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DESENVOLVIMENTO ECTOMICORRIZICO EM MUDAS DE Eucalyptus gnamﬁA
E Eucalyptus urophylLlLa INOCULADAS COM Pisolithus tinctorius

EM UM VIVEIRO COMERCIAL

Autora: LILIAN MARTA ARRUDA BACCHI
Orientador: Prof. Dr. TASSO LEO KRHGNER

RESUMO

‘Mudas de Eucalyptus grandis e E. wrophylla fo
ram inoculadas com o fungo PisolAithus tinctordius. As mudas
foram produzidas em tubetes, contendo uma mistura de vermicuy
lita e turfa, e receberam as praticas culturais de um vivei-
ro comercial. 0 indoculo constou de micélio do fungo <crescen
do sobre vermiculita/turfa umedecida com meio MMN. Nao foi
observada a formagao de ectomicorrizas tipicas, e embora com
tendéncia a maior crescimento, as mudas inoculadas nao apre-
sentaram desenvolvimento significativamente superior. Plan -
tas de E. urophyfla apresentaram maior percentagem de raizes

com manto do que mudas de E. granddis.

Mudas de E. grandis com 45 e 75 dias, foram
inoculadas com uma suspensao de fragmentos de micelio, e con
duzidas em viveiro comercial. As mudas inoculadas com Lg
dias mostraram uma maior percentagem de raizes com manto funp

gico, constituido por hifas com grampo-de-conexao. Nao foi



observado aumento significativo no crescimento de mudas com

a inoculagao.

Amostras de mudas de E. grandis retiradas do
mesmo viveiro nao apresentaram indicios de infecgcao ectomi-

corrizica aos 30, 60 e 90 dias de idade.

A viabilidade da suspensao de fragmentos de

micelio foi confirmada em meio-de-cultura.

O0s dois isolados de P. finctornius, usados
no presente trabalho, se mostraram capazes de formar ectomi-

corriza em condigoes axénicas.



ECTOMYCORRHIZAL DEVELOPMENT OF Eucalyptus grandis AND
Eucalyptus urophyllfa SEEDLINGS INOCULATED WITH

Pisolithus tinctorndus UNDER NURSERY CONDITIONS

Author: LILTAN MARTA ARRUDA BACCHI

f
Adviser: Prof. Dr. TASSO LEO KRUGNER

SUMMARY

Seedlings of Eucalyptus grandis and E. uro-
phyfla were inoculated with P. tincftorius. They were grown
in containers with vermiculite + peat mixture, receiving
the routine nursery treatment. The ectomycorrhizal fungus
inoculum was prepared in a mixture of vermiculite and peat
moss moistened with MMN solution. There was no typical
ectomycorrhizal formation and significant effects on plant
growth. However it could be observed in inoculated seedlings
a tendency for an increase in growth. Plants of E. urophylla
showed a higher percentage of roots with fungal mantle

compared to E. graunddis.

Forty five day-oid seedlingé of E. granddis
inoculated with triturated mycelium showed higher percentage
of roots with fungal mantle than the control. |t was not
observed any significant increase of growth of inoculated

plants.



A sample of seedlings taken from a commercial
nursery showed no ectomycorrhizal development on the E.granddis

seedlings.

The viability of triturated mycelium was

confirmed by plating it on MMN.

The two isolates of P. tincfornius used in this
study showed capacity to form ectomycorrhizal on eucalypt

seedlings under axenic conditions.



1. INTRODUCAO

Alguns géneros de esséncias florestais reque-
rem associagao micorrizica obrigatoriamente, nao se estabele-
cendo o plantio das mesmas na auseéncia do fungo simbionte. Al
guns destes generos sao Ables, Lanix, Picea, Pinus e Querncus.
Outros generos, denominados ectomicorrizicos facultativos, po
dem se estabelecer na ausencia destes fungos, como € o caso

de Cupressus, Betula, Alnus e Eucalyptus (MEYER, 1973).

Diversas especies de Eucafyptus spp. tem sido
encontradas em associacao com fungos ectomicorrizicos (PRYOR,
1956; CHILVERS & PRYOR, 1965; WARCUP, 1980). No Brasil, os fun
gos Pisolithus tinctonius e Sclernodemma sp. sao os mais fre-
quentemente encontrados em talhoes de Eucalyptus spp.(BARROS
et afii, 1978; SCHWAN, 198k4; CARVALHO et afii, 1987). 0 efei-

to destes fungos sobre o hospedeiro ainda nao é bem conhecido.

Em situacoes onde as micorrizas nao ocorrem,
qualquer agao que resulte em seu desenvolvimento devera au-
mentar o crescimento da planta ou mesmo, em casos extremos,
tornar viavel o estabelecimento da mesma quando de outra ma-

neira este nao seria possivel (SCHENCK, 1981; JACKSON & MA-



SON, 1984). Mais frequentemente ha a situacao na qual com os
métodos normais de plantio e cultivo, associagoes micorrizi-
cas se desenvolvem mas nao com os fungos que déem benefficio
maximo. Também pode haver um atraso consideravel antes que
as micorrizas se estabelegam. Se um fungo simbionte, mais
efetivo, pode ser introduzido com sucesso e se pode assegu-
rar que a associagao se desenvolva precocemente na planta,

entao a inoculagao devera resultar em beneficios.

No caso de Eucalyptus, a importancia da inocuy
lagao artificial foi reportada por GARBAYE et afil (1988), e

necessita ser testada para as condigoes brasileiras.

A inoculagao de mudas de Eucalyptus spp., com
fungos ectomicorrizicos, tem tido sucesso principalmente sob
condigoes axenicas ou de assepsia parcial (CHILVERS et alid,
1986; GRENVILLE et ali 4, 1986; POISSONNIER, 1987). Em vivei-
ro, as inoculacoes muitas vezes nao tém resultado no desen -
volvimento de micorrizas ou em resposta da planta (VIEIRA,

1984; YOKOMIZO & KRUGNER, 1983/1985b).

A producao de mudas no setor florestal vem
evoluindo nos Gltimos anos, com melhoria da qualidade e re-
dugao dos custos. A mudanca do sistema de sacos plasticos pa
ra tubetes reduziu a necessidade de area e mao-de-obra, dimj

nuindo o custo final da muda (MORO et afii, 1988).

Entre as vantagens do uso de tubetes para a



produgao de mudas de especies florestais, estao a boa quali-

dade do sistema radicular, menores riscos de contaminagoes
com agentes fitopatogénicos e a possibilidade de uma inocula
- . v 3 - - .

¢ao micorrizica controlada. Para tanto e necessaria uma com-
binagao substrato-fertilizagao-tecnica de inoculagao adequa-
da, aproveitando a vantagem do sistema radicular restrito,

que possibilita a localizagao do indculo (CHEVALIER, 1985).

0 presente trabalho teve como objetivos prin-
cipais:

- testar a eficiéencia de diferentes tipos e
doses de inoculo vegetativo, de diferentes isolados de PAis0-
Lithus tinctorius, no estabelecimento de ectomicorrizas em
mudas de eucalipto, alterando o minimo possivel o sistema co

mercial de producao de mudas por tubetes;

- observar o efeito da inoculagao em diferen
tes estagios de desenvolvimento da planta, sobre a quantida-
de de ectomicorrizas formadas em mudas de eucalipto e o de-

senvolvimento das mesmas.



2. REVISAQ DE LITERATURA

2.1. Associagoes micorrizicas em eucalipto

2.1.1. Ectomicorrizas

Em levantamentos realizados por WARCUP (1980),
na Australia, cerca de 90 espécies, de 13 familias, se mos~-
traram associadas a fungos ectomicorrizicos, e entre elas,

26 especies de Eucalyptus.

PRYOR (1956) atribuiu as falhas no plantio de
eucalipto no Hemisferio Norte a deficiéncia micorrizica. Ino
culando o fungo Sclerodeama sp. em solo esterilizado, o au-
tor observou uma melhor coloragao e um maior crescimento das
plantas, comparadas ao controle. Alem disso, pode ser consta
tado que algumas especies de Eucalyptus, principalmente aque
las pertencentes ao grupo Renanthera, foram altamente depen-
dentes da associagao, enquanto Eucalyptus bicostata nao so-

freu os efeitos da mesma.

Todas as 152 espécies de Eucalyptus, testadas
por CHILVERS & PRYOR (1965), se mostraram capazes de formar

micorriza, embora plantas individuais, algumas vezes, se



apresentassem nao infectadas. Segundo BAKSH| (1966), todas as
especies de eucalipto, na Australia, mostraram possuir mi-

corriza, independente do grupo a que pertenciam.

Em pesquisa realizada na [ndia, por SINGH e
KUMAR (1966), Eucalyptus tereticornis e E. citriodora mostra
ram abundante presenca de ectomicorrizas, enquanto em E.gran

d<s, embora presente, a associagao nao se mostrou frequente.

Qito tipos de ectomicorrizas, encontradas ori
ginalmente em florestas nativas de Eucalyptus spp., foram
descritos por CHILVERS (1968), baseado, principalmente, na
organizagao do tecido do manto e na estrutura das rizomorfas
associadas. 0 autor nao se preocupou em identificar o fungo,

ou os fungos possivelmente associados a cada tipo descrito.

Um fungo ectomicorrizico, nao identificado,
fei inoculado em espécies do subgenero Monocalyptus, Eucalyp
tus dives, E. fastigata, E. pilulanis e E. nossii, e do sub-
genero Symphyomyntus, E. grandis, E. nobusta, E. nudis e E.
vaminalis, sem que fosse observada diferencga significativa
no numero de plantulas infectadas, entre as espécies (CHIL-

VERS, 1973).

Chilvers !, citado por MALAJCZUK et alii (1975),

' CHILVERS, G.A. Mycorrhizas and the problem of association

in Eucalyptus L'Herit. Aust. Natl. Univ., 1973.
(Ph.D. Thesis).



observou a colonizagao de raizes de Eucalyptus por Rhizopo

gon Luteolus sem a formagao de raizes micorrizicas.

MARX (1975) relata a ocorréncia de abundante
associacao ectomicorrizica em talhoes de Eucalyptus globu-
Lus de 3, 7 e 12 anos, em altitudes de 3170 a 3290 metros,

no Peru.

Inoculando PLsolithus tinctorndlus, em culturas
axenicas, CHILVERS (1973) obteve a formagao ¢ de micorrizas
em Eucalyptus maculata, E. fastigata, E. siebendi, E. nadia-
ta, E. badidgesdiana, E. sZ-johnii, E. wolyanthemos e E. Leu-
coxyfon. O autor observou pequena especificidade hospedei-
ro-simbionte dentro deste género. MALAJCZUK (1979) encon -
trou um desenvolvimento preferencial de ectomicorrizas em
hospedeiro (E. marginata ou E. calophyfla) do qual o fun-
go simbionte foi isolado. Os fungos inoculados foram Boletus

sp., Russula sp., lactarius sp. e Ramandia sp.

CHU-CHOU & GRACE (1981) observaram a associa
¢ao de Hymenogaster albus com Eucalyptus delegatensdis, E.
saligna, E. nitens, E. fastigata e E. negnans. A inoculagao
de suspensao de esporos do fungo em plantulas de E. safigna
provocou a formagao de ectomicorriza de coloragao  marrom-

dourada.

Em experimentos realizados por MALAJCZUK eZ

alid (1982), Laccaria Laccata, Amanita muscardia, Hebeloma



crustulindforme, Cenococcum geophilum, Pisolithus Ztincto-
nius, Paxillus involutus, Sclerodeama Laeve, Astraeus pie-
nidis, Hydnangium carneum e Hymenogastern afbellus formaram
ectomicorrizas com onze espécies de eucalipto, sendo que
os dois Ultimos fungos se mostraram especificos para o
genero. As ectomicorrizas de eucalipto mostraram uma gama
de caracteristicas morfologicas, de uma simples raiz curta
com manto a uma ramificagao complexa. Foi constatado um
acumulo de compostos fendlicos nas células epidérmicas,que
diferiu em funcao do fungo responsavel pela colonizagao,

particularmente entre fungos compativeis e incompativeis.

Segundo BARROS et alii (1978), os fungos ec-
tomicorrizicos mais comumente encontrados em associacgao
com Eucalyptus spp., no centro-leste e leste brasileiros,

sao Pisolithus Zinctonius e Sclenodenma spp.

YOKOM!1Z0 & KRUGNER (1983/85a) encontraram o
fungo Pilsolithus Zinctornius associado a Eucalypfus citrio-
dona, E. granddis, E. saligna e E. viminalis, em diversas

regioes de Sao Paulo e Santa Catarina.

Em levantamentos realizados por SCHWAN (198L4),
na regiao de Vigosa, Minas Gerais, foram encontrados tres
tipos de ectomicorrizas, caracterizadas como tipo.l (Euca-

Lypius grandis + Sclenrodeama sp.) em viveiro e tipos 2 (Eu

calyptus cdtniodora + Pisolithus tinctonius)le 3 (Eucalyptus

rnobusta + PLsolAthus tinctorndius) em florestas.



Em levantamentos, realizados por CARVALHO et
alidl (1987), na regido de Alfenas, Minas Gerals, foi notada
a presenga de tré@s fungos ectomicorr{zicos associados a eu-
calipto, Pisolithus tinctordius, Ramaria fLavo-brunescens e

Sclenodenma sp.

MALAJCZUK et ali{(1987) estudaram a associa-
¢ao de Eucalyptus manginata e E. divernsicolor com os  fun-
gos Coatinarius spp. e Hysterangium Ainflatum, que envol~-
viam o sistema radicular das plantas. As raizes se apresen-
tavam envoltas por hifas mal entrelagadas que se difundiam
através do solo, e seu aspecto lembrava o de rafzes nao co-
lonizadas por fungos ectomicorrizicos. No entanto, em obser
vagoes ao microscopio, os autores puderam constatar a pre-
senga de rede de Hartig bem desenvolvida, pela colonizagao
de ambos os fungos. A associagao foi denominada de "ectomi-
corriza superficial™ e a hipotese de possuir capacidade de

estimular o crescimento foi levantada.
2.1.2, Ecto x endomicorrizas

Uma sucessao endo-ectomicorriza pode ser ob-
servada em experimentos realizados por LAPEYRIE & CHILVERS
(1985). Aos dois meses de idade as pl3ntulas inoculadas a-
presentaram, em média, 43,5% do comprimento da raiz infecta
do com endaomicorriza e apenas 2,3% com ectomicorriza. Com 5
meses de idade as percentagens eram 19,5 e 9,0%, respectiva

mente.



CHILVERS et afii (1987) observaram uma rever
sao na relacao de nuUmero de raizes com micorriza vesicular-
arbuscular (MVA) e nimero de ectomicorrizas de 3:1, em plan
tulas de Eucalypius dumosa com 2 meses, para 1:3 aos 5 me-
ses. Segundo os autores, os fungos ectomicorrizicos demoram
a iniciar a infecgao, mas possuem uma colonizacao relativa-
mente rapida e extensa, sendo melhor adaptados as relacoes

simbioticas perenes.

CARVALHO & MUCHOVEJ (1987) estudaram a con-
tribuicao de alguns fungos endo e ectomicorrizicos para o
crescimento de plantas de Eucalyptus grandis e o aclGmulo
de nutrientes nas mesmas. ApOs 4 meses puderam observar, pa
ra todos os parametros, a superioridade dos fungos ectomi-
corrizicos testados, PAisolithus tinctordus e PaxillLus Anvo-
Lutus, e um efeito depressivo dos fungos endomicorrizicos,
Gigaspora heternogama, Acaulosponra scrobilculata, GLomus ma-

crocanpum e GLomus fasciculatum.

Em experimentos conduzidos em casa-de-vegeta
¢ao, por PEREIRA et alii (1987), diversas espéecies de fun-
gos endomicorrizicos se mostraram pouco eficientes na micor
rizagcao de Eucalyptus ghandis. Mesmo a espécie capaz de co
lonizacao micorrizica, GLogmus clarum, nao influenciou o de-

senvolvimento das mudas.
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2.1.3. Efeitos da associagao micorrizica sobre o

hospedeiro

Neumann'!, citado por MALAJCZUK et afidi (1975),
observou um aumento no crescimento de plantulas de Eucalyp-
tus camaldulensis na presenca de PLsolithus tinctordius, em-
bora sem a formacao de micorrizas, que atribuiu 3 atividade

do fungo na rizosfera.

ASHTON (1976) observou que a associagao mi-
corrizica de Eucalyptus regnans, com diversas espécies de
fungo, nao se mostrou essencial a plantulas de até 3 meses,
sob condigoes de altos niveis nutricionais e asséptica. Pa-
ra SINGH & KUMAR (1966) a associagcao micorrizica, em euca -
lipto, pode nao ser obrigatdria durante os primeiros 2 ou
3 anos, embora seu estabelecimento nesta fase seja util aos

anos subsequentes.

MALAJCZUK (1979) observou que Eucalyptus ca-
Lophylla, espécie resistente a Phytophthora cinnamomi, se
apresentava com colonizagao ectomicorrizica mais intensiva

do que E. marg4inata, suscetivel ao patdgeno.

IMANA & PRADO JONIOR (1979) obtiveram maior

1
NEUMANN, R. Relationship between Pisolithus Ltinctondius

(Mich ex Pers) Coker et Couch. and Eucalyptus camaldu-
Lensis Dehn. Bull. Res. Counc. Isxa. Sect. D. Bot., 7:

116-20, 1959.



altura de mudas e comprimento da superficie foliar de Euca-
Lyptus grnandis, inoculado com micéljo de Pisolithus Zincto-
nius. Nao houve, no entanto, a formagao de ectomicorriza tf
pica, levando os autores a considerar uma associacao endomi

corrizica vesicular-arbuscular.

Segundo LAPEYRIE & BRUCHET (1983), a associa
cao de Eucalyptus delegatensis com fungos ectomicorrizicos,
se mostrou necessaria ao estabelecimento da espécie em so-
los calcicos na Frangca. LAPEYRIE & CHILVERS (1985) obser-
varam que Eucalyptus dumosa se comportou como uma espeécie
tolerante a solos «calcicos, somente com a inoculagao de
fungos micorrizicos. A inoculagao foi feita atraves da adi-
¢ao de solo superficial contendo esporos de fungos simbion-
tes. Os tratamentos nao inoculados mostraram uma contamina
cao com fungos endo e principalmente ectomicorrizicos, di-
ferentes dos encontrados nas parcelas inoculadas, sem que

as plantas apresentassem tolerancia ao calcario.

VIEIRA (198L4) obteve infecgao das mudas de
Eucalyptus grandis, apenas com um dos tres isolados de PAL-
s0Lithus tinctorndius testados. Nao foi observada, entretanto,
uma associagao simbiotica mutualistica, sendo a altura, pe-
so da matéeria seca e concentraggo de diversos elementos na

planta as mesmas para mudas micorrizadas e nao micorrizadas.

Plantulas de Eucafyptus pifulanis, com ecto-

micorrizas, se mostraram capazes de reter, no sistema radi-
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cular, grande parte do fosforo absorvido, que era transfer]
do para a parte aérea na falta de suprimento externo, con-
sequindo sobreviver em solos com deficiéncia deste mineral

(MULLIGAN & PATRICK, 1985).

Segundo YOKOMIZ0 (1986), a associacao de es-
pecies de Eucalfyptus com PLsolLithus tinctornius, nao apre
senta efeitos sobre o desenvolvimento das mudas, em fase

de viveiro.

GARBAYE et afiL (1988) obtiveram um aumento
na altura de mudas do hibrido Eucalyptus urophyllfa x E. kixr
tondiana, com a inoculacao de PLsolithus tinctordius e Scleng
deama fexense. No campo, este efeito s6 pode ser notado 20
meses apos o transplante, permanecendo a vantagem das plan-
tas inoculadas aos 27 e 50 meses, embora nenhuma ectomicor-
riza devido a P. ftinctonius tenha sido encontrada na oca-

siao.

2.1.4k, Associagao ectomicorrizica Pisolithus tinc-

tondius - Eucalypilus spp.

A ectomicorriza formada na associagao PLs0-
Lithus tinctordius - Eucalyptus nova-anglica, descrita por
ROSE JONIQR et afid (1981), possuia coloragao marrom a mar
rom dourada, forma monopodial ou ramiforme, manto com hi-
fas fortemente entrelagadas, rede de Hartig nas camadas ex

ternas do cortex e hifas com grampos de conexao frequentes.
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As ectomicorrizas formadas por Pisolithus

tinctonius em Eucalyptus spp., segundo YOQKOMIZO & KRUGNER

(1983/85a), eram do tipo ramiforme ou piramidal aberto,
apresentando manto, rede de Hartlg ate as proximidades da
endoderme e segmentos de hifas e rizomorfas se irradiando
no solo.

Segundo CHILVERS & GUST (1982b), as raizes
com ectomicorriza possuem um crescimento mais lento, porém
mais persistente do que as nao infectadas por PAlsolithus
tinctonius. Observaram que a infecgao micorrizica por Piso-
Lithus tinctonius promovia uma maior ramificagao das rafi-
zes. Os autores nao descartaram a hipotese do fungo crescen
do sobre a superficie de raizes nao infectadas causar o}

mesmo efeito.

MASSICOTE et afii (1987) observaram que plan
tulas de Eucalyptus pillulanis apresentaram raizes laterais
de primeira ordem disponiveis para a sintese de micorrizas
em um periodo de 2 a 4 semanas ap6s a germinagao. Hifas de
Pisolithus tinctondius induziram a formacao de ectomicorrj
za com manto espesso, rede de Hartig, e com morfologia fi-
nal dependente do estagio de elongamento das' raizes laterais
quando da colonizacao. Foi observado, também, que a presen-
ca do fungo ectomicorrizico aumentava a iniciagao de raizes

laterais.
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2.2. Tipos de inoculo ectomicorrizico

A major parte das técnicas de inoculagao re-

portadas com fungos ectomicorrizicos envolve basidiomicetos

em pinus e eucalipto. Alguns tipos de inoculos naturais e
produzidos em laboratorio, e diversos modos de aplicacgao
destes tem sido usados durante anos. Muitas das tecnicas

tem tido sucesso, outras nao (MARX & KENNEY, 1982).

Os tipos de indculo ectomicorrizico, citados
por TRAPPE (1977), sao, inoculagao espontdnea atraves de
propagulos residuais no solo ou esporos transportados de ou
tros locais; incorporagao de solo e himus com propagulos em
substrato de plantio; transplante de plantulas micorrizicas
em canteiros de viveiros; esporocarpos, esporos ou esclero-
dios; e, cultura micelial pura. MARX & KENNEY (1982), se re
ferem, basicamente, aos mesmos tipos de inoculo, como inocu

lo de solo, inoculo de esporos e inoculo vegetativo.

