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AVALTIACAO DO POTENCIAL DE INFECCAQO MICORRIZICA
E CARACTERIZAGCAO GENETICO-CITOLSOGICA DE
ISOLADOS DE FPisclithus tinctorius

Autor: Liliana Keiko Mitsunagsa

Orientadora: Profa. Dra. Aline A. Pizzirani-Kleiner

RESUMO

0 presente trabalho foli realizado com a fina-
lidade de estudar alguns isolados de Prisolithus tinctorius
gquanto aos aspectos basicos de crescimento, caracteristicas
citolégicas, padr3o de esterases e obtengdo de protoplastos
e quanto ao potencial de infecgido desses isolados em
espécies de Eucalyptus.

A caracterizagio do crescaimento em diferentes
meios de cultura mostrou gque os isoclados AC 12, PI 314 e
PI 203 apresentaram um bom crescimentc em todos 0Os meios
testados, engquanto gque os outros 1i1solados mostraram modi-—
ficagBSes no habito de crescimento micelial, e nAc apresen-
taram diferengas guanto a produg3c de biomassa nos dife-
rentes meios. Na anadlise citolédgica, verificou—-se que as
hifas apresentamvespessuras diferentes, cada célula micelial
possui dois ndcleos com diadmetro médic de 2,439 um e a
presenga de pontes de conex3o entre as células. O estudo do
comportamento do ndcleo durante a divisio de células soma-—

ticas demonstrou que a mitose € similar a que ocorre em
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outros fungos com agregag¢doc dos cromossomes formando duas
barras paralelas. 0 numero de cromossomos n3ao pode ser
determinado. 0Os isolados de F. tinctorius obtidos de Pinus
apresentaram um padrio eletrofofético de esterases com
quatro bandas. Para esses isolados foram padronizados a
idade da cultura, a metodologia para extragifc das enzimas e
a concentragdoc das amostras. Para os isolados de
Eucalyptus, n3o se obteve resultado satisfatdério para este-
rases. Guanto a obtengdo de protoplastos, fez—-se a ava-—
liag%o de algumas condi¢g®es para o isolamento dos mesmos
obtendo—se maior produ¢do com & utilizagioc de micélio com
quatro dias de idade, Novozym 234 ¢ manitol como estabi-
lizador osmético.

Quanto aos aspectos mais praticos, fez—-se a
avaliagfo de alguns isolados para a sintese de micorriza em
espécies de EFucalyptus em diferentes concentragBes de alu-
minioc. 0Os resultados obtidos n3Eo foram satisfatdrios devido
a grande falha na micorrizagio das plantas. Novos isoclados
foram obtidos e entre esses, selecionou-se o AT S01 e o
AT 502 para Euceaelyptus wurophylla e E. paniculata e o AT 3502
e AT 508 para E. torelliana. Para os outros isolados, mais
de 350% das plantas n3Eo apresentaram micorrizas. Para superar
a8 ndo infec¢gXo observada, fez—-se a inoculagioc de plantulas
ac invés de sementes como havia sendo feito anteriormente.
Com essa alteragio, o problema da falha de micorrizag¢Zc foi

eliminado porque provavelmente as particulas de vermiculita



utilizadas para a produg3d3c de indculao,

XX

estivessem mais

externamente tomadas pelas hifas do fungo as quais n3Io so-

breviveram no periodo entre a inoculag3o

mento de raizes curtas das plantas.

e

o desenvolvi-
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SUMMARY

The present research was carried out in order
to study basic aspects of growth, cytological
characteristics, patterns of esterases and protoplast

isolation of some isolates of FPisclithus tinctorius as well
as their potential of mycorrhizal infection in EUCaJyptus;
Growth characteristics in different media
has shown that the isolates AC 12, PI 314 and PI 203 had
good growth in all of them, while the other ones showed
changes in mycelium growth and didn’'t show a difference in
the biomass production. Cytological analysis of these
isolates indicated that the hyphae had different widths,
each mycelial cell had two nuclei with a diameter of 2.439
um and the presence of clamp connexion between the cells.
The study of the nuclei during the division of somatic cells
showed that the mitosis is similar to that which occurs in
other fungi, with the chromossomes forming two parallel
bars. The cromossome number could notb be determinated.

Pisplithus tinctorius isolated from Pinus showed an eletro-
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phoretic pattern of esterase with four bands. For the
Eucalyptus isclates, there were no satisfactory results. An
evaluation of different conditions was made for the
isolation of protoplasts. Optimal yield were obtained with
four day old mycelia, Novozym 234 and the osmotic
stabilizer, mannitol.

For practical aspects, some strains were
evaluated for their potential in mycorrhizal infection on
Eucalyptus species in different concentrations of iron. The
results were not satisfactory because of the failure to
cbtain infection of the plants. New strains were
isolated and among them AT 501 and AT 502 were selected for
Fucalyptus urophylla and £. paniculata and AT 502 and AT 508
for E. torelliana. The other strains did not infect more

than 50% of the plants. In order to try to overcome this

problem the 1inoculation of a few plants, instead of
inoculation of seeds, was made. With this alteration, the
problem of non infection was solved, probably because the

fungi grown on particles of vermiculite were not able to
survive during the period of root formation, when inoculated

on seeds.



1. INTRODUGCAO

As micorrizas, associagdes simbidticas entre
raiz e fungo do solo, vém despertando grande interesse dos
‘cientistas devido aos beneficios que elas podem oferecer as
plantas. Estas associagdes simbidticas permitem uma
melhoria na absorg3oc de &gua e nutrientes pela plants,
aumentando sua capacidade de sobrevivéncia e tolerancia a
condigBes adversas (seca, extremos de temperatura, etc.) e
agentes patogénicos. Existem dois tipos de fungos entre as
micorrizas mais disseminadas: aqueles que se desenvolvem
intercelularmente na raiz da planta, formando a redé de
Hartig e crescem extensivamente fora a raiz, formando um
manto; a esta associagdo denomina—se ectomicorriza ., e,
aquela com desenvolvimento predominante no interior das
células da raiz, denomina-se endomicorriza.

Nas plantas de interesse florestal, as ecto e
as endomicorrizas s3o freqiientes, sendo que em condigBes

naturais um ou cutro tipo predomina de acordo com & regido

considerada.



A importancia dos fungos micorrizicos no
desenvolvimento e sobrevivéncia de plantas florestais &
evidente quando se tenta introduzi-las em solos desprovidos
de indculo natural destes fungos e o crescimento vegetal &
falho (MIKOLA, 1973).

0 setor florestal contribui de modo signi-
ficativo para a economia nacional. 0Os produtos florestais
representam 3% do produto nacional bruto e 3,35% de suas
exportagBes. Atualmente cortes de 500 a 600 milh@es de
hectares devem ser feitos para atender ao consumo dos
programas de papel, celulose, siderurgia e carvio vegetal e,
nos préximos vinte anos, 5 milh®es de hectares deveriZoc ser
reflorestados principalmente com FPinus spp e Eucalyptus spp

\

(ZAMBOL IM & SIQUEIRA, 1985).

Entre as diversas espécies de fungos ecto-
micorrizicos que se associam as plantas florestais, o fungo
Pisclithus tinctorius ¢ comumente isolado em condigBes
naturais, sendo também utilizado como inoculante e apre-—
sentando especificidade para FPinus e Eucalyptus (KRUGNER &
TOMAZELLO FILHO, 1979). E um fungo da classe Basidiomiceto,
ordem Sclerodermatales, familia Pisolithaceae. Segundo
MULLETTE (1976), a primeira associag3o descrita desse fungo
em Ffucalyptus fol na Africa do Sul por A.A. van der Bijl,
em 1917.

0O Pisolithus tinctorius & uma espécie impor-

tante no estabelecimento de programa de micorrizagido e, no



entanto, € muito pouco conhecido guanto a sua bioclogia. Uma
previsio do seu comportamento pode ser feita através de
estudos fisioldgicos, genéticos e ecolégicos realizados em
laboratérioc que em uma segunda fase muito contribuirio para
0 aumento da eficiéncia nos seus hospedeiros.

Diante destes fatos, o presente trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de estudar alguns isolados de
Pisolithus tinctorius sob dois aspectos:

a. Conhecimento basico desses isclados con-
siderando—-se a andlise citoldgica, crescimento em diferentes
meios de cultura, caracterizagdo eletroforética e obteng3o e
regeneragdo de protoplastos;

b. Avaliag30 sob o ponto de vista mais apli-
cado considerando-se coleta, isolamento e seleg3io dos novos
isolados de P. tinctorius, estudos sobre a interag3o entre
alumiﬁio e infecg3o micorrizica e a produgdoco de mudas mi-

corrizadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos citogenéticos em fungos

2.1.1. Componentes do nicleo

0 envelope nuclear que envolve grande parte
do DNA em fungos, consiste, como em eucariotos superiores,
de duas membranas paralelas (FINCHAN et alii, 1979). Pos~-
suem poros que podem estar espalhados pela sua superficie
ou, algumas vezes, concentrados em regifes especificas
(BURNETT, 1976).

Em muitos organismos, o envelope nuclear
dispersa—-se durante a préfase, como em animais e plantas
superiores; mas, em outros, permanece intacto durante a
mitose, como observado em Blastocladiella emersonii (TURIAN
& CANTINQ, 1960), Macrophomina phaseolil (KNOX-DAVIES, 1967)
e Catenaria anguillulae (ICHIDA & FULLER, 1968). Em alguns
casos ocorre formag3o de abertura nos polos do envelope
nuclear (MARTIN & MILLER, 1986). Segundo HEATH (1980a) estes
530 os trés padrdes mals comuns do comportamento do envelope

nuclear na divis3o do ndcleo em fungos.
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0 nucléolo, uma estrutura tipicamente euca-
ridtica, € um corpusculo esférico, rico em Acido ribonu-
cleico. Originam-se de um ponto especifico em um dos cro-
mossomos, o organizador do nucléolo (FINCHAN et alii, 1979)
e, segundo HEATH (1980a) exibem uma série de padrSes de
comportamento durante a mitose, podendo persistir na sua
forma interfasica (contraindo—-se e originando duas partes
aproximadamente iguais na teldfase) ou dispersar—-se durante
a préfase. No entanto, entre estes extremos podem ser
encontrados padrdes de comportamento intermediarios.

Qutro componente, muito importante do nucleo
& a cromatina, que é um complexo de DNA nuclear intimamente
assocliado com proteinas histdnicaes e s podem ser vistos
como corpusculos separados durante a divisioc nuclear. Em
Aspergillus, Neurospora e Saccharomyces os componentes HzA,
H2B, Ha e H4 das histonas sZo muito parecidos ou, em alguns
casos, quase idénticos aos dos eucariotos superiores
(FINCHAN et alii, 1979). Verifica—-se n3o somente a presenga
de histonas, mas também de nucleossomos tipicos.

A maioria dos eucariotos inferiores apresen-
tam um padrac tipico de heterocromatina-eucromatina na in-
terfase, mas em alguns organismos a cromatina n3oc se conden-
sa em nenhum estagio do ciclo nuclear (HEATH, 1980b). o
autor sugere que a heterocromatinizag®o aparentemente n3o &
um meio universal de controle génico e que a condensag3lo da

cromatina n3o & um requerimento universal para a mitose.



HEATH (1980a) relata em sua revis3o, fungos e protistas que

apresentam esta falta de condensag3oc da cromatina.

2.1.2. Divis3o somatica

Em muitos fungos podemos observar a condensa-—
¢80 da cromatina e cromossomos independentes. Geralmente
admite-se que a mitose nestes fungos segue 0 mesmo curso que
em organismos superiores; porém, alguns autores encontraram
que a mitose ocorria por divis3io nuclear direta, através de
along a mento, constricg®o e separagiioco do nucleo em duas
partes, sem formag3o de fases mitdticas ou cromossomos indi-
vidualmente distintos.

Os trabalhos mostram que as mitoses fungicas
possuem particularidades gque os colocam fora das formas mais
comuns de divis3o celular. As diferengas mais interessan-—
tes encontradas em alguns fungos incluem a segregagio de
cinetocoros em dois grupos durante a préfase, a auséncia de
condensag3oc da cromatina e de placa metafasica, e a formag3o

de um feixe central de microtdbulos (HEATH, 1980a).

Interfase

0 nadcleo interfasico dos fungos €& morfologi-
camente similar ao ndcleo interfasico de plantas superiores.
S30 esféricos ou ovais, limitados por um envelope composto

de duas membranas unitarias, contendo um proeminente nu-



cléolo. Em Poria manticola foram vistos filamentos duplos
de cromatina; segundo BRUSHABER & JENKINS (1971) este & um
fator comumente observado em nucleos interfasicos de fungos.
SOMERS et alii (1960), observaram, em Neurospora crassada,
segmentos heterocromiAticos e um grande nucléola. 0s nu-
cléolos em Ceratocystis fagacearum frequentemente est3o
localizados sobre a periferia da cromatina e, ocasionalmen-
te, os nucleos redondos ou ovais tornam—se um pouco ate-
nuados, parecendoc uma massa de cromatina de contorno irre-
gular, com os nucléolos ligados na extremidade dos cromosso-
mos nucleolares (AIST & WILSON, 1967b). Em ndcleos inter-
fasicos de Olpidiopsis varians, além do nucléolo foram en-—
contrados comumente inclusBes de lipidios e, algumas vezes,
dictiossomos associados ao ndcleoc (MARTIN & MILLER, 1986).
Algumas vezes, sobre ou préximo a0 envelope
nuclear, ha& uma organela gue durante a divisio do nucleo
estid associada ao fuso. Esta organela apresenta ampla
variag3o morfoldégica, podendo ser um centrioloc ou uma es-
trutura mais simples que recebe varias denominagdes.

ICHIDA & FULLER (1968) observaram em Catenaria anguillulae

um simples par de centriclo, acompanhada por wmicrotdbulos
gue irradiavam da regifo dos centriolos. O0s centrioclos
néste fungo consistem de nove conjuntos de ’“triplets”
arranjados em um padr3c cilindrico. JA em Basidiomicetos

n3o foram descritos centrioclos tubulares (BRUSHABER & JEN-

KINS, 1971).



Préfase

A mitose praticamente inicia-se com a
préfase, que € a fase mais interessante da divisZ¥o, pois &
nesta etapa gque a cromatina prepara-se para a divisZo. Em
Neurospora crassa, a préfase procede de maneira convencio-
nal. No estagio inicial os cromossomos sio0 mais dificeis de
serem observados, mas durante a préfase ocorre a espira-
lizag3o e os cromossomos individualizados podem ser obser-—
vados, bem como suas espirais (SOMERS et alii, 1960).

Ja em Ceratocystis fagacearum, além de ocor-
rer o espessamento dos cromossomos, pode-se distinguir uma
préfase inicial, observando-se a espessura  dos Cromossomos
nucleolares gque durante a interfase s3o muito finos e o
nucléolo est4d a varios microns do corpusculo de cromatina
principals mas, durante a préfase, o0 cromossomo nucleolar
torna-se mais espessoc e o0 nucléolo tende a permanecer dentro
da massa de cromatina principal (AIST & WILSON, 1967b$.

Sequndo HEATH (1980a), a préfase & a fase
mais negligenciada na literatura dos fungos. A metafase e
as figuras subsequentes s3o Tfacilmente reconhecidas, mas
alguns eventos da préfase se confundem com os da interfase.

De acordo com FULLER (1976}, o reconhecimento
de dois pares de centriclos € o primeiro sinal de que o
nucleo estid em préfase. Durante o estidgio inicial da pré-—-
fase em Saprolegnia ferax, cada ndicleoc € acompanhado por um

simples par de centriolos extranucleares e, dentro do nu-



cleoc, numa regifo diferenciada do envelope nuclear, adja-
centes aos centriolos, formam—se microtdbulos curtos. Com o
progresso da préfase, os centriolos se duplicam para formar
dois pares e, durante este processo, os microtdbulos também
separam—se em dois grupos discretos que depois se reorientam

para formarem fusos metafasicos bipolares.

MetAafase

Em algquns fungos, os eventos da metAfase s3o

convencionais: mostram placas metafasicas tipicas. Ja em
outros, os cromossomos est3o dispersos ao longo do fuso. A
metafase, em fungos centriclares, geralmente € classica - os

pares de cromatides estdo alinhados sobre a placa equato-
rial. Em Neurospora crassa 0os Cromossomos assumem confi-
guragSes similares a metafase mitdética regular. Os cro-
mossomos individuais podem ser vistos alinhados na placa
metafasica e, neste estagio, a morfologia dos cromossomos
podem ser distinguidas (SOMERS et alii, 1960). Uma placa
metafasica tipica também fol observada por WARD & CIURYSEK
(1961) em um Basidiomiceto onde todos os cromossomos também
foram distinguidos.

Durante a metafase em Catenaria anguillulae,
a estrutura dos corpusculos polares do fuso & claramente
vista e a conexflo das fibras com o0s cromossomos S30 2 evi-
dentes (ICHIDA & FULLER, 1968). Nestes casos, 0 Cromosso-—

mos s3Eo claramente separados de maneira tradicional; mas, em



10

alguns casos, fol observado gue freqiientemente os cromosso-
mos estavam aglomerados na metafase, formando uma massa
compacta (KNOX-DAVIS, 1967 e BRUSHABER & JENKINS, 1971).

Os nucleos, em Humicula sp, apresentam corpos
cromatinicos em forma de rosario, ou irregqulares e nao di-
ferenciados em cromossomos (RODRIGUES, 1987).

Em Marasmius foi detectada uma curigsa con-
figuragqo cromossomal, o material cromatinico torna-se
orientado em duas ou, traramente, mais cadeias paralelas
enfileiradas ao redor e ao longo do fuso. Esta configurag3o
foi chamada de '"estagio de trilho" ou de '"duplo trilho"
(BURNETT, 1976). Este estagio de trilho, nZEoc tem equiva-
lente nas formas usuais da mitose e foi observado em outros
fungos, como: Aspergillus nidulans (ROBINOW & CATEN, 1969),
Fusarium oxysporum (AIST & WILSON, 1967a) e Ceratocystis
fagacearum (AIST & WILSON, 1966).

HEATH (1980a) concluiu gue a agquisigXio de um
equilibrio dos cromossomos na posic¢cio equatorial n3o € um
pré—-requisitoc para a subseqgiiente separagioc e movimento
anafiasico e que o comportamento dos cromossomos € controlado

a nivel de cromossomos individuais.

Ansafase - Teldfase
FULLER (1976) define a anAfase como o estagio
caracterizado pela separagd3o e polarizagio do material gensd-—

mico duplicado e, teldédfase inclui os eventos envolvidos na
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posterior separagio das cromatides polarizadas e a formagdo
de nucleos filhos com seus envelopes nucleares.

WARD & CIURYSEK (1961), estudando um Basidio-
miceto, observaram que oito cromAtides originaram—-se de
quatro cromossomos metafasicos e que estes se separaram
regularmente em dois grupos de quatro para pdlos opostos do
fuso. Em Macrophamfna phasecli foram observados regular-
mente pontes cromossdmicas © 2 Cromossomos retardatarios
(KNOX-DAVIES, 1967). As pontes cromossdmicas também foram
observadas em Poria manticola por BRUSHABER & JENKINS
(1971).

Segundo HEATH (1980a),'dois tipos de movimen-—
tos ocorrem durante a anAfase e teldfase: o encurtamento dos
microtdbulos cinetocoros, movendo o cinetocoro ligado ao
cromossomo e, em adig3o, o alongamento do fuso, aumentando a
distancia interpolar. 0 arranjo destes dois processos varia
de organismo para organismo.

Em Catenaria anguillulae foram observados nu-
cleos alongados na fase anafasica. ICHIDA & FULLER (1968)
sugerem gque 0S cromossomas s3o puxados ou  empurrados pelo
alongamento do ndclec e a separagdo dos pélos. Foi obser-—
vado que as fibras continuas do fuso se alongam quando os
pdlos tormam—se mais distantes um do outro e este alonga-
mento poderia servir para separar o0s Ccromossomos i1rm3ios.
Apds a separaggd a regifo interzonal ¢ comprimida préximo

aos nucleos irmaos.
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Segundo FULLER (1976) o alongamento de tubu-
lgs interpolares durante a teldéfase ocorre em todos os
fungos centriolares.

Em fungos onde foi observado o estagio de
"duplo trilhs", o alongamento do ntcleo e do fuso parece
quebrar as bartras transversalmente na regifo equatorial e,
posteriormente, as duas partes migram para extremidades
opostas do fuso. A cromatina se acumula nas extremidades da

barra dupla e se condensa para formar dois nucleos filhos.

