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Resumo — O crescimento de Eucalyptus € favorecido por fungos ectomicorrizicos (FECM).
De ocorréncia comum nas plantagBes florestais, os FECM diferem, entretanto, em infectividade e efi-
ciéncia. O objetivo deste estudo foi testar a compatibilidade e a eficiéncia do inoculante ectomicorrizico
produzido por fermentagdo semi-sdlida, em relagdo a Fucalyptus dunnii Maiden. Neste sentido, o
inoculante de Pisolithus sp., produzido por fermentagdo semi-solida em vermiculita-solugdo nutritