculadas com G. clarum
isoladamente, o comprimento colonizado inicialmente observado foi de 222 c¢m no
segundo més, alcangando, porém, 3327 cm ao final das observagdes, o que representa
um aumento de 3105 cm. A variagdo observada no outro tratamento (GctPt) foi
notadamente menor. As plantas desse tratamento somente apresentaram coloniza¢io no
terceiro més, com 1262 cm colonizados. Na ultima observagdo (quinto més), o
comprimento colonizado era de 2099 cm representando um aumento de apenas 837 cm.

Os resultados demonstram, assim, uma menor intensidade de coloniza¢do
micorrizica arbuscular em presenga de inéculo ECM, mesmo considerando que este

ultimo ndo foi bem sucedido na colonizag@o das plantas.
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Em estudos realizados em casa-de-vegetagdo, com plantas inoculadas com
fungos MA e ECM conjuntamente, também foram observadas redugdes na porcentagem
de colonizagdo radicular MA quando comparado ao tratamento de inoculagdo isolada.
SANTOS (1993) observou que a partir dos 120 dias, a porcentagem de colonizagio MA
diminuia na presenga de fungo ECM em todas as cinco espécies de Eucalyptus

estudadas. Para E. globulus, especificamente, foi observado que _a_colbﬂizagio radicular
| MA caia de 30% no tratamento de inoculagido isolada para 16% no tratamento de
inoculagdo conjunta (OLIVEIRA et al., 1996).

Essas redugdes também ja foram observadas em outras espécies que receberam
inoculagdo conjunta de fungos MA e ECM. LOPEZ-AGUILLON (1985) observou uma
diminuig¢do da colonizagdo MA na presenga de fungos ECM em plantas de Populus x
euramiricana. Tal redugdo foi constatada mesmo quando ndo havia a formagdo de
ECM. No caso de Alnus glutinosa, FRAGA-BEDDIAR (1987), constatou que a
ocorréncia de colonizagio ECM nas raizes promovia uma estabilizagdo ou mesmo uma
diminuig¢do da colonizagdo MA.

Os fungos micorrizicos MA e ECM apresentam processos de infecgdo
diferentes. Os MA colonizam preferencialmente as regides radiculares a partir da zona
meristematica em dire¢do a zona de elongagdo, ndo havendo evidéncias de colonizagio
MA nas regides meristematicas das raizes. Dessa forma, essa regido fica disponivel para
infecgdo ECM. Uma vez ocorrida a infecgdo ECM, as hifas deste fungo crescem
rapidamente se espalhando pelas ramificagGes radiculares criando uma barreira aos
sitios preferenciais de infeccio MA, impedindo a colonizagio tardia desses fungos
(CHILVERS et al., 1987). No caso presente, essa barreira fisica dos sitios de infecgdo
ndo foi observada uma vez que ndo fot constatada a colonizagio ECM.

Muitos autores tém observado, também, uma redugdo na porcentagem da
colonizagio MA com o aumento da idade da planta. Tal fendmeno tem sido mais
freqiientemente observado em estudos feitos a campo, e isso € normalmente
acompanhado de aumentos na colonizagio ECM (BELLEI et al., 1992: OLIVEIRA et
al., 1997). Tem sido sugerido que mudangas fisiologicas no hospedeiro (idade, por
exemplo), além da produgdo de compostos quimicos (exsudatos) que inibem a
colonizagdo MA, possam ser responsaveis por essa redugdio (LODGE e

WENTWORTH, 1990). Quanto aos fungos micorrizicos, tal fendmeno pode ser
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conseqiiéncia das diferentes capacidades de infeccdo desses dois tipos de fungos. Os
fungos MA sdo considerados mais eficientes que os fungos ECM nas infecgdes
primarias, estabelecidas a partir do propagulo fungico presente no solo, usualmente
esporos. Essa caracteristica dos fungos MA se deve principalmente, & fisiologia desses
fungos, que apresentam esporos maiores € com mais reservas, resultando numa

germinagdo e infecgdo mais rapidas. -Os fungos ECM, por sua vez, sdo considerados
mais eficientes na colonizagdo secundaria, que ocorre a partir de sitios da raiz ja
infectados. A partir desses pontos, a infecgdo propaga-se rapidamente com as hifas
desses fungos cobrindo uma grande extensdo das raizes e impedindo, muitas vezes o
estabelecimento da infecg@o por outros fungos, como os MA, por exemplo (CHILVERS
et al., 1987)

1.2. Absorg¢do de Fasforo

A absorcio de fosforo (P) pelas plantas foi influenciada tanto pelo tempo apos a
inoculagdo quanto pela inoculagdo sem, contudo, apresentar evidéncias de interagdes
entre esses dois fatores (Tabelas 5, 6, e 7).

Quando se considera a quantidade de P na parte aérea (mg planta™) (Tabela 5),
observa-se que a unica diferenga significativa entre tratamentos ocorreu ao final do
periodo experimental (no quinto més apos a inoculag@o), com as plantas inoculadas com
o fungo G. clarum apresentando maior quantidade de P (7,4 mg) que as plantas ndo
inoculadas (testemunhas) (5,7 mg). Observando-se, porém, a evolugdo deste parametro
dentro de cada tratamento de inoculagio, evidencia-se que apenas entre o terceiro € o
quarto més houve aumentos significativos da quantidade de P nos tecidos da parte aérea
dentro de um mesmo tratamento. Na média geral das observag3es, observa-se também
esse efeito, sendo as diferencas significativas apenas entre o terceiro € o quarto més.

A aquisi¢io de fosforo pela parte aérea apresentou duas fases distintas de
velocidade. A primeira observada do tempo 0 aos 60 dias, onde o tratamento Gc¢ foi o
que apresentou o maior valor 0,085 mg.planta™. dia’, seguido dos tratamentos Pt, com

0,079 mg.planta".dia'l, GctPt com 0,074 mg.planta'l.dia'1 e testemunha com 0,068
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Tabela 5 - Quantidade de fosforo na parte aérea em ‘plantas de Eucalyptus globulus

inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em
fungdo do tempo apds a inoculagdo, sob condi¢des de casa-de-vegetagéo.

Fésforo na parte aérea (mg/planta) '

Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 1,48 DMS=0,71
(P =0,05) (P=0,05)
2 4,1 5,1 4,7 4.4 4,58
3 4,1 4.3 4,0 4,2 4,15
4 6,7 6,7 6,2 6,3 6,51
5 5,7 7,4 6,9 6,6 6,67
Média 52 5,9 5,8 5,4
DMS =1,18
(P=0,05)

" Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticdo).
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mg.planta”. dia™. A segunda fase foi observada dos 90 aos 120 dias onde o tratamento

testemunha apresentou a maior velocidade (0,087 mgplanta”.dia”), seguido dos
tratamentos Gc, Pt e Ge+Pt. Foram observados decréscimos nesse pardmetro dos 60
para os 90 dias nos tratamentos Gc, Pt e Ge+Pt. _

No sistema radicular (Tabela 6), a quantidade de P varioﬁ-ehfre as colheitas e
éﬁtre os tratamentos, embora com poucas diferengas entre estes ultimos. No segundo
més apos a inoculagio, as plantas do tratamento Gc apresentaram maior quantidade
deste elemento em seu sistema radicular que as plantas do tratamento Ge+Pt. No quarto
més, entretanto, as plantas ndo inoculadas foram aquelas com maior quantidade de P nas
raizes (5,3 mg), quando comparadas as plantas do tratamento Gc+Pt (3,6 mg). Esse
parametro destacou dois tratamentos quanto a velocidade de aquisi¢do, Pt e o GctPr,
com velocidades médias de 0,029 e 0,025 mg.planta™ dia™.

A quantidade de P nas raizes mostrou pouca variagio também em fungdo do
tempo. Na média geral, ndo foram evidenciadas diferengas significativas entre os
valores observados no terceiro, quarto e quinto més apos a inoculagdo e, em nenhuma
observagdo, as plantas do tratamento Gc apresentaram diferengas entre si. Nos demais
tratamentos de inoculagdo, ndo foram evidenciadas diferencas entre os valores das
diferentes observagdes, exceto no tratamento testemunha onde ocorreu uma redugio na
quantidade de P no sistema radicular entre o quarto e o quinto més.

Mais uma vez, o tratamento Gc vem a ser o Unico a apresentar diferenga
significativa no computo geral, com uma média de 4,5 mg de P.planta’,
significativamente superior a do tratamento Ge+Pt (3,5 mg.planta™). Na velocidade de
absor¢do, destacam-se os tratamentos Gc e Pt, com as plantas apresentando, ao final do
experimento, velocidades de 30 mgplanta’dia’ e 32 mg.planta™ dia™,
respectivamente.

A quantidade de fosforo na parte aérea foi positivamente correlacionada com o
comprimento radicular (r=0,51; P=0,001) e com o comprimento radicular colonizado
(r=0,34; P=0,05), indicando uma provavel transloca¢io desse elemento para essa parte

da planta. JA a quantidade de fosforo no sistema radicular foi correlacionada
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Tabela 6 - Quantidade de fosfore no- sistema radicular em plantas de Eucalyptus
B globulus inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o
fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto,
em fungdo do tempo apds a inoculagio, sob condigdes de casa-de-

vegetagao.
Fosforo no sistema radicular (mﬁlplanta) v
Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 1,62 DMS= 0,82
(P =1005) (P=0,05)
2 2,4 3,9 2,9 2,1 2,8
3 4,1 49 4,7 4,2 4,5
4 5,3 4,6 4,6 3,6 4,5
5 3,8 4,5 4,9 4,0 4,3
Média 3,9 4,5 4,3 3,5
DMS = 06,97

(P=0,05)

' Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repetigio).
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positivamente apenas com o comprimento radicular (r=0,47, P=0,001), ou seja, 0s
aumentos de comprimento das raizes aumentariam a absor¢do de fosforo, sem
correlagdo significativa com o comprimento radicular colonizado.

Com relagdo a quantidade de fosforo total nos tecidos das plantas (radicular +
parte aérea) (Tabela 7), ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos. O maior
aumento da quantidade de P total nos tratamentos ocorreu do terceiro péra 0 quartbo més
apos a inoculagdo, mas somente as plantas do tratamento testemunha apresentaram um
aumento significativo da quantidade de P total de 8,2 mg para 12 mg, o que
correspondeu a um acréscimo de 31%. Os demais tratamentos Pt, Gc e GcetPt
apresentaram aumentos da ordem de 24%, 23% e 19%, respectivamente. Entretanto, o
tratamento testemunha no quinto més apresentou um decréscimo na quantidade de P,
baixando para 9,5 mg P.planta™, contra 12 mg no més anterior. Os valores apontam a
tendéncia do tratamento Gc ter sido aquele com maior efeito geral na absorg¢do de
fosforo, com uma média geral de 10,4 mg.planta™.

A concentragdo (%) de P nos tecidos (Tabela 8) sofreu efeito individual dos dois
fatores estudados mas a interagdo entre esses fatores também nio foi significativa. A
concentra¢do nas plantas diminuiu com a idade, reduzindo-se de 0,33%, na primeira
observa¢do aos 2 meses, para 0,07% na ultima observagdo aos 5 meses, refletindo o
aumento da biomassa e a conseqiiente diluigdo do fosforo nos tecidos. Somente no
segundo més apos a inoculagdo foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos, onde as plantas do tratamento Gc+Pt foram superiores as plantas do
tratamento testemunha, ndo diferindo, porém, daquelas dos outros dois tratamentos de
inoculagio (Gc e Pt). Nas outras avaliagdes, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos.

De maneira geral, foi observada uma diminuigdo na concentragdo de P do
segundo para o quinto més apos a inoculagdio em todos os tratamentos. Esse efeito
ocorreu de forma significativa do segundo para o terceiro més apds a inoculagdo, com
as plantas de todos os tratamentos apresentando decréscimos da ordem de 60%. Nao
foram observadas diferengas significativas na diminui¢do da concentrag@o de fosforo do

terceiro para o quinto mes.



53

Tabela 7 - Quantidade total de fosforo em plantas de Eucalyptus globulus inoculadas
com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum ¢ o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em. conjunto, em
fungio do tempo apés a inoculagdo, sob condi¢des de casa-de-vegetacdo.

Fosforo total (mg/planta) '
Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 2,68 DMS=1,35
(P =0,05) (P=0,05)
2 6,5 8,9 7,6 6,5 7,4
3 8,2 9,2 8,7 8,3 8,6
4 12,0 11,3 10,8 9,9 11,0
5 9,5 11,9 11,9 10,6 11,1
Média 9,1 10,4 9,8 8,8
DMS = 1,84
(P=0,05)

' Os valores representam a média de 3 repetigBes/tratamento (2 plantas/repeticio).
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Tabela 8 - Concentragio.de-foésforo-em plantas de Eucalyptus globulus inoculadas com
o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo ectomicorrizico
Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em fun¢io do tempo apos
a inoculagio, sob condigdes de casa-de-vegetacio.

Concentragio de fosforo (%) '

Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius G, clarum + Meédia
mnoculagio P. tinctorius
DMS = 0,047 DMS= 0,028
P = 0,05) (P = 0,05)
2 0,28 0,34 0,31 0,39 0,33
3 0,11 0,13 0,12 0,13 0,12
4 0,11 0,10 0,10 0,11 0,10
5 0,06 0,07 0,07 0,08 0,07
Média 0,14 0,16 0,16 0,17
DMS = 0,092
(P=0,05)

' Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repetico).
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As plantas com MA e/ou ECM tém sido caracterizadas pela sua alta capacidade
de absorgdo de fosforo quando comparadas as plantas sem micorrizas (BOUGHER et
al., 1990; KOTHARY et al., 1990; MARSCHNER e DELL, 1994; THOMSON et al.,
1994; SHARMA et al., 1996). Isso pdde ser comprovado durante o experimento, pelas
diferengas nas concentragdes de fosforo- observadas na ‘ultima avaliagio. Essas
diferengas devem estar provavelmente relacionadas aos aumentos nos sistemas de
absor¢do das plantas (matéria seca radicular e comprimento radicular) que contribuiram
com os aumentos de absor¢do de fosforo. As maiores concentragdes, em todos os
tratamentos e durante todo o periodo do experimento, foram observadas na parte aérea
das plantas indicando uma translocagdo desse elemento da raiz para a parte aérea,
disponibilizando o fosforo para o crescimento das plantas.

Resultados conflitantes tém sido, porém, relatados por certos autores. AMORIM
(1988) e MACHADO et al. (1988) observaram que a inoculagio MA ndo promoveu
aumentos de teores de macro e micronutrientes nas partes aéreas das plantas estudadas,
em comparagio aquelas nio inoculadas. ADJOUD et al. (1996) também observaram
que a colonizagio radicular de E. globulus com fungos MA ndo promoveu aumentos

significativos na concentragio de fosforo foliar.

1.3. Crescimento

No que diz respeito & altura de plantas (Tabela 9), foram observadas diferengas
significativas a nivel dos dois fatores estudados: ‘tempo apds a inocula¢@o' e 'tratamento
de inoculag¢do'. Ndo houve, entretanto, efeito da interagdo tempo x inoculagdo neste
parametro. Como esperado, a altura das plantas aumentou significativamente de uma
observa¢do a outra, com os maiores aumentos ocorrendo do terceiro para o quarto més,
onde os incrementos foram da ordem de 300% em relagdo ao periodo anterior. Foram
observadas diferencas entre os tratamentos no quarto més, quando as plantas do
tratamento G. clarum apresentaram maior altura que as plantas dos demais
tratamentos. As diferengas foram de 4%, 8% e 17%, em relagdo aos tratamentos Pt,

testemunha e Ge+Pt, respectivamente. No quinto més apds a inoculagdo, apenas as
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Tabela 9 - Altura de plantas de Eucalyptus globulus inoculadas com o fungo micorrizico
' arbuscular Glomus clarum ¢ o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius,
isoladamente ou em conjunto, em fungdo do tempo apés a inoculagdo, sob

condi¢des de casa-de-vegetacio.

Altura (cm/planta)’
Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 3,337 DMS= 1,913
(P=0,05)
2 11,5 12,5 12,8 11,7 12,1
3 18,9 19,4 19,8 18,8 19,3
4 43,5 472 454 40,2 44,1
5 49,8 53,6 52,5 52,4 52,1
Média 30,9 33,2 32,6 30,8
DMS=14,390
(P=0,05)

' Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento(2 plantas/repeti¢io).
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plantas do tratamento Gc foram significativamente superiores as do tratamento
testemunha.

A maior velocidade de crescimento foi observada no tratamento Gc, onde as
plantas cresceram a uma taxa meédia de 0,394 cm.planta’.dia’. Seguem-se os
tratamentos Ge+Pt (0,388 cm.planta”.dia™), Pt (0,384 cm.planta™.dia”) e testemunha

(0,367 cm_.p_lanta'}l.dia'l_). o T

- O maior aumento de altura das plantas observado do terceiro para o
quarto més pode ter resultado dos efeitos promovidos pela colonizagdo radicular,
detectada no periodo anterior (segundo para o terceiro més). Contribui para esta
dedugdo o fato de que as plantas do tratamento Gc+Pt, cuja colonizagdo pelo fungo MA
foi observada tardiamente (terceiro para o quarto més), apresentaram maior incremento
de altura que os demais tratamentos do quarto para o quinto més. De acordo com esses
resultados, pode-se supor que como a colonizagdo radicular neste tratamento s6 foi
observada no terceiro més, o efeito promovido pela colonizagio radicular sé foi
observado mais tarde, no periodo subseqiiente.

A altura das plantas foi correlacionada positivamente com a matéria seca das
raizes (r=0,84; P=0,0001), comprimento radicular total (r=0,76; P=0,0001) e
comprimento radicular infectado (r=0,36; P=0,01) indicando a contribui¢do desses
pardmetros nos aumentos da altura das plantas. Esse pardmetro foi também
correlacionado positivamente com a quantidade de fosforo na parte aérea (1=0,77,
P=0,0001) e com a quantidade de fosforo total (r=0,71; P=0,0001).

Aumentos de altura em E. grandis e E. tereticornis promovidos pela inoculagdo
de G. clarum foram observados anteriormente por ZAMBOLIM et al. (1982). No caso
de Populus x euramericana, o efeito da inoculagdo sobre o crescimento dessa espécie
foi constatado somente nos primeiros meses, sendo o crescimento aumentado quando as
plantas foram inoculadas com fungo ECM e fungos MA, sugerindo uma interagdo
sinérgica entre os simbiontes (LOPEZ-AGUILLON, 1985).

Beneficios promovidos tardiamente pelos fungos micorrizicos podem
proporcionar certas vantagens as plantas. Muitas vezes os fungos micorrizicos podem
ndo produzir aumentos de crescimento na fase de viveiro, por exemplo, mas podem
proporcionar uma melhor chance de sobrevivéncia e crescimento a essas plantas quando

transplantadas para o local definitivo, justificando, assim, a inoculagdo
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(CASTELLANO ¢ MOLINA, 1989; GARBAYE, 1990). De acordo com este ultimo,
aumentos de altura de plantas podem representar aumentos bem maiores em termos de
volume de madeira produzida. Se esses aumentos forem obtidos ainda no estado juvenil
dessas plantas, isso acarretara em uma grande importancia econdmica.

O efeito dos dois fatores estudados sobre o comprimento total do sistema
radicular foi observado tanto individualmente, quanto em sua inteéragio (Tabela 10). As
.d.ifereng:as entre os tratamentos foram observadas no terceiro més apds a inoculagio,
com as plantas testemunha apresentando um maior valor de comprimento radicular
total (18932 cm) que as plantas dos tratamentos Pt e Gct+Pt. Néo observaram-se
diferengas entre o tratamento testemunha e o tratamento Gc, assim como entre este
ultimo e os tratamentos Pt € G¢+Pt.

No quarto més, nenhuma diferenga significativa foi observada entre as plantas
dos quatro diferentes tratamentos de inoculagdo. Isso também se faz notar na média
geral de cada observagdo, quando nio foram detectadas diferengas entre o quarto € o
terceiro més (14480 e 16179 cm, respectivamente). As diferengas voltaram a se tornar
evidentes no quinto més apds a inoculagdo, quando as plantas do tratamento Gc
apresentavam o maior valor médio de comprimento de raiz (29262 cm) que os demais
tratamentos, com diferengas claramente significativas. As plantas deste tratamento
apresentavam valor de comprimento radicular total correspondendo a cerca de 150% do
valor dos demais tratamentos.

O periodo entre o segundo e o terceiro més apds a inoculagdo corresponde ao
periodo de maior aumento de comprimento radicular, tanto para o tratamento G¢ quanto
para o tratamento Gc+Pt, com velocidade média de extensdo radicular de 243,8

1 e 1684 cm.planta'1 dia?, respectivamente. Esse incremento foi

cm.planta™ dia
acompanhado, no més seguinte, por aumentos de matéria seca da parte aérea e,
consequentemente, aumentos da matéria seca total.

Esses incrementos, seguindo-se ao periodo de intenso aumento do comprimento
radicular, poderiam indicar uma alocag@o dos recursos do sistema radicular para a parte
aérea. Coincidentemente, foi no periodo do terceiro para o quarto més que se

observaram, também, os maiores incrementos na quantidade de fosforo na parte aérea e
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Tabela 10 - Comprimento. do sistema radicular de plantas de FEucalyptus globulus

S inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em
fun¢do do tempo apos a inoculagdo, sob condigdes de casa-de-vegetagdo.

Comprimento do sistema radicular (cm/planta)’

Meses apds Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagio P. tinctorius
DMS = 5032 DMS= 3128
(P =0,05) (P=0,05)
2 3648 5266 5539 - 3502 4488
3 18932 14300 12666 12022 14480
4 17643 17753 16487 12834 16179
5 20367 29262 19241 20204 22268
Média 15147 16645 13483 12141
DMS = 6149
(P=0,05)

- 'Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticao).
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total (Tabela 5 e 7). Somente as plantas apresentando colonizagdo micorrizica
(tratamentos Gc e Ge+Pt) apresentaram um incremento significativo entre o quarto € o
quinto més, com um aumento da ordem de 11500 cm no tratamento G¢ e 7400 ¢cm no
tratamento de inoculagdo conjunta (Gc+Pt).

O comprimento radicular foi positivamente correlacionado com o comprimento
radicular_ colonizado (r=0,47, P=0,001), -com" a matéria seca radicular (r=0,88;

_P=.0, 0001) e com a quantidade de fosforo nos tecidos.

Os aumentos da colonizagdo radicular observados nos tratamentos Gc e Ge+Pt,
no periodo entre o quarto € o quinto més, foram acompanhados do aumento da matéria
seca radicular (Tabela 12), matéria seca total das plantas (Tabela 13) e do maior
aumento observado do comprimento radicular (Tabela 10). A matéria seca da parte
aérea permaneceu praticamente estavel nesse periodo. A relagdo R/S, em conseqiiéncia
do aumento da matéria seca radicular, também aumentou.

Além dos beneficios as plantas advindos da colonizagdo micorrizica, um bom
desenvolvimento radicular é importante para as plantas. As plantas resolvem seus
problemas de absor¢do de agua e minerais produzindo um extenso sistema radicular,
investindo normalmente mais de 50% do seu peso nas raizes e em condi¢des de estresse
quase 90% do peso total da planta se concentra nas raizes (SALISBURY e ROSS,
1992). Além disso, um grande comprimento radicular é importante para uma maior
exploragio do solo pelas raizes em qualquer situagdo. Como ja mencionado
anteriormente, Fucalyptus é uma planta produzida primariamente em viveiros para
entdo ser transplantada, situagio na qual um bom desenvolvimento de raiz € muito
importante por aumentar as chances de sobrevivéncia ao transplantio.

Nos parametros relativos a produgio de matéria seca (Tabelas 11, 12 e 13), o
efeito dos fatores variou em fun¢do do pardmetro observado (matéria seca da parte
aérea, raiz ou total). O peso da matéria seca da parte aérea (Tabela 11) foi o pardmetro
menos influenciado pelos tratamentos de inoculagdo. No quarto més, as plantas do
tratamento testemunha apresentaram peso superior as plantas do tratamento Pt, mas sem
diferengas significativas em relagdo as plantas dos demais tratamentos. J4 no quinto
més, foram as plantas inoculadas com o fungo Pt que apresentaram o maior valor de
matéria seca da parte aérea apresentando uma velocidade geral de produgdo de matéria

seca de parte aérea de 74,8 mg.planta’.dia”’. De forma semelhante ao observado em
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Tabela 11 - Peso da matéria seca da parte aérea de plantas- de Fucalyptus globulus
" inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em

fungio do tempo apds a inoculagdo, sob condigdes de casa-de-vegetagao.

Peso da matéria seca da parte aérea (g/planta) '

Meses apds Testemunha G. clarum P. dnctorius G clarum + Média
inoculagido P. tinctorius
DMS = 0,59 DMS= 0,34
(P =0,05) (P=0,05)
2 1,3 1,4 1,3 1,1 1,3
3 4,6 4,6 4.8 43 4,6
4 7,1 6,6 6,2 6,5 6,6
5 9,0 8,9 9,6 8,7 9,1
Média 5,5 5,4 5,5 5,2
DMS = 2,47
(P=0,05)

" Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeti¢io).
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relagdo a altura das plantas, o fator tempo exerceu efeito significativo sobre este
pardmetro sem, contudo, apresentar interagio significativa com o fator inoculagdo.

A matéria seca da parte aérea foi correlacionada positivamente com o
comprimento radicular (r=0,84; P=0,0001) e com a quantidade de fosforo na parte aérea
(r=0,66;, P=0,0001), indicando um relacionamento entre essa parte da planta e a
explora¢go do solo pelas raizes e hifas e a absor¢do-de fosforo.” ~ =~ * * I

A produgdo de matéria seca do sistema radicular (Tabela 12), por outro lado, foi
afetada significativamente pelos dois fatores estudados (tempo x inoculagdo). Nao
foram observadas diferengas significativas entre o terceiro e o quarto més nas plantas
dos tratamentos T, Pt ¢ G¢ + Pt. Apenas o tratamento Gc  promoveu aumento
significativo nesse periodo. Coincidentemente, esse periodo (terceiro para quarto més)
representa aquele em que foram observados os maiores incrementos em termos de altura
das plantas dentro de cada tratamento. Como ja mencionado, a auséncia de diferengas
na biomassa radicular dentro de trés tratamentos, durante esse periodo, indicaria uma
alocag¢do dos recursos para a parte aérea. No tratamento Pt também ndo observou-se
diferenga no peso da matéria seca do sistema radicular entre as plantas colhidas no
quarto més e aquelas colhidas no quinto més.

No periodo total do experimento, a maior velocidade média de incremento de
matéria seca radicular foi observada no tratamento Gc (60,6 mg.planta'l.dia'l), com o
periodo de maior velocidade ocorrendo do quarto para o quinto més.

Esse parametro foi correlacionado positivamente com o comprimento radicular
(r=0,88;, P=0,0001), comprimento radicular infectado (r=0,51; P=0,000/) ¢ com a
porcentagem de fosforo (r=0,75; P=0,0001), sugerindo que aumentos desses parametros
influenciaram diretamente aumentos da matéria seca radicular e absor¢io de nutrientes.

Quanto aos valores de matéria seca total (Tabela 13), também evidenciaram-se
efeitos significativos dos dois fatores estudados sobre este pardmetro. Da mesma forma
como nos pardmetros discutidos anteriormente, o efeito do fator tempo apds a
inoculagdo é claramente significativo dentro de todos os tratamentos de inoculagdo.
Quanto ao fator inoculagdo, evidencia-se mais uma vez que as diferengas sdo
significativas somente a partir do quarto més. Neste momento, as plantas que foram

inoculadas com o fungo MA, G.clarum, apresentaram uma maior quantidade de
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Tabela 12 - Peso da matéria seca do sistema radicular de plantas de Eucalyptus globulus

) " inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em
fun¢do do tempo apds a inoculagdo, sob condi¢des de casa-de-vegetagao.

Peso da matéria seca radicular (g/planta) '

Meses apds Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 1,18 DMS=0,73
(P = 0,05) (P=0,05)
2 1,1 1,2 1,0 0,6 1,0
3 2,8 2,4 2,1 1,8 23
4 3,6 4,2 3,3 2,7 3,5
5 5,7 7,2 4.4 5,3 5,7
Média 3,3 3,8 2,7 2,6
DMS = 1,59
(P=0,05)

! Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticio).
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Tabela 13 - Peso da matéria seca total das plantas de Eucalyptus globulus inoculadas
‘com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em conjunto, em
fungdo do tempo apods a inoculagio, sob condigdes de casa-de-vegetagdo.

Peso da matéria seca total das plantas (g/planta) ’

Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius G clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 1,46 DMS= 0,81
(P = 0,05) (P=0,05)
2 2,4 2,6 2,3 1,7 2,3
3 7,4 7,0 6,9 6,1 6,9
4 10,7 10,8 9,5 9,2 10,1
5 14,7 16,1 14,0 14,0 14,8
Média 8,8 9,1 8,2 7,8
DMS = 3,97
(P=0,05)

! Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticio).



63

matéria seca total que as plantas do tratamento de inoculag@o conjunta (Gc+Pt), ndo
diferindo significativamente, entretanto, das plantas dos dois outros tratamentos. No
quinto més, Ge foi o tratamento que promoveu o maior valor de matéria seca total,
diferindo significativamente de todos os demais tratamentos.

A estimulag¢do do crescimento das plantas neste experimento foi correlacionada
positivamente com o comprimento radicular colonizado [altura,.r= 0,36 (P= 0,05);

—m'atérié sécé da parte aérea, = 0,36 (P= 0,05), matéria seca das raizes, r= 0,51 (P=
0,001), comprimento radicular total, = 0,47 (P= 0,001)]. Contrariamente a0 observado
por ADJOUD et al. (1996), que constataram uma auséncia de correlagdo entre esses
pardmetros e a extensdo da colonizagio de E. globulus que ndo apresentou estimulag@o
de crescimento apesar da alta taxa de colonizagio radicular (58%). Inversamente, E.
dives teve um aumento de peso de matéria seca de 49%, com somente 7% de
comprimento radicular colonizado por G. caledonium.

ZAMBOLIM et al. (1982) constataram que G. clarum foi o fungo MA que
promoveu os melhores resultados em produgdo de matéria seca em plantas de E.
grandis e E. tereticornis. Esses efeitos, porém, ndo foram constatados por outros
autores. MACHADO et al. (1988) observaram que a inoculagdio MA em £. viminalis
ndo teve influéncia sobre a altura, didmetro e matéria seca das plantas (parte aérea e
sistema radicular). Similarmente, AMORIM (1988) observou que a inoculagdo MA néo
promoveu diferengas significativas sobre a matéria seca das plantas (parte aérea e
raizes) de E. grandis, em comparagdo aquelas ndo inoculadas.

No que diz respeito a relagdo raiz/parte aérea (R/S = peso da matéria seca
radicular/peso da matéria seca da parte aérea) (Tabela 14), os dois fatores promoveram
diferengas significativas. Ja no segundo més apds a inoculagdo, evidenciou-se uma
menor relagdo R/S no tratamento de inoculag@o conjunta (Gc+Pt), que apresentou uma
relagdo R/S de 0,5, quando os demais tratamentos apresentavam uma relagio R/S de
0,8. As diferengas voltaram a ser significativas no quinto més, quando as plantas
inoculadas com G. clarum apresentaram uma relagdo R/S superior as plantas do
tratamento Pt. Na média das observagdes, a maior relagdo foi obtida no segundo més
apos inoculagdo, com o valor de 0,75, significativamente superior aos obtidos nos

terceiro e quarto més, 0,50 e 0,52, respectivamente. Na média geral dos tratamentos, as
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Tabela 14 Relagdo R/S (matéria seca de raiz/ matéria seca da parte aérea) de plantas de
‘Eucalyptus globulus inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus
clarum e o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, isoladamente ou em
conjunto, em fungdo do tempo apos a inoculagio, sob condigdes de casa-de-

vegetacio.
Relagio R/S '
Meses apos Testemunha G. clarum P. tinctorius  G. clarum + Média
inoculagdo P. tinctorius
DMS = 0,26 DMS=0,14
(P=0,05)
2 0,82 0,84 0,78 0,55 0,75
3 0,60 0,54 0,45 0,43 0,50
4 0,50 0,63 0,53 0,41 0,52
5 0,63 0,81 0,46 0,61 0,63
Média 0,64 0,70 0,56 0,50
DMS = 0,150
(P=0,05)

" Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticio).
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plantas inoculadas com Gc apresentaram uma relagdo R/S superior as do tratamento de
inoculag@o conjunta Ge+Pt. O tratamento de inoculagdo de maior sucesso no que diz
respeito a este parimetro parece ser assim Gc, que apresentou o maior valor de relagio
R/S. Aumentos da relagdo R/S com a inoculagdo micorrizica em plantas de interesse
florestal tém sido observados, também, por outros autores, mas os dados disponiveis na
literatura sdo referentes, em sua maioria, aos fungos ECM (WILSON et al., 1987,
MARX et al., 1988)? Em todos os cas;)s, o—bser-varar_r-l-se_efeitos positivos da inoculagio
sobre este parametro.

Uma alta relagdio R/S é de grande importdncia para plantas, principalmente
quando estas devem ser transplantadas. Nesse momento, as plantas estdo sujeitas a
chamada 'crise do transplantio’, sofrendo uma mudanga brutal de ambiente fisico-
quimico (GARBAYE, 1990). Nesses casos e, principalmente, em plantas de
crescimento rapido como Eucalyptus, um crescimento maximo da parte aérea deve ser
preterido em relagdo a um maior crescimento do sistema radicular, proporcionando,
assim, um melhor suporte ¢ uma mais eficiente absor¢do de agua e nutrientes

(CASTELLANO e MOLINA, 1986; BRUNDRETT et al., 1996).

Os trabalhos de inoculagdo de Eucalyptus spp. com fungos MA sio escassos €
conflitantes. Por um lado, os presentes resultados, assim como os de ZAMBOLIM et al.
(1982) indicam aumentos da absorg¢do de fosforo e de biomassa devidos a inoculagéo
MA, contrastando com as observagées de AMORIM (1988), MACHADO et al.(1988),
ADJOUD et al. (1996) e WU et al. (1996), que observaram efeitos negativos ou nao
significativos advindos dessa inoculagdo. AMORIM (1988) observou um efeito
depressivo da inoculagdo MA no crescimento das plantas inoculadas, ao passo que a
inoculagido com fungos ECM promoveu aumentos de teores de elementos acumulados
na parte aérea e o crescimento. Recentemente, ADJOUD et al. (1996) ¢ WU et al.
(1996) observaram que E. globulus ndo apresentou resposta significativa a inoculaggo
MA, mesmo com uma alta porcentagem de colonizagdo. Em seu estudo, ADJOUD et al.
(1996) verificaram que aumentos na concentragdo de fosforo foliar, seguindo-se a
infec¢do micorrizica, ndo foram necessariamente associados ao crescimento das plantas.

Segundo esses autores, as espécies de Eucalyptus respondem diferentemente a infecgdo
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micorrizica dependendo do fungo inoculado, sendo o funcionamento dessa associagdo
simbidtica controlado por ambos, planta e fungo, como alias € o caso em toda
associa¢do simbiotica, seja ela mutualistica ou parasitaria. Essa caracteristica foi
observada também por HEIDJEN e KUYPER (1996), em Salix repens, uma espécie que
apresenta, também, os dois tipos de micorrizas, onde as diferengas nos efeitos
promovidos dependeram da espécie fungica utilizada. Quando Glomus mosseae foi
_”moculado o estimulo da absorg:ao de fosforo e do crescimento foi maior que o
promovido pelos fungos ECM. Porém, quando o fungo inoculado foi Acaulospora
laevis, ocorreu uma diminui¢do na absor¢do de fosforo e no crescimento.

A inoculagdio conjunta (MA+ECM) neste estudo promoveu, quase
invariavelmente, resultados inferiores aos obtidos com a inoculagdo isolada de G.
clarum. WU et al. (1996), observaram que quando os fungos MA foram inoculados
conjuntamente com o fungo ECM Pisolithus sp., o fungo MA exerceu um efeito
depressivo no crescimento das plantas de E. globulus, porém o mesmo ndo foi
observado quando o fungo ECM foi D. maculata. SANTOS (1993), observou que
quando G. etunicatum foi inoculado conjuntamente com P. finctorius, a produgdo de
matéria seca radicular foi inferior a produzida pela inoculagio isolada, dependendo da
espécie de eucalipto utilizada. AMORIM (1988) observou um efeito intermediario da
inoculagdo conjunta em plantas de E. grandis. Esse tipo de inoculagdo promoveu
resultados superiores aos da inoculagio MA isolada, mas inferiores aos da inoculagio
ECM. Contrariamente, LOPEZ-AGUILLON (1985) observou em Populus x
euramericana que o tratamento de inoculagio conjunta proporcionou maior aumento de
biomassa tanto em relagdo a testemunha quanto em relagdo aos tratamentos de
inoculagdo isolada.

Ao contrario do que ocorre em relagdo aos estudos sobre os fungos MA, aqueles
sobre o efeito dos fungos ECM na absor¢do de fosforo e no crescimento em Eucalyptus
spp. sdo numerosos. Na maior parte dos casos, a inoculagdo das plantas com esses
fungos tem favorecido tanto a absorgio de fosforo quanto o crescimento (BOUGHER et
al., 1990; BURGESS et al ,1994, THOMSON et al., 1994, AGGANGAN et al., 1996),
embora a intensidade desses efeitos dependa da espécie de Fucalyptus e do fungo
utilizado. Além disso, 0 momento/tempo da inoculagdo pode ser um fator relevante no

resultado das inoculagdes.
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Diversos estudos tém demonstrado que em substratos de baixa fertilidade as
plantas inoculadas com fungos micorrizicos apresentam uma série de vantagens sobre as
plantas ndo inoculadas. As primeiras sdo geralmente maiores € mais uniformes que as
plantas ndo inoculadas. Entretanto, essas vantagens variam em fung¢do do fungo
utilizado ou das diferentes combinagdes fungo-hospedeiro (KROPP e LANGLOIS,
1990). E sugerido, entdio, que a selegiio dos isolados, sejam eles MA ou ECM, a ser
~ utilizados em prdgramaé de niicorriiag:ﬁo controlada deva ser feita ;;reviaﬁlente e deva
ser testada a eficiéncia dos isolados a fim de selecionar os mais efetivos (DODD e
THOMSON, 1994).

Como mencionado anteriormente, ndo foi obéervada a colonizagio
ectomicorrizica em nenhuma das avaliaghes. As razbes desse fato ndo estdo
completamente explicadas, alguns dos principais fatores que podem ter limitado o
crescimento do fungo sdo a forma de inoculo e o substrato (fertilidade), embora outros
fatores como pH, temperatura e umidade do solo possam também ter influenciado.

Quanto a forma de indculo utilizada, a inoculagdo das plantas com indculo
liquido € considerada vantajosa para operagdes de larga escala quando comparada ao
inoculo sdlido, uma vez que ela pode ser feita com baixos custos além de eliminar
problemas de estocagem com grandes volumes de inéculo (GAGNON et al., 1988).
Segundo alguns autores a viabilidade desse tipo de indculo poderia ser afetada pelo
tempo de homogeneizagdo do micélio (LAPEYRIE e BRUCHETT, 1985; BOYLE et
al., 1987).

Neste experimento, o terhpo de homogeneizagio foi de 5 segundos. LAPEYRIE
e BRUCHETT (1985), em seu estudo, testaram o efeito de trés tempos de
homogeneizagdo (2 s, 10 s € 1 min) sobre a viabilidade do in6culo, utilizando para isso
o aparelho Ultraturrax. Esses autores observaram, por meio de andlise microscopica,
que com o tempo de 2 s, o tamanho aproxiinado das hifas era de 0,8 mm e a 10 s de 0,4
mm e 1 min de >0,2mm. A viabilidade foi testada em cultura de placas pela contagem
de colonias, de forma semelhante a utilizada nesse experimento. Foi sugerido por esses
autores, que nas condi¢bes utilizadas o tempo de 2 s foi o ideal. Além disso,
ROBINOW (1963), citado por LAPEYRIE ¢ BRUCHETT (1985), afirma que o
fragmento de hifa necessita de um volume minimo de citoplasma antes de ser capaz de

iniciar nova ramificagdo, sugerindo entdo que um tempo curto de homogeneizagdo seria
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o ideal, evitando assim o grande rompimento das hifas e aumentando com isso a
viabilidade do in6culo. Por outro lado, BOYLE et al. (1987) que também testaram trés
tempos de homogeneizagdo (S5s, 30s e 2 min) concluiram que o tempo de
homogeneizagdo ndo seria critico para fungos que suportem esse processo. O
homogeneizador utilizado por eles foi um liqiidificador, semelhante ao utilizado neste
estudo. A viabilidade também foi feita em contagem de colonias em placas de Petri. De
acordo com esses autores, Pisolithus tinctorius e Paxillus involutus sio -éspécies
sensiveis a fragmentagdo miceliana que ocorre durante o processo de homogeneizagao.
Outras espécies como Hebeloma longicaudum e Boletinus paluster respondem melhor
ao processo. No caso presente, entretanto, a viabilidade do inoculo foi testada antes da
inoculagdo, demonstrando-se que os propagulos produzidos pela fragmentagio
encontravam-se viaveis se nio em sua totalidade, pelo menos parte deles, ja que neste
estudo nio foram quantificados o niumero de propagulos viaveis.

Em substratos com alta fertilidade, as plantas inoculadas sdo freqiientemente
iguais em tamanho ou até menores que as plantas ndo inoculadas, isso pode ser
explicado uma vez que as altimas, ndo possuindo impedimentos nutricionais, podem
desenvolver-se mais rapidamente sem as micorrizas (KROPP e LANGLOIS, 1990). A
produgdo de plantas ECM requer um cuidado extra na formulag@o dos regimes e das
taxas de fertilizagdo. Niveis inapropriados de fertilizagdo ou desequilibrios nesta podem
ter efeitos prejudiciais no desenvolvimento das ECM (BRUNDRETT et al., 1996). De
acordo com SOARES et al. (1990), uma moderada deficiéncia de nutrientes no solo,
principalmente N e P, é considerada da maior importancia para formagdo das ECM.
Esses autores verificaram que a colonizagido das raizes de E. grandis por P. tinctorius
foi totalmente inibida quando as concentragdes de fosforo disponivel no solo excederam
a 13 ppm. Os efeitos positivos das micorrizas sobre o crescimento e absor¢do de
nutrientes foram detectados somente quando a concentragdo de fosforo disponivel no
solo foi inferior a 8,6 ppm (SOARES et al., 1989, 1990).

Embora as concentragdes de fosforo no substrato utilizado neste estudo possam
parecer superiores aquelas empregadas por Soares e colaboradores (SOARES et al,
1989; 1990), deve-se considerar que a natureza dos substratos nos dois estudos era
bastante distinta e que isso representa uma grande diferenca em termos de

disponibilidade de fosforo para as plantas. Neste estudo, a areia empregada como
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substrato apresentava originalmente 9,0 ppm de fosforo (extrator Mehlich -1) aos quais
foram adicionados 7,5 ppm na forma de [Ca(H;POj):], representando um total de 16,5
ppm imediatamente disponiveis. Trata-se aqui de areia quartzoza onde as possibilidades
de adsorg¢do dos elementos sdo muito baixas ou nulas. J4 no substrato de SOARES et al.
(1989; 1990), um Latossolo Vermelho escuro + areia de rio lavada, apesar do menor
teor de fosforo disponivel, o fosforo adsorvido aos coldides do solo contribuiriam para
um teor total deste elemento muito maior Elue o medido pélas técnicas de analise.

E recomendado, por alguns autores, que tanto a planta como o solo devam ser
monitorados pelas anilises quimicas para garantir que os niveis de fertilidade do solo
sejam apropriados para a colonizagdo ectomicorrizica (BRUNDRETT et al., 1996).
Outra forma de controle, sugerida por BOUGHER et al. (1990), € o uso de curvas de
resposta ao fosforo para comparar o desempenho de diferentes fungos ECM, permitindo
uma previsdo mais acurada de seus potenciais de aplicagio e eficiéncia para praticas de
viveiro e florestas.

A inoculagdo do fungo MA, G. clarum, de uma maneira geral, estimulou o
crescimento das plantas de E. globulus. A inoculagio de forma isolada desse fungo foi a
mais efetiva, porém, a forma conjunta também promoveu incrementos na planta. Foi
observado que esses incrementos ocorreram principalmente em duas etapas do
experimento, do segundo para o terceiro més e do quarto para o quinto més. O fato de
ndo ter sido constatada a colonizagio ECM pelo fungo P. finctorius dificultou as
comparagdes dos resultados obtidos com os de outros autores. Estas comparagdes, tanto
da colonizag@o isolada quanto da dupla associa¢do desses fungos, auxiliariam a entender
como ambos os tipos de fungos micorrizicos atuam isoladamente nos sistemas

radiculares ou conjuntamente dentro do mesmo sistema radicular.
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2. Efeito da seqiiéncia de inoculagio de fungos micorrizico arbuscular e
ectomicorrizico na coloniza¢io radicular, absorcao de fésforo e producio de
matéria seca em plantas de Eucalyptus globulus

Contrastando com os resultados do experimento anterior, onde os efeitos dos
tratamentos foram mais nitidos e faceis de separar, os resultados deste experimento ndo
apresentaram efeitos ou tendéncias muito bem definidas.

2.1. Colonizagdo Radicular

A colonizagdo radicular foi constatada apenas nos tratamentos com inoculagio
MA (Ni-Gc; Ge-Pt, Pt-Gc), somente a partir do terceiro més apos a inoculagido (Tabela
15). Como observado no experimento anterior, as raizes colonizadas apresentavam no
cortex radicular vesiculas, esporos e hifas ndo septadas, como ja ilustrado nas Figuras 9
e 10. Nio tendo sido, também, observada a presenga de arbusculos. Nio foi detectada
colonizagdo pelo fungo ECM, P. tinctorius, em nenhum dos tratamentos que receberam
inoculo desse fungo.

A colonizagido radicular foi evidenciada no terceiro més apds a inoculagdo em
dois tratamentos Ni-Gc e Pt-Gc, com 6 € 7% do comprimento radicular coldnizados,
respectivamente. Esse fato se assemelha ao observado no experimento anterior, onde os
tratamentos em que as plantas receberam inoculagdio com G. clarum (Gc e Ge+Pt)
(Tabela 4), apresentaram colonizagio somente 60 dias apOs a inoculagdo. Neste
experimento, as porcentagens de colonizagdo foram um pouco superiores as do
experimento anterior, embora os valores de comprimento radicular infectado sejam
muitos préximos nos dois casos. No caso do tratamento Gc-Pt, onde as plantas foram
inoculadas inicialmente com G. clarum e, ao transplantio, com P. tinctorius, a
colonizagdo foi observada mais tarde, aos 90 dias apos o plantio, ou 90 dias apos a
inoculagdo com o primeiro fungo (G. clarum). Tal atraso na colonizagdo pode ser
atribuido a ruptura do micélio dos fungos no momento do transplantio. Segundo
MARTINS e READ (1997), essa quebra do contato do micélio (propagulos) no solo ¢ a
raiz, causando uma ruptura ou destacamento do micélio da planta diminui o seu
potencial para iniciar uma nova infecgio, ndo eliminando porém sua infectividade. A

colonizagio prosseguiria entdo, apenas a partir dos pontos ja infectados.
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Tabela 15 - Comprimento colonizado e porcentagem de colonizag@o radicular de plantas
de Fucalyptus globulus inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular

Glomus clarum e o fungo

ectomicorrizico Pisolithus tinctorius,

isoladamente ou em conjunto em fun¢do do tempo apos, sob condigbes de
- casa-de-vegetagao. - -

Comprimento colonizado (cm) e porcentagem de colonizacdo radicular '

Nao Nio Nio P.tinctorius G.clarum
inoculado  inoculado  inoculado ¥ {
Meses apds Tipo de J 2 J
inoculagdo  colonizagdo® Nio G.clarum  P.tinctorius  G.clarum P.tinctorius
inoculado
MA 0 0 0 0 0
2 ECM 0 0 0 0 0
MA+ECM 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
MA 0 1047 0 0 0
3 ECM 0 0 0 0 0
MA+ECM 0 1047 0 0 0
(0%) (6%) (0%) (7%) (0%)
MA 0 1087 0 1806 426
4 ECM 0 0 0 0 0
MA+ECM 0 1087 0 1806 426
(0%) (7,5%) (0%) (14%) (3%)
MA 0 2400 0 2612 3063
5 ECM 0 0 0 0 0
MA+ECM 0 2400 0 2612 3063
(0%) 9%) (0%) (12%) (14%)

T'Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeti¢io). - MA = micorrizica
arbuscular e ECM = ectomicorrizica.
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Por outro lado, nos tratamentos onde o fungo G. clarum foi inoculado ao
transplantio a colonizag@o mais cedo poderia ser explicada pelo maior volume de raizes
ja presentes, junto com o maior potencial de indculo do substrato que aumentaria a
probabilidade de contato fungo-raiz e proporcionaria, assim, maior nimero de pontos de
entrada, resultando em maior porcentagem de colonizag@o.

Foram observadas poucas variagées na intensidade de colonizagdo entre os
tratamentos, os valores variaram de 0 a 9% (Ni-Gc) e 0 a 14% (Gce-Pt; Pt-Gc). As
plantas do tratamento Gc-Pt tiveram seus valores quadruplicados do quarto para o
quinto més de avaliagio, enquanto que as do tratamento Pt-Gc, apenas duplicaram sua
porcentagem de colonizag¢do do terceiro para o quarto meés.

Em termos de comprimento radicular infectado, as plantas do tratamento Gc-Pt
tiveram um aumento de 426 para 3063 c¢m, representando um aumento de 2630 vezes no
intervalo de um més. Nos outros dois tratamentos com colonizagdo, esse aumento foi
menor 1646 e 1350 vezes, nos tratamentos Pt-Gc e Ni-Gc, respectivamente.

Os resultados demonstram que apenas G. clarum foi capaz de colonizar as
plantas nas condi¢Bes experimentais, o que vem ao encontro do ja observado no
experimento descrito anteriormente.

A auséncia de colonizagdo por parte do fungo P. tinctorius (ECM) pode estar
relacionada a incapacidade do isolado testado em infectar o sistema radicular dessas
plantas nas condigdes testadas, conforme foi discutido também no item 1.1, relativo ao
experimento precedente. Embora ndo se tenha uma explicagdo convincente para esse
fato, algumas das possiveis explicagdes para isso foram discutidas no item anterior,
como a sensibilidade do isolado a fragmentagdo do micélio, a fertilidade do substrato e
a baixa compatibilidade do isolado com a planta. Sdo hipoteses que restam a ser

testadas.

2.2. Absor¢do de fosforo

Nao foi observado um efeito claro dos tratamentos de inoculagdo sobre a
quantidade de fosforo presente na parte aérea das plantas (Tabela 16). O efeito geral

observado foi relacionado & colheita (tempo), com um maior valor médio constatado na
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Tabela 16 - Quantidade de fosforo na parte aérea em plantas de Eucalyptus globulus
inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, em diferentes_seqiiéncias, em fungio
do tempo ap6s a inoculagdo, sob condi¢des de casa-de-vegetagdo.

Fosforo na parte aérea (mg/planta) '

Nio Nao Nao P.tinctorius  G.clarum
moculado inoculado noculado ¥ N
Meses apds d J d Média
inoculagao Nio G.clarum  P.tinctorius  G.clarum  P.tinctorius
inoculado
DMS=1,628 DMS=0,792
(P=0,05) (P=0,05)
2 4,79 4,17 4,23 4,08 4,08 4,27
3 4,43 4,34 5,81 5,17 4,19 4,79
4 3,27 3,24 3,76 3,80 3,30 3,48
5 6,31 4,71 6,26 8,12 7,12 6,51
Média 4,70 4,11 5,02 5,29 4,67
DMS=1,260
(P=0,05)

' Os valores representam a média de 3 repeti¢des/tratamento (2 plantas/repeti¢do).
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Gltima observagdo (6,51 mg.planta™), tendo permanecido praticamente estavel nas
observagdes anteriores.

Dentro de cada tratamento, a resposta das plantas foi semelhante, a quantidade
de fosforo permaneceu constante do segundo ao quarto meés apds o inicio do
experimento, com um aumento significativo somente no quinto més.

A nivel de tratamentos, ndo foram observadas diferengas significativas entre eles
~ nas observagdes do segundo, terceiro e quarto més. No quinto més, porém, os
tratamentos apresentaram diferengas significativas entre si, tendo sido observada a
seguinte ordem de importancia: Pt-Gc (8,12 mg planta™) / Ge-Pt (7,12 mg.planta™), Ni-
Ni (6,31 mg.planta™)/Ni-Pt (6,26 mg.planta™) e Ni-Gc (4,70 mg.planta™). Néo ficando
claro, portanto, como a inoculagio teve efeito sobre este pardmetro.

Ainda neste caso, no que concerne a evolugio no decorrer do experimento,
encontraram-se semelhangas entre os resultados aqui descritos e aqueles do experimento
precedente. Nos dois experimentos, foi observado que no periodo entre o segundo € o
terceiro més, as quantidades de fosforo na parte aérea permaneceram praticamente
constantes, enquanto que no periodo entre o quarto e o quinto més, sofreram aumento,
sendo esse aumento superior ao observado no segundo experimento, no mesmo periodo.
Neste experimento, entretanto, foi constatada uma queda na quantidade de fésforo do
terceiro para o quarto més.

Em termos de velocidade de aquisi¢do de fosforo, os maiores aumentos foram
observados no periodo entre o quarto e o quinto més e os tratamentos Pt-Gc, Ge-Pt e Ni-
Ni foram aqueles que apresentaram as maiores velocidades 0,143, 0,127 e 0,101
mg planta™ dia”, respectivamente

Em relagio ao fosforo na raiz (Tabela 17), ndo foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos.

O tratamento Ni-Ni ndo apresentou aumentos na quantidade de fosforo radicular
com o aumento da idade, enquanto que nos tratamentos Pt-Gc e Gce-Pt ocorreu um
aumento da segunda para a terceira observagdo. E nos tratamentos Ni-Gc e Ni-Pt esse
aumento foi observado do segundo para o quinto més. Os maiores valores médios foram
observados nos tratamentos que receberam inoculagdo com G. clarum ao transplantio

(tratamentos Ni-Gc e Pt-Gc), mas sem alcangar diferengas significativas.
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Tabela 17 - Quantidade de fosforo no sistema radicular em plantas de Eucalyptus
globulus inoculadas com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e -
o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, em diferentes seqiiéncias,
em fungdo do tempo apds a inoculagdo, sob condigdes de casa-de-

vegetacio.
Fésforo no sistema radicular (mg/planta) !
Nao Nio Nao P.inctorius  G.clarum
moculado inoculado moculado \? ¥
Meses apos J { { Média
inoculagdo Nao G.clarum  P.tinctorius  G.clarum  P.tinctorius
inoculado
DAS=1,956 DMS=0,828
(P=0,05) (P=0,05)
2 3,44 3,59 3,30 2,45 2,79 3,12
3 4,79 4,87 4,49 6,27 4.61 5,01
4 4,87 5,28 4,50 5,42 6,01 5,22
5 5,30 6,33 5,56 6,05 6,30 5,91
Média 4,60 5,02 4,46 5,05 4,93
DMS=1,271
(P=0,05)

- " Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticdo
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Na média geral das observagoes as diferengas s6 foram observadas no periodo
do segundo para o terceiro més, nos demais periodos ndo foram observadas diferengas.