2.2. Protoplastos de fungos basidiomicetos

As condigBes experimentais para produgldo e
regeneracgio de protoplastos de diferentes grupos taxondmicos
dos fungos s3o bem estabelecidas. Um extensoc trabalho de
revisio foi feito por PEBERDY & FERENZY (1?85) sobre as
propriedades dos protoplastos. No entanto, poucos estudqs
foram feitos sobre protoplastos em Basidiomicetos.

VRIES & WESSELS (1972a) mostraram gque proto-
plastos podem ser liberados de micélio de Schizophylum
.Commune, utilizando uma preparagdo enzimatica extracelular
de Trichoderma viride crescida em parede de hifa de 5.
commune, ou com o—-Glucanase e Quitinase purificada de
cultura filtrada (VRIES & WESSELS, 1972b). 0 método, no

entantao, envolve preparag¢g3o de enzima litica. Tendo em
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vista que a preparag¢do da enzima ¢ um processo demorado,
numerosas enzimas comerciais est3io disponiveis e tém sido
utilizadas para isolar protoplastos de fungos filamentosos.

GOLD et alii (1983) demonstraram gque a com-—
bina¢3io de duas enzimas comerciais, Novozyme 234 e Celulase
CP foi muito eficiente para Phanerochaete chrysosporium:
obteve-se 3x10° protoplastos por grama de peso Umido depois
de 3 horas de incubagfo. 0s autores observaram que estas
enzimas utilizadas individualmente produzem aproximadamente
S e 507 respectivamente do numero obtido gquando uwtilizadas
juntas. Devido a complexidade e diversidade da parede
celular das hifas, muitas vezes a combinag3io de enzimas
liticas promove melhores resultados na liberag3c de proto-
plastos.

A enzima Novozyme 234 também foi utilizada
por MUKHERJEE & SENGUPTA (1986) para produzir protoplastos
de micélio de Volvariella volvacea com 18 horas de incuba-
¢3c. 0O periodo de incubag3o € uma consideragdoc 1importante
durante a liberag®o dos protoplastos, pois a incubag3o
prolongada pode causar a degenerag3o dos protoplastos for-
mados inicialmente ou, em alguns casos, regenerar hifas
aberrantes (Gabriel, 1968, citado por PEBERDY & FERENZY,
1985).

YANAGI & TAKEBE (1984) desenvolveram um processo
altamente eficiente para isclamento de protoplastos de mi-

célio de varias espécies de Basidiomicetos, utilizando uma
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combinag®o de Quitinase e Celulase Onozuka R10. Depois de 1
hora de incubagZo, 10° protoplastos/ml foram liberados de
Coprinus macrorhizus e a suplementagdo da mistura com zymo-
liase 60.000 ou f3i—glucuronidase elevou esta produgXo. A
mistura destas gquatroc enzimas foi utilizada com sucesso por
MORINAGA et alii (1985) para outras duas espécies de
Caprinus, Coprinus cinereus e Coprinus pellucidus, e por
WAKABAYASHI et alii (1985} para Fleutorus cornucopise.

YANAGI et alii (1985) wutilizaram Celulase
Onozuka R10, Quitinase e Zymoliase para Coprinus
macrorhizus e constataram que o acréscimo de Novozyme 234 a
esta solugio também podia elevar significativamente a
produgioc de protoplastos e, mesmo sozinha, grande numero
de protaoplastos foram liberados, mas eram relativamente
pequenos e havia uma grande propor¢3do anucleada. Esta
solugdo enzimidtica também foi eficaz para a obteng3do de
protoplastos de outras espécies de Basidiomicetos como
Flammulina velutipes, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa,
Lentinus edodes, Lyophyllum ulmarium, Fleurotus ostreatus,
Pholiota nameko e Tremella fuciformes.

TOYOMASU et alii (1986) demonstraram que
a combinag3o de driselase com celulase e 3- glucuronidase
s3o eficientes para produzir protoplastos a partir de
micélio de Pleurotus ostreatus e Pleurotus salmoneo

stramineus.

A produg®o e a estabilidade dos protoplastos
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pbdem ser influenciadas pelo tipo e concentrag3o do estabi-
lizador osmético e estes fatores variam de organismo para
organismo.

Em Schizophyllum commune a densidade dos
protoplastos isolados pode ser afetada por diferentes esta-
bilizadores. Em Sorbitogl, Manitol, NaCl e KCl1, o0os proto-
plastos sedimentam por gravidade, mas em Sucrose os proto-
plastos permanecem em suspensio, indicando que eles tem uma
densidade similar & de solugZo. Quando MgS04 foi utilizado
como estabilizador, os protoplastos liberados eram altamente
vacuolados (VRIES & WESSELS, 1972a). No entanto, MgS04 foi
0 estabilizador mais satisfatério para Coprinus cinereus e
Coprinus pellucidus (MORINAGA et alii, 1985) e também para
FPhanerochaete chrysosporium (GOLD et alii, 1983).

Segundo DAVIS (1985), os sais inorganicos em
geral, s3o os estabilizadores mails apropriados para fungos
filamentosos. Porém, muitos pesquisadores tém obtido melho-
res resultados utilizando agdcares como estabilizadores para
muitos fungos Basidiomicetos.

Para Coprinus macrorhizus a pradugdo de pro-
toplastos foi mais elevada em Manitol, mas os protoplastos
isplados usando Sucrose como estabilizador, mostraram uma
maior freqiéncia de regeneragdo (YANAGI et alii, 1985 e
KIGUCHI & YANAGI, 1985). Semelhante observag3o foi feita

para FPleurotus cornucopiae (WAKABAYASHI et alii, 1985 e

MAGAE et alii, 1986).
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Enquanto protoplastos tém sido produzidos de
varios fungos basidiomicetos, s3cg raros os trabalhos sobre
obtengXo de protoplastos de fungos basidiomicetos ectomi-
corrizicos.

Um trabalho histdérico que relata obteng3o de
protoplastos de um fungo basidiomiceto ectomicorrizico foi
feito por GILES & WHITEHEAD (1976) em Rhizopogon sp com
preparagio enzimatica obtida de Trichoderma viride. Estes
autores introduziram células de Azotobacter vinelandii em
protoplastos de FRizopogon sp e demonstraram a capacidade
de redug3io de acetileno e a sintese de micorriza pelo
mic£lio modificado.

Mais recentemente, KROPP & FORTIN (1985) re—
lataram o sucesso da aplicag¢3io de algumas enzimas comer-—
ciails para obteng®o de protoplastos de Laccaria bicolor. Fo-
ram testados Novozyme 234, Celulase TV e Quitinase, indivi-
dualmente combinagBes entre elas. 0O melhor resultado foi ob-
tido com Novozyme 234. A adi¢3o de Quitinase ou Celulase n3o
produziu nenhum aumento quando comparado ao obtidoc com Novo-
zyme sozinha. A produgdao foram grandemente influenciada pela
natureza do estabilizador osmdtico: 12-13 x 10° proto-
plastos/cm3 de micélio foram produzidos com Manitol ou Su-
crose, mas somente 7 a 12% desta produg3o foram obtidas com
KCl, NaCl ou MgSO4. HEBRAUD & FEVRE (1988) demonstraram que
a mistura de celulase Onozuka R10 e Driselase em combinag3o

com MgSOs como estabilizador € a mistura mais eficiente para
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Hebeloma cylindrosporum, Hebeloma edurum, Hebeloma
sinapizans e Suilis bellini, mas n3Ic para Pisoclithus
tinctorius Manitol e Sorbitol foram utilizados no meio para
regeneragio dos protoplastos e cerca de 25% dos protoplastos:
nucleados de Hebeloma cylindrosporum regeneraram.

Mutantes de H. cylindrosporum resistentes a
fungicidas foram isolados por radia¢Zo dos protoplastos com
luz ultravicleta. A mutagdo ¢ uma ferramenta comum em
genética, usada para modificar a expressido de genomas exis-—
tentes e introduzir variabilidade genética.

Similarmente a KROPP & FORTIN (1985), proto-
plastos de Hebeloma circinans, Hebeloma cylindrosporum,
Laccaria bicolor, Laccaria laccata (3 isolados), Fisoclithus
tinctorius, Suillus luteus e Thelephora terrestris foram
obtidos com Novozyme 234 por BARRETT et alii (1989). 0 Ma-
nitol foi utilizado comoc estabilizador para todos estes
basidiomicetos. A regeneragioc dos protoplastos s n3o foi
obtida de Pisolithus tinctorius e Suillus Iluteus, pois OSs
protoplastos destes dois fungos mostraram auséncia de
nucleos.

Além das enzimas e dos estabilizadores, a
idade da cultura tem sido analisada na tentativa de elevar a
produgc3o de protoplastos. Em geral, a produg3o maxima de
protoplastos & obtida de micélio na fase exponencial de

crescimento.

Segundoc KROPP & FORTIN (1985), a produgZo de
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protoplastos de L. bicolor variou grandemente, dependendo
das condig®des usadas para digestZFo. Concluiram que o fator
mais importante € a idade da cultura sendo digerida. Nume—
rosas pontas de hifas jovens, suceptiveis & digest3o, foram
produzidas depois de 4 dias de crescimento do indculoc homo-
geneizado. Com seis dias de crescimento, o nivel de libe-
ragao de protoplastaos diminuiu muito. Para H.
cylindrosporum a mais alta produg3o foi obtida com micélio
de 2 dias dé crescimento (HEBRAUD & FEVRE, 1988).

Ainda dentro deste contexto, BARRETT et alii
(1989) testaram a formagdo de protoplastos com micélio de 2,
4 e 10 dias de crescimento de sete fungos basidiomicetos
ectomicorrizicos e também concluiram que o isclamento de

protoplastos foi grandemente afetado pela idade da cultura.

2.3. Fatores que influenciam a infecg3o ectomicorrizica

Segundo RIFFLE & MARONEK (1982), a interagi3o
entre o fungo e o hospedeiro ¢ influenciada por processos
biogquimicos, fisiolégicos e condi¢gBes ambientais.

A alta fertilidade comumente utilizada na
produgXio de mudas, restringe ou impede o desenvolvimento
micorrizico. Muitos experimentos comprovam gue a redug¢d3o do
nivel de fertilidade melhora significantemente o desenvolvi-

mento micorrizico (MOLINA & TRAPPE, 1982).
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Pisclithus tinctorius parece especialmente
sensivel a alta fertilidade no substrato. MULLETTE (1976)
estudou o desenvolvimento de micorriza sob 3 niveis de
fésforo em Eucalyptus gummifera por FPisolithus tinctorius e
observou que houve pelo menos 707 de formacio em niveis
favoraveis desse elemento (1-5 ppm). Nenhuma micorriza foi
desenvolvida em concentrag¢des acima de 10 ppm e, na auséncia
de fésforo, o desenvolvimento foil relativamente modera-
do.

A temperatura também pode influenciar na
infecg®o micorrizica. MARX (1969) obteve com Pisoclithus
tinctorius uma maxima sintese de micorriza em Pinus taeda a
34.C.

Alguns fatores também podem afetar a efeti-
vidade do indéculo e, com isso, comprometer a formagiZc das
micorrizas. A idade da cultura pode ser um destes fatores.
0 indculo preparado com micélio de F. tinctorius, crescido
em meio liquido, tem uma ativide maxima com trés semanas de
crescimento - que coincide com a concentrag3o maxima de ATP
(LAPEYRIE & BRUCHET, 1985). MARX et alii (1982) concluiram
que o0 indculo de P. tinctorius mais efetivoc ¢ aqgquele com
abundante hifa do fungo protegida deﬁtro das particulas de
vermiculita, pH entre 4,5 e 6,0, minima quantidade de con-

taminantes microbianos e baixa quantidade de Glicose resi-

dual.
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2.3.1. Influéncia de metais pesados na

infec¢3io micorrizica

J4 estd bem estabelecido gque a infecgXo mi-
corrizica pode levar a um aumento da eficiéncia na absorgio
de nutrientes restritos e que isto pode levar ao melhora-
mento do crescimento de plantas micorrizadas. No entanto,
pouca atenc3lo tem sido data para o papel da micorriza em
ambientes contendo niveis téxicos de elementos minerais.
Nestas circunstancias o resultado poderia ser fisiologica-

mente prejudicial em vez de benéfico para o hospedei-

ro.

Sob condig@es Acidas e deposigdo de metais
pesados, a infecg3io pelo fumgo endomicorrizico Glomus
faciculatum elevou grandemente a absor¢3ioc de metais, redu-

zindo o crescimento de Ehrharta calycina (KILLHAM & FIRESTO-
NE, 1983). Alguns metais pesados s3o muito téxicos para os
organismos, embora eles sejam essenciais para o crescimento
normal dos mesmos como micronutrientes.

MELO et alii (1987) observaram gue a taxa de
infecg3do radicular com Glomus lIeptotichum em duas cultivares
de Leucaena leucocephala diminuiu com o aumento do nivel de
Al disponivel no substrato; por outro lado, o estabelecimen-
to de micorriza na cultivar Al-intolerante proporcionou ca-
racteristicas de tolera&ncia das plantas ao Al. GILDON &

TINKER (1983) sugeriram que concentrag¢g®es intracelulares de
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metais pesados nas rafizes podem limitar a expansio do micé-—-
lio em micorriza vesicular arbuscular.

BRADLEY et alii (1981) estudaram a relag3o
entre infecgXo micorrizica e resisténcia a toxicidade de
metais em trés plantas Ericaceae e observaram que plantas
micorrizadas mostraram crescimento em todos os tratamentos
com metais, enguanto que plantas ndo micorrizadas cresceram
somente no nivel mais baixo do metal. Foi proposto que as
hifas complexas do endofito iricdide prové uma superficie de
absor¢io dentro das células corticais das raizes do hospe-
deiro, facilitando exclus3o de metais nos brotos e, assim,
escapando da toxicidade - as plantas micorrizadas apresen-
taram uma concentragio significantemente mais baixa de
metais em seus brotos e mais altas nas rajizes. Estes resul-
tados confirmam suas observagdes anteriores em Colluna
vulgaris inoculada com Pezizella ericae (BRADLEY et alii,
1981).

0 mecanismo pelo qual ectomicorriza influen-—
cia absor¢3o de metais pesados pelas mudas pode ser asso-—
ciado com proteg3oco das raizes pelo manto do fungo ou
modificag®es da rizosfera pelo fungo associado (DIXON & BUS-
CHENA, 1981). No entanto, metais pesados podem ser fungi-
téxicos e podem influenciar na formag3io de ectomicorriza.
Segundo os autores, a adigdo de metais pesados no meio,
decresceu significantemente a infecgdo ectomicorrizica por

Suillus luteus em associag¢3o com Finus banksiana e FPicea
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glauca. 0O mecanismo preciso de inibig3o ectomicorrizica n3o
€ conhecido.

Em Pinus rigida, a porcentagem de micorriza
foli maior em raizes tratadas com 25 ppm de Al gque em raizes
tratadas com O ou 30 ppm, porque neste nivel o efeito inibi-
tério foi maior sobtre crescimento de raizes do que scbre a
infecgio com Pisclithus tinctorius. Ja para 50 ppm, o
aluminio teve um alto efeito inibitdério em ambos: cresci-
mento e infec¢®o (McQUATTIE & SCHIER, 1986).

VIEIRA (1984), estudando a interag¢3o entre
aluminio e infecg3o micorrizica em Eucalyptus grandis en-—
controu um isoclado de F. tinctorius tolerante a elevados
teores de aluminio, capaz de formar micorriza em substratos
com 300 ng A13+/m1. Nesta concentragZc as plantas apre-
sentam um decréscimo de 25% no peso da matéria seca em re-—
lagio a mudas nxo inoculadas. 0 autor propSe que, em
determinadas condigBes, o fumngo induz um efeito parasitico.

A comparacdo entre os fungos deve ser feita
com cautela visto que a tolerancia a metais pesados pode

variar com o fungo simbionte.



3. MATERIAIS E METODOS

Pisolithus tinctorius (Pers.)

3.1.

Isolados utilizados

Foram utilizados

0s

seguintes

Coker et Couch:

isclados de

Isolado Local de coleta Hospedeiro
1. Pt 185 Estados Unidos Pinus sp
2. Pt taedas Franga Pinus sp
3. FEP 2 Amapa (reisclade Pinus sp.
do 185)
4. FEFP 3 Piracicaba (reiso- FPinus sp.
lado do 185)
2. FEP O Lavras (reisolado FPinus sp.
do 185)
6. ITA 6 Itamarandiba-MG Eucalyptus sp.
7. ITA 11 Itamarandiba-MG Eucalyptus pilularis
8. AC1 Timdteo—-MG Eucalyptus citriodora
?. AC3 Timdéteo-MG Eucalyptus torelliana

Continua
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Isolado Local de coleta Hospedeiro

10. ACs Timdéteo—MG Eucalyptus torelliana
11. ACS8 Timdteo-MG Eucalyptus paniculata
12. AC12 Timdteo—-MG Eucalyptus paniculata
13. PI 0203 Parque Itajai Eucalyptus sp

14, PI 0312 Parque Itajai Eucalyptus sp

15. PI 0314 Parque Itajai Eucalyptus sp

16. PI 0316 Pargue Itajai Eucalyptus sp

17. AT 0501 Atibaia—-5P Eucalyptus sp

18. AT 0502 Atibaia—-SP Eucalyptus sp

19. AT 0503 Atibaia—-SP Eucalyptus sp

20. AT 0504 Atibaia-5SP Eucalyptus sp

21. AT 0505 Atibaia-SP Eucalyptus sp

22. AT 0306 Atibaia-SP Eucalyptus sp

23. AT 0307 Atibaia-SP Eucalyptus sp

24. AT 0508 Atibaia-SP Fucalyptus sp

25. AT 0509 Atibaia-SP Eucalyptus sp

26. AT 0510 Atibaia—-SP Eucalyptus sp

dos pelo

(Bioplanta Tecnologia de

Dr.

Os isclados de 1 a 16 foram gentilmente cedi-

Krtgner, T.L.

Plantas

isolados no presente trabalho.

3. 2.

através de repiques periddicos em meio Melin Norkrans

Manuteng33o dos isolados

Os isclados foram

(ESALGQ/USP) e pelo Dr.

Ltda.), os

mantidos em

Lin,

demails

M.T.

foram

laboratério

modi-
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ficado. O indculo foi cultivado por vinte (20) dias a

26-28°C e, posteriormente,

estocado sob refrigeragio, até um

periodo maximo de um més.
3.3. Esterilizag¢3o e incubag3Xo

Os meios de cultura e as solugBes utilizadas

foram esterilizadas em autoclave por vinte (20) minutos sob

press3io de uma atmosfera.

U= substratos wutilizados para producloc de

inoculante foram esterilizados em autoclave por quarenta
(40) minutos a uma atmosfera de pressio.

A temperatura de incubag¢3g fol de 26-28-C.

3.4, Meio de cultura utilizados

3.4.1. Meio MNM (Melin Norkrans - modificado),

de acordo com MARX, 1969

Extrato de malte

e s s e s enenausnnne 3,0 g

“ GliCOS® .cvrsssncvsrscnnnsonnsnssas 10,0 g
(NHa)2HPO4 .. e vt e iieenneenonnnss 0,25 g
KH2PO4 ... cvveaerencsncrcocnonnens 0,50 g
MgS04.7H20 ... .cve it erencvannnns 0,15 g
CaClz ....ccenceeosnncnasnancasnnns 0,05 g
FeCla a8 1% ...cceecnsnsvensonsenas 1,2 ml
NaCl ....ieeiecnonsanasonnasannses 0,025g
Tiamina~HCl ........0c00c0eeess.. 100 HG

AQAr ...ieseascsnssncaas veeseees. 18,0 g



Agua
Q pH

de acido cloridrico

3.4.2. Meio

destilada até completar

do meio foi ajustado

IN.

BDA

Decocto de 200g de batata

Dextrose

Agar

Agua

g pH

de &cido cloridrico

3.4.3. Meio

destilada até completar ..

do meio foi ajustado a 5,95

IN.

BDA-D

Decocto de 200g de batata

Dextrose

Agar

Agua destilada até completar ..

0 pH do meio foi ajustado a 5,5

de acido cloridrico 1N.

a 59,3 com

com

1000

20

18

com

26
ml

solug3o

g

g

1000 ml

solug¢Eo

1000 ml

solug3io
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3.4.4. Meio BDMT

Decocto de 200g de batata

Dextrose ....cceveconcsncsnone 10 g
Extrato de malte ........cc... 3 g
Tia@MiNa .o veeecencscacraococse 100 ug
Agar ...ccsicosensserseassnasssns i8 g

Agua destilada atée completar . 1000 ml

0 pH do meio foil ajustado a 5,5 com solugEo

de Acido cloridrico 1N.
3.4.5. Meio MNMB

Preparado segundo o item 3.4.1, sendo adicio-

nado decocto de 200g de batata.

3.4.6., Meio MNM liquido (Melin Norkrans modificadod

MARX, 1969

Preparado segundo o item 3.4.1 sem a adig3o

de agar.

3.4,7. Meio BDA liquido

Preparado segundo o item 3.4.2 sem a adig3o

de Agar.



28

3.4.8. Meio BDA-D liqguido
Preparado segundo o item 3.4.3 sem a adig3o
de Agar.
3.4.9. Meio BDMT 1liquido
Preparado segundo o item 3.4.4 sem a adig3o0o
de agar.
3.4.10. Meio MNMB liquido
Preparado segundo o item 3.4.5 sem a adig3o
de &agar.
3.4.11. Meio MNM+M semi sdélido para regenerag3o
de protoplastos
Ac meio MNM liquido, preparado sequndo o item
3.4.6 foi adicionado manitol-0,6M; Acido maleico - 0,03M;

&gar — 0,7%.

0 pH do meio foi ajustado a 5,5 com sclug3o de

Hidréxido de sédio SN.

3.4.12.

de aAgar.

Meio MNM+M liquido para regenerag3o
de protoplastos

Preparadoc segundo o item 3.4.11 sem a adig¢3o
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3.5, Solugdes utilizadas
3.5.1. Solug3io de FeClas 1%

l1g de FeCla em 100 ml de Agua destilada. Con-

servou—-se em frasco escuro a temperatura ambiente.
3.5.2. Solugio de Albumina 50%

A albumina fol obtida a partir da clara de
um ovo picotada e filtrada em papel de filtro por gravidade

sob refrigeracio durante uma noite.
Preparou-se uma solug3d3o com uma parte de
albumina para uma parte de glicerina. Conservou—-se em frasco

escuro a 4°C no refrigerador.

3.5.3. Solugio de Giemsa

GCiemMSa «creevesovesssosonsssans 1,0 g
GLicering ....eeeececvecasacans 66,0 ml
Metanol ..c.esveencsscenosnncenne 66,0 ml

A solugdo fol preparada pela dissolugio de

Giemsa em glicerina a 60°C e, apds resfriamento a tempera-

tura ambiente, foi adicionado metanol. Esta solug3io foi

mantida a temperatura ambiente.
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Tampzo fosfato 0,07M pH 7,0

Sclugao A:
NaH2PO4.H20 ....ccoverennonnas 9,66 g
Agua destilada ....ccevvreccen 1000 ml

Solugao B:
NazHPO4.12H20 ... c.ceevreenannss 25,06 g

Agua destilada ....cesncesn0-s 1000 ml

Misturou—-se 51,0 ml da sclug3o A e 49,0 ml da

solugio B. A esta mistura foram adicionados 900 ml de Agua

destilada. A mistura fol preparada no momento do uso e, O

restante das duas solugdes foi mantida sob refrigerag3o a

4°C.

3.8.5.

Tamp3io fosfato 0, 02M pH 5,8

Solug3o A:
NaH2POe.H20 .....ccvcevercvanes 2,76 g
Agua destilada ......c0ec0nnues 1000 ml

Solug3io B:
NazHPO4.12H20 .....cccecevoore 7,16 g
Agua destilada ..ceeeveacaosaes 1000 ml

Misturou-se 920,0 ml da solugio A e 80 ml da

solug3o B. As solugBes A e B foram conservadas no refri-

gerador e o tampio fosfato foi preparado no momento do uso.
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3.5.6. Solug3io estogque de acrilamida

Acrilamida ...eceerinnacesonesns 75 g
Bis acrilamida .......c00u00.00 2 g
Agua desmineralizada ..... e 250 ml

A solugdo foi filtrada e conservada a 4°<C.

3.8.7. Tamp3o do gel separador

Tris base - 45,75 g. A solug3oc foi titulada
para pH 8,9 e seu volume completado com aAgua destilada para

100 ml, sendo a seguir filtrada e armazenada a temperatura

ambiente.

3.5.8. Tamp3o do gel empilhador

Tris base - 7,475 g. A solugd3o foi titulada
para pH 6,8 com HCl puro e seu volume completado com Agua

destilada para 100 ml.

3.5.9. Tampdo do tanque
Tris D38SE .cescocnsssccnovnonns 63,2 g
Glicina +s.ecrevececcovnsnceannns 39,9 g
0O volume foi completado para 1000 ml com Agua

destilada e a soluglo foi filtrada e armazenada 2a tempera-

tura ambiente.
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No momento do uso, o tampio foi diluido: 100
ml de tamp3o completado para o volume de 1000 ml com &agua

destilada.

3.5.10. Tampio da amostra

Glicerol .....ciceccncsoconcsns S ml
Tamp3o do gel empilhador ...... 2,5 ml
Azul de bromofenol ............ tragos

0 volume foi completado para 25 ml com Agua

destilada e armazenado a —-10°C,.

3.5.11. Gel separador a 10%

Tamp3o do gel separador (item

T B 1,5 ml
Acrilamida (item 3.5.6.) ..... 5,0 ml
Agua desmineralizada ....... 8,4 ml
Persulfatoc de aménic a 10%

(item 3.5.13.) ..o vereerverasens 0,112 ml
TEMED ...vveceessssencnonnnces 0,003 ml

3.5.12. Gel empilhador a 4%

Tamp3o do gel empilhador (item

S = 0,75 ml
Acrilamida (item 3.5.6.) .c.-cee 1,0 ml
Agua desmineralizada ......cc.. 5,7 ml
Persulfato de aménio a 10%

(item 3.5.13.) ..icerrecnnnsncss 0,056 ml

TEMED ...cerisrecncscocnsonnsnne 0,0075ml
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3.5.14.
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Solug3o de persulfato de amdnia (AP)

Solugio aquosa a 10% de AP

SolugXo Tris-HC1 O,

Tris—HCl - 78,8 g.

5M

A solug3oc

para pH 7,1 e seu volume completado para 1000

destilada, sendo a seguir armazenada a 4°C.

3.5.18.

3. 5. 16.

3.5.17.

Solugdo o, 3~naftil

o—naftil acetato ..
p-naftil acetato ..
Acetona vtsevesresaasne

AQUB +.ecveeransena

acetato 1%

fo1i titulada

ml com Agua

1 g
1g
50 ml
50 ml

Solug3io para revelagdo de esterases

Fast blue RR .....ccccteronsosns

Tris—-HC1 ©O,35M pH

7,1 (item

3.5.14) . iieencncerrnvenenncns

o,f3-naftil acetato
3.5.15) ..ievnocn.s
Agua destilada ....

Solugio de NaOH SN

1% (item

30 mg

1,5 ml
43,5 ml

NaOH, 2009 em 1000ml de Agua destilada.
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3.5.18. Solug3io manitol O, 6M

Para o preparo desta solugdo 21,86 g de
manitollforam dissolvidos com agitag3o e aquecimento em Agua
destilada, sendo & seguir adicionados 1,16 g de 4cido
maleico e 1,47 g de CalClz2.2H20. Levou—~se ao potenciémetro e
adicionou—-se solugdo de NaOH SN até atingir-se pH 5,35. O

volume final foi ajustado para 200 ml com &gua destilada.

3.5.19. Solugdo de enzima para produgdo

de protoplastos

Para cada 1,0 ml de solugdoc manitol O,6M

foram adicionados 5,0 mg de Novozyme 234.

3.5.20. Solugio de complexo litico I para produg3o

de protoplastos
Para cada 1,0 ml de solugdc manitol O,6M
foram adicionados 10 mg de celulase Onozuka R10, 10 mg de

driselase, 2,3 mg de zimoliase e 1 mg de qQuitinase.

3.5.21. Solugio de complexo litico II para produgio

de protoplastos

Para cada 1,0 ml de solug3do manitol 0,6 M
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foram adicionados 10 mg de celulase Onozuka R10, 10 mg de

driselase e 5 ul de f3-glucuronidase.

3. 8. 22.

3. 5. 23.

3.5.24.

3. 5.28.

Solugdo estogue 1 da solugdo nutritiva

MQ(NO3)Z.6HZO +vvvrennenneeenas 142,4 g

Agua destilada até completar .. 1000 ml

Solug3o estoque 2 da solugfo nutritiva

KHzPO4 ....cvcessnsnenansnscenas 17,6 g

Agua destilada até completar ... 1000 ml

Solug3io estoque 3 da solugdo nutritiva

Ca(NO=2)2.4H20 .....ccvveernennns. 270,0 g
NH4NO3 .. ... creecorrennnneonnnas 33,8 g
Agua destilada até completar ... 1000 ml

Solugcio estoque 4 da solugdo nutritiva

FeSO4.7H20 ....cccicevncvevannas 24,9 g
Naz EDTA . ..cevencennnsnscncass 29,6 g

Agua destilada até completar .. 1000 ml



3. 5. 26.

3.5.27.

3. 5. 28.

Solugio estoque 5 da solug3io nutritiva

KC1

KNQO3

K2504

Agua destilada até completar ..

18,6 g
24,6 g
44,0 g

1000 ml

Solugio estoque 6 da solug3o nutritiva

MnClz.4H20

HaBQOs

CuS04

InS0a

NaMoOs . 2H20

Agua destilada até completar ..

Solug3io

Solug3o
Solug3o
Solugio
Solug3o
Solug3o

Solugdo

nutritiva (FURLANI

estoque

estogue

estoque

estoque
estoque

estoque

Agua destilada

& HANNA,

ml

1984)

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml

36
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0 pH da solugioc foi ajustado a 4,0 com

solugdo de acido cloridirico SN.
3.85.29. Solug3o nutritiva 5 ppm de aluminio
Preparado sequndo o item 3.5.28, adicionando-
se 1,64 ml da solugio estoque de aluminioc 3000 ppm. 0 pH
foi ajustado a 4,0 com solugdo de &cido cloridrico S5N.
3.5.30. Solug3o nutritiva 10 ppm de aluminio
Preparado segundo o item 3.5.28, adicionando-
se 3,32 ml da solugio estoque de aluminic 3000 ppm. g pH
foli ajustado a 4,0 com so0luglio de acido cloridrico SN.
3.5.31. Solug3o nutritiva 15 ppm de aluminio
Preparado seqgundo o item 3.5.28, adicionando-
se 3,0 ml da soluc¢io estoque de aluminio 3000 ppm. O pH foi
ajustado a 4,0 com solugdo de acido cloridrico SN.
3.5.32. Solugio nutritiva 20 ppm de aluminio
Preparado segundo o item 3.5.28, adicionando-

se 6,64 ml da soluglc estogque de aluminio. 0 pH foz

ajustado a 4,0 com solug3o de Acido cloridrico S5N.



3.5.33.

destilada para

3. 5. 34,

3.5. 35.

Solugdo estoque de aluminio 3000 ppm
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AlK(S04)2.12H20, 52,77 g. Completar com 4dgua
o volume de 1000 ml.

Solugio nutritiva para fertilizag3o de
plantas de fucalyptus de acordo com

RUEHLE & WELLS (1984)

NHENO3 .....v v nereennaveneanns 250 mg
NazHPO4 .ccc.vosccaceosocsacenna 60 mg
KCl . .iovvescaceocannonoansnsasns 40 mg
Y 0 40 mg
MgS04a.7H20 ... .cceervnnnsnnonses 20 mg
FeCla.bH20 .....ciceecesvceanns 3,9 mg
NaMoOa.7H20 . ...t encenneas 0,01 mg
CuSO4.5H20 ... ceevenvrcesnaonas 0,006mg
H3BO3 ... ccencvsocncansansanasasn 0,09 mg
InS04.7H20 .. viee i vensnnceenna 0,1 mg
MnNC12.4H20 .. ...ccovvcncnenenens 0,7 mg
Agua destilada até completar .. 1000 ml

Solugdo de KOH 10%

KOH, 100g. Completar o volume para 1000

com Agua destilada.

ml
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3.5.36. Solugdo de HC1l 1%

HCl, 10 ml. Completar o volume para 1000 ml

com agua destilada.

3.5.37. Solug30 descorante

Glicerina, 4gua destilada e 4cido lactico

(1l:1:1).

3.5.38. Solugfo corante Trypan-blue

Trypan—blue - 0,5 g para 1000 ml de solug¢3o

descorante (item 3.5.27).

3.6. Substratos utilizados

3.6.1. Substrato Turfa-Vermiculita - Meio MNN

para produg3o de inoculante

0 substratc foi preparado com uma mistura de
Turfa-vermiculita — meioc MNM liquido na proporgdo de 1:28:14

e distribuido em frascos de 300 ml.
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3.6.2. Substrato Turfa-vermiculita - Meio BDA

para produg3o de inoculante

0 substrato foi preparado com uma mistura de
turfa—-vermiculita - meio BDA liquido na proporg3dc de 1:28:14

e distribuido em frascos de 300 ml.

3.6.3, Substrato Turfa-vermiculita - Meio BDA-D

para produgZfo de inoculante

0 substrato foi preparado com uma mistura de
turfa-vermiculita - meio BDA-D liqgquido na proporgZo de 1:28:

14 @ ditribulido em frascos de 300 ml.

3.6.4, Substrato Turfa-vermiculita - Meio BDMT

para produg3o de inoculante

0 substrato foi preparado com uma mistura de
turfa—-vermiculita - meio BDMT lfiquido na proporg3ioc de 1:28:

14 @ distribufido em frascos de 300 ml.

3.6.5. Substrato Turfa-vermiculita - Meio MNMB

para produgfo de inoculante

0 substrato foi preparado com uma mistura de
turfa-vermiculita - meio MNMB liquido na proporg¢3o de 1:28:

14 e distribuido em frascos de 300 ml.
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3.6.6. Substrato Turfa-vermiculita para produgio

de mudas

0 substrato foi preparado com uma mistura de

turfa-vermiculita na proporg¢io de 1l:1.

3.7. Sementes utilizadas

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus
urophylla, Eucalyptus torelliana e Eucalyptus paniculata

provenientes da Acesita energética, pomar de ltamarandiba,

MG.

3.8. Caracterizag3o do crescimento dos isoclados de

Pispolithus tinctorius em diferentes meios de cultura

Foram retirados discos de 4 mm de diametro
das bordas das colénias crescidas em meio MNM por 15 dias a
26°C. A seguir, estes discos foram transferidos para placas
de Petri com 9 centimetros de diametro, contendo separada-
mente, 20 ml de meio MNM, meio BDA, meio BDA-D, meic BDMT
e meioc MNMB. As placas foram incubadas a 26°C por 30 dias. O
diametro das coldnias foram medidos em intervalos de 48
horas a partir do décimo dia.

Os tratamentos foram distribuidos sequndo o
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delineamento estatistico em blocos ao acaso com Qquatro re-
peti¢fes, seguindo o esquema de parcelas sub-subdivididas
onde os isolados constituiram os tratamentos primarios, os
meios os tratamentos secundarios e os diametros os tratamen-
tos terciarios.

0 guadro abaixo apresenta a andlise de va-
ridncia proposta, bem como as causas de variag3do e respec-
tivos valores de F. Realizou—se comparagdes entre médias de

isolados, de meios e diametros aplicando-se teste de Tukey
S
Ve ol

da amplitude total estudentizada a nivel de 54 ou 1% de

através da seguintes férmula: A = g onde: g = valor

probabilidade; r = ntmero de repeti¢gdes, s = estimativa do

desvio padr3c residual.

Causas de Variagio GL oM Valor F
Blocos (B) R-1 amB GMB/GMR(a)
Isolados (I) I-1 aMI GMI/GMR(a)
Residuo (a) (I-1)(R-1) GMR(a)
Parcelas (IR-1)
Meios (M) M-1 amMM aGMM/AMR(b)
Isolados x meios

(IxM) (I-1)(M-1) GQGMIxM GMIxM/GMR(b)
Residuo (b) IM-1)(R-1) GMR(b)
Subparcelas IMR-1
Di&metros (D) D-1 GMD GMD/AGMR (c)
Isolados x diame-

tros IxD (I-1)(D-1) GMIxD GMIxD/GMR(c)

Meios x diametros

MxD (M—1){(D—-1) aMMxD GMMxD/QMR(c )

Isolados x meios x

diametros IxMxD (I-1)(M-1)(D-1)GMIxMxD GMIxMxD/7AGMR(c)
Residuo GMR(c)
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3.9. Produg3o de biomassa dos isolados de Pisolithus

tintctorius em diferentes meios de cultura

Foram retirados discos de 4 mm das bordas das
coldnias crescidas em meio MNM por 20 dias a 26¢C. Em se-—
guida, estes discos foram transferidos para frascos de 150
ml contendo separadamente, 25 ml de meio MNM, meio BDA, meio
BDA-D, meic BDMT e meioc MNMB liquido.

Os discos foram colocados cuidadosamente nos
meios, visto que o0s isolados apresentam o crescimento
inibido gquando submersos.

Os frascos foram incubados a 26°C por 30
dias. O micélioc obtido ac fim deste periodo foi filtrado em
filtro Bluchner com auxilio de bomba de vacuoc e lavado duas
vezes com Agua destilada. 0 disco de meio de cultura que
acompanhou o indéculo foi retirado e, a sequir, o micélio foi
pesado e colocado em estufa a 60°C por 72 horas para medida
de peso seco.

Os tratamentos foram distribuidos segundo o
delineamento estatistico inteiramente casualizado com quatro
repetigBes, seguindo o esgquema fatorial 13x5 cujos Tfatores
foram: isolados e meios.

0 quadro abaixo apresenta a anilise de va-—
riadncia proposta com as causas de variagdo e respectivos

valores de F.

Realizaram—se comparagdes entre médias de
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meios e isolados aplicando—-se teste de Tukey através da

seguintes férmula: L = q —EL-, onde, g = wvalor da
/T

amplitude total estudentizada a nivel de 3% ou 1% de pro-

babilidade, r = numerc de repetigdes e s = estimativa doc

desvio padrio residual.

Causa de Variag3o GL aMm Valor F
Tratamentos (T) T-1 amMT
Isolado (1) I-1 aMI amMI/QaMR
Meic (M) M-1 GMM aMM/aMR
IsoladoxMeio IxM (I-1)(M-1) aMIxM GMIxM/QMR
Resfiduo (R) T(R-1) aMR

3.10. Técnica para coloragio de nidcleos

(TANAKA et aliil, 1979)

Foram realizadas observag®es citoldégicas do
isolado TAEDA de Pisolithus tinctorius.

0O micélioc previamente crescido em meio MNM a
26°C foi aderido sobre a laminula em presenga de albumina
50%. Para a fixag3o foi utilizada solugio de alcool etilico-
4cido acético 3:1 durante 30 minutos a temperatura ambiente.
A hidratacZ%o foi efetuada por tratamento sucessivo em alcool

925,07 por dez minutos e alcool 70% por trinta minutos, pro-—-
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cedendo-se, a seguir, a hidrdlise em Adcido cloridrico 1IN em
banho—-maria a 60<C por B8 minutos. 0 material foi corado por
imersioc em solugio de Giemsa diluida de 1 para S5 com tampXo
fosfato pH 7,0 durante 30 minutos. 0 excesso de corante foi
retirado por lavagem com o mesmo tamp3o. As laminulas foram
fixadas em laminas com o uso de parafina e observadas ao

microscdédpio.

3.10.1. Determinagio do numero de ndcleos por

celula somatica micelial

0 micélio proveniente de crescimento em meio
MNM por 15 dias a 26°C fol preparado segundoc o item 3.10.
Estes foram observados em microscédpioc Olympus, modec BHS,
associado a0 sistema fotomicrografico Olympus modelo

PM—10AD.

3.10.2. Medida do tamanho de niucleos

0 micélio proveniente de crescimento em meio
MNM por 25 dias a 26°C foi preparado segundo o item 3.10.
Fez-se a medida de 596 nucleos escolhidos aleatoriamente,
utilizando—-se ocular micrométirica adaptavel ao microscdpio

ético.
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3.10.3. ObservagBes da divis3do nuclear em células

somiaticas do micélio

0 micélio proveniente de crescimentoc em meio
MNM por 15 dias a 26°C foi preparado segundo o item 3.10.
Estes foram observados em microscédpio Olympus, modelo BHS,

associado ac sistema fotomicrografico Olympus modelo PM-10AD

3.11. Caracterizagfo eletroforética (PACCOLA-MEIRELLES
et alii, 1988)

3.11.1. Preparagio das amostras

Foram retirados dos isolados a serem deter-—
minados eletroforeticamente, discos de 5 mm das bordas das
coldnias crescidas em meio MNM por 15 dias a 26°<C. Estes
discos foram transferidos para frascos de 150 ml, contendo
23 ml de meio MNM liguido e incubados a 26°C por 12 dias. O
micélio obtido neste periodo foi filtrado em filtro Blichner
com auxilioco de bomba de vacuco e lavado com Agua destilada.
Em seguida, o micélio foi secado em papel de filtro e tri-
turado com nitrogénio liquido. Para cada 500 mg de micélio
foi adicionado 1 ml de tamp3do do gel empilhador pH 6,8 (item
3.59.8). Este material fol deixado em banho de gelo durante

uma noite e ao final deste periodo foi centrifugado durante
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vinte minutos a 13.000 RPM em centri fuge refrigerada. 0O so-
brenadante foli coletado e esta amostra fol mantida em

"freezer".

3.11.2. Placa de gel de acrilamida

0 gel separador preparado segundo o item
3.5.11. fogi vertido em placa de 13 cm x 16 cm x 0,1 cm com
uma seringa de vidro até a altura de 1 cm abaixo do pente.
Depocis de polimerizada foi preparado o gel empilhador se-—
gundo o item 3.35.12 e vertido na mesma placa até a borda. O

pente foli colocado e retirado depois da polimerizag3oc do

gel.

3.11.3. Aplicagdo das amostras e corrida

da eletroforese

No momento da aplicagio foi retirado 30 il da
amostra (item 3.11.1) e colocado em tubo ependorf junto com
S50 ul do tampdo da amostra (item 3.5.10). Com o auxilio de
micropipeta, colocou—-se 50 ul desta mistura na canaleta do
gel. A placa foli colocada em cuba de eletroforese vertical.
0 tamp3io do eletrodoc utilizado fol o tampio do tanque pre-
parado segundo o item 3.5.9.

A corrida foi feita sob refrigerag3c a 120V
até a amostra chegar no gel separador e depois colocado a

200V até o final da corrida.



48

3.11.4. Revelacio das esterases

Apdés a corrida, o gel foi cuidadosamente
retirado da placea e colocado em cuba de plastico com a solu-

¢Zo reveladora (item 3.5.16).

3.12. ObtengZo de protoplastos

Foram realizados estudos de protoplastizag3o
com o isolado FEP3 de FPisclithus tinctorius.

Discos de cultura de 4 mm de diametro foram
retirados das bordas das coldnias crescidas em meioc MNM e
colocados cuidadosamente em frascos de 150 ml com 235 ml de
meioc MNM liquido. Os frascos foram incubados a 26°C por 10
dias. 0O disco de meic de cultura gque acompanhou o© indculoc
foi retirado e o micélio crescido foi cortado com bisturi em
pequenos fragmentos e colocados em frascos de 150 ml com 350
ml de meio MNM 1liquido, sendo em seguida incubados em
agitador orbital (120 RPM) a 26°C por 7 dias. 0 micélio
obtido foi_coletado e triturado em liquidificador esteri-
lizado com 150 ml de meio MNM liguido, por 30 segundos em
velocidade minima. 50 ml deste homogeinizado foli colocado
em frascos de 150 ml e incubado a 26+C em agitador orbital a
120 RPM por 7 dias. Esta operag¢3io foi repetida reduzindo-se

o tempo de incubagioc para 4 dias. Ao fim deste periodo o
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micélio foi filtrado em filtro de Bluchmner com auxilio de
bomba de vAcuo e lavado com solug3o manitol 0,6 M. A seguir,
o micélio fol pesado e colocado em presenga de solugfo
litica (preparada segundo o item 3.5.19) na proporgio de 50
mg de micélio: 1 ml de solug3o 1liticsa.

Incubou—-se novamente em agitador orbital a
100 rpm parsa que ocorresse a digest3o litica. Foram retira;
das amostras em i1Intervalos de 60 minutos num periocdo de 4

horas para verificar-se a presenga de protoplastos.

3.12.1. Avaliag3io da idade do micélio na liberagXo

de protoplastos

0 mic£lio proveniente de crescimento em meio
MNM por 15 dias a 26°C foili preparado segundo o item 3.12,
sendo que o tempo de incubag¢do do micélio na Ultima operagio

foi de 3, 4 e S dias.

3.12.2. Comparag3o de diferentes enzimas na

liberag3do de protoplastos

0 micélio proveniente de crescimento em meio
MNM por 15 dias a 26°C foi preparado segundo o item 3.12,
sendo testadas mais duas solugBes 1liticas prepatradas segundo

os itens 3.35.20 e 3.35.21.
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3.12.3. Determinag3io do numero de protoplastos

A contagem do numero de protoplastos foi
feita em intervalos de 60 minutos em cadmara de Neubauer com

auxilic de microscdpio 6tico até completar quatro horas de

digestio 1litica.

3.12.4. Medida do tamanho dos protoplastos

Foi feita a medida de 100 protoplastos produ-
zidos de micélio de 4 e S dias de idade com 3 e 5 horas de
digest3o litica. Utilizou—se ocular micrométrica adaptavel

a0 micraoscépic Stico.

3.12.5. Regenerag3io de protoplastos

Apés o periodo de incubagio em agitador orbi-
tal com enzima litica, os protoplastos foram separados dos
fragmentos maiores de hifas por filtragio em algod3c colo-
cado no fim de uma seringa de vidro de 10 ml. 0O algodio foil
lavado com 3 ml de solug¢ioc manitol 0,6M e os protoplastos
foram peletizados por centrifugagfo por 13 minutos a 400 rpm
(centr{fuga Excelsa Baby). 0 sobrenadante foili eliminado e o
"pellet" foi lavado duas vezes com solugdo manitol 0,6M por
centrifugagfiio a 400 rpm (centrifuga Excelsa Baby) por S5

minutos. 0O "pellet” final fol ressuspenso em 1 ml de
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solugi3o manitol 0,6M e o numero de protoplastos contados em
cAmara de Neubauer foram semeados pela técnica '"pourplate”
em meio MNM+M semi-sdlido (37-40°C) e incubados a 26°C. Em
meio MNM+M liquido foram incubados em agitador orbital {100

rpm) a 26-°C.

3.12.6. Colorag3do de nidcleos dos protoplastos

(BORGES, 1987)

Para a coloragdoc de ndcleos utilizou-se a
suspensio de protoplastos obtida apédés a filtrag3oc em algod3c
do item 3.12.6.

Algumas gotas desta suspens3do foram espalha-
das em laminas limpas, as quais foram mantidas 2 temperatura
ambiente por 13 minutos. A fixagcldc foi feita em metanol
absoluto por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram par-—
cialmente secas e imersas em solugloc de HC1 1IN por 2 minu-
tos a 56°C, sendo, a seguir, lavadas em Aqua corrente e agua
destilada. A coloragio foi feita em solugcdo corante Giemsa-
tamp3o fosfato 0,02M pH 5,8 (1:3) por 2 minutos.

Lavou—-se em Agua corrente e depois das lami-

nas estarem secas fez—se a montagem com laminulas.
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3.13. Sintese de ectomicorriza em Efucalyptus com isolados
de FPisoclithus tinctorius em diferentes niveis

de aluminnio em casa de vegetag3io
3.13.1. Produgio de inoculante

0 método de produgdo de inoculante consistiu
da transferéncia de B8 discos de 0,5 cm de diametro retirados
das bordas das colénias crescidas em meio MNM, para frascos
de 300 ml contendo 200 ml de substrato turfa-vermiculita-
meio MNM (preparado segundo o item 3.6.1). 0Os frascos foram

incubados a 26°C por 3 meses.
3.13.2. Inoculag3io do substrato

A inoculag3o foi feita através de uma mistura
manual do inocuiante ao substrato turfa-vermiculita (prepa-
rado segundo o item 3.6.6) na concentragio de 10%.

0 inoculante dos isolados ectomicorrizicos,
antes de sua utilizag¢3lo, foi transferido para um tecido
poroso e submetido a uma lavagem em &Agua corrente por 2
minutos e, em seguida colocado em bandeja plastica para

secagem a temperatura ambiente, até eliminagio do excesso de

umidade.
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2,13.3. Recipiente

0 substrato turfa-vermiculita inoculado foi

distribuido em tubetes do tipo "dibbing tube”, fabricado

em
polietileno de alta densidade, de formato cénico, na cor
preta, com estrias internas para direcionamento das raf:zes,

dispostas em bandejas de isopor.

3.13. 4. Semeadura

Foram colocadas 3 a 5 sementes de Eucalyptus

urophylla por tubete a 1 cm de profundidade.

3.13.8. Local da instalagio do experimento

0 experimento foi instalado em casa de vege-

tag3io da Bioplanta Tecnologia de Plantas S.A. situata em

Paulinia—-SP.

2.13.6. Delineamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos segundo o
delineamento estatistico inteiramente casualizado com 16
repetigles, seguindo o esquema fatorial 4x5 cujos fatores

foram: isolados e concentragBes de aluminio no substrato.

0 quadroc a seguilr representa a analise de
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variincia proposta, com as causas de variaglio e respectivos

valores de F.

Causa de variag3o GL aMm F
Tratamentos (T) T-1 amT
Isolados (1I) I-1 aMI aMI/aMR
Concentragio Al (A) A-1 aMA aGMA/QGMR
Isol. % Conc. Al (I-1)(A-1) aMIxA GMIxA/GMR
Residuo (R) T(R-1) GMR

3.13.7. Desbaste

Aos 20 dias da inoculagio foi feito um des-
baste seletivo, eliminando as plantas menores ou mal loca-

lizadas, deixando—-se somente uma por recipiente.

3.13.8. Adubag3io e aplicagio do aluminio no substrato

A adubag3o e o aluminio foram adicionados aoc
substrato através da aplicag3o de sclug3o nutriente contendo
diferentes concentrag@es de aluminio, preparada segundo os
ftens 3.5.28, 3.5.29, 3.5.30, 3.5.31 e 3.5.32, diariamente,

quantas vezes fosse necessario, ate a drenagem.
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3.13.9. Avaliag3o visual de colonizag3o

Aos 90 dias da inoculagXxo foi feita uma
avalia¢®o visual em escalas de notas de O a 5 do grau de

colonizag3o das +aizes.

3.13.10. Colorag3do de raizes para avaliag3o

de colonizag3o

Foram retiradas pequenas amostras das raizes
lavadas de 8 plantas escolhidas ao acaso. As raizes foram
colocadas em KOH 10% em banho-maria a 90°C por 1 hora, sendo
em seqguida lavadas trés vezes em Agua destilada e colocadas
em HCl 1% por 5 minutos. A colorag3io foi feita com o corante
Trypan blue preparado segundo o item 3.5.38 em banho—maria a
F0°C por 10 minutos. As raizes coloridas foram transferidas
para placas de Petri contendo soclugfc descorante (preparado
sequndo item 3.35.37). A avaliagio foi feita em Lupa em es-

calas de notas de O a 10.

3.13.11. Anilise quimica do substrato

Foi feita uma analise gquimica do substrato
turfa-vermiculita (item 3.6.6) antes da inoculagXo. No final
do experimento, amostras do mesmo substrato foram retiradas
dos tubetes e analisadas separadamente para a dosagem da

concentragc3o de aluminio. As anilises foram feitas no de-
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partamento de nutrigio de plantas da Escola Superior de

Agricultura "Luiz de Queiroz".

3.14. Coleta e isolamento de Fisclithus tinctorius

A coleta de corpos de frutificagao de
Pisoclithus tinctorius foi feita na regi3l3o de Atibaia-SP.
Os basidiocarpos jovens foram transportados’ pata (a}
laboratérioc em sacos de papel e submetidos a uma lavagem em
adgua corrente. A sequir foram lavados trés vezes em 4lcool
70%. para uma esterilizag3oc superficial. Apds secagem em
toalha de papel esterilizada, os basidiocarpqs foram corta-
dos ac meioc com um bisturi estéril e, da parte interna,
retiraram—se pequenas patrtes do tecido, de 1 a 2 mma. Estes

foram colocados em placas contendo meio MNM e incubados a

26-C.

3.15. Selegdo de isolados de Pisolithus tinctorius para
trés espécies de Ffucalyptus quanto a eficiéncia

para formag3o de micorrizas

3.185.1. Produgio de inoculante

A produg3o de inoculante consistiu da trans-
feréncia de 8 discos de 0,5 cm de diAmetro retirados das
bordas das colénias crescidas em meio MNM, para frascos de

300 ml contendo 200 ml de substrato turfa-vermiculita—-meio
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MNM (preparado segundo o item 3.6.1). 0s frascos foram

incubados a 26°C por 3 meses.

3.15.2. Inoculagio do substrato

A inocculag3do foi feita através de uma mistura
manual do inoculante ao substrato turfa-vermiculita (prepa-
rado segundo o item 3.6.6) na concentrag®o de 10%.

0 inoculante dos isolados ectomicorrizicos,
antes de sua utilizag3o, foi transferido para um tecido
poroso e submetido a uma lavagem em Agua corrente por 2
minutos e, em seguida colocada em bandeja plastica a tempe-

ratura ambiente para secagem, até eliminaglo do excesso de

umidade.

3.15.3. Recipiente

0 substrato inoculado foili distribuido em tu-
betes do tipo "dibbing tube", fabricado em polietileno de
alta densidade, de formato cdnico, na cor preta, com estrias
internas para direcionamento das raizes, dispostos em ban-

dejas de isopor.

3.15. 4. Semeadura

Foram colocadas de 3 a 3 sementes de
Eucalyptus urophylla, Eucalyptus torelliana e Eucalyptus

paniculata nos tubetes a 1 cm de profundidade.
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3.18.8. Local de instalagdo do experimento

0 experimento foi instalado em casa de vege-
tag3o da Bioplanta Tecnologia de Plantas §S5.A., situada em

Paulinia-SP.

3.18.6. Delineamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos segundo o
delineamento estatistico inteiramente casualizado com 24

repetigBes.

3.15.7. Desbaste

Aos 30 dias da inoculagio foi feito um des-—
baste seletivo deixando-se somente uma planta por reci-

piente (a mais vigorosa).

3.15.8. Adubag3o

A adubag3o consistiu da aplicagfo de solug3o
nutriente (RUEHLE & WELLS, 1984), preparado segundo o item

3.5.34, semanalmente, apds o desbaste.
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3.15.8. Avaliag3o

Aos 90 dias da inoculagic foi feita uma ava-
liag%o visual em escalas de notas de O a 5 do grau de colo-

nizag3o das raizes e porcentagem de plantas micorrizadas.

3.16. Avaliag3o do grau de micorrizagio de mudas de
Eucalyptus urophyila proveniente de semeio direto
e plantulas, inoculadas com isolados de

Pisclithus tinctorius

3.16.1. Produgio de inoculante

A produgio de inoculante consistiu da trans-
feréncia de 8 discos de 0,5 cm de di&dmetro retirados das
bordas das colénias crescidas em meio MNM para frascos de
300 ml contendo 200 ml de substrato turfa-vermiculita-meio
MNM (preparado segundo o item 3.6.1).

Os frascos foram incubados a 26°C por 3 me-—

ses.

3.16.2. Inoculagio do substrato

A inoculag3o fol feita através de uma mistura
manual do inocculante ao substrato turfa-vermiculita (prepa-

rado segundo o item 3.6.6) na concentragfo de 10%.
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0 inoculante dos isolados ectomicorrizicos,
antes de sua utilizag3o, foi transferido para um tecido
poroso e submetido a uma lavagem em &gua corrente por 2
minutos e, em seguidae, colocada em bandeja plastica a tempe-

ratura ambiente para secagem, ate eliminag3o do excesso de

umidade.
3.16.3. Recipiente

0 substrato inoculado foi distribuido em tu-
betes do tipo "dibbing tube", fabricado em polietileno de
alta densidade, de formato cédnico, na cor preta, com estrias
internas para direcionamento das raizes, dispostos em

bandejas de isopor.
3.16. 4. Semeadura

Foram colocadas de 3 a S sementes de

Eucalyptus urophylla por tubete a 1 cm de profundidade.
3.16.5. Transplante de plantulas

Plantulas retiradas de sementeiras foram

transplantadas para os tubetes com 20 dias de idade.



61

3.16.6. Local de instalagZo do experimento

0 experimento foi instalado em casa de vege-—
tag3o da Bioplanta Tecnologia de Plantas S.A. situada em

Paulinia-SP.

3.16.7. Delineamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos segundo o
delineamento estatistico inteiramente casualizado com de-
zesseis repetigdes, seguindo o esquema fatorial 7x2 cujos

fatores foram: isoclados e fases de inoculag3oc (plantulas ou

sementes).

0 quadro abaixo representa a anidlise de va-
riancia proposta, com as causas de variag3o e respectivos

valores de F,.

Causa de variagio 6L aMm F
Tratamentos (T) T-1 aMT
Isolados (1) I-1 QMI aMI/aGMR

Fases de inoculag3o

(F) F-1 QMF GMF 7/GMR
Isplado x Fases de

inoculagdo IxF (I-1)(F-1) QMIxF OMIxF/GMR
Residuc (R) T(R-1) aMRr
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Realizaram—se comparacdes entre médias de

isolados e fases de inoculagdo aplicando-se teste de Tukey,

através da sequinte férmula: A = g /;_ s onde, g = valor da

amplitude total estudentizada a nivel de 5/ e 1% de proba-

bilidade, r = namero de repeti¢des e s = estimativa do des-

vio padr3o residual.

3.16.8. Desbaste

Aos 30 dias da inoculagido foi feitoc um des-
baste seletivo, nos tubetes semeados, deixando-se somente

uma planta por recipiente (a mais vigorosa).

3.16.9. Adubag3o

A adubagdo consistiu da aplicag3do de solug3o
nutriente (RUEHLE & WELLS, 1984), preparado segundo o item

3.5.34, semanalmente, apds desbaste.

3.16.10. Avaliag3o

Aos 60 dias da inoculagdo fol feita uma ava-

liag&o visual do grau de colonizagdo das raizes.
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3.17. Produg3io de inoculante de um isolado de

Pisolithus tinctorius em diferentes substratos

3.17.1. Preparo do substrato

Preparado segundo os f{tens 3.6.1, 3.6.2,

3.6.3, 3.6.4 e 3.6.5.

3.17.2. Produg3o de inoculante

0 método de produg3ioc de inoculante consistiu
da transferéncia de 8 discos de 0,5 cm de diametro retirados
das bordas das colénias do isolado PI 314 crescidas em melo
MNM, para frascos de 300 ml, contendo separadamente, 200 ml
de substrato turfa-vermiculita-meio MNM, turfa-vermiculita-
meio BDA, turfa-vermiculita-meioc BDA-D, turfa-vermiculita-
meio BDMT e turfa-vermiculita—-meioc MNMB (preparado segundo
os ftens 3.6.1, 3.6.2, 3.6.3, 3.6.4 e 3.6.3). Os fracos

foram incubados a 26°C por 3 meses.

3.17.3. Delineamento estatistico

Os tratamentos foram distribuidos segundo o
delineamento estatistico inteiramente casualizado com seis

repetigdes.
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3.17.4. Avaliac3o

ARos 90 dias da inoculagdo do substrato foi
feita uma avaliag3o visual do crescimento micelial nos

substratos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1, Caracterizagio do crescimento dos isolados de
Pisplithus tinctorius em diferentes

meios de cultura

Os isolados do fungo Fisolithus tinctorius,

utilizados no presente trabalho, apresentam crescimento
lento quando comparadoc a outros fungos. Segundo SASEK &
MUSILEK (1971), o crescimento de fungos basidiomicetos mi-

corrizicos em laboratério & geralmente mais lento do que
fungos basidiomicetos n¥o-micorrizicos. Do ponto de vista
pratico € interessante testarem-se outros meios de cultura,
com vistas a acelerag¢do do seu crescimento, o que muito
ajudaria em estudos posteriores.

Seguindo-se a metodologia descrita no item
3.8, obtiveram—-se os resultados dos diidmetros das colénias
em placas contendo diferentes meios de cultura dos isolados
AC1, AC3, ACs, ACB, AC12, PI 203, PI 312, PI 314, PI 316,

ITRA6, 1ITAll, Pt 185 e Pt taeda de PFisclithus tinctorius
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(apresentados na Tabela 1 do Apé&éndice). A Tabela 1 apresen-—
ta os valores e significAncias dos gquadrados médios da
andlise de vari&ncia, enquanto que as Tabelas 2, 3 e 4 mos-—-
tram a comparag¢io das médiés de isolados, de meios e
idades respectivamente, pelo teste de Tukey.

A anadlise de variancia para medidas de dia-
metro (Tabela 1) mostrou que houveram diferengas signifi-

cativas a 1% para os fatores isolados, meios e idades.

Tabela 1. Valores e significancias dos quadtrados médios da
anadlise de variincia dos dados das medidas dos
diametros das coldnias em placas contendo dife-

rentes meios de cultura.

cv GL Q.M. F
Blocos 3 0,1304 0,3248ns
Isol. 12 65,2062 162,4132%%
Residuc (A) 36 00,4014

Parcelas 51

Meios 4 77,4182 258,3046%kx
Isol. x Meios 48 7,1502 23,8567%X
Residuoc (B) 156 00,2997

Subparcelas 259

Diam. 5 668,7847 30641 ,7073%xX
Isol. x Dia 60 4,4901 159,9090%x%
Meios x Dia 20 1,7478 80,0828% X
Isol. x Meios x Dia 240 0,2305 10,5651 %x%
Residuo (C) 975 00,0218

Total 1559

Coeficiente de Variag3o (A) = 2,299%

LCoeficiente de Variag3o (B) = 4,442%

Coeficiente de Variagio (C) = 2,936%

.5. = ndo significativo
¥ = significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

2 3
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em
cm) de isolados pelo teste de Tukey.

Isolados Medias S% 1%

AC 12 &,84595 a A

PI 314 46,0345 b B

PI 203 55,6170 c C

ITA 6 5,5837 c C

AC 6 59,3333 c c

Pt 185 4,8137 d D

Pt. taeda 4,8029 de D

PI 312 4,7954 de b

ITA 11 4,6104 def b

PI 316 4,5441 def D

AC 1 4,5154 ef D

AC 3 4,5041 f D

AC 8 33,7741 g E
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao
nivel de significancia indicado.

DMS 1% = 0,3417 DMS 5% = 00,2903
Tabela 3. Comparac¢do das médias (diametros de coldnias em

cm) de melios pelo teste de Tukey.

Meios Meédias 5% 1%

MNM 5,8104 a A

BDA-D 53,0698

BDA 35,0237

MNMB ) 4,7945 C c

BDMT 4,4586 d D
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao

nivel de signific&ncia indicado.
bmMs 1% = 00,1447 DMS 5% = 00,1208
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Tabela 4. Comparagioc das médias de diAmetros das coldnias

dos isoclados em fun¢3o da idade (dias) pelo teste

de Tukey.
Idade (dias) Médias 1% YA
25 7,0334 a A
22 6,3036 b B
19 35,6242 c c
16 4,7157 d D
13 3,7444 e E
10 2,7671 f F

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao
nivel de significancia indicado.

DMS 1% = 4,35894 DMS 3% = 4,0896

Os isclados AC 12 e PI 314 cresceram bem em

todos os meios testados, porém n3io superando o crescimento

em meio MNM. Esta observagido pode ser confirmada através da
comparagdo das médias de isolados pelo teste de
Tukey (Tabela 2). Nesta tabela podemos verificar que estes

isolados apresentam as melhores médias e que eles diferem
entre si e diferem dos demais a S5 e 1% de significan-
cia.

0 isoclado PI 203 também apresentou um bom
crescimento nos meios testados e, na Tabela 2 podemos veri-

ficar que este isolado apresentou a terceira melhor média,
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apesar de n3o diferir estatisticamente dos isolados ITA 6 e
AC 6.

Os outros isclados apresentaram modificagBes
no habito de crescimento micelial nos meios testados. Com
excegdo para o meio MNM, eles apresentaram crescimento de
coldnias compactadas, aumentando a massa micelial (discu-
tido a segquir) e, em alguns casos, apresentaram cocldénias
rugosas.

Na Tabela 3 podemos observar que o meio BDA
que contém 20 g de Dextrose n3ao diferiu estatisticamente do
meioc BDA contendo 10 g de Dextrose. Isto mostra gque redu-
zindo—-se para a metade a guantidade de Dextrose podemos
obter o mesmo crescimento. Todos os outros meios diferem
entre si aoc nivel de 5 e 1% de significancia e o melhor meio
foi o MNM, como pode ser verificado pela comparagio das
médias de meios pelo teste de Tukey.

Apesatr de nenhum meio ter sido melhor que o
meioc MNM para os isolados AC 12 e PI 314, o crescimentc nos
meios MNMB, BDA, BDA-D e BDMT foi igual ao obtido no meio
MNM .

Considerando-se os resultados obtidos, foi
desenvolvido um outro ensaio para avaliar melhqr Oos meios,
visto que foi observado um aumento de massa micelial de

alguns isolados.
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4.2. Producio de biomassa dos isolados de Pisolithus

tinctorius em diferentes meios de cultura

No experimento anterior foi verificado, na
maioria dos 1solados, um aumento na massa micelial devido
a0 crescimento de colénias com micélio compacto nos meios
BDA, BDA-D, BDMT e MNME. FPara avaliar este aumento, os
isolados foram inoculados em meio ligquido visando a
avaliag¢3o da biomassa produzida por eles nestes meios.

Os resultados dos pesos secos de micélio, dos
isoclados ACl, AC3, ACs6, AC8B, ACl2, PI 203, PI 312, PI 314,
PI 316, ITA 6, ITA 11, Pt 185 e Pt taeda, inoculados em
diferentes meios de cultura, apés 30 dias Tforam tomados
segundo o item 3.9 e estdo apresentados na Tabela 2 do
Apéndice. A Tabela 5 apresenta os valores e significancias
dos quadrados médios da andlise de variancia. As Tabelas
6 e 7 mostram a comparagio das médias de i1solados e com-—
paragio das médias de isoclados dentro de cada meio pelo
teste de Tukey a nivel de 5 e 1% de signific&ncia, enqgquanto
que a comparagilo das médias de meios e comparacio das médias
de meios dentro de cada linhagem pelo teste de Tukey a nivel
de 5 e 1% de signhificancia est3o apresentados nas Tabelas 8
e 9.

A analise de variancia mostra que houveram
diferengas significativas a nivel de 1% tanto para o fator

isolado como para o fator meio.
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Tabela 5. Valores e significancias dos guadrados médios da
andlise de variancia dos dados das medidazs de pe-
s0s secos de micélio de diferentes isolados em

diferentes meios de cultura.

C.V. GL a.m. F
Isolado 12 0,0162 44,2467 %X
Meio 4 0,0350 95,5171 %X
Isol. x Meio 48 0,0016 4,5080% %
Residuo 195 0, 0003

Total 259

Média geral = 00,0866

Coeficiente de Variag3o = 20,00%
ns = n3ao significativo
¥¥ = significativo ac nivel de 1% de probabilidade

NXo existe uma relagdoc direta entre diametro
da coldnia e seus respectivos pesos; os isolados gque possuem
as melhores médias de crescimento nio sio os gque tem maior
média de peso seco.

As médias de cada isclado indicam gQue o0s
melhores foram Pt 1853 e Pt taseda, o©0s quais apresentaram
0,130 g e 0,118 g de peso seco de micélio respectivamente,
como pode ser verificado nma Tabela 6. Nesta tabela podemos
verificar que o isclado Pt 185 difere dos demais, exceto do
Pt taedsa. No entanto, na Tabela 2 podemos verificar que

estes dois isclados apresentaram as priores médias de cres-—

cimento.
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Tabela 6. Comparag3do das médias (peso seco de micélio) de
isolados inoculados em diferentes meios de cultura

pelo teste de Tukey.

Isolado Médias YA 1%

Pt 185 00,1300 a A

Pt taeds 00,1180 ab AB
ITA 6 00,1040 bc BC
AC B 00,1025 bc BC
AC 3 00,1020 bc BC
AC 1 00,0925 cd CD
ITA 11 00,0925 cd CD
AC & 00,0873 cde CD
AC 12 0,0850 cde CD
PI 316 00,0730 de D
PI 312 00,0695 e D
PI 314 0,0450 f E
PI 203 00,0230 f E

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao
nivel de significancia indicado.

DMS 1% = 2,3071 DMS 3% = 2,0181

Dentro do meio MNM, que ¢é o© meic normal-
mente utilizado, os isolados nZEo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas a nivel de 1% pelo teste de
Tukey. JA nos cutros meios testados ocorvrem diferengas entre
Os 1solados ao mesmo nivel de signific&ncia (Tabela 7). No
heio MNMB o isclado AC3 apresentou a malior média de peso

seco. Neste meio, o AC 3 difere dos demais.
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duzem maiores médias de peso seco neste meio.

la podemos verificar que dentro do meio

ITA 6,

Pt 185,

Pt taeda,

AC8,

ITALL,

ACG,

BDA-D os

AC1,

AC12,

Tabela 7. Comparagio das médias (peso seco de micélio) dos
isolados dentro de cada meio.
Médias dos pesos secos de micélio (g)
Isolados
MNM MNMB BDA BDA-D BDMT

AC 1 0,04253A 0,1350BC 0,09508B 0,0850AB 0,1050AB
AC 3 0,0430A 0,2000A4 0,09250B 0,0825AB 0,0875AB
AC & 0,0400A 0,1273BC 0,0900BC ©0,0850AB 0,0930AB
AC 8 0,0330A 0,1300BC 0,11758B 0,1000A 0,1100AB
AC 12 0,0475A 0,1100BCD 0,0923BC 0,0825AB 0,0925AB
PI 203 0,0175A ©0,0450E 0,0225D 0,0200C 0,0200D
PI 312 0,0325A 0,0850CDE 0,0800BC 0,0700ABC ©,0800BC
PI 314 0,0525A 0,0625DE 0,0425CD 0,0350BC 0,0325CD
Pl 316 0,0450A 0,0950BCDE 0,0750BC 0,0750AB 0,0730BC
ITA & 0,0525A 0,1300BC 0,1125B 0,1100A 0,1150AB
ITA 11 0,0475A 0,12258BC 0,0925BC 0©,9250A 0,1075AB
Pt 185 0,0675A 0,14008 0,1930A 0,1100A 0,1375A
Pt taeda 0,0575A 0,1250BC 0,1800A 0,1025A 0,1250AB
Médias seguidas da mesma letra n3o diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade.

DMS (1%) 5,1590

No meio BDA, Pt 185 e Pt taeda nEo diferem

entre si, mas diferem dos demais, sendo estes o0os que pro-

Na mesma tabe-

isolados

AC3, PI
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316 e PI 312 n3o apresentaram diferengas estatisticamente
significativas, mas diferem de PI 314 e PI 203. Dentro do
meio BDMT Pt 185 difere estatisticamente de PI 312, PI 316,
PI 314 e PI 203, mas n3oc difere dos demais.

Comparando-se 0Os valores das médias de meios,
podemos verificar que o meio MNM-B foi o melhor para pro-
dugio de biomassa; no entanto, no meio MNM que foi o melhor
meio patra o crescimento do fungo (Tabela 2) - foi obtida a
menor média de peso seco. Em todos o0s outros meios a

produgioc de massa micelial foi maior, como mostra a Tabela

8.

Tabela 8. Comparagio das médias (peso seco de micélio) de
meios pelo teste de Tukey.

Meios Médias 5% 1%

MNMB 00,1159 a A

BDA 00,0992 b B

BDMT 00,0909 bc BC

BDA-D 06,0807 c c

MNM 00,0463 d D

Médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao
nivel de significiancia indicado.

bDMS 1% = 1,2290

DMS 5% 1,0291

I
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Na Tabela 9 podemos verificar que para os

isolados PI 203 e PI 314 n3o houve diferenga entre os meios

a nivel de S5 e 1% de significancia.
0 comportamento destes isolados confirmam os

resul tados obtidos

lio) dentro de cada isolado.

anteriormente (item 3.8) onde estes
isolados mostraram o mesmo crescimento em todos o0s meios
testados.
Tabela 9. Comparagio das médias de meios (peso seco de micé-

Isolados

Médias dos pesos secos de micélio (g)

MNM MNMB BDA BDA-D BDMT
AC1 0,0425C 0,1350A 0,0950AB 0,0850BC 0,1050AB
AC3 0,0430C 0,2000A 0,0950B 0,0825BC 0,08758BC
ACs6 0,0400B 0,1275A 0, 0900A 0,0850A 0,0950A
ACS8 0,05308B 0,1300A 0,1175A 0,1000A 0,1100A
ACLZ2 0,0475B 0,1100A 0,0925A 0,0825AB 0,0925A
PI 203 0,0175A 0,0450A 0,0225A 0,0200A 0,0200A
PIO 312 0,0325B 0,0850A 0,0800A 0,0700AB 0,0800A
PI 314 0,0525A 0,0625A 0,0425A4 0,0350A 0,0325A
PI 316 0,0450B 0,0950A 0,0730AB 0,0750AB 0,0750AB
ITAL 0,0325B 0,1300A 0,1125A 0,1100A 0,1150A
ITAL1 0,0475B 0,1225A 0,0925A 0,0925A 0,1075A
Pt 185 0,0673C 0,1400B 0,1950A 0,1100BC 0,1375B
Pt taeda 0,0375C 0,12508B 0, 1800A 0,1025B 0,1250B

Médias seguidaé da mesma letra n3o diferem

teste de Tukey a 1% de probabilidade.

DMS (1%)

= 4,4312

entre

si pelo
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Para o isoclado AC12 n3o houve diferenga es-—
tatisticamente significativa entre os meios MNMB, BDA, BDA-D
e BDMT, mas estes diferem do meic MNM (Tabela 92). No en-
tanto, o desenvolvimento das coldénias também foram normais
em todos os meios. Para os outros isolados houveram dife-
rengas estatisticamente significativas entre os meios. o
desenvolvimento do fungo nos meios MNMB, BDA, BDA-D e BDMT
n3o foi normal. As coldnias cresceram rugosas, compactas,
com colorag3o escura e ocorrendo também liberag¢do de uma
substancia escura (n3o identificadal; isto poderia causar
uma mudanga no comportamento do fungo.

Os meios foram bons somente para os 1isolados
PI 203, PI 314 e AC12 porque eles tiveram desenvolvimento de
colénias normais em todos os meios. NiZc foi constatado
nenhum aumento na producio de massa micelial destes isola-
dos. Contudo, deve-se salientar que 0s mesmos apresentam
opgSes de crescimento em diferentes meios de cultura. Para
estes trés isolados, como ja& tinha sido observado anterior-
mente, o meioc BDA que contém 20 g de Dextrose n3Eo difere
estatisticamente do meio BDA contendo 10 g de Dextrose;
reduzindo-se para a metade a quantidade de Dextrose obtemos

o mesmo resultado.
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4,3, Caracteriza¢io citoldgica

Com o 1intuito de se 1iniciar um estudo
genético nessa espécie, fizeram—-se inicialmente observagBes
citolégicas de hifas em diferentes estadios de desenvolvi-
mento. Estes estudos citoldgicos s3o0 necessarios para se
conhecer e compreender os fendmenos de variabilidade
genética natural ji constatada nessa espécie.

Apds a coloracdo pelo método descrito no item
3.10, foi possivel observar o desenvolvimento de hifas,
determinar o numero de ndcleos por célula micelial (Figura
1) e fazer algumas observa¢gBes da divis3do nuclear em células
somAticas do micélio. As medidas dos nucleos foram feitas
como descrito no item 3.10.2.

Os resultados mostram que as hifas possuem
espessuras bem diversificadas. Cada célula micelial possul
dois ndcleos, sendo gque estes apresentam um tamanho médio de
2,439 u (média de 596 nucleos). De uma célula para outra
foram obsetrvadas as pontes de conex3o e, raramente, foi
cbservado a passagem de ndcleos através destas pontes,
talvez por este processo ser relativamente rapido. AIST &
WILSON (1967b) verificaram que em Ceratocystis fagacearum o
processo de divisEo nuclear prolonga-se por 3 a 5 minutos.

A divisFo celular ocorre mais freguentemente

em células de extremidades de hifas do que em hifas velhas.
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HaA muitas teorias publicadas relacionadas a
divis3io nuclear assexual em fungos. Uma delas €& a que a
divis3io corresponde a mitose clasica (SOMERS et alii, 1960;
WARD & CIURYSEK, 1961 e ICHIDA & FULLER, 19&8).

Alguns pesquisadores (BAKERSPIGEL, 1958 e
1959 e SAKSENA, 1961) nXo encontraram fusos, placas meta-
fasicas ou centriolos, como na mitose regular. 0 ndclec
simplesmente se alonga, contrai aso meioc e, entlo, se separa
para formar nucleos filhos.

Apesar do numero consideravel de informagBes
sobre mitose em hifas de fungos filamentosos, nenhum padr3o
de divisaoc foi sugerido. Alguns pesquisadores nXo revelaram
nada além do conhecido; mas, muitos outros encontraram que a
divisio ocorre por um processo que difere em VArios aspectos
da divis3o de nucleos de organismos superiores.

A literatura nos deixa em davida se essas
diferengas se devem ao pequenoc tamanho dos nucleos dos
fungos, as técnicas empregadas em seu estudo, a alguma
peculiaridade do comportamento ou se sio meras impressdes.

As observagBes da divis3io nuclear em células
somaticas do fungo Pisolithus tinctorius demonstraram
ocorrer com alguma similaridade a4 de outros fungos, mas
algumas estruturas nio puderam ser observadas.

Os ndcleos em divis3o variam em forma e ta-
manho, dependendo, da fase de divis3io que se encontra.

Utilizando-se o critério proposto por TANAKA (1976) para o
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fungo filamentoso Pyricularia oryzae e wutilizado por RO-
DRIGUES (1987) para o fungo Humicola sp, 00O processo de
divisZo foi classificado em cinco estidgios de acordo com a
forma e tamanho dos nudcleos. No estidgioco de interfase os
ndcleos apresentavam—se esféricos ou subesféricos e corados
uniformemente (Figura 2-h). Em muitos fungos o estiagio de
interface & caracterizado pela presenga de um nucléclo proe-
minente como em Neurospora crassa (SOMERS et alii, 1960),
Ceratobasidium praticolum (SAKSENA, 1961), Ceratocystis
fagacearum (AIST & WILSON, 1967b), Fusarium oxysporum (AIST
& WILSON, 1967a), Macrophomina phaseoli (KNOX-DAVIES, 1967},
Catenaria angulillulae (ICHIDA & FULLER, 1968), Poria
monticola (BRUSHABER & JENKINS, 1971); esta estruturanio foi
observada em Pisclithus tinctorius. Na préfase, os ndcleos
apresentavam—-se menos corados do que na interfase, tinham
formato esférico ou, algumas vezes, alongados (Figura 2Z2-a).
Os cromossomos nZEo foram diferenciados neste estagio. Os
nacleos em metafase apresentavam corpos cromatinicos irvre-
gulares e n3o diferenciados em cromossomos i1individualizados
{Figura 2-b e c). Placas metafasicas encontradas por alguns
pesquisadores (WARD & CIURYSEK, 1961 e SOMERS, 1960) n3o
foram observados. Classificou—-se como anafasicos, dois
nacleos pareados, conectados por fios de cromatina. Com o
prossequimento da anafase as cromatides irm3is, tornaram-—se
igualmente distribuidas no nucleo. Na anafase final ou

teléfase inicial, os cromossomos filhos agregaram—se em duas



81

massas relativamente grandes, paralelas uma a outra e ao
eixo longo da hifa, parecendo algumas vezes, uma configu-
ragio de "duplo trilho” (Figura 2d-e). Esta configuragio
cromossomal foi detectada em Aspergillus e Fusarium, utili-
zando-se o mesmo corante (BURNETT, 1976). Em Aspergillus
nidulans 0OS CromossSOomOSs Se separam € O 2 grupo compacto se
transforma em duas ou mals cadeias de corpos cromatinicos
parelalos uma a outra e a lacuna entre as cadeias paralelas
& ocupada por um longo fuso (ROBINSON & CATEN, 1967). A
estrutura do fusoc nao foi observada em Fisoclithus.

Os detalhes do processo pelo gqual o estagio

de "trilho" & alcangado permanece obscuro. Segundo FINCHAM
et alii (1979) a aparéncia de "trilho" pode ser devido,
parcialmente, a assincromia da disjungio cromossdmica,

alguns pares gquase nos polos enguanto outros se encontram
ainda pouco separados.

A formag3io pareada, em Aspergillus, parece se
quebrar transversalmente na regiio eguatorial, ocorrendo mo-
vimento da cromatina em direg3o 2 ambas extremidades em cada
cadeia (ROBINSON & CATEN, 1969). Semelhante observagio tam-—
bem foi feita por BURNETT (1976). No entanto, em. Pisolithus
tinctotius n3o foi observado nenhuma quebra transversal.
Neste fungo parece gque ha migragio de uma cadeia para cada
extremidade, como se cada cadeia fosse p;xada para umpdlo
(Figura 2f-g). No final da teldfase sZo formados dois na-

cleos filhos que assumem uma Tforma esférica (Figura 2h).
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Fases da divis3o mitdtica em célula

somatica de

micélio de Pisolithus tinctorius (x1000). a) Pré-—-

fase; b-c) metafase; d—-e) anAfase; f—-g) teldfase;

h) interfase.
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Segundo BURNETT (1976), este tipo de alinha-
mento duplo paralelo & extremamente difundido entre os
fungos e esta forma de arranjo tem sido mais comumente vista
em Basidiomicetos de todas as espécies.

As limitagBes da resolugio ética nFo permitem
maiores detalhes, contudo, a microscopia de contraste de
fase ou microscopia eletrédnica poderiam fornecer mais deta-
lhadamente o processo de divis3o podendo elucidar melhor o

comportamento cromossomal neste fungo.

4,4, Padr3o eletroforético de esterases

0O perfil eletroforético para esterases em gel
de poliacrilamida dos isolados Pt 183, FEP2Z, FEP3, Pt taeda
e PS5, obtido segundo o item 3.11, estad representado na Figu-
ra 3.

A idade da cultura, a metodologia para extra-
a0 das enzimas e a concentragio das amostras foram padro-
nizadas para os isolados de Finus (item 3.11.1) e foram
testados para os iscolados de Eucalyptus, sendo gue nestes
n3o houve um resultado satisfatdrio.

Pelo padr3oc resultante, os isclados de PFPinus
n3o mostraram diferengas quando ao padri3o de bandas para
esterases, apresentando, todos eles, quatro béndas estrei-

tas. 0O perfil eletroforético de outras enzimas deve ser
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tragado para estes isolados com intengdo de verificar se os
mesmos apresentam diferengas no padriao de bandas de outras
enzimas.

Para os isolados de Eucalyptus também devem
ser padronizados a idade da cultura e uma metodologia para a
extragio das enzimas.

0O desenvolvimento de uma metodologia para
caracterizagido eletroforética dos isolados € de grande im-—
portancia em estudos posteriores para demonstragXo de
enzimas particulares presente no micélio e, também, para
identificagdo de proteinas envolvidas na simbiose do fungo

com o hospedeiro.

Figura 3. Padr3o eletroforético de esterases de diferentes
isolados de Pisolithus tinctotius. 1. Pt 18553 2.
FEP2; 3. FEP3; 4. Pt taeda; S e 6. FEPS.
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4.5, ObtengZo de protoplastos

Técnicas para produg3o e regeneragio de
protoplastos podem ser de grande beneficio para a pesquisa
em organismos como os fungos micorrizicos, que sXo dificeis
ou impossiveis de cultivar em laboratédrio e sobre o0os quais
pouco ou nada se conhece sobre seu sistema genético.

Foram avaliadas algumas condi¢®es para produ-—
¢30 de protoplastos de um isolado selecionado de Pisclithis
tinctorius.

A selegio do isolado foi feita através da
avaliaclo do crescimento dos isolados em meio sélido e meio
liquido.

SolugBes liticas preparadas com manitol O,6M
foram testadas para liberagZo de protoplastos do isolado
FEP3 de F. tinctorius. A preparaclo enzimatica mais eficien—
te foi Novozyme 234, liberando 3,3x106 protoplastos/ml de-
pois de 2 horas de incuba¢3o. Esta enzima também fol utili-
zada por BARRETT et alii (1989) para obteng3o de protoplas-
tos de Hebeloma circinans, Hebeloma cylindrosporum, Laccaria
bicolor, Laccaria laccata, PFisolithus tinctorius, Swuilus
luteus e Telephora terrestris. Segundo KROPP & FORTIN
(1986) esta foi a enzima mails eficiente para Laccaria bi-
color.

A combinag3o de Celulase Onozuka e Driselase

com Zimoliase e Quitinase ou com f3-Glucuronidase produziu um
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namero insignificante de protoplastos (Tabela 10). HEBRAUD &
FEVRE (1988) testaram a mistura de Celulase Qnozuka R10 e
Driselase utilizando MgS0s4 O,7M como estabilizador e n3o
obtiveram protoplastos de micélio de Pisolithus tinctorius;
segundo os autores foi devido a presenga de pigmentos pro-
tetores na parede das hifas. Esta mesma mistura em combi-
nag3do com f—glucuronidase foi wutilizada com sucesso em
outros Basidiomicetos como RPleurotus ostreatus e FPleurotus

salmoneo straminius (TOYOMASU et alii, 1986).

Tabela 10. Liberag¢3o de protoplastos de Pisolithus tincto-

rius usando diferentes preparag8Bes enzimaticas.

Protoplastos liberados/ml depois
Enzima litica de 4 h de incubag3aox

Novozyme 234 3,3 £ 0,4 x 10°

Celulase Onozuka + Driselase

+ Zimoliase + guitinase 0,09 * 0,03 x 10°

Celulase Onozuka + Driselase

+ f3—~glucuronidase 0,03

I+

0,02 x 10°

X média de 4 repetig¢les.

Os protoplastos sio formados em tamp3co MMC
utilizados para outros fungos basidiomicetos ectomicorrizi-

cos (KROPP & FORTIN, 1986; BARRETT et alii, 1989).
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A idade da cultura afetou grandemente a di-
gestio da parede celular por Novozyme 234 (Figura 4). A
proporg3o de hifas jovens e velhas varia de acordo com a
idade da cultura; conseguentemente, isto afetsa a produgio de
protoplastos, pois as hifas Jjovens s3c mais sensiveis a
digestio enzimatica. 0O maior numero de protoplastos produ-
zido foi observado apds quatro dias de crescimento dos
fragmentos de hifas. Depois de cinco dias de crescimento, o
nivel de protoplastos liberados declinou e, com trés dias,

quase nada foli produzido.
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Figura 4. Influéncia da idade do micélio na liberag3io de
protoplastos do isolado FEP3 de Pisolitus tincto—-
rius em diferentes tempos de incubag3o com Novozy-
me 234 (média de 4 repeticfes); e——e, 3 dias; o——0,
4 diasy A——A , D dias.
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HEBRAUD & FEVRE (1988) consideraram ; idade
do micélio o principal parametro para a produgdo de proto-
plastos de Hebeloma cylindrosporum. KROPP & FORTIN (1983)
observaram que em Laccaria bicolor a digest3io da parece pela
enzima foi grandemente afetada pela idade da cultura. Esta
mesma observagic foi feita por BARRETT et alii (1989) para
cito fungos ectomicorrizicos.

Para se obter a produ¢doc adequada de proto-
plastos fol necessario homogeneizar o indculo para gque fos-
sem produzidas numerosas pontas de hifas jovens susceptiveis
a digestZzo.

Os protoplastos produzidos em diferentes
tempos de incubag¢io n3o mostraram variag&@o em tamanho. O

tamanho médio foi de 5,3 u, variando de 3,4 4 a 8,6 p de

diametro. Com micélio de cinco dias, os protoplastos libe-
rados eram relativamente menores - com um tamanho médio de
4,4 4 -, variando de 2,5 a4 a 6,8 u.

N3o foi obtida a regeneragioc dos protoplas-
tos nos meios testados. BARRETT et alii (198%9) também n3c
obtiveram regenerag®o de protoplastos de F. tinctorius; os
protoplastos corados mostraram auséncia de nucleos. Segundo
os autores, o micélio deste fungo € composto predominanté—
mente de hifas largas (> 3u)} com paredes celulares grossas
e, frequentemente, pigmentadas e/ou incrustadas. A minoria

das células desse micélio s3o estreitas € com paredes fi-

nas.
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YANAGI et alii (1983) constataram gque proto-
plastos liberados com Novozyme 234 de Coprinus macrorhizus
s30 peguenos e uma grande proporgd3o s3io anucleados. Em
Laccaria bicolor 62,97 dos protoplastos liberados eram
anuc leados (KROPP & FORTIN, 1986).

A técnica de coloragdo de nucleos de proto-
plastos utilizada neste estudo (item 3.12.6) foi proposta

por BORGES (1987) e foi utilizada com sucesso em Aspergillus

nidulans (VIEIRA, 1988), Trichoderma pseudokoningii (FUR-
LANETO, 1989) e Metarhizium anisopliae (VALADARES,
1989). No entanto, n3ac foi possivel a colorag3o de nucleos

‘de protoplastos de Pisolithus tinctorius com esta técnica,
poils houve cristalizagdo do manitol nas laminas.

As possibilidades para o uso de protoplastos
de fungos ectomicorrizicos justifica a importancia da conti-
nuidade no esforg¢go para regenerar protoplastos neste fungo.

Os protoplastos de fungos ectomicorrizicos
s3o fontes para desenvolver o melhoramento de isolados que
poderiam afetar positivamente a produtividade de culturas
florestais.

Mutantes de Hebeloms cylindrosporum resis-
tentes a fungicidas como Benomil, Benodanil e Carboxine
foram obtidos por HEBRAUD & FEVRE (1988) através da irra-
diag3o de protoplastos com luz ultravioleta.

Recentes avangos no desenvolvimento de sis-

tema de clonagem em VArios grupos de fungos tornaram
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possivel considerar-se a aplicag3io e o potencial benéfico de
tal sistema em fungos micorrizicos.

A aplicag®o de clonagem génica em fungos
micorrizicos inclui a possibilidade de introduzirem-se novos
genes, determinando produtos que seriam benéficos a planta
hospedeira em associag®es simbidticas. Outro aspecto inclui
a possibilidade de conhecermos mais a biologia fundamental
da associag¢io micorrizica. Sequndo Gilchrist & Yoder, 1984
(citados por TRAPPE & MOLINA, 1986} "um beneficio primario
de ter genes isolados € o potencial que eles oferecem para
aumentar nosso conhecimentoc sobre os mecanismos moleculares
que controlam a interagdo entre microrganismos e Seus

hospedeiros".

4.6. Avaliagio da formagdo de ectomicorriza em
EFucalyptus com isolados de FPisclithus tinctorius

em diferentes concentragBSes de aluminio

Este estudo foi realizado com o intuito de
verificar o efeito de altas concentra¢gBes de Al na capaci-
dade de infecg3oc micorrizica dos isolados AC6, ACB, AC12 e
PI 314 de P. tinctorius.

Ao fim de trés meses de permandncia em casa
de vegetagfo, as plantas inoculadas preparadas, segundo a

metodologia descrita no item 3.13, foram avaliadas quanto ac
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grau de micorrizag3io. Os resultados da avaliag3o visual das
ral zes estd3o apresentados na Tabela 3 do Apéndice. As plan-
tas inoculadas apresentaram—se visualmente com baixo grau de
infecgdo micorrizica. A presenga de micorrizas no interior
do substrato foi facilmente detectada devido a colorag3o
dourada das hifas que facilitam a visualizagdo e determi-
na¢®o da quantidade de ectomicorrizas nas raizes das mudas
(Figura 5 - 2 e 3).

0 resultado da avaliag3o através da coloragio
das raizes (sequndo item 3.13.10) est3o apresentados na
Tabela 4 do Apéndice. Estes dados Tforam avaliados esta-
tisticamente. A Tabela 11 apresenta os valores e signifi-
cancias dos quadrados médios da andlise de variancia. Os
resultados da andlise guimica dos componentes do substrato
est3o indicados na Tabela 12, enguanto que a dosagem de
aluﬁinio no substrato no final do experimento estad apre-
sentada na Tabela 13. A Tabela 14 apresenta & concentragio

final da solug3o nutritiva (preparada segundo o item 3.35.28)

utilizada durante o experimento.
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Figura 5. 1) Corpos de frutificagd@o do fungo Pisolithus
tinctorius; 2) Fase inicial da sintese de ecto-
micorriza em Eucalyptus urophylla (x40); 3) Ecto-
micorriza em Eucalyptus urophylla (x40).
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Tabela 11. Valores e significancias dos qQuadrados médios da
anidlise de variaAncia dos dados da avaliagio da
sintese de ectomicorriza em Eucalyptus em dife-
rentes niveis de aluminio através de colorag3io de
raizes.

Causa de Variacg3o GL amM F
Isolados 3 4,35833 0,78ns
Concentragao Al 4 4,35406 0,77ns
Iscl. x Conc. Al i2 5,9531 1,01ns
Residuco 140 55,8982

Total 159

Tabela 12. Resultado da andlise quimica do substrato utili-
zado para o experimentoc da sintese de ectomicor-
riza em Efucalyptus em diferentes concentragBes de
aluminio.

A
N P K Ca Mg S
0,49 0,06 0,05 0,09 0,70 0,21
ppm
B Cu Fe Mn Mo in
30 17 43554 41 - 16
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Tabela 13, Dosagem de aluminio nos substratos no final do
experimento.
Substratos
meq/100 ml ppm
Substrato - O ppm Al 0,65 58,5
Substratoc - 5 ppm Al 0,60 54,0
Substratoc ~ 10 ppm Al 0,95 85,5
Substrato — 15 ppm Al 0,80 72,0
Substrato - 20 ppm Al 1,40 126,0
Tabela 14. Concentraglo final da solugio nutritiva.

Nutriente

ppm

Ca 30

K 18

Mg 3,8
N-NO_ 31
N—NHf 4

P 0,2
B 0,05
Fe 0,5
Mn 0,1
Mo 0,02
Zn 0,03
Cu 0,01
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Os resultados mostram que nXo bhouve dife-

renga entre os tratamentos a 10, 3 e 14 de significancia
pelo teste nio paramétrico gui—quadrado. Pelo teste para-
métrico seguindo-se o esguema Tfatorial, também n3oc houve
diferenga significativa a nivel de 1 e 54 de probabilidade
para o fator isoclado e concentrag3io de Al.

Nas condig8es do experimento n3o foi possivel
verificar o efeito de concentrag3o de Al na capacidade de
infecgdo micorrizica. Houve falha na micorrizagic e a
concentragio final do aluminio no substrato ndo correspondeu
a concentracio aplicada, mas muito mais elevada (Tabela 13).
0 substrato da concentragl3o O, apresentou 58,5 ppm de alu-
minio, sem que o mesmo fosse acrescentado. 0 nivel de alu-
minio pode variar no mesmo substrato, pois quando preparado
com outro lote de turfa e vermiculita do mesmo lote, apre-
sentou 40,5 ppm de aluminio.

Segundo>DIXON & BUSCHENA (1981), o0s metais
pesados podem ser fungitéxicos e podem influenciar na for-—
mag3o de ectomicorrizas; no entanto, altos niveis de Al no
substrato, provavelmente nZo foram os fatores responsaveis
pela falha na micorrizag3io das plantas, pois algumas delas
apresentaram raizes 1007 micorrizadas, independente da
concentragio de aluminio.

Segundo MULLETTE (1976), as falhas ocorrem na
infecgfo micorrizica em Efucalyptus devido a condugd3oc dos
testes em condigB®es inadequadas ao estabelecimento da

infeg3o.
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Alguns fatores j& haviam sido avaliados an-
teriormente, como: as condi¢®es ambientais da casa de vege-
tagFo, dose do indculo empregado, a espéclie de Eucalyptus,
substrato e tipo de recipiente.

Alta fertilidade que restringe ou impede o
desenvolvimento micorrizico (MOLINA & TRAPPE, 1982) prova-
velmente n3oc foi a causa da falha na infecgdo, visto gque a
solugio nutritiva utilizada continha baixa concentrag3o de P
(0,2 ppm)} para evitar a precipitag¢do do aluminio.

Outros fatores n3oc avaliados neste trabalho
s3o, portanto, fundamentais para a formag3o de micorrizas e

precisam ser estudados separadamente.

4.7. Coleta e isolamento de FPisclithus tinctorius

A busca de basidiocarpos de Pisolithus
tinctorius ¢ de grande importancia para introdugd3o e seleg3o
de novos isolados.

A presenga de basidiocarpos parece depender
da idade do talhZo, da quantidade de insolag3oc e da inter-—
dependéncia entre ambos (YOKOMIZO & KRUGNER, 1983/
88).

Os basidiocarpos foram coletados segundo o
item 3.14. A idade e a espécie de ELucalyptus n3do foram

identificadas. As formas dos basidiocarpos eram
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variaveis; de um modo geral eram irregularmente globosas com
a cor amarela predominante, apresentando manchas rajadas de
preto (Figura 5-1). 0O isolamento de Pisolithus tinctorius a
partir de basidiocarpos, em meio de cultura (item 3I.14),
comega a se caracterizar aos cinco dias com um ténue cres-—
cimento micelial a partir do tecido implantado. A cor do
micélio em meio de cultura n3o ¢ uniforme para todos os
isolados obtidos. Alguns isolados do fungo apresentavam
setores de contorno irregular, geralmente com um micélio
mais denso e colorag3io mais escura que o normal. As dez
culturas obtidas foram repicadas vidrias vezes até se conse-
guir um crescimento homogéneo das coldnias. O0s 1isolados
foram denominados de AT 501, AT 502, AT 503, AT 504, AT 505,
AT 506, AT 507, AT 508, AT 509 e AT 510.

HA necessidade de estudos posteriores para

avaliar—se a capacidade de micorrizagdo dos isoclados.

4.8. Avaliag3o da selegio de isolados de
Pisclithus tinctorius para trés espécies de

Eucalyptus quanto a eficiéncia para formag3o de

micorrizas

Este estudo foi realizado com o intuito de
selecionar a eficiéncia de diferentes isclados de P.
tinctorius coletados, para formagdo de micorriza em trés

espeécies de Eucalyptus.
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Os isclados obtidos segundo o item 3.14 foram
selecionados para trés espécies de Ffucalyptus seguindo-se a
metodologia descrita no item 3.15. 0 isolado AT 506 foi
eliminado do experimento porgue houve contaminag3®o do ino-
culante. A Tabela 13 apresenta a porcentagem de plantas
micorrizadas e a média do grau de micorrizagio em escalas de
notas de O a 5 para Eucalyptus urophylla, E. torelliana e E.
paniculata inoculadas com nove isolados coletados. Consi-
derando—-se um bom isolado aguele com capacidade de micorri-
zar mails de 80% das plantas e com um grau de micorrizag3o
acima de 3,0, foram selecionados para Eucalyptus urophylla e
E. paniculata os isolados AT 501 e AT 502 e para E.

torelliana os isolados AT 502 e AT 3508.

Tabela 15. Avaliag3o do grau de micorrizagio de trés espé-
cies de Efucalyptus, inoculadas com 9 isolados de
Pisglithus tinctorius.

Espécies de Eucalyptus

E. urophylla E. torelliana E. paniculata
7. de Grau 7. de Grau % de Grau
plantas micor- plantas micor- plantas micor-
micor. riz.x micor. riz.xX micor. riz.x
AT 501 91,67 3,5 72,73 3,06 100 3,36
AT 502 ?1,67 3,5 ?5,65 3,27 82,60 3,05
AT 503 75,00 2,83 68,18 2,00 33,33 2,00
AT S04 29,16 2,28 29,16 1,71 27,27 1,66
AT 35035 47,82 2,63 31,82 1,42 45,83 1,63
AT 507 62,50 2,6 65,21 2,60 78,26 3,00
AT 508 87,50 2,78 86,66 3,38 68,75 2,18
AT 309 58,33 2,5 60,86 2,21 58,33 2,07
AT 310 41,66 2,10 43,83 2,36 45,83 1,54

¥ Média de 24 plantas
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Para os isoclados AT 504, AT 3505 e AT 510
houve grande falha na micorrizag3io - mais de 50% das plantas
Nn3o apresentavam micorrizas.

E provavel que o insucesso foli devido a ina-
déquabilidade da metodologia empregada.

A formag3oc de micorriza pode ter sido afetada
por inumeros fatores n3aco testados anteriormente, incluindo a
qualidade do indculo.

E precisc gue o indculo vegetativo de um
fungo sobreviva as manipulagBes, como: lavagem, secagem e
sua incorporagioc no substrato. Além disso, o indculo deve
sobreviver de 4 a 6 semanas entre a inoculagido e a produg3o
de raizes curtas pelas plantas.

Torna-se necessario conduzir novos ensaios
para testar a gualidade do indculo e influéncia de fatores

externos gque possam estar afetando a eficiéncia dos 1isocla-

dos.

4.9, Avaliag3io do grau de micorrizagio de mudas de
Eucalyptus wurophylla provenientes de semeio direto
e plantulas, inoculadas com isoclados de

Pisolithus tinctorius

Com o intuito de solucionar o problema de
falha na micorrizagXo de mudas produzidas a partir de se-
mentes, foram testadas a inoculagdo de plantulas para produ-

¢do de mudas micorrizadas, seguindo-se a metodologia des-
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crita no item 3.16. A Tabela S do Apéndice apresenta a
avaliag3oc em escala de notas de 0 @ 5 do grau de micorri-
zagio0 de mudas provenientes de sementes e de plantulas
inoculadas com os isoclados AT 502, AT 303, AT 505, AT 507,
AT S09 e AT 510. 0Os valores e signific&ncias dos quadrados
médios da anAlise de variancia, est3oc apresentados na Tabela
16. As Tabelas 17 e 18 mostram a comparacio das médias pelo
teste de Tukey a 5 e 14 de signific&ncia de isolados e
comparagido das médias de isolados dentro de sementes e
plantulas do fator "fases de inoculag2o" respectivamente,
enquanto que a comparagio das médias pelo teste de Tukey a
nivel de 5 e 1% de significancia de fases de 1inoculagiZo e
comparagio das médias de fases de inoculagd3o dentro de cada

isolado estdo apresentados nas Tabelas 19 e 20,

Tabela 16. Valores e significancias dos quadrados médios da
anidlise de varia&ncia dos dados do grau de micor-—
rizag®%o de mudas de fucalyptus provenientes de
semeio direto e plantulas com isolados de PA.

tinctorius.

C.v. GL Q.M. F
Isolados ) 33,8640 5,7689%x
Fases de inoc. 1 91,8304 137,0981%x
Isol. x Fases inoc. 6 33,7330 S5,59732%X
Residuo 210 0, 6698

Total 223

Média geral = 1,7661
Coeficiente de Variagi3o = 46,340%
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Tabela 17. Comparagdo das médias (grau de micortrizagio) de

isolados de Fisolithus tinctorius

pelo teste de

Tukey.

Isolados Médias 5% 1%

AT 502 2,4163 a A

AT 503 1,9723 ab AB

AT 503 1,7409 bc AB

AT 507 1,7145 bc AB

AT 509 1,6033 bc B

AT 510 1,3978 bc B

AT S04 1,3176 c B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao

nivel de significincia indicado.
DMS 5% = 0,6043 DMS 1% = 00,7077

Tabela 18. Caomparagio das médias (grau de micorrizagio) de

isglados dentro de sementes e plantulas do fator

fases de inoculag3io.

Fases de inoculag3o

Isolados

Sementes Plantulas
AT 502 2,3167 A 2,5158 A
AT 503 1,4697 AB 2,4748 A
AT 504 00,1250 C 1,5102 A
AT 3505 00,9424 BC 2,5394 A
AT 507 1,2817 B 2,1472 A
AT 3509 00,8738 BC 2,3329 A
AT 510 0,8713 BC 2,3243 A
Médias seguidas da mesma letra n3o diferrem entre si pelo

teste de Tukey a 1% de probabilidade.
DMS (1%) = 1,0009
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Tabela 19. Comparagio das médias (grau de micorrizag¢3o) de

fases de inoculagdo pelo teste de Tukey.

Fases de

. Médias 5% 1%
inoculagao

Plantulas 2,4064 a A
Semente 1,1258 b B

Médias sequidas por letras distintas diferem entre si ao
nivel de significancia indicadoc.

DMS 5% = 00,2144 DMS 1% = 0,2819

Tabela 20. Comparagfo das médias (grau de micorrizagio) de
sementes e plantulas do fator fases de inoculag3o

dentro de cada isolado.

Fases de inoculag¢3o

Isolados

Sementes Plantulas
AT 502 2,3167 A 2,5158 A
AT 503 1,4697 B 2,4748 A
AT S04 0,1250 B 2,5102 A
AT 505 00,9424 B 2,5394 A
AT 507 1,2817 B 2,1472 A
AT 509 0,8738 B 2,3229 A
AT 510 00,8713 B 2,3243 A

Médias segquidas da mesma letra n3o diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade.
DMS (1%) = 00,7459
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Os resul tados mostram que as plantas de E.
urophyila provenientes de plantulas, praticamente nZo apre-
sentaram falbhas na micorrizag3o, além de apresentarem um
grau de micorriza¢3o maior do gue as provenientes de semeio
direto para todos os isoclados testados (Tabela 5 do Apéndi-
ce). Para alguns iscolados essa diferenga foi mais eviden-—
te, como €& o caso do isoclado AT 504, pois somente duas das
dezesseis plantas formaram micorrizas gquando proveniente de
semeio direto.

A analise de variincia (Tabela 16) mostra que
houveram diferengas significativas (a nivel de 174 e 5% de
probabilidade) para o fator isolado e para as fases de
inoculagdo quanto ao grau de micorrizagXIo.

Um aspecto que se destaca fol o altoc coefi-
ciente de variac3io 46,34% encontrado na andlise estatistica
dos resultados. Esse problema resultou da grande variag3o
do grau de micorrizag3Eo verificado entre as repeti¢c®es de um
mesmo tratamento.

Pelo teste de Tukey para comparagio de médias
dos i1solados podemos verificar que o isoladc AT 502 apre-
sentou a maior média quanto ao grau de micorrizag3o, embora
ndo diferisse de AT 503, AT S05 e AT 507, como mostra a
Tabela 17.

Guando a fase de inoculagdo ¢ semente, veri-
ficamos peloc teste de Tukey, que ha diferenga estatistica-

mente significativa entre os isolados. A Tabela 18 mostra
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novamente que os isoclados AT 3502 e AT 503 foram os melhores
com 2,31 e 1,46 de média de grau de - micorrizagio respecti-
vamente. 0Os isolados AT 503 e AT 507 diferem de AT S04 que
foi o pior isolado, embora n3o diferisse de AT 510, AT 3509 e
AT 505 a 1% de significaAncia. Quando a fase de ino-
culagio ¢ plantula, todos os isolados apresentaram médias
altas quanto ao grau de micorrizagdo e n3o apresentaram
diferengas estatisticamente significativas & nivel de 1%
(Tabela 18).

A Tabela 19 mostra a comparagio das médias
pelo teste de Tukey das duas fases de inoculag3c testadas:
sementes e plantulas. Podemos verificar que h&a diferenga
estatisticamente significativa a nivel de 5 e 1% entre as
duas fases. Notadamente a fase de plantulas foi a melhor,
apresentando cerca do dobro da média de grau de micorrizagfo
(2,40) em relag3o a sementes (1,12).

Todos os i1sclados, com excegZo ao AT 502,
apresentaram diferengas significativas aoc nivel de 5 e 1%
para as fases de inoculagioc (Tabela 20). A fase de plan-
tulas do fator "fases de inocula¢3o” para todos os isolados
»,é a que apresentou maior média quanto a0 grau de
micorrizacio. Somente para o isolado AT 502 o teste de Tukey
para comparagio de médias nIo apresentou diferenga signi-
ficativa ao nivel de 5 e 1% entre as duas fases testadas

(Tabela 20).

Podemos verificar que com a utilizag3o de
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pléhtulas obtemos um resultado melhor, praticamente elimi-
nando o© problema de falha na micorrizagio de mu-
das.

Segundo LAPEYRIE & BRUCHET (1985) o primeiro
requerimento para a inoculagfo artificial € um indculo bem
crescido de uma forma gque possa ser usado para dispersar o
fungo ativo inteiramente no novo meio e realizar contato com
o sistema radicular da planta. No 1inoculante preparado
sequndo o item 3.16.1, as hifas cobriam as particuclas de
vermiculita; no entanto, nos tubetes as hifas externas
expostas ao substrato, talvez n3o temnham sobrevivido o
periodo entre a inoculaglo e o desenvolvimento de rai:zes
curtas. Durante este periodo as particulas de vermiculita
provém um nicho protetor para o micélio desprotegido
(MOLINA & TRAPPE, 1982). Segundo MARX et alii (1982), as
hifas internas as particulas de vermiculita protegidas € que
s3o responsavels pela efetividade do indculo.

Isto pode explicar o maior grau de micorri-
zagio quando utilizamos plantulas para produgfo de mudas. As
hifas externas colonizaram as rafizes curtas ja pré-formadas
das plantulas.

Para a utilizag3o de sementes, as particulas
de vermiculitas devem estar internamente tomadas pelas hifas
que ficam protegidas até a formag3do de raizes curtas. No
inoculante utilizado, talvez poucas particulas de vermicu-

lita estivessem internamente tomadas pelas hifas; por essa
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razdo ocorreram falhas na micorrizagfo das plantas prove-
nientes de sementes.

0 isolado AT 502 mostrou—se mais resistente,
pois nizo houveram diferengas na micorrizagi3o de plantas
provenientes de sementes e plantulas, confirmando os resul-
tados anteriormente obtidos com trés espécies de Efucalyptus,
onde obtivemos altas percentagens de plantas micorrizadas
com este isolado (Tabela 15).

A desvantagem do uso de plantulas para obten-
¢3o de plantas micorrizadas € que estas exigem um maior
cuidado durante os primeiros sete dias apdés o transplante.
Durante este periodo as plantulas s3oc muito sensiveis e
exigem culdados especiais, como um rigoroso controle de
umidade e temperatura. Parasa fins'préticos isto n3oc seria
viavel. Segundo MORO et alii (1988) a produg3io de mudas de
Eucalyptus vém sofrendo grandes avangos técnicos nos Gltimos
anos, visando automatiza¢io de todas as etapas, inclusive do
semeio; sendo assim, sugere-se para futuros trabalhos, a
utilizag¢io de particulas de vermiculitas maiores para gque as
hifas cresgam internamente as particulas ou o desenvolvi-
mento de outras técnicas para produgio de inoculante em qgue

as hifas figuem protegidas.

4.10. Avaliag3io da produgdo de inoculante de um isolado

de FPisclithus tinctorius em diferentes substratos

Apds os isolados serem testados em diferentes
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meios de cultura gquanto ao crescimento e produglio de bio-
massa (segundo os itens 3.8 e 3.9 respectivamente), foi
selecionadoc o isclado PI 314 que apresentou um desenvolvi-
mento normal das coldnias em todos os meios e n3o apresentou
diferenga estatisticamente significativa entre o0s meios,
gquanto a produg3oc de massa micelial (Tabela 22). Este iso-
ladoc foi testado gquanto & produg3o de inoculante em subs-—
tratos preparados com os diferentes meios anteriormente tes-—

tados, segundo o item 3.17. 0Os resultados do crescimento

do fungo nestes substratos estio apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Crescimento do isoclado PI 314 em diferentes subs-—

tratos.
PI 314
Substratos
RI RII RIII RIV RV RVI

Subst. MMN +++ +++ +++ +++ +++ +++
Subst. BDA +++ +++ +++ +t . 4+
Subst. BDA-D +++ +++ +++ +++ +++ +++
Subst. BDMT +++ +++ +4++ 4+ A+ o+
SUbst. MMNB +++ +4++ +++ +++ +++ 4+
Legenda: +++ abundante; ++ regularj; + escassaj; - auséncia

0 isolado PI 314 cresceu bem em todos os
substratos, podendo o inoculante deste isolado ser produzido

em gualguer um destes substratos testados.
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Propde~-se que seja realizado outro ensaio
para testar a efetividade destes inoculantes vistoc gque os

meios utilizados talvez afetem a qualidade do indculo.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho
permitiram concluir que:

a) Nenhum meio testado se apresentou melhor
que o meic MNM para o cultivo do fungo, mas para os isolados
AC12, PI314 e PIZ203 o crescimento nos meios MNMB, BDA, BDA-D
e BDMT foi igual ao cbtido no meio MNM.

b) Os isocladeos PI 203 e PI 314 n3Zo apresen-—
taram diferengas entre os meios testados para a produg3c de

biomassa.

c) Cada célula micelial possui dois nudcleos
com um tamanho médio de 2,439 u.

d) Os eventos da divis3io mitdtica em células
miceliais se mostraram similares a de alguns fungos fila-
mentosos em que ocorrem agregagio dos cromossomos formando
barras paralelas. 0 ndimerc de cromossomos n3o pode ser
determinado.

e) Os 1isolados Pt 185, FEP 2, FEP 3, Pt
taeda, FEP 5, obtidos de Finus apresentaram o mesmo perfil

eletroforético para esterases.
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" f) A melhor produg3o de protoplastos do iso-
lado FEP3 de Fisglithus tinctorius € obtida utilizando-se
micélio de quatro dias de idade, com a enzima litica Novozy-
me 234 e wmanitol 0,6 M como estabilizador osmético.

g) Dos isolados coletados, o AT 501 e AT 502
sdo os melhores para a sintese de micorriza em Eucalyptus
urophylla e £. paniculata. J&a para £. torelliana os melho-
res isolados foram AT 3502 e AT 3508.

h) O problema de falha na micorrizag3o de
plantas provenientes de sementes pode ser solucionado se

utilizarmos plantulas no lugar de sementes.
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Tabela 1. Medidas (cm) de diametros das coldnias em placas

contendo diferentes meios de cultura, dos isolados
AC1, AC3, AC6, ACB, ACl12, PIZ203, PI312, PI314,
PI316, ITAG, ITAll, Pt 185 e Pt taeda.

RI RII RIII RIV
D1 2,45 1,93 2,30 2,15
D2 4,00 3,90 3,90 3,65
MNM D3 3,45 5,20 5,10 5,05
D4 6,75 6,45 6,45 6,30
DS 7,90 7 420 7,415 7,00
Dé6 8,25 7,80 7,90 7,70
D1 2,10 2,10 2,15 1,60
D2 3,35 3,40 3,40 2,90
MNMB D3 4,35 4,00 4,10 3,85
D4 35,45 4,65 4,65 4,85
DS 6,33 5,20 5,10 5,35
D& 6,85 5,60 5,60 5,85
D1 2,05 2,13 2,05 2,10
D2 3,10 3,25 3,10 3,15
AC1 BDA D3 3,350 3,80 3,70 3,75
D4 4,35 4,65 4,55 4,60
DS 4,85 5,20 9,15 9,10
D6 5,35 5,65 3,60 5,60
D1 2,635 2,40 2,35 2,85
D2 3,60 3,25 3,25 3,75
BDA-D D3 4,30 3,95 3,90 4,40
D4 5,00 4,560 4,75 5,20
DS 5,60 5,20 5,25 2,70
D& 6,10 3,70 5,75 6,15
D1 2,30 1,80 1,95 2,20
D2 3,60 2,90 3,05 3,35
BDMT D3 4,20 3,75 4,05 4,25
D4 2,00 4,80 5,10 5,20
DS 3,50 5,50 5,80 6,00
D& 6,00 6,10 6,40 6,50
D = Diametro
R = RepetigSes

Continua



126

Tabela 1. Continug3o.

RI RII RIII RIV

D1 3,30 3,10 2,90 2,75

D2 4,30 4,20 3,90 4,00

MNM b3 5,30 5,23 5,00 5,20
D4 5,90 6,20 5,95 5,90

DS 6,30 6,65 6,30 6,235

D6 6,350 6,90 6,55 6,30

D1 2,80 2,40 2,35 2,70

bz 3,40 2,90 3,00 3,45

MNMB D3 4,10 3,50 3,60 4,05
D4 4,75 4,20 4,15 4,70

D3 5,30 4,65 4,75 5,20

D& 5,50 5,00 5,05 5,55

D1 2,90 2,80 2,85 2,70

D2 3,70 3,60 3,70 3,50

AC3 BDA D3 4,50 4,40 4,70 4,30
D4 5,20 5,10 6,00 5,00

DS 5,80 5,55 6,75 5,50

D6 6,10 6,00 7535 5,95

D1 2,85 2,75 2,85 2,80

D2 3,60 3,60 3,60 3,60

BDA-D D3 4,35 4,35 4,45 4,20
D4 5,10 5,10 5,25 4,95

D5 5,60 5,60 5,75 3,45

Dé 5,90 6,00 6,15 5,80

D1 2,60 2,30 2,25 2,10

D2 3,30 3,25 2,95 2,75

BDMT D3 4,00 4,05 3,460 3,40
D4 4,65 4,70 4,25 4,10

DS 5,15 5,20 4,65 4,50

D6 5,50 3,50 4,95 4,85

Continua
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Tabela 1. Continuag&o.
RI RII RII RIV
D1 3,05 3,10 3,10 3,30
D2 3,95 4,00 4,00 4,20
MNM D3 4,65 4,70 4,70 4,90
D4 5,95 6,05 6,00 6,15
DS 6,80 7,00 7,10 7,10
D6 7 .50 7,55 74570 7,70
D1 3,05 3,25 3,25 3,00
D2 3,85 4,00 4,05 3,80
MNMB D3 4,30 4,50 4,560 4,25
D4 5,20 5,35 5,50 5,10
DS 6,00 6,05 6,35 5,85
D6 6,65 6,70 7 400 6,50
D1 3,80 3,75 3,95 4,05
D2 4,50 4,50 4,65 4,75
ACs BDA D3 5,20 5,40 5,15 5,35
D4 6,05 6,355 6,09 6,40
DS 6,80 7,40 6,80 7,15
D6 7,40 8,00 7,45 7,85
D1 3,90 3,80 4,10 3,75
D2 4,60 4,50 4,80 4,45
BDA-D D3 5,15 5,10 5,50 4,95
D4 6,00 6,05 6,50 6,00
D5 6,65 6,70 7,30 6,65
D6 7,25 7,45 8,10 7,35
D1 3,15 2,80 2,90 3,05
D2 3,95 3,60 3,70 3,85
BDMT D3 4,45 4,10 4,20 4,35
D4 5,40 5,05 5,05 5,20
D5 6,10 5,85 6,85 6,00
D& 6,90 6,55 6,40 6,60

Continua
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Tabela 1. Continuag¢Xo.

RI RII RIII RIV

D1 2,95 2,75 2,75 2,73

D2 3,55 3,35 3,35 3,35

MNM D3 3,95 3,70 3,90 3,80
D4 4,80 4,30 4,90 4,60

D5 5,35 5,00 5,50 5,10

D6 3,80 5,45 6,00 2,70

D1 2,40 2,50 2,35 2,15

D2 3,00 3,10 2,95 2,75

MNMB D3 3,40 3,40 3,35 3,15
D4 4,05 4,10 4,05 4,05

DS 4,60 4,55 4,43 4,85

D6 5,15 3,00 4,95 5,40

D1 2,30 2,35 2,20 2,30

D2 3,00 3,05 2,90 3,20

AC8 BDA D3 3,20 3,40 3,20 3,60
D4 3,90 4,20 4,00 4,20

DS 4,55 4,93 4,70 4,90

D6 5,40 5,65 5,35 5,75

D1 2,20 2,10 2,10 2,10

D2 2,90 2,80 2,80 2,80

BDA-D D3 3,30 3,20 3,20 3,20
D4 4,20 4,00 4,00 4,00

D5 4,95 4,70 4,70 4,70

D6 5,40 5,30 5,30 5,40

D1 2,00 2,00 1,95 1,80

D2 2,60 2,60 2,55 2,40

BDMT D3 2,80 2,95 2,80 2,80
D4 3,35 3,70 3,55 3,50

DS 3,80 4,35 4,15 4,20

D6 4,40 4,90 4,795 4,85

Continua
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Tabela 1. Continuag3o.

RI RII RIII RIV

D1 3,00 3,00 3,05 3,30

D2 4,05 4,00 3,80 4,20

MNM D3 5,05 5,10 4,55 5,15
D4 6,40 6,45 5,80 6,75

D3 7,53 7,55 6,70 7,80

D6 8,35 8,15 7 550 8,55

D1 3,60 3,55 3,60 3,70

D2 5,05 4,90 4,90 5,10

MNMB D3 6,35 6,00 6,20 6,50
D4 8,10 7450 7,85 7,90

DS 8,60 8,65 ?,00 2,00

D6 8,55 2,00 9,00 9,00

Di 3,80 3,65 3,70 3,85

D2 5,20 5,00 5,00 5,10

AC 12 BDA D3 6,55 6,40 6,40 6,40
D4 7,80 7,75 7 480 7,80

D5 8,35 8,45 2,00 2,00

D6 8,350 8,80 2,00 2,00

D1 3,60 3,65 3,30 3,40

D2 5,20 5,10 5,00 4,90

BDA-D D3 6,75 6,75 6,50 6,50
D4 8,65 8,15 8,05 7,95

D5 2,00 8,55 8,50 8,75

D6 9,00 8,70 8,50 2,00

D1 3,70 3,45 3,45 3,40

D2 4,90 4,70 4,65 4,70

BDMT D3 6,10 6,00 6,00 6,00
D4 7,40 7,35 7 545 7,20

DS 8,10 8,20 8,05 7,65

D6 8,35 8,85 8,10 7,83

Continua



130

Tabela 1. Continuagdo.

RI RII RIII RIV

D1 2,20 2,40 2,15 2,35

D2 3,63 3,90 4,30 4,00

MNM D3 5,20 5,55 5,95 5,63
D4 7,10 7,395 8,10 7,70

DS 8,70 9,00 7,00 ?,00

D6 9,00 3,00 2,00 2,00

D1 2,095 1,95 2,05 1,75

D2 3,60 3,20 3,55 3,25

MNMB D3 3,10 4,40 4,95 4,80
D4 6,80 5,65 6,35 6,350

D3 8,10 6,60 7,00 7,73

D6 8,90 7,35 7435 8,75

D1 1,80 2,20 2,13 2,15

D2 3,50 3,95 4,00 3,85

PI203 BDA D3 5,10 3,35 5,595 5,35
D4 6,75 6,83 7,25 7,05

DS 8,05 7,75 8,35 8,25

D6 9,00 8,85 8,90 9,00

D1 2,70 2,40 2,20 2,40

D2 4,60 4,25 4,10 4,20

BDA-D D3 6,13 5,70 5,70 5,795
D4 7,85 7 550 7,20 7,40

DS 9,00 8,35 8,20 8,85

D6 2,00 9,00 8,70 9,00

D1 1,90 1,85 2,00 1,70

D2 3,10 2,90 3,15 2,80

BDMT D3 4,15 3,90 4,25 3,65
D4 3,30 4,95 5,45 4,70

D5 6,00 5,70 6,15 5,40

Dé6 6,90 6,35 6,85 6,15

Continua
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Tabela 1. Continuagio.

RI RII RIII RIV

D1 3,25 3,10 3,00 3,10

D2 4,10 3,95 3,80 3,95

MNM D3 5,93 5,70 5,40 5,695
D4 7,05 6,75 6,45 6,70

DS 7,95 7,60 7,20 7 5950

D& 2,00 ?,00 8,80 9,00

D1 2,60 2,50 2,65 2,60

D2 3,20 3,05 3,25 3,20

MNMB D3 4,40 4,10 4,30 4,15
D4 5,10 4,60 4,90 4,85

DS 5,65 35,10 5,45 5,35

D6 6,69 6,00 65,45 6,15

D1 2,35 2,80 2,65 2,50

D2 3,25 3,30 3,10 3,15

PI31Z2 BDA D3 4,10 4,30 4,15 4,10
D4 4,80 4,395 4,80 4,80

DS 5,30 5,60 5,40 5,30

D6 6,40 6,65 6,35 6,40

D1 2,55 2,70 2,65 2,90

D2 3,05 3,30 3,20 3,35

BDA-D D3 4,00 4,35 4,10 4,30
D4 4,53 5,00 4,80 35,00

D5 5,10 5,60 9,30 5,580

D6 65,05 6,55 6,30 6,40

D1 2,50 2,70 2,45 2,50

D2 3,20 3,30 3,20 3,15

BDMT D3 4,50 4,45 4,40 4,20
D4 5,20 5,20 3,10 4,90

D5 6,00 6,00 5,90 3,50

D6 7423 7,10 6,80 6,45

Continua
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Tabela 1. Continuag¢3o.
RI RII RIII RIV
D1 2,35 2,80 2,95 2,85
D2 4,05 4,30 4,65 4,45
MNM D3 5,40 6,00 6,05 6,10
D4 7,00 7,55 7,60 7,80
D5 8,10 8,65 8,75 2,00
D6 8,75 2,00 9,00 7,00
D1 3,20 2,95 2,95 3,05
D2 4,65 4,23 4,30 4,40
MNMB D3 5,70 5,15 5,20 5,33
D4 6,70 6,30 6,25 6,45
D5 7,55 7,15 7,10 7,35
D6 8,30 7,75 7,80 8,00
D1 3,20 3,05 3,35 2,63
D2 4,90 4,90 4,40 4,30
PI3Z14 BDA D3 6,25 6,15 6,75 5,75
D4 7,60 7,65 8,30 7,10
D5 8,60 8,355 ?,00 8,20
D6 2,00 3,00 2,00 2,00
D1 3,85 3,35 3,30 3,45
D2 5,60 4,390 4,85 5,15
BDA-D D3 6,90 6,05 6,10 6,35
D4 8,40 7,45 7,60 8,00
DS 9,00 8,15 8,55 8,60
D6 9,00 8,85 2,00 9,00
D1 2,00 2,80 2,15 2,95
D2 3,15 3,90 3,35 4,35
BDMT D3 4,00 4,80 4,30 .5,30
D4 4,90 5,85 5,25 6,25
DS 5,63 6,40 6,00 6,90
D6 6,25 6,96 6,60 7,40

Continua
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Tabela 1. Continuagio.

RI RII RIII RIV

Di 2,40 2,30 2,20 2,40

D2 3,60 3,50 3,40 3,45

MNM D3 4,40 4,20 4,05 4,153
D4 6,00 5,90 5,65 5,65

DS 7,20 7,20 6,93 7,00

D6 8,40 8,535 8,70 8,25

D1 2,40 2,45 2,10 2,40

D2 3,10 3,15 2,80 3,10

MNMB D3 3,55 3,55 3,30 3,50
D4 4,45 4,435 4,20 4,45

D5 5,05 5,05 4,95 5,05

Dé 5,895 5,75 5,63 5,80

D1 2,95 2,75 3,00 3,05

D2 3,65 3,45 3,70 3,75

PI1316 BDA D3 4,30 3,95 4,15 4,30
D4 5,45 5,10 4,90 5,00

D5 6,25 5,95 5,60 5,70

D6 7,00 6,80 6,75 6,80

D1 2,70 2,60 2,60 2,90

D2 3,60 3,50 3,90 3,80

BbA-D D3 4,10 4,05 4,00 4,30
D4 5,15 5,15 5,10 3,40

D5 6,00 6,10 6,00 6,15

D6 6,85 6,85 6,85 7,00

D1 2,80 2,60 2,10 2,50

D2 3,40 3,20 2,70 3,10

BDMT D3 3,85 3,65 3,15 3,50
D4 4,65 4,40 3,85 4,30

D5 5,30 5,00 4,30 4,90

D6 5,90 5,65 4,85 5,50

Continua
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Tabela 1. Continuag¢3o.
RI RII RIII RIV

b1 3,00 3,20 3,30 3,50

D2 4,40 4,80 4,70 4,95

MNM D3 5,95 6,30 6,30 6,45
D4 6,73 7,00 6,90 7,00

D5 7 430 7,40 7 430 7,45

D& 8,50 8,00 8,20 8,15

D1 3,00 2,80 3,10 3,15

D2 4,05 3,90 4,25 4,25

MNMB D3 5,30 5,20 5,60 5,55
D4 5,80 5,80 6,25 6,15

DS 6,25 6,30 6,80 6,75

Dé6 7,20 7,60 8,00 7 550

D1 2,90 2,80 2,85 2,85

D2 4,40 4,30 4,25 4,20

ITAL BDA D3 5,65 5,65 5,60 5,60
D4 6,25 6,20 6,20 6,25

D5 6,85 6,90 6,80 6,85

D6 8,15 8,20 8,10 8,00

D1 3,20 3,00 3,05 3,00

D2 4,40 4,30 4,40 4,15

BDA-D D3 5,60 5,50 5,70 5,45
D4 6,20 6,05 6,20 5,95

DS 6,80 6,65 6,80 6,60

D6 7,90 7,75 8,25 7,95

D1 2,35 2,75 3,00 2,95

D2 3,95 3,85 4,10 4,03

BDMT D3 4,75 . 4,90 5,20 5,15
D4 5,30 5,40 5,70 5,70

DS 5,90 5,95 6,20 6,20

D6 7,10 7,00 7 560 7,40

Continua
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Tabela 1. Continuagdo.

RI RII RIII RIV

D1 3,00 3,20 2,80 3,10

D2 4,30 4,60 4,10 4,65

MNM D3 5,75 5,95 5,45 6,00
D4 6,20 6,35 6,00 6,45

DS 6,70 6,85 6,45 7,05

Dé 7,30 8,00 7,50 8,15

D1 2,20 2,10 2,05 2,05

D2 3,30 3,10 3,05 2,90

MNMB D3 4,40 4,30 4,10 4,03
D4 5,00 4,80 4,70 4,65

D5 5,55 5,40 5,40 5,30

Dé 7,10 6,85 6,95 6,80

D1 2,05 2,30 2,40 2,30

D2 3,00 3,30 3,25 3,15

ITALL BDA D3 4,05 4,40 4,35 4,15
D4 4,70 4,90 4,90 4,75

D5 5,35 5,50 5,50 3,25

D6 7,25 6,935 7,05 6,65

D1 1,95 2,40 2,10 1,90

D2 2,90 3,35 2,90 2,90

BDA-D D3 4,05 4,55 4,00 3,95
D4 4,55 5,05 4,350 4,55

DS 5,25 5,60 5,05 5,10

Dé 6,60 7,00 6,30 6,45

D1 2,25 2,00 2,00 2,20

D2 3,10 3,10 2,95 3,00

BDMT D3 4,10 4,10 3,95 4,10
D4 4,60 4,65 4,45 4,35

D5 5,10 5,15 5,00 5,10

D& 6,30 6,30 6,20 6,20

Continua
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Tabela 1. Continuagfo.
RI RII RIII RIV
Di 4,90 4,95 5,05 4,90
D2 6,10 6,05 6,20 5,95
MNM D3 7,70 8,15 8,05 8,00
D4 8,10 8,65 8,80 8,75
D5 8,10 ?,00 9,00 9,00
D6 8,10 9,00 2,00 9,00
D1 3,00 3,25 2,50 3,30
D2 3,60 3,95 3,15 4,40
MNMB D3 4,10 4,75 4,05 5,50
D4 4,45 5,35 4,55 6,30
DS 4,70 5,85 5,10 7 430
D6 5,40 6,60 5,85 8,20
D1 2,45 2,30 2,40 2,30
D2 2,80 2,70 2,85 2,75
Pt 185 BDA D3 3,63 3,50 3,60 3,60
D4 4,25 4,20 4,20 4,25
D3 4,80 4,70 4,80 4,75
D6 6,00 5,90 5,90 5,90
D1 2,80 2,75 2,75 2,95
D2 3,25 3,15 3,15 3,355
BDA-D D3 3,83 3,70 3,80 4,25
D4 4,25 4,00 4,10 4,75
DS 4,55 4,30 4,35 5,10
Dé6 5,20 5,20 5,10 6,30
D1 2,40 2,30 2,00 2,50
D2 2,70 2,65 2,35 2,80
BDMT D3 3,350 3,50 3,153 3,30
D4 4,00 4,05 3,80 4,10
D5 4,60 4,60 4,30 4,60
D6 3,70 5,70 5,30 5,75

Continua
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RI RII RIII RIV
DL 4,30 4,15 4,00 4,20

D2 5,00 5,00 4,90 4,95

MNM D3 6,30 6,25 6,10 6,15
D4 6,80 7,15 6,80 6,90

Ds 7,35 7,75 7,45 7,50

D6 8,05 8,50 8,20 8,50

DL 2,95 2,65 3,05 2,65

D2 3,55 3,25 3,60 3,15

MNMB D3 4,45 4,20 4,60 4,00
D4 4,90 4,80 5,10 4,30

DS 5,25 5,20 5,45 4,75

D6 6,10 6,10 6,35 5,60

DL 2,60 2,75 2,60 2,70

Dz 3,05 3,30 3,15 3,30

Pt taeda BDA D3 4,00 4,15 4,10 4,20
D4 4,45 4,80 4,90 4,90

DS 5,25 5,20 5,45 5,75

D6 6,00 6,55 6,80 6,60

D1 3,00 3,20 3,15 2,90

D2 3,55 3,85 3,85 3,30

BDA-D D3I 4,20 4,85 4,85 3,95
D4 4,65 5,15 5,35 4,35

DS 4,95 5,45 5,80 4,75

D& 5,60 6,20 6,50 5,65

Dt 2,80 2,80 2,70 2,50

D2 3,25 3,15 3,15 2,95

BDMT D3 4,00 3,90 4,15 3,60
D4 4,60 4,45 4,85 4,30

DS 5,05 4,95 5,50 4,90

D6 6,20 5,85 7,00 5,90
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Tabela 2. Medidas dos pesos secos de micélio (g) dos isola-
dos AC1, AC3, ACsL, AC8B, ACl2, PIZ203, PI312, PI3i4,
PI31s6, ITR6, ITAll, Pt 185 e Pt taeda em diferen-
tes meios de cultura apdés 30 dias de incubagZXo.

Isolados Meios RI RII RIII RIv
MNM 0,05 0,04 0,04 0,04
MNMB 0,13 0,14 0,14 0,13
AC1 BDA 0,08 0,10 0,11 0,09
BDA-D . 0,09 0,08 0,09 0,08
BDMT 0,10 0,10 0,11 0,11
MNM 0,04 0,04 0,05 0,05
MNMB 0,12 0,16 0,11 0,41
AC3 BDA 0,10 0,09 0,09 0,10
BDA-D 0,08 0,08 0,09 0,08
BDMT 0,08 0,09 0,09 0,09
MNM 0,04 0,04 0,03 0,05
MNMB 0,12 0,12 0,14 0,13
AC6 BDA 0,08 0,08 0,10 c,10
BDA-D 0,08 0,10 0,08 Q,08
BDMT 0,10 0,10 0,09 0,09
MNM 0,03 0,06 0,06 0,05
MNMB 0,13 0,13 0,13 0,13
ACS8 BDA 0,12 0,12 0,12 0,11
BDA-D 0,10 0,10 0,10 0,10
BDMT 0,11 0,11 0,11 0,11
MNM 0,03 0,05 0,05 0,04
MNMB 0,09 0,13 0,10 0,12
ACL2 BDA 0,09 0,09 0,09 0,10
BDA-D 0,07 0,08 0,09 0,09
BDMT 0,09 0,08 0,10 0,10
MNM 0,01 0,02 0,03 0,01
MNMB Q0,06 0,04 0,04 0,04
PI203 BDA 0,02 0,02 0,02 0,03
BDA-D 0,02 0,02 0,02 0,02
BDMT 0,02 0,02 0,02 0,02
MNM 0,03 0,03 0,03 0,04
MNMB 0,09 0,05 0,11 0,09
PI312 BDA 0,08 0,08 0,08 0,08
BDA-D 0,07 0,07 0,07 0,07
BDMT 0,08 0,08 0,08 0,08

Continua
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Isolados

Meios

RI RII RIITI RIV
MNM 0,05 0,05 0,06 0,05

MNMB 0,07 0,05 0,05 0,08

PI314 BDA 0,05 0,04 0,04 0,04
BDA-D 0,03 0,03 0,05 0,03

BDMT 0,03 0,03 0,03 0,04

MNM 0,05 0,04 0,04 0,05

MNMB 0,09 0,09 0,10 0,10

PI316 BDA 0,08 0,07 0,08 0,07
BDA-D 0,07 0,08 0,08 0,07

BDMT 0,08 0,07 0,07 0,08

MNM 0,05 0,06 0,05 0,05

MNMB 0,13 0,13 0,13 0,13

ITAG BDA 0,11 0,12 0,11 0,11
BDA-D 0,11 0,11 0,11 0,11

BDMT 0,11 0,12 0,12 0,11

MNM 0,05 0,04 0,04 0,06

MNMB 0,13 0,12 0,12 0,12

ITAL1 BDA 0,09 0,09 0,09 0,10
BDA-D 0,09 0,10 0,09 0,09

BDMT 0,10 0,11 0,11 0,11

MNM 0,07 0,07 0,07 0,06

MNMB 0,15 0,14 0,13 0,14

Pt 185 BDA 0,20 0,21 0,20 0,17
BDA-D 0,11 0,11 0,11 0,11

BDMT 0,13 0,14 0,14 0,14

MNM 0,06 0,05 0,06 0,06

MNMB 0,12 0,13 0,12 0,13

Pt taeda BDA 0,17 0,19 0,18 0,18
BDA-D 0,11 0,10 0,10 0,10

BDMT 0,13 0,12 0,12 0,13
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Tabela 3. Avalia¢3o visual em escalas de notas de 0 a 5 da
sintese de ectomicorriza em £ELucalyptus urophylla
em diferentes niveis de aluminio.

Concentragdo de Al (ppm)
Isolados

Q S 10 15 20

R1 0 1 2 o) o
R2 O 0 1 o 9]
R3 2 3 1 1 0o
R4 1 0o 2 0 O
RS 2 1 0 0 1
R6&6 2 O 1 0 1
R7 2 Q 3 1 o
AC6 R8 1 O 1 1 1
R 1 ¢ 0o 1 o)
R10O 0 0 1 1 1
R11 &) 1 1 2 1
RiZ2 0 2 1 1 0
R13 1 0O 3 1 1
R14 1 0O 1 1 1
R1S5 0 1 0 1 9]
R16 1 3 1 1 1
R1 2 2 4 2 O
R2 1 2 4 2 1
R3 1 1 4 2 1
R4 1 2 3 3 9]
RS 1 1 1 1 1
Ré& 1 1 1 2 1
R7 2 O 1 1 2
ACS8 RB8 1 2 3 1 0
Re 1 1 1 2 1
R10 1 1 1 9] 0o
R1it 1 1 9] 2 1
R12 2 1 1 2 0]
R13 1 1 1 3 1
R14 3 0O 2 3 2
R1S 0 1 1 1 3
R16 1 1 1 2 1

Continua
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Continuagio.

Tabela 3.

(ppm)

Concentrag3o de Al

Isolados
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R10O
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R12

R13
Ri4

R13
R16

R1

R2

R3

R4

R3

Ré6

R7
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PI314

R9

R10

R11
R12

R13
R14

R1S
R16
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Tabela 4. Avaliaglo em escalas de notas de O a 10 da sinte-
se de ectomicorriza em Efycalyptus urophylla em di-
ferentes niveis de aluminio, através de colorag3o
de raizes.

Concentragdo de Al (ppm)
Isnlados

0 3 10 13 20

RI 3 8 3 2 3

RII 1 3 1 1 1

RIII 2 1 3 1 1

AC6 RIV 3 2 ] 8 2
RV 7 8 6 3 1

RVI 8 3 3 6 S

RVII S 4 3 3 1

RVIII 7 1 3 2 4

RI S 8 1 3 3

RII 2 S 1 2 4

RIII 4 3 S 10 0

ACS8 RIV 3 S5 3 3 8
RV < 3 5 2 4

RVI 7 4 3 8 5

RVII 9 8 1 3 5

RVIII 4 1 8 1 2

RI 3 3 8 3 1

RII 4 2 S 7 5

RIII 3 3 3 S 2

AC12 RIV 1 4 1 4 3
RV 2 1 8 4 2

RVI 1) 2 4 5 8

RVII 9 9 3 I 1

RVIII 1 2 3 7 1

RI 2 6 3 8 2

RII 2 3 7 3 5

RIII 1 3 3 2 S

PI314 RIV 3 3 4 2 2
RV 3 1 4 1 7

RVI 2 7 10 4 7

RVII 8 3 4 3 1

RVIII 1 2 2 4 1

Dados originais nZo transformados. Para efeito de analise

estatistica pelo teste paramétrico foram transformados em
1x na poténcia de 0,471489.
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Tabela 3. AvaliagZo em escalas de notas de 0 a 5 do grau de micorrizagZo de
mudas de Eycalyptus proveniente de semeio direto e plantulas ino—
culadas com isolados de FPisolythus tinctorius.

AT 502 AT 303 AT 304 AT 3555 AT 507 AT 309 AT S10

SEM FPLAN SEM PLAN SEM PLAN SEM PLAN SEM PLAN SEM PLAN SEM PLAN

Ri

R3
R4
RS
R6
R7

R10O
R11
R12
R13
R14
R15
R16

3
N WU b b WK U O WU b WU RN
a W B WP U UW N TR N R R W
b N O & B O U4 1 O O U k+ N O W
N W d b o b oo N & b M W H U b
O O O 0 0O O 0 0 © 0 O +» O +» O O
H WU Wb U Wk WO bW
B2 O U W O WU W O =+ O O N O O O
W o g b N N W W s W N
O O O W U O W W N O & N O N = K
N & N W O = N £ N o & W W - W
O O O W N B N = N O O = i O O O
N WU N o & o b = d +» N a b oo b W
N O = O U O W W O K+ + WO O O O
wmbpbanbwnwwmwo

Dados originais n2o transformados. Para efeito de anAdlise estatistica fo-

ram transformados em ix na poténcia 0,7129 + 0.