Algumas tecnicas de inoculagao, descritas por
RIFFLE & MARONEK (1982), sao a inoculacao difusa; localiza-
¢ao do indculo abaixo das sementes; mergulho de rafizes em
lama ou agua contendo indculo micorrizico; e peletizacao de
sementes, encapsulando-as com basidiosporos do fungo ecto-

micorrizico.

0 indculo de solo de plantagoes e ''stands' na

turais contem uma mistura de fungos. Segundo RIFFLE & TINUS
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(1982), uma das razoes dos bons resultados obtidos com ino-
culo de solo é a possivel introducao de mais de um fungo mj
corrizico, o que aumenta a chance de se ter ao menos um sim
bionte efetivo. Entretanto, a maior desvantagem no uso
deste tipo de inoculo, como salientam os autores, € o risco
de transmissao de doencas causadas por patogenos de solo.
Por esta razao, o uso de indculo de solo nao pode ser usual

mente recomendado.

MARX et alid (1976) introduziram artificial-
mente inoculo vegetativo, produzido em turfa/vermiculita u-
medecida com meio nutriente, e basidiosporos de PLsolithus
tinctonius em solos de 3 viveiros, de pinus, nos Estados
Unidos. Observaram que ectomicorriza formada por inoculo de
basidiosporos nao dominou o sistema radicular ou estimulou
o crescimento de plantulas tanto gquanto o inoculo vegetati-

vVOo.

Segundo SMITH (1982) um indculo liquido em
frascos de cultura agitados formou uma biomassa em 6 dias
que, de outra maneira, requereria 6 semanas em frascos para
dos ou substrato solido. Qtimizando a taxa de <crescimento
em meio favoravel para tanques de fermentacao, e com formu-
lacao apropriada, de acordo com o autor, & possivel se pen-
sar em producao do fungo micorrizico Pisolithus ZLinctorius

para uso comercial em florestas.

0s problemas apresentados pelo emprego de



16

inoculo produzido artificialmente, listados por KRBGNER
(1986), sao crescimento lento ou ausencia de crescimento de
alguns basidiomicetos em meio de cultura, perda de viabili-
dade durante transporte e armazenamento, e, competicao com

outros microrganismos do solo diminuindo sua eficiéencia.

Um método simples de produgao de micorrizas
€ descrito por MULLETTE (1976) e, possibilita que plantas

micorrizicas sejam usadas em uma grande gama de experimen-

tos, inclusive estudos controlados sobre nutrigéo de Euca-
Lyptus. As plantas foram cultivadas em vaso
Leonard sob condigoes estéreis ou nao, em solo ou

quartzo moido com solugao nutriente. No quartzo estéril, a
inoculagao com corpo de frutificacao moido de Pisolithus
tinetorius induziu mais que 70% das plantulas de Eucalyp-
tus gummifera testadas a formar micorrizas de coloragao ama
relo mostarda. Em solo arenoso nao estéril, nutricionalmen-

te pobre, 92% das plantas inoculadas foram infectadas.

GRENVILLE eX alidi (1986) puderam observar a
formacao de ectomicorriza tipica com a inoculacao de cinco
isolados de PisolLithus tinctorius em Eucalyptus pllulandts,
sob condigao de assepsia parcial, em sacolas plasticas e
substrato de papel umedecido com solugao nutriente. As mi-
corrizas foram observadas apds 6-9 dias da inoculagao, sen-
do que o isolado mais eficiente na infeccao das plantulas

mostrou tambeém um crescimento mais rapido em cultura pura.
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Uma tecnica simples e flexivel de inoculacgao
para sintetizar ectomicorriza em plantulas de eucalipto, foi
desenvolvida por CH|LVERS et afddl (1986). A formagao de mi-
corriza € sob condi¢oes ax&nicas, em placas-de-petri, pelo
metodo '"paper-sandwich', e a associacao se estabelece rapi-

damente, podendo ser visualizada a partir de 5 dias.

POISSONNIER (1987) cita alguns de seus tra-
balhos sobre micorrizagao 4n vitno de eucalipto. Apds o en-
raizamento as plantas sao transferidas, individualmente, pa
ra tubos com substratos aerados (vermiculita, perlita, ce-
lulose) embebidos em meio de Melin. 0 autor conseguiu uma
eficiencia de 26% para a inoculagao de PLsolithus ftincto-

niusd nesta fase, e 25% para PaxifLlus Linvolutus.

2.3. Fatores importantes a formagao de ectomicorrizas

2.3.1. Consideragoes gerais

Segundo CHILVERS (1968) a sintese de micorri
za em cultura pura, indica apenas a habilidade do fungo em
infectar o hospedeiro, o que nao significa que o fara no am
biente normal do solo. Em cultura pura, o fungo e suprido
com alto potencial de inoculo, geralmente com micelijo bem
nutrido, os fatores de competigao sao excluidos e a planta

cresce sob condigoes artificiais.

0s resultados dos trabalhos realizados por

DUDDRIDGE (1986a; 1986b) demonstraram que a associagao mi-
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corrizica € muito influenciada pela quantidade de nutrien-
tes do meio. Um aumento na agressividade do fungo, devido a
presenga de uma fonte de carbono prontamente assimilavel.
pode induzir uma associac3ao compativel, e provocar a forma-
¢ao de micorriza em um hospedeiro que normalmente nao seria

colonizado pelo fungo.

As misturas artificiais de turfa-vermiculita
vem sendo muito utilizadas como substrato, em viveiro, e em
bora nao apresentem, em geral, fungos micorrizicos, supor-
tam satisfatoriamente o desenvolvimento das plantulas com
adubacao apropriada. No entanto, inoculagoes deveriam ser
feitas no sentido de assegurar uma boa formagao ectomicorrj

zica apos o transplante (TRAPPE, 1977).

YOKOMIZO & KRUGNER (1983/85b) n3o obtiveram
a formagao de ectomicorrizas em Eucalyptus citriodora e E.
saligna, com a infestagao do solo com inoculo vegetativo e
esporos de Pisolithus tinctondius, obtidos de povoamento. de
eucalipto. Segundo os autores a auséncia de micorrizas tipi-
cas nas mudas foi resultado da incapacidade do fungo em se
associar ao eucalipto na fase de viveiro ou das limitagoes
da metodologia empregada. MULLETTE (1976) acredita que par-
te da falta de sucesso no estabelecimento de micorrizas em
eucalipto experimentalmente, resulta da falha de determina-
¢ao de condicoes ambientais satisfatorias para o estabeleci

mento da infecgao.
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Segundo LAPEYRIE & BRUCHET (1985), infeccgoes
ectomicorrizicas parciais ou mal sucedidas tem sido constan-
tes em experimentos com fungos micorrizicos. Nenhum dos fun
gos ectomicorrizicos introduzidos em viveiro por GARBAYE et
alii (1988), foi capaz de estabelecer uma simbiose estavel
e efetiva.

Segundo CHILVERS et aldidl (]986); 0s processos
que vem sendo usados para desenvolver ectomicorrizas em plan
tulas de pinus, tém resultado em poucas inoculagoes bem suce
didas em eucalipto. Os autores levantam a hipotese das fa-
lhas na formacao de micorriza, estarem associadas a fase de
prée-infeccao, quando o fungo deve crescer radialmente e en-

trar em contacto com a raiz.

Para MARX & SCHENCK (1983) somente dois pré-
requisitos parecem importantes ao sucesso da inoculagao com
Pisolithus tinctorius, em pinus, a fumigacao efetiva do solo

e um indculo altamente viavel.

Segundo DIXON et afii (1985), as praticas cul
turais normalmente utilizadas em viveiros comerciais, reque-
rem modificagoes para a producao de mudas com ectomicorriza
abundante. As misturas artificiais para substrato e as apli
cagoes frequentes de fertilizantes sollveis concentrados po-
dem, de acordo com MOLINA & TRAPPE (1982), minimizar ou re-

tardar a formagao ectomicorrizica.

Segundo JACKSON & MASON (198L4) uma alta inten

sidade luminosa, solos com fertilidade moderada, auséncia de

déficit ou de excesso de umidade, solos moderadamente acidos
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e temperatura ligeiramente alta, favorecem o desenvolvimento

de ectomicorrizas.

Alguns fatores, citados por CHEVALIER (1985),
responsaveis pelo sucesso da inoculacao sao a qualidade e a
quantidade de indoculo, o poder infectivo do fungo, o momento
da inoculagao, a localizacao do indculo, a capacidade de so-
brevivencia do fungo no solo ou substrato, niveis baixos de

fertilizacao, desinfecgao do substrato, temperatura e umidade.

KHALIQUE & BEG (1976) observaram uma redugao
na frequéncia micorrizica, em Eucalyptus camaldulensis, em

solo com 0,3% de salinidade, e ausencia total com 1,5%.

A maioria dos fungos ectomicorrizicos desenvol
vem-se com dificuldade em solos com deficit de agua, e requerem

um substrato adequadamente aerado (MEYER, 197h4).

Segundo RUEHLE (1983), a orientacao do siste-

ma radicular resultante do uso de tubetes para a producao
de mudas, & desaconselhavel para o desenvolvimento ectomicor

rizico apds o transplante.

A percentagem de micorriza aumentou com o au-
mento da luminosidade e foi maior a niveis intermediarios
(62 ppm) de nitrogénio, conforme observado por EKWEBELAM &
REID (1983), na associacao de Pinus contorta e Pisolithus
tinctonius ou Sudlllus granulatus. Um aumento na frequencia
micorrizica, em Eucalypius negnans, com o aumento na intensi

dade luminosa jd havia sido observado por ASHTON (1976).

SHWAN (1984) pode observar uma grande diferen



21

¢a na percentagem de ectomicorrizas em 2 lotes de Eucalyptus
grandis, no viveiro. 0 lote 01 (semeado em setembro/82) apre
sentou 31 a 48% das raizes com micorriza e o lote 02 (junho/83)
9 a 30%. Nos meses de setembro a novembro de 1983, no lote 02
ocorreu um aumento na infeccao micorrizica, seguido por uma
redugao no més de dezembro, possivelmente devido ao alto
valor de precipitacao associado a area plana e solo argiloso.

BETTIOL ¢ KR%GNER (1986), obtiveram um efeito
negativo de diversas fontes de matéria organica sobre a for-
magao de micorrizas por PLs0Lithus Zinctondius e Thelephora
tennestnis em Pinus candibaea var. hondunensis. No entan
to, houve tendéncia a um maior desenvolvimento das mudas na
presenca de matéria organica, pelo seu efeito direto sobre
as mesmas.

Mudas de Quencus velutina e Q. alba, produzi
das em recipientes de 45 polegadas clbicas, com substrato de
turfa-vermiculita (1:1), esterilizado, foram inoculadas com
inoculo micelial de Pisolithus tinctordius antes da semeadu-
ra; e submetidas a praticas culturais diversas. A irrigacao
em dias alternados se mostrou mais favoravel 3 infecgao mi-
corrizica do que a diadria, assim como as temperaturas mais
elevadas e os niveis de fertilizagao mais baixos. A densida-
de do inoculo mostrou também algum efeito sobre a percenta -
gem de raizes laterais com micorriza, sendo obtido cerca de
4% a 1,2 pol®/tubete, 40% a 1,5 e 50% a 1,8 pol3 (DIXON

et alii, 1985).
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2.3.2. Caracteristicas do fungo simbionte

Segundo MIKOLA (1973) para a inoculagao de
culturas puras ter sucesso, o fungo introduzido deve ser ca
paz de competir com a populagao microbiana natural do solo,
e para sobressair-se a esta, grandes quantidades de inoculo
devem ser aplicadas e as condigoes no solo devem favorecer

O mesmo.

Segundo TRAPPE (1977), diversas caracteris-
ticas deveriam ser levadas em consideracao na escolha de
um fungo ectomicorrizico para inoculacao. A resposta provo-
cada no hospedeiro, a especificidade, o crescimento em cul-
tura, a adaptabilidade ecologica, a tolerancia a toxidez do
solo, a absorgao de nutrientes, a producao de reguladores
de crescimento e a interagao com outros organismos do solo
sao algumas das caracteristicas nas quais diversas espécies
de fungos podem diferir, e que determinam sua capacidade em

formar micorriza.

Pisolithus tinctorndus ja foi encontrado em
33 paises, de condigoes climaticas e solos diversos, em L6
especies hospedeiras de diferentes géneros, incluindo Abies,
Betula, Canya, Eucalyptus, Pinuw, Pseudotfsuga, Quercus e

Tsuga (MARX, 1977).

Segundo GRAND (1976) a presenga de Pisoldi-

thus tinctorius ja foi constatada em 36 estados dos Estados



23

Unidos e em outros paises como Australija, Brasil, Canada,
China, Franga, Alemanha, Honduras, Méxlco, Nova Zelandlia,

Portugal, Porto Rico e Africa do Sul.

Sequndo MARX et alidi (1982) Pisolithus tinc-
tonius tem diversas caracteristlcas que fazem com que seja
indicado para aplicacao pratica, entre outras, sua propaga-
cao em laboratério, grande gama de hospedeiros, distribui-
gao cosmopolita e adaptagao a condigoes adversas de solo.
Em trabalhos realizados por GARBAYE et afidi (1988), P.tinc-
tonius se mostrou muito eficiente, porém pouco competitivo,

comparado aos fungos nativos.

Segundo TRAPPE (1977), a variacao ecotipica
dentro de um fungo micorrizico pode ser tao pronunciada co-
mo as diferencas entre espécies. Isolados de um fungo micor
rizico podem diferir marcadamente em uma variedade de carac
teristicas. Assim, diferentes isolados de P{is0lithus tincilo
nius podem apresentar diferentes capacidades em formar mi-

corrizas em pinus.

MARX (1981) observou diferengas na capacida-
de de formar micorriza em Pdinus taeda, de 21 isolados de
Pisolithus tinctorius. 0 autor pode constatar que o reisola
mento aumentou significativamente o desenvolvimento micorr]
zico e, que a taxa de crescimento em cultura pura nao apre-

sentou re!agEo com a capacidade de formar micorriza.
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Segundo MOLINA & TRAPPE (1982), fungos que
nao crescem ou o fazem muito lentamente em cultura podem
ser altamente especializados em sﬁa relagao simbiotica e be
neficiar o hospedeiro de maneira consideravel. Além disso,
alguns fungos ectomicorrizicos perdem sua capaclidade de for

mar micorriza apés longos periodos ém cultura.

CHILVERS (1973) n3ao obteve a formagao de ec-
tomicorriza em plantulas de Pinus radiata, inoculadas com
Pisolithus tinctonius, isolado em florestas de eucalipto e

capaz de formar micorriza com Eucalyptws sf-johnidi.

Os isolados de PLlsofithus Ltinctondius de pi-
nus se mostraram com colOnias mais vigorosas e escuras, com
maior taxa de crescimento, do que aqueles de eucalipto (YO-
KoMIZ0 & KRUGNER, 1983/85a). YOKOMIZ0 & KRUGNER (1983/85b)
observaram também especificidade de Pisolithus tinctonius
quanto a seu hospedeiro, nao obtendo a formacao de ectomi-
corriza com a inoculacao de um isolado de eucalipto em mu-

das de pinus.

GARBAYE et alii (1988) observaram diferenca
na capacidade de formar micorriza de dois isolados de P.
tinctorius, obtidos em povoamentos de Pinus sp., inoculados
em mudas de eucalipto. Segundo os autores, as condigoes do
viveiro devem ter sido desfavoraveis a um dos isolados tes-

tados.
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2.3.3. Caracteristicas do inoculo

Em experimentos realizados por HUNG & TRAPPE
(1983), micélio de Pisolithus tinctorius se mostrou menos
tolerante a trituracao do que os de Hebefoma crustulinifor-
me, Cenccoccum geophifum, Laccania Laccata e Sudillus Laked.
Apos 25 segundos de trituragao, em baixa velocidade, o mice

lio de Pisolithus tinctordius nao se apresentava viavel.

Culturas de P{s0Lithus tinctorius em meio 1]
quido, trituradas, mostraram maior viabilidade dos fragmen-
tos de micélio com 3 semanas de idade (LAPEYRIE & BRUCHET,
1983).

LAPEYRIE & BRUCHET (1985) observaram que ind
culo de PLsolithus tinctordius, em vermiculita + turfa, man-
teve uma boa viabilidade apos 19 semanas armazenadoak©C; en
quanto que na mesma temperatura, inoculo de Pax{fLus 4Lnvolu
tus se mostrou pouco resistente a periodos de armazenamento

maiores que uma semana. A 24°C a qualidade do indculo declinou

rapidamente para os dois fungos.

Para o caso de inoculo de Pisofithus Tdincto-
nius, produzido em meio 1Tquido, LAPEYRIE & BRUCHET (1985)
encontraram um rapido declinio na viabilidade do mesmo com
o aumento do periodo de trituragao do micélio (em "Ultratu-
rax''). Com 2 segundos de trituragao os fragmentos apresen-

tavam um tamanho médio de 0,8mm, com dispersao e viabilida-
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de satisfatorias. 0 indculo produzido em meio pobre e com
cerca de 3 semanas de incubagéo mostrou-se, quando tritura-
do, com maior viabilldade do que aquele incubado por um

periodo maior, ou em meio mais rico em nutrientes.

HUNG & MOLINA (1986) observaram que apenas
um, de quatro isolados de PLsolithus Zinctorius, com inocu-
lo produzido em vermiculita/turfa, foi capaz de formar mi-
corriza em Pseudotsuga menzdLesdidL, em recipientes de 165 ml
com substrato vermiculita/turfa (1:1). Apenas 30,8% do sis-
tema radicular foi colonizado pelo inoculo fresco, reduzin-
do-se a percentagem para valores inferiores a 1%, guando
0 mesmo permanecia armazenado por mais de um més a, 21°¢ ou
ZOC. Os autores constataram, no entanto, que O mesmo inocu-

lo apresentava micelio abundante e com bom crescimento se

colocado em MMN agar, para todos os isolados.

Segundo HUNG & MOLINA (1986), se um meio ri-
co em nutrientes € fornecido ao inoculo estocado, as hifas,
no interior das particulas de vermiculita, usam estes nu-
trientes para reiniciar o crescimento e permanecer fisiolo-
gicamente ativas. No entanto, quando o inoculo € misturado
ao substrato (vermiculita/turfa), o fungo senesce antes de

- » L4
conseguir infectar a raiz.

LOPES et afii (1987) estudando a quebra de
micelio de Pisolithus tinctonius com o uso de cacos de por-

celana e agitacao em liquidificador, observaram que uma
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suspensao mais homogeénea e com majior numero de fragmentos
viaveis era obtida com trituracao em liquidificador por, no

maximo, 3 segundos.

2.3.4k. Esterllizacao do substrato

ASHTON (1976) constatou que em substrato pre
viamente esterilizado, a inoculagao de Eucalyptus regnand
“com Inocybe ofivaceo-fulvus resultou em aumento no cresci -
mento das mudas, o que nao pdde ser observado na auséncia
de esterilizagao. Segundo GIBSON et alii (1988) a esteriliza
cao do solo é importante apenas para os fungos ectomicorri-
zicos que normalmente ocorrem em estagios mais adiantados

do estabelecimento da planta.

MARX et afiA (1978) conseguiram um aumento
de mudas, de Pinus taeda, aptas ao transplante de 140% com
inoculacao de micélio de PisolLithus tinctordius, e 81, 79 e
75% com 3 concentracoes de esporos inoculadas, em solo fumji
gado, Em solo nao fumigado, somente a inoculagao na forma
de micélio obteve resultado significativo para este parame-
tro. Um aumento na altura, diametro e peso fresco de par-
te aeérea e sistema radicular, so foi conseguido com a ino-

culagao em solos fumigados.

Mudas de PAinus taeda, produzidas em tubetes,
foram transplantadas para parcelas contendo solo fumigado e
nao fumigado, com brometo de metila. As hifas de PisofLithus

tinctonius difundiram-se a distancias maiores em solos fumij
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gados, resultando na formagéo de ectomicorriza em 90% das
raizes laterais, contra 50% em solos nao fumigados (RUEHLE,

1983) .

Segundo McKAY (1982) em estudos usando plan-
tas micorrizicas, microrganismos do solo reduzindo o numero
de sitios disponiveis para colonizacao e por competigao por
fontes de energia prontamente disponiveis durante a infec-

¢ao inicial, podem mascarar o efeito da inoculacao.

Em estudos realizados por SUMMERBELL (1987),
Tadchodenma vindide e Trichodenma polysporum inibiram a for-
macao de micorriza por Laccarda bicofor. Segundo o autor,
Trichodenrma spp. pode ter um significado especial no insu-
cesso da formagao de micorriza, por simbiontes introduzidos,
em viveiros florestais; ja que solos fumigados sao facilmen
te recolonizados por este fungo. YATAZAWA et afiL (1960) ob
servaram que em solo tratado com alcool, havia uma relativa
estabilidade na populagao de bactérias e actinomicetos, mas
que a populagao de Tadlchodenrma vinide se reestabeleceu rapi

damente.

2.3.5. Fertilizagao

Uma correlagao negativa entre altos niveis
de N e P e a suscetibilidade de raizes curtas de Pinus tae-
da a infecgao ectomicorrizica por P{solithus tinctorius foi

encontrada por MARX e afid (1977). Os nlveis elevados de N
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e P, levaram a um decréscimo na concentracao de sucrose
nas raizes curtas, diminuindo a suscetibilidade a infecgao
pelo fungo. Para MEYER (1974), no entanto, parece inapropria-
do considerar ectomicorriza como uma manifestacao de solos

pobres em nutrientes.

Segundo CHILVERS & GUST (1982a), o efeito
da fertilizagao parece ser responsavel por um atraso inicial
nas infecgoes micorrizicas e, posteriormente, por uma pro-

liferacao das ramificagoes micorrizicas.

Diferentes niveis de fosforo nao afetaram a
infeccao micorrizica em plantulas de Eucalyptus calophylla,
expostas a solo com indculo natural ou inoculadas com fungo
nao identificado. A formagao de micorriza, no entanto, au-
mentou a absorg¢ao de fosfato em solos com niveis insuficien
tes do nutriente, sem apresentar aumento significativo no

crescimento das plantulas (MALAJCZUK et afii, 1975).

Mudas de Pseudotsuga menziesid e Pinus con-
tonta, produzidas em tubetes com substrato de vermiculita/
turfa, recebendo cerca de metade da dosagem de nutrientes
recomendada para viveiros comerciais, formaram ectomicorrj
za com seis isolados de Pisolithus tinctorndius inoculados. A
percentagem de plantulas infectadas, bem como a percentagem
de raizes colonizadas, variou significativamente entre O0s
isolados, mas nenhum deles aumentou o crescimento das mu -

das (MOLINA, 1979). Embora a redugao dos niveis de adubacgao
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tenha resultado em menor desenvolvimento das mudas, o autor
acredita ser possivel as mudas com ectomicorriza uma melhor

it it H
performance', comparada a das mudas malores e sem ectomi-

corriza.

Segqundo LE TACON & GARBAYE (1986), niveis
elevados de elementos minerais no solo diminuem o numero
de micorrizas, e a inoculagéo de substratos artificiais,
com fungos simbiontes, sO0 € possivel com a diminuigao do nj

vel de fertilidade.

Em experimentos realizados por SOARES et alik
(1986), Pisolithus tinctondius desempenhou um importante pa-
pel no crescimento e absorcao de fosforo por mudas de eu-
calipto. A eficiencia da micorriza decresceu com o aumento
da concentracgao de fosforo disponivel no solo, sendo a ex-
pansao de ectomicorrizas nas raizes novas inibida em concen

tragoes superiores a 33,9 ppm.

2.3.6. Fungicidas e inseticidas

Em experimentos realizados por MARX & ROWAN
(1981), tratamentos com uma ou duas aplicagoes de captan
(4,5 kg i.a./ha) ou benomyl (11,2 kg i.a./ha) aumentaram o
desenvolvimento de ectomicorriza de PisolAthus tinctordius e
Thelephona tennestnis; PCNB (6,7 kg i.a./ha) nao apresentou
efeito, e benodanil (15,3 kg i.a./ha) apresentou um efeito

negativo sobre a formacao micorri{zica em P{inus taeda. Sobre
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o crescimento micelial, em laboratério, alem de completa
inibigcao por benodanil, houve um efeito inibitorio de PCNB

e benomyl (em doses elevadas) para PAlsolithus tinctordius.

Em experimentos realizados por PAWUK & BARNETT
(1981), houve maior formacao de micorriza por Plsolithus
tinctondius em Pinus taeda, crescendo em tubetes, com a apli
cag3ao maxima de benomyl testada (10 mg/tubete, a cada duas

semanas) .

KELLEY (1982), observou um decréscimo de 50%
na area da colonia de Pisofithus tinctorius, em meio-de-cul
tura, a uma concentragao de 1 ug de triadimefon por milili-
tro de meio e completa inibigao a 5 ug/ml. Em testes de cam
po, nao houve efeito significativo sobre o desenvolvimento
micorrizico ou altura de plantulas, inclusive com o aparec]

mento de basidiocarpos do fungo.

CUDLIN et afidi (1983) observaram que mancozeb
limitou a viabilidade dos fungos Pisofithus arnhyzum e
Sucllus granufatus, e, portanto, o nimero de ectomicorrizas
em Pinus sylvestris, no entanto, os maiores efeitos foram
observados em condigoes assépticas e nas dosagens mais ele-
vadas. Nenhum efeito de mancozeb sobre micorriza foi obser-

vado sob condigao de viveiro (CUDLIN et afil, 1984).

Em trabalhos realizados por MARX et afil (1984),
com inoculagao de P{lsolithus tinctornius em viveiro de pinus,

captan aumentou a efetividade do indculo, havendo maior
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desenvolvimento ectomicorrizico e pfodugéo de corpos-de-fru
tificacao pelo fungo. Segundo os autores, este efeito pode
ter se dado devido a redugao na populagao de microrganismos
antagonicos. Qs fungicidas maneb, chlorothalonjl, captan e
benomyl foram utilizados em diversas dosagens e nimero de

aplicagoes, sem que seus efeitos fossem reportados.

DE BARR & MARX (1984) observaram que 0,4k g
do inseticida carbofuran provocava um decréscimo no desen -
volvimento ectomicorrizico, em Pinus taeda inoculado com
Pisolithus Zinctondius, o que nao era observado para doses
menores. 0s autores aconselharam, portanto, o uso da quanti
dade minima necessaria ao controle das pragas, para evitar-

possiveis efeitos adversos 3 infeccao ectomicorrizica.

Em experimentos realizados por SANTOS (1984)
pode ser observado um aumento no crescimento micelial de
Pisolithus Zinctonius a baixas concentracoes de benomyl e
terrazol, havendo inibigao a 100 ppm. Carboxin, PCNB e
thiram inibiram o desenvolvimento micelial em todas as con
centragoes, enquanto mancozeb apenas nas mais elevadas. So
bre o crescimento de Thelephora tennrestrnds, carboxin, PCNB,
thiram e mancozeb apresentaram efeito inibitorio nas tres

concentragoes (1, 10 e 100 ppm).

Sobre a formagéo de ectomicorriza por Thele
phona ternestnis, em Pinus carndbaea var. hondurensds,

SANTOS (1984) observou um estimulo com a aplicagao de beng
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myl 8 g i.a./m2 (4 x 2 g/mz); um decréscimo, na percentagem
de micorrizas formadas com captan, mancozeb e thiram, e inij

bicao total com PCNB,nas mesmas dosagens.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliagao do crescimento micelial de Pisolithus

tinctorius em cultura pura

Neste ensaio foram utilizados quatro isola
dos, de Pilsolithus tinctornius de pinus e sete de eucalipto,

listados na Tabela 1.

Un disco de 0,5 cm de colonias com cerca de
20 dias, foi colocado no centro de cada placa-de-petri, con-
tendo meio de Melin-Norkrans modificado (MMN). Foram conside

radas quatro placas por isolado.

A composicao do meio MMN foi a considerada
por MARX (1969), constituida de 0,05 g de CaCl,; 0,025 g de
NaCl; 0,5 g de KH,PO0,; 0,25 g de (NH,) ,HPO,; 0,15 g de

MgSOu7H20; 1,2 ml de FeCl 1%; 100 pg de tiamina cloridri-

3 a

ca; 3 g de extrato de malte; 10 g de glicose; 15 g de agar e

agua destilada para completar 1000 ml.

As placas-de-petri foram mantidas a 25-28°C,
em incubadora, e o diametro das colonias medido apos 19 dias

de incubagao.
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Tabela 1 - Qrigem dos isolados de PisolLithus finctorndius ava-

liados quanto ao crescimento micelijal

ORIGEM
isolado
Local Hospedeiro
Marx 185 Athens, G.A. Pinus ftaeda
"ELULAL
P2 Macapa (AP) Pinus sp.
P3! Piracicaba (SP) Pinus sp.
pLt - Pinus taeda
El Mogi Guagu (SP) Eucalyptus grandis;
E. saligna
E2 Mogi Guacgu (SP) Eucalyptus grandis;
E. saligna
E3 . Mogi Guacd (SP) Eucalyptus granddis;
E. saligna
EL Rio Claro (SP) Eucalyptus grandis
ES Rio Claro (SP) Eucalyptus grandis
£E6 Anhembi (SP) Eucalyptus sp.
E7 Tupi (sP) Eucalyptus citriodora

! reisolados a partir do isolado Marx 185,

3.2. Avaliagao da viabilidade do indculo produzido em

meio liquido

Quatro discos de 0,5 cm de diametro, de mice-
lio dos isolados E 1 e 82-1 (fornecido pela pesquisadora Ro
sana F. Vieira do CPAC - EMBRAPA) de P{so0flithus tinctonrnius, fo

ram transferidos para frasco erlenmeyer de 250 ml, contendo
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50 m! de meio MMN liquido. Foram preparados 3 frascos para

cada isolado.

As culturas foram mantidas a 26°C, durante
38 dias. 0 meio-de-cultura foi descartado, e o conteldo mi-
celial de cada frasco triturado, em 40 ml de agua estéril,
em liquidificador, a velocidade baixa durante 10 segundos.
A suspensao de micélio obtida foi plaqueada em meio MMN e MMN
+ 100 ppm de sulfato de estreptomicina. Utilizaram-se 3 pla-

cas-de-petri de cada meio.

0 liquidificador foi desinfectado com alcool
70% e hipoclorito de sodio comercial 3:1, e em seguida la-
vado com agua estéril. Procurou-se manter assepsia durante

toda a operagao.

As placas-de-petri, com os fragmentos mice-
liais, foram incubadas a 26°C. Apos 8 dias, foi observada

a proporgao de fragmentos viaveis, para cada placa-de-petri.

3.3. Avaliagao da compatibilidade fungo-hospedeiro

A tecnica utilizada foi a do 'papel-sandui-
che', desenvolvida por CHILVERS et afii (1986), com algumas

adaptagoes.

a. Preparo das plantulas para a inoculagao
Sementes de Eucalyptus grandis, desinfecta -

das em hipoclorito de sodio comercial (2%) 2:1, por cerca
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de 4 minutos, e lavadas em agua destilada estéril por L a 6

minutos, foram plaqueadas em agar-agua 1%.

As placas foram mantidas sob lampadas fluo-
rescentes-dia, em sala de incubag3ao com temperatura de 26°¢C

e fotoperiodo de 12 horas.

Apés 11 dias, as plantulas foram transferi -
das para placas-de-petri contendo solugao de Hoagland modi-
ficada por Sarruge (SARRUGE, 1975), adicionada de 15 g de
agar/1, recoberta com papel de filtro autoclavado. Sobre o
sistema radicular foi colocada outra folha de papel de fil-
tro. As rafzes ficaram protegidas da luz, embrulhando-se me

tade da placa-de-petri com papel-aluminio.

As plantulas foram incubadas a 26°C e foto
periodo de 12 h, sob lampadas fluorescentes-dia e gro-lux,

em proporgao l:1, por mais 10 dias.

b. Preparo do inoculo

Foram transferidos 2 discos, de 0,5 c¢m de
diametro, de micélio de P. finctoaius, isolados E 1 (sele
cionado ‘em 3.1) e 82-1, para a superficie de papel-cartao(ta
manho 6,0 x 6,0 cm) embebido em meio MMN e colocado sobre o

mesmo meio em placas-de-petri.

Q fungo foi incubado a 26°¢ por 20 dias.
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c. lnoculagao

Foi retirado o papel-de-filtro que cobrla o
sistema radicular e colocado, sobre o Ultimo, um papel-car-
tao contendo o micélio do fungo. 0 sistema radicular conti-
nuou protegido com papel-aluminio e as plantulas foram man-

tidas nas mesmas condigoes de incubacgao.

Algumas plantulas nao receberam o indculo,

sendo consideradas testemunhas.

Devido a contaminagoes, o numero de repeti -
¢oes variou, sendo de 6 plantulas para a testemunha, 9 plan

tulas para o isolado E 1l e 7 para o isolado 82-1.

As plantulas foram avaliadas, quanto aos pa-
rametros numero de ramificacoes e comprimento do sistema ra

dicular, apos 14 dias de contato fungo-raiz.

Foram feitos cortes de 30 um de espessura,
em microtomo, e observados em microscépio Optico, para se

comprovar a infecgao micorrizica.

3.4, Avaliagao da presenca de ectomicorrizas em amostras

de um viveiro comercial

A amostragem foi feita em viveiro da Champion
Papel e Celulose Ltda. ( Mogi Guagli, SP ), no més de setem-

bro/87.
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As amostras se constituiram de subamostras
do sistema radicular de mudas de Eucalyptus grandis, coleta
das em diversos pontos do viveiro, Foram formadas amostras

de mudas de 30, 60 e 90 dias.

As raizes foram preservadas em alcool-formol-
acido acetico (AFA), posteriormente clarificadas segundo o
processo de Phillips & Hayman, descrito por KORMANIK & Mc

GRAW (1982), e observadas ao microscépio 6ptico.

3.5. Inoculagao de mudas de Eucalyptus grandis e Eucalyp
tus unophylla

a. Produgao do Indculo
0 indculo foi produzido com base na metodolo

gia descrita por MARX et afidl (1982).

Frascos com capacidade de 1 litro, contendo
uma mistura de 700 m! de vermiculita + 20 ml de turfa moida
umedecida com 300 ml de meio MMN, foram autoclavados por |
hora a 120°C. Cada frasco recebeu 4 discos de micélio de P.

tinctondius, isolado E 1, com cerca de 0,7 cm de diametro.

0s frascos permaneceram a temperatura ambien
o .
te (25-30°C), e foram eliminados os que apresentaram qual-

quer contaminagao.

Apos 3 meses, o conteddo do frasco foi lava-

do em agua corrente, para retirar o residuo de meio-de-cul-
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tura, comprimido atée perder todo o excesso de agua e acondj

cionado em sacos plasticos.

0 indculo acondicionado foi mantido sob re-

frigeracao por 2L horas.

b. Inoculagao
0 ensaio foi instalado em viveiro da Champion

Papel e Celulose Ltda. (Mogi Guagu), em fevereiro/87.

A inoculagao foi feita por ocasi3o da semea-
dura. Tubetes de polietileno, com volume de 55 ml, recebe -
ram substrato até cerca de 2 a 3 cm de seu bordo superior,
e sobre este foi colocado o indculo. Logo apos, completou-
se o volume do recipiente, com substrato, para evitar a des

secacao do inodculo.

0 substrato se constituiu de 50% de turfa
moida e 50% de vermiculita, e recebeu cerca de metade da
adubacao comumente utilizada no viveiro, 0,2 g da formula

8-17-6 (N-P-K).

Foram testadas 2 doses de indculo, 2 e 4 ml,
em 2 espécies de Eucalypitus, E. grandis e E. urophylla, num
total de 6 tratamentos (incluindo as testemunhas). O deli-
neamento experimental foi o de blocos casualizados. Cada
parcela constou de 49 plantas, sendo avaljadas apenas dez

mudas centrais.
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As mudas nao receberam tratamento com inseti-

cidas ou fungicidas. As adubacoes complementares foram feitas
nas dosagens geralmente utilizadas no viveiro, porém com al-

gum atraso:

[0 o]

mudas com L2 dias - 0,15 g/tubete de 8:17:6
mudas com 64 dias - 0,20 g/tubete de 8:17:6
mudas com 94 dias - 0,15 g/tubete de 8:17:6 + FTE
mudas com 114 dias - 0,20 g/tubete de 8:17:6

mudas com 163 dias - 0,20 g/tubete de 8:17:6 + FTE.

Apos cerca de 6 meses (170 dias) foi feita a

avaliagao quanto & altura e diametro do colo das mudas.

Algumas plantas foram amostradas para a obser-
vagao microscopica do sistema radicular. As raizes sofreram o

processo de clarificagao de Phillips & Hayman.

3.6. lnoculagao de mudas de Eucalyptus grandis com 4S5 dias

de idade

0s ensaios foram conduzidos com mudas de duas
epocas de semeadura, consideradas como mudas ‘''de verao' e ''de
inverno''. Cada tipo de muda recebeu tratamentos, principalmen-
te de adubagao, adequados a sua época de cultivo.

3.6.1. Mudas''de verao"

a. Producao do indculo

Frascos erlenmeyer de 250 ml, com 50 ml! de meio
MMN 1iquido, receberam 2 discos (0,8 cm de diametro) de micéelio
de P. fdnctorius. Foram utilizados dois isolados do fungos E 1

e 82-1

0 fungo permaneceu incubado a 26°C por 27 dias.
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0 conteudo micelial de 5 frascos, apos a re-
tirada do meio~de-cultura, foi triturado em 200 ml de agua
destilada, em liquidificador a velocidade de 90 x 100 rpm,

por 30 segundos.

b. Inoculacgao
A inoculacao foi feita em viveiro da Cham-

pion Papel e Celulose Ltda. (Mogi Guagl), em novembro/87.

Mudas de Eucalyptus granddis, com L5 dias de
idade, foram inoculadas com 2 ml da suspensao de fragmentos
de micélio, descrita acima. A inoculagao se deu pela inje

¢ao do indculo cerca de 2 cm abaixo da regiao do colo.

As mudas estavam em tubetes de 55 ml, con-
tendo substrato com 50% de turfa moida e 50% de vermiculita,
acrescido de 12 kg de superfosfato simples, 2 kg de sulfato

de amdnia, 500 g de KC1 e 500 g de FTE/m-.

Foram considerados 3 tratamentos, sendo tes-
temunha, isolados E 1 e 82-1 de P{is0Lithus tinctorius, e 8
repetigoes. O delineamento experimental foi o inteiramente

casualizado. Cada parcela constou de 10 plantas.

As mudas praosseguiram em viveiro continuo
(MORO et afii, 1988), recebendo as adubagoes de rotina. Nao

receberam aplicacoes de fungicidas.
P ¢ g

Apés 45 dias da inoculagao, foi feita a ava-
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liagao atraves dos parametros diametro do colo, altura e pe
so da parte aérea e sistema radicular. Foram coletadas amos

tras do sistema radicular, para observagSes ao microscoplo,

ap6s a clarificagao das rafzes,
3.6.2. Mudas ''"de inverno!

a. Produgao de inoculo

Frascos erlenmeyer de 250 ml, com 50 ml de
meio MMN 1iquido, receberam 4 discos (0,5 cm de diametro)
de micéelio de P.tinctordius. Foram utilizados dois isolados

do fungo, E 1 e 82-1.

0 fungo permaneceu incubado a 26°¢ por 38

dias.

0 conteldo micelial de 5 frascos, apos a re-
tirada do meio-de-cultura, foi triturado em 200 m] de agua
destilada, em liquidificador a velocidade de 90 x 100 rpm,

por 4-5 segundos.

b. Inoculacao
0 ensaio foi conduzido em viveiro da Cham-
pion Papel e Celulose Ltda. (Mogi Guagl), sendo feita a ing

culagao em abril/88.

Mudas de Eucalyptus grandis, produzidas em
tubetes, com 45 dias de idade, foram inoculadas através de
injecao de 2 ml da suspensao de fragmentos de micello, cer-

ca de 2 cm abaixo da regiao do colo.
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0 delineamento experimental foi o inteiramen
te casualizado, com 3 tratamentos (testemunha, isolado E 1
e isolado 82-1) e 8 repeticoes. Cada parcela foi constituida

por 10 plantas.

0 substrato foi uma mistura de 50% de turfa
moida, 25% de vermiculita e 25% de palha de arroz carboniza-
da, adicionada de 12 kg de superfosfato simples,2 kg de sul-

fato de amdonia, 500 g de KC1 e 500 g de FTE/m3.

As mudas foram conduzidas em viveiro conti-
nuo (MORO et afii, 1988), recebendo as adubacoes de rotina.
Receberam pulverizagoes semanais com benomyl, captan, man-
cozeb ou chlorothalonil, aplicados alternadamente, na dosa-

gem de 0,4 g do produto/m2.

Apos 85 dias da inoculagao, foi feita a ava-
liagao quanto a diametro do colo, altura e peso da parte aé-
rea. Algumas plantas foram amostradas, e suas raizes conser-

vadas em AFA.

As amostras do sistema radicular sofreram

clarificagao e foram observadas em microscopio optico.

3.7. lnoculagao de mudas de Eucalyplus grandis com
75 dias

@. Producao de inoculo

Descrita para mudas '"de inverno' com 45 dias.
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b. lnoculagao
A inoculagaoc foj feita em abril/88, em vi-

veiro da Champion Papel e Celulase Ltda.

Mudas com 75 dias, de E. grandis, em tubetes,

foram inoculadas com a suspensao de fragmentos de micélio.

Metade das mudas recebeu o inoculo atraveés
de injecao de 2 ml da suspensao, cerca de 2 cm abaixo da re-
giao do colo. A outra metade foi inoculada, retirando-se as
mesmas do tubete e banhando-se as raizes da periferia, do
bloco formado pelo substrato e sistema radicular, com cerca

de 2 ml da suspensao.

0 delineamento experimental foi o inteira-
mente casualizado, sendo testados 2 isolados do fungo Pdiso-
Lithus Zinctondius (E 1 e 82-1) e 2 métodos de inoculagao.
Incluindo-se as testemunhas de cada metodo de inoculacgao,
foram considerados 6 tratamentos, com L4 repetigoes. Cada

parcela se constituiu de 10 plantas.

0 substrato, as adubacoes e os tratamentos
fitossanitdarios foram os mesmos descritos para mudas de 45

dias, ''de inverno''.

Apos 85 dias da inoculagao, foi feita a ava
liagao através do diametro do colo, altura e peso da parte
aérea. Foram retiradas amostras do sistema radicular, conser

vadas em AFA, para a observacao em microscépio optico.
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k., RESULTADOS E DISCUSSAOQ

L.1. Avaliagao do crescimento micelial de P. finctonius em

cultura pura

0s isolados de P. tinctonius obtidos em po-
voamentos de eucalipto, mostraram uma taxa de crescimento me
nor do que aqueles isolados de basidiocarpos encontrados em
talhoes de pinus (Tabela 2), além de coloragao mais «clara.
Estas diferengas entre isolados de pinus e eucalipto, foram

também observadas por YOKOMI1ZO & KRUGNER (1983/85b).

Mesmo entre os isolados de eucalipto, houve
uma variacao no crescimento, sendo que um dos isolados apre-
sentou diametro médio da colonia significativamente menor
do que os demais (Tabela 2). MOLINA (1979) observou variagao
no crescimento entre diversos isolados de P. tinctonius obti
dos em povoamento de pinus, enquanto CHILVERS & GUST (1982b)
fizeram o mesmo tipo de observacao para isolados de eucalip-

to.

0 isolado El foi escolhido para as inocula-
¢oes por apresentar uma taxa de crescimento semelhante a dos

isolados de pinus. Segundo GRENVILLE et ali{ (1986), o isola
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do que apresenta maior crescimento em cultura pura, € o mais
vigoroso para infecgoes micorrizicas. Para TRAPPE (1977), a
selecao de um isolado com taxa de crescimento elevada, € im-
portante para a produgao de inoculo. MARX (1981) nao consta-
tou relagao entre o crescimento de P. ftinctorius em cultura

pura e sua capacidade de formar micorriza.

Tabela 2 - Crescimento de PLsolithus tinctordius em meio MMN,

com 19 dias de incubagao

Isolado Diametro das colonias (cm)
Marx 185 7,300 ab
P2 8,712 a

P3 7,925 a

PL 8,262 a

El 5,184 bec
E2 2,650 d
E3 Lk ;575 cd
Eh 3,362 cd
E5 3,562 cd
E6 L,175 cd
E7 4,300 cd

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si ao ni

vel de 1% de significancia.

L.2, Avaliagao da viabilidade do inéculo produzido em

meio liquido

0 inoculo obtido pela trituracao de micelio
crescendo em meio liquido, se mostrou viavel em meio-de-cul~-

tura. A possibilidade de trituracao do micélio de fungos
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ectomicorrizicos, sem perda de viabilidade, ja havia sido
constatada anteriormente. HUNG & TRAPPE (1983) observaram
que micélio de P. tinctonius nao tolerou a trituragao por
25 segundos, enquanto outros fungos o fizeram sem perda de
viabilidade. LAPEYRIE & BRUCHET (1983) constataram um decl]
nio na viabilidade deste tipo de indculo quando o micelio

possuia mais do que 3 semanas de idade. Quanto ao tempo de
trituracao, LAPEYRIE & BRUCHET (1985) recomendam dois segun
dos para que o indculo permaneca viavel e com boa dispersao
e LOPES et afii (1987), 3 segundos em liquidificador. No
presente trabalho, as colonias possuiam mais do que 4 sema-
nas de incubagao, e foram trituradas por 10 segundos, sem

perda de viabilidade (Tabela 3).

0s meios-de~cultura utilizados nos testes de
viabilidade do indculo nao mostraram influencia sobre a mes
ma. Aquelas colonias que apresentaram uma viabilidade zero
ou muito baixa, sofreram contaminagao com Peniciflium sp.

durante a trituragao, prejudicando o teste em meio-de-cultu

ra.

L.3. Avaliagao da compatibilidade fungo-hospedeiro

Inoculados em plantulas de Eucalyptus gran-
dis, in vitrno, os dois isolados (El e 82-1) se mostraram ca
pazes de infectar as raizes (Tabela 4). A micorriza formada
se caracterizou pela presenga de um manto de hifas entrela-

¢adas e de rede de Hartig restrita a uma ou duas camadas de
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Tabela 3 - Viabilidade do indculo micelial de PALsolAithus
Linclordius, triturado em liquidificador durante

10 segundos.

Meio para Viabilidade (%)

Isolado
teste Colonia 1 Colonia 2 Colonia 3
MMN E1 79,7 0 0
82-1 92,7 89,7 61,7
MMN +
estrepto- El 39,7 11,3 0
micina
82-1 94,0 k3,7 70,0
Tabela 4 - Desenvolvimento micorrizico em cortes de raizes
de Eucalypitus grandis, inoculadas com Pisoli-
thus tinctorndus An vitno
Isolado COT%?anto Rede ?;)Hartag
El 89,96 50,00
82-1 82,93 by, ke
celulas (Figura 1), estrutura anteriormente observada por

YOKOMI1ZO & KRUGNER (1983/85a), GRENVILLE et afii (1986) e

MASSICOTTE et afidl (1987).

A infecgao micorrizica {n vitro, nao afetou
o crescimento radicular (Tabela 5), embora um crescimento
mais lento de raizes infectadas por P. tdincfondius tenha si-
do observado por CHILVERS & GUST (1982b). As raizes inocula

das apresentaram maior ramificagao, o que também foi obser-
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vado por CHILVERS & GUST (1982b) e MASSICOTTE et afid (1987).

Tabela 5 - Efeito de Pis0fithus ftinctorius sobre o desenvol-
vimento radicular de Eucalyptus grandis, in vitro
Comprimento sistema NS medio de
lsolado
radicular (cm) ramificagoes
Testemunha 3,617a 1,50 b
El L,53435 9,23a
82-1 3,11ka 4,00ab

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si ao

nivel de 5% de significancia.

Figura 1 - Corte transversal de raiz de Eucalypfus granddis

inoculada com Plsolithus Ltinctorndius Ain vitho a-

presentando manto e rede de Hartig na epiderme.
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L. 4. Avaliacao da presenga de ectomicorrizas em uma amos-

tra de viveiro comercial

Mudas de Eucalyptus grandis, retiradas de um
viveiro comercial, nao apresentaram ectomicorrizas tipicas e
nem indicios da presenga de fungos ectomicorrizicos (Tabela
6). As mudas estavam com 30, 60 e 90 dias, e sua semeadu-
ra fora feita nos meses de agosto, julho e junho, respectiva
mente. SHWAN (1984) encontrou apenas 9 a 30% de raizes com
micorriza em um lote de mudas semeado em junho, contra 31 a

4B% em outro lote com semeadura em setembro.

Tabela 6 - Desenvolvimento micorrizico em raizes de mudas de

Eucalyptus grandis, amostradas em viveiro comer-

cial
ldade das % rafzes com 4 rajzes sem manto
mudas (dias) manto com micelio sem micelio
30 0 16,67 83,33
60 0 39,62 60,38
90 0 54,93 45,07

L.5. Inoculagao de mudas de Eucalyptus grandis e E. uno-

phyfla com o fungo P. Linctornius

A inoculagao de mudas de E. grandis e E. urno-
phylfa, com indoculo produzido em uma mistura de vermiculita/
turfa, umedecida com meio MMN, nao resultou em formagao de

ectomicorrizas tipicas, nem em efeito significativo sobre o
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crescimento das plantas (Tabela 8). 0 mesmo tipo de indculo
foi utilizado por YOKOMIZO & KRUGNER (1983/85b) em E. salig
na e £. citriodora sem sucesso. Em mudas de PL{nus sp., esta
técnica de inoculagao é eficiente, sendo inclusive utiliza-

da em escala comercial (MARX et afii, 1984).

Na Tabela 7 pode ser observado que 24,67%das
raizes de E. grandis e 52,94% de E. urophyfla, de parcelas
nao inoculadas, apresentaram hifas entrelacadas, formando
um manto, o que indica a contaminagao por fungos ectomicor-

v . - » -~
rizicos nativos da regiao.

As mudas de E. unophyllfa apresentaram uma
maior colonizacao por fungos, sendo que cerca de 5% das raj
zes observadas nao apresentaram hifas em sua superficie. As
mudas de E. grand{s nao inoculadas apresentaram 31,17% das
raizes sem a presenga de hifas; enquanto apenas 21,43% e
15,28% das mesmas nao apresentaram hifas na superficie quap

do inoculadas com 2 e 4 ml do indculo, respectivamente (Ta-

bela 7).

Foi anotada a presenca de grampos-de-conexao
nas hifas, sobre cerca de 30,85% das raizes de mudas de E.
grandis nao inoculadas, L4L,45% nas inoculadas com 2 ml do
in6culo a 45,88% com 4 mli. No caso de E. urophylla, 52,94%
das raizes das mudas testemunhas apresentaram hifas com
grampo-de-conexao, 71,21% das inoculadas com 2 ml e 51,43%

com 4 ml do indculo.
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GARBAYE et afid (1988) obtiveram um aumento no
crescimento de mudas de eucalipto com a inoculagao de micé-
lio de P. tinctordius produzido em vermiculita/turfa. No en-
tanto, os autores fizeram a inoculagao por ocasiao do trans-
plante, e o indoculo foi colocado na cova feita para receber
a muda, garantindo perfeito contato fungo-raiz. Apés 4 me-
ses, embora as mudas inoculadas se apresentassem mais vigoro
sas, @ percentagem de ectomicorrizas era a mesma, para trata

mentos com e sem inoculagao, sendo que as micorrizas tipicas

de P. tinctorius desapareceram apods cerca de 20 meses, no
campo.
Tabela 7 - Desenvolvimento micorrizico em raizes de mudas de

Eucalyptus ghrandis e E. unophylla, com 170 dias

de idade, inoculadas com PALsolithus tinctonrnius.

% raizes sem manto

Espaci Doses do % raizes
specie

indculo com manto com micélio sem micelio
E. grandis Testemunha 24,67 L 16 31,17

2 ml 25,00 53,57 21,43

b ml 8,34 76,38 15,28
E.wwophylla Testemunha 52,94 k51,18 5,88

2 ml 83,60 11,48 4,98

L ml 54,68 Lo,63 4,69
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Tabela 8 - Efeito da inoculacao de Pisolithus tinctornius so-
bre © crescimento de mudas de Eucalyptus grandis
e Eucalyptus unophylla; apos 170 dias da semeadu-

ra.

Espacie Doses do Altura Diametro fv !
inéculo (cm) (mm) (em3)

E. granddis Testemunha 25,96a 2,31a 1,396a
2 ml 27 ,66a 2,50a 1,739%a
L m} 26,88a 2,72a 1,990a
(média) (26,84) % (2,51)Y

E. urnophylla Testemunha 25,29A 3,54A 3,268A
2 ml 24 ,36A 3,55A 3,073A
L m 24 ,72A 3,54A 3,152A
(média) (2L4,79)Y (3,54)X

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pe
lo teste de Tukey (5%).

! Tndice volumétrico = d2.h -

As inoculacoes feitas em mudas de E. granddis
com 45 dias, utilizando-se fragmentos‘de micelio de P. Zfinc
tonius, tambem nao resultaram na formacao de ectomicorrizas
visiveis, apesar das diferencas encontradas na percentagem
de raizes com manto ou infectadas por hifas tipicas de basi-
diomicetos, que poderiam indicar uma associacao nao comple-
tamente estabelecida. Este tipo de avaliacao foi utilizada

por VIEIRA (1984), que conseguiu infecgao com apenas um dos



55

tres isolados de P. finctordus testados em E. granddis.

As mudas ''de verao' inoculadas com o isolado El
apresentaram uma maior percentagem de raizes com manto, se-
guidas daquelas inoculadas com o isolado 82-1 e das testemu-
nhas, que apresentaram apenas 1% das raizes observadas com
manto fungico (Tabela 9). Apenas 4,1% das raizes observadas
se apresentaram associadas a hifas com grampo-de-conexao,
nas mudas nao inoculadas. Nas mudas inoculadas com os isola-
dos El e 82-1, foi observado grampo-de-conexao em hifas so-

bre 25,0 e 14,6% das raizes, respectivamente.

Nao foi observado manto fungico na amostra de
raizes retirada de mudas ''de inverno' nao inoculadas ou inocuy
ladas com o isolado 82-1 (Tabela 10). Grampo-de-conexao foi
encontrado em hifas sobre apenas 1,3% das raizes de mudas

testemunhas, 17% nas inoculadas com o isclado El e 10% com

82-1.

Nao houve diferenga significativa entre altu-
ra, diametro e peso da parte aerea de mudas inoculadas e nao
inoculadas, aos 45 dias, com suspensao de fragmentos de mice
lio de P. ZXinctonius. No entanto, pelas Tabelas 11 e 12, se
pode observar que houve uma tendencia ao maior desenvolvimen

to de mudas, nas parcelas com inoculacgao.

As mudas inoculadas aos 75 dias nao mostraram
aumento em seu desenvolvimento e nem micorrizas formadas por

P. tinctondius (Tabela 13). Em um dos tratamentos, no entanto,
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Tabela 9 - Desenvolvimento micorrizico em raizes de mudas
de Eucalyptus grandis, com 90 dias de idade, ino
culadas com suspensao de micélio de P. tinctorius
aos U5 dias.

9 . % raizes sem manto
lsolado % raizes com
manto com micelio sem micélio

Testemunha 1,03 56,70 42,27

El 19,31 72,74 7,95

82-1 9,70 53,41 36,89

Tabela 10 - Desenvolvimento micorrizico em rafzes de mudas

de Eucalyptus grandis, com 130 dias de idade,
inoculadas com suspensao de micelio de P. ftdinc-
tonlus aos L5 dias.
9 . % rafzes sem manto
Y raizes com
lsolado
manto com micéelio sem micelio

Testemunha 0,00 Lg L6 54,54

El 2,00 81,00 17,00

82-1 0,00 68,88 31,12
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Tabela 11 - Efeito da inoculagao de suspensao de micélio de
Pisofithus Zinctordus sobre o desenvolvimento
de mudas '"de verao! de Eucalyptus grandis, com
90 dias de idade, inoculadas aos 45 dias.

lsolado Altura Diametro v} PSPA ? PSSR ®

(cm) (mm) (cm3) (g) (g)

Testemunha 1h,64* 2,037 0,6111 2,467 0,727

El 15,04 2,125 0,6835 2,611 0,774

82-1 15,15 2,097 0,6705 2,582 0,707

* As médias nao diferiram significativamente entre si pelo
teste de Tukey (5%).

! Tfndice volumétrico = d2.h

2 Peso seco da parte aérea (5 plantas)

 Peso seco do sistema radicular (4 plantas)

Tabela 12 - Efeito da inoculagao de suspensao de micélio de
Pisolithus tinctonius sobre o desenvolvimento
de mudas ''de inverno' de Eucalyptus grandis, com
130 dias de idade, inoculadas aos 45 dias.

| solado Altura Diametro V! PSPA?

(cm) (mm) (cm3) (g)

Testemunha 28,15% 3,628 3,7589 5,776

E1l 28,43 3,743 4,0006 5,902

82-1 30,72 3,829 4,5188 5,991

* As medias

' Indice vo

2 Peso seco

nao diferiram entre si pelo teste de Tukey(5%).
lumétrico = d2.h

da parte aérea (5 plantas).
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(micélio do isolado 82-1 colocado na periferia do sistema

radicular) foram encontradas algumas raizes com manto (Ta-

bela 14).

A incidencia de hifas com grampo-de-conexao
foi baixa, ficando por volta de | a 2% do sistema radicu-
lar, com excegao das mudas inoculadas com o isolado El por
injecao que apresentaram 8,6% das rafzes com hifas tipicas
de basidiomicetos e das mudas que receberam o isolado 82-1

na superficie do sistema radicular com 21,8%.

A retirada das mudas do tubete, nesta idade
para que as mesmas fossem inoculadas, nao prejudicou o sis
tema radicular a ponto de refletir no crescimento das plan
tas. As mudas deste ensaio sofreram danos causados por Bo-

trhytis cinenea e falta de agua.

Em tres dos quatro ensaios realizados em v]
veiro, houve uma tendencia ao maior desenvolvimento das
mudas inoculadas, embora as diferencas nao fossem signifi-
cativas. MALAJCZUK et afii (1975) citam a colonizagao de
raizes de Eucafyptus sp. por fungos ectomicorrizicos, sem
a formagao de micorriza, com efeito sobre o hospedeiro.
Efeito da inoculagao, sem micorriza tipica, também foi en-

contrado por IMANA & PRADO JUNIOR (1979) e CHILVERS & GUST
(1982b).

Segundo SINGH & KUMAR (1966), embora a asso-

ciagao micorrizica em eucalipto nao se mostre obrigatoria
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Tabela 13 - Efeito da inoculagao de suspensao de micélio de
Pisolithus tinctorius sobre o desenvolvimento de
mudas de Eucalyptus granddis, com 160 dias de ida-
de, inoculadas aos 75 dias.

lsolado Método de Altura Diametro v PSPA
inoculagao (cm) (mm) (cm3) (g)

Testemunha injecao 37,81% L, 100 6,376 8,200

deposicao 35,45 L, 361 6,739 7,245

El injecao 33,28 4,307 6,134 8,485

deposigao 31,05 L, 336 5,825 6,902
82-1 injecao 33,32 L, k439 6,558 6,610
deposicao 37,55 L,343 7,097 8,072

* As médias nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (5%).

ndice volumétrico = d2.h

2

Peso seco da parte aerea (5 plantas)

Tabela 14 - Desenvolvimento micorrizico em raizes de mudas de
Eucalyptus ghandis, com 160 dias de idade, inocu-
ladas com suspensao de micélio de P. tinctordlus,
aos 75 dias.

| solado @étod? de % rafzes % raizes sem manto

fnocuiagao com manto com micélio sem micélio

Testemunha injecao - 60,53 39,47

deposicao - 54,55 45,45

E) injecao - 76,73 23,27

deposicao - 67,95 32,05
82-1 injegao_ - 63,33 36,67

deposigao L 60 80,46 14,94
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na fase de muda, pode ser importante aos anos subsequentes.

Portanto, o efeito da simbiose sobre Eucalypfus spp., para
ser melhor esclarecido, deve ser estudado em mudas inocula-
das em condigoes de assepsia total ou parcial, com alto po-
tencial de inbculo, ja que a técnica de inoculagao em vivei-
ro nao esta dominada para este género, e por periodos de tem

po mais longos.

As dificuldades em se conseguir inoculacgao
efetiva em mudas de Eucafyptus spp., ja haviam sido conside-
radas por MULLETTE (1976) e CHILVERS et afil (1986), que pro

curaram técnicas alternativas de inoculagao.

Mesmo havendo infecgao e formacao de micorri-
za 4n vitro, o alto potencial de indculo envolvido, nestas
condigcoes, e a disponibilidade de carboidratos soldveis ao
fungo, criam uma situacao artificial que pode nao correspon-
der a capacidade de formar micorrizas do fungo em viveiro.
Sequndo CHILVERS (1968), os testes 4in vitro indicam apenas
a habilidade do fungo em infectar o hospedeiro, o que nao
significa que o faga em quaisquer condicoes ambientes.
DUDDRIDGE (1986a, 1986b), observou que a presenga de carboi-
dratos no meio-de-cultura aumentou a agressividade do fungo

ectomicorrizico.

Além disso, os experimentos conduzidos 4n
vitno, geralmente envolvem somente o hospedeiro e o fungo

simbionte. Sob condigoes naturais a ocorréncia de fungos



61

antagonicos pode apresentar efeito significativo sobre a in-
fecgao micorrizica. SUMMERBELL (1987) observou um efeito
inibitorio de Taichodeama spp. sobre a formacao de micorri-

zas por Laccandia Laccata.

Apesar de viavel em meio-de-cultura, o indcu-
lo formado por fragmentos de micélio, pode nao ser capaz de
infectar o hospedeiro quando injetado no solo ou substrato
artificial. Para que ocorra a infec¢ao, € necessario que se
garanta o contato fungo-raiz, conforme sugerido por CHIiLVERS
et afidi (1986). MUNG & MOLINA (1986) observaram que o indcu-
lo de P. Linctonrdus, produzido em vermiculita/turfa que apre
sentava miceélio abundante e com bom crescimento em meio-de-
cultura, nao foi capaz de formar micorriza em mudas de Pseu-

dotsuga menziesdii, " produzidas em tubetes.

MULLETTE (1976) atribuiu as falhas de inocula
¢ao em Eucalyptus spp. ao desconhecimento dos fatores ambien
tais favoraveis a associagao simbidtica. GARBAYE et alid
(1988) conseguiram a formagao de ectomicorrizas com um isola
do de P. tinctoaius, enquanto que o outro isolado testado
nao foi capaz de infectar o hospedeiro, o que atribuiram a

fatores ambientais nao identificados.

0 efeito de varios fatores ambientais, ou de
cultivo, sobre a formagao de micorrizas foi estudado por di-
versos autores, principalmente em mudas de Pinus spp. e

Quercus spp. (MARX & ROWAN, 1981; EKWEBELAM & REID, 1983;
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SANTOS, 198L4; DIXON et afii, 1985). Sobre mudas de Eucalyptus

spp., no entanto, estes fatores foram bem menos estudados.

A inoculagao de mudas de Eucalypfus spp., em
viveiro comercial, podera se tornar viavel, se conhecidos os
fatores que influenciam a mesma, as praticas culturais forem

adaptadas aos mesmos, assim como as técnicas de inoculagao.

DIXON et afii (1985) observaram que a irriga-
cao diaria, inibiu a formagao de micorrizas, o mesmo ocorrep
do com a fertilizacao excessiva. LETACON & GARBAYE (1986),
sugerem a reducao nos niveis de fertilizagcao das mudas para
que a inoculagao tenha sucesso. No entanto, fertilizacao e
irrigacao sao praticas que atuam diretamente sobre o desen ~-
volvimento das mudas, e uma redugcao das mesmas prejudicara o
crescimento das plantas. MOLINA (1979), conseguiu - a formagao
de micorriza com a inoculacao de P. finctordius em um viveiro
comercial, mantendo as condigaes culturais de rotina com exce
cao de uma reducao de 50% na quantidade de adubo. As mudas
obtidas, apesar de infectadas pelo fungo, eram menores do

que aquelas que receberam adubacao normal.

Muitas vezes, a ocorrencia de uma doenca ou
praga poe em risco todo o viveiro, levando ao uso exagerado
de produtos quimicos. Grande parte dos fungicidas e insetici-
das testados nao apresentaram efeito sobre o desenvolvimento
micorrizico, embora inibissem o crescimento do fungo em cultu

ra pura (MARX & ROWAN, 1981; KELLEY, 1982; CUDLIN et afi«,
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1984). Em alguns casos, a aplicagao de fungicidas, como beno
myl e captan, aumenta a eficiéncia de inoculacao (PAWUK &

BARNETT, 1981; MARX et afidi, 198L; SANTOS, 1984). No entanto,
€ necessario que se preste atengao aos produtos e doses a
serem utilizados, pois um decréscimo na formacao de micorri-
zas ja foi observado por SANTOS (1984) com a aplicacgao de
captan, mancozeb, thiram e PCNB, e por DEBARR & MARX (1984)

para o inseticida carbofuran em doses elevadas.

Portanto, estudos sao necessarios, no sent]
do de determinar as alteragoes a serem feitas para o sucesso
da inoculagao, e se testar a viabilidade das mesmas em um vi

veiro comercial.
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CONCLUSDES

0s resultados obtidos no presente trabalho per

mitiram concluir que:

a.

o contato do fungo P. Xinctorius com o sistema radicular
de Eucalyptus grandis, em condigoes axenicas, resulta na
formacao de ectomicorriza tipica, aumentando a ramifica -

cao de raizes;

micélio de P. tinctorius triturado em liquidificar por 10

segundos, se apresenta viavel em meio-de-cultura;

a inoculagao de mudas de E. grandis e E. urophylla com
indculo produzido em vermiculita/turfa, e de E. granddis
com micelio triturado, nao apresenou efeito significativo
sobre o desenvolvimento das mudas ou formagao de ectomi-
corriza tipica, nas condig¢oes de um viveiro comercial,

em tubetes;

as mudas ''de inverno'" de E. ghrandis em viveiro comer -
cial nao apre€sentaram ou apresentaram uma percentagem
muito pequena de infecgao por fungos ectomicorrizicos,

no ano de 1987;
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as mudas de E. grandis inoculadas por ocasiao da semea

dura ou aos 45 dias, apresentaram uma maior percenta -
- -~ . »

gem de raizes com manto e tendencia ao maior desenvol-

vimento. Este resultado sugere a necessidade da conti-

nuacao de estudos na area, visando o aprimoramento da

tecnica para sua aplicagao pratica.
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