No caso do tratamento Ni-Gc, este foi o tratamento que acumulou, juntamente
com o tratamento Pt-Gc, as maiores quantidades de fosforo no sistema radicular, porém
foi o tratamento que resultou em menor valor de quantidade de fésforo na parte aérea.

~As maiores velocidades de aquisigio de fosford pelas raizes foram observadas
dos 60 para os 90 dias. O tratamento que se destacou foi Pt-Ge¢, com 0,13 mg.
planta” dia”. Os demais tratamentos apresentaram praticamente as mesmas velocidades,
em torno de 0,06 mg.planta™ dia™.

No que diz respeito ao fosforo total (Tabela 18), ndo foram observadas
diferengas entre os tratamentos nos primeiros trés meses de observag¢éo. No quinto més
as maiores quantidades foram observadas nas plantas dos tratamentos Pt-Gc e Ge-Pt,
com 14,18 mg.planta'1 e 13,43 mg.planta'l, respectivamente.

Com o aumento da idade das plantas essa quantidade tendeu a aumentar, com
aumentos significativos do segundo para o quinto més, porém, sem diferencas entre o
terceiro e quarto més, o que também foi observado dentro de cada tratamento. Neste
caso, observa-se um comportamento diferente daquele visto no experimento anterior,
quando a quantidade total de fosforo (mg.planta™) permaneceu constante do segundo
para o terceiro més (Tabela 7). Na média geral, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos.

A concentragio de fosforo (%) (Tabela 19) nos tecidos sofreu uma redugdo com
o aumento da idade das plantas, refletindo a maior biomassa (dilui¢do do fosforo). As
quedas foram maiores do segundo para o terceiro més e do terceiro para o quarto meés,
com uma redugdo para a metade do valor observado. O tratamento Gc-Pt tendeu a

apresentar os maiores valores gerais, sem porém apresentar diferengas significativas.

2.3. Crescimento

Com relagéo a altura das plantas (Tabgla 20), as diferengas significativas entre
os tratamentos s6 foram observadas no guarto més. Neste momento, as plantas do

tratamento Ni-Ni foram aquelas que apresentaram a maior altura média (51,2 cm),
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Tabela 18 - Quantidade total de fosforo em plantas de Fucalyptus globulus inoculadas
com o fungo micorrizico arbuscular Glomus- clarum- ¢ o fungo
- ectomicorrizico Pisolithus tinctorius, em diferentes seqiiéncias, em fungdo

do tempo apos a inoculagdo, sob condigdes de casa-de-vegetagao.

Fosforo total (mg/planta) '
Nio Nio Nio P.tinctorius  G.clarum
inoculado  inoculado  inoculado J J
Meses apos N J J Média
inoculagdo Nio G.clarum  P.tinctorius  G. clarum  P.tinctorius
inoculado
DMS=2,771 DMS=1,224
(P=0,05) (P=0,05)
2 8,23 7,76 7,53 6,54 6,87 7,39
3 9,23 9,21 10,31 11,45 8,81 9,80
4 8,15 8,53 8,27 9,24 9,33 8,70
5 11,62 11,05 11,84 14,18 13,43 12,42
Média 9,31 9,14 9,49 10,35 9,61
DMS=2,070
(P=0,05 -

' Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticio).
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Tabela 19 - Concentragdo de fosforo em plantas de Eucalyptus globulus inoculadas com

o fungo micorrizico arbuscular Glomus. clarum e o fungo" ectomicorrizico

- Pisolithus tinctorius, em diferentes seqiiéncias, em fungio do tempo apos a
inoculag¢do, sob condi¢des de casa-de-vegetagao.

Concentragio de fosforo (%) '

Nao Nao Nao P.rinctorius  G.clarum
inoculado  inoculado  inoculado J J
Meses apds J 3 J Média
inoculagdo Niao G.clarum  P.tinctorius  G. clarum  P.tinctorius
mnoculado
DMS=0 0495 DMS=0,071
(P=0,05) (P=0,05)
2 0,35 0,33 0,33 0,34 0,38 0,35
3 0,15 0,14 0,17 0,20 0,15 0,16
4 0,08 0,08 0,08 0,09 0,09 0,14
5 0,09 0,08 0,08 0,10 0,10 0,09
Média 0,17 0,16 0,17 0,18 0,24
DMS=0,113
(P=0,05)

! Os valores representam a média de 3 repetigdes/tratamento (2 plantas/repeticio).
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diferindo significativamente das plantas dos tratamentos Pt-Gc, Ni-Gc e Ni-Pt. No final

do experimento (quinto més) as plantas dos tratamentos Ni-G¢ e Ni-Pt foram
significativamente maiores que as dos demais tratamentos, com 53,3 e 54,1 cm,
respectivamente. Os maiores incrementos em altura foram observados do terceiro para o
quarto mé€s, a semelhanga do experimento anterior, com um aumento médio de 50% em
todos os tratamentos. O maior incremento foi obsérvado nas plantas do tratamento Ni-
Ni com 30,8 cm e o menor nas plantas do tratamento Ni-Gc¢. Na média geral, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos.

As maiores velocidades de aumento de altura foram observadas do terceiro para
o quarto més. O tratamento Ni-Ni foi o que apresentou a maior velocidade com 1,03
cm.planta™ dia™, seguido dos tratamentos Ge-Pt, Pt-Ge, Ni-Pt e Ni-Gc, com 0,91, 0,88,
0,76 € 0,69 cm.planta'l.dia'l, respectivamente.

No que diz respeito ao comprimento radicular (Tabela 21), as diferengas
significativas foram observadas no quinto més de observag@o, quando as plantas do
tratamento Ni-Gc apresentaram maior comprimento radicular (26964 cm) que as plantas
dos tratamentos Gce-Pt (21249 cm) e Ni-Pt (18126 cm). As diferengas entre o tratamento
Ni-Gc e os dois outros, Ni-Ni (22130 cm) e Pt-Gc (22328 cm), embora grandes, ndo
chegaram a ultrapassar o limite de significancia.

O comprimento radicular triplicou seu valor do segundo para o terceiro més de
avaliagdo. No caso das plantas do tratamento Ni-Ni, entretanto o maior incremento foi
observado no periodo do quarto para o quinto més. Nesse periodo, foram observados os
maiores valores de velocidade de crescimento radicular, o tratamento Gce-Pt sendo
aquele que proporcionou a maior velocidade, com 356 cm.planta”.dia”’ seguido dos
tratamentos Pt-Gc (333 cm.planta’.dia®), Ni-Pt (332 cm.planta”.dia™), Ni-Ge (306
cm.planta'l.dia'l) e Ni-Ni (252 cm.planta™.dia”). No periodo entre o quarto e quinto
més, o tratamento Ni-Gc se destacou apresentando uma velocidade de extensdo
radicular de 405 cm.planta™ dia™. No periodo total do experimento, esse tratamento foi
0 que apresentou a maior velocidade de crescimento do sistema radicular (202
cm.planta™.dia™ ).

Fato interessante a salientar é a auséncia de diferengas entre os valores de

comprimento radicular observada no terceiro e quarto més apos o transplantio, dentro de
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Tabela 20 - Altura de plantas de Fucalyptus globulus inoculadas com o fungo
micorrizico arbuscular Glomus clarum . e o- fungo- ectomicorrizico
- Pisolithus tinctorius, em diferentes seqiiéncias, em fun¢do do tempo apos

a inoculagio, sob condigdes de casa-de-vegetacio.

Altura (cm/planta) '
Nio Niao Nio P.tinctorius  G.clarum
inoculado inoculado moculado A\ J
Meses apos d J J Média
inoculagido Nio G.clarum  P.tinctorius  G.clarum  P.tinctorius
moculado
DMS=5,384 DMS=2,492
(P=0,05) (P=0,05)
2 11,7 12,1 11,2 11,5 11,8 11,7
3 20,4 223 21,4 18,7 20,0 20,6
4 51,2 43,2 442 45,1 473 46<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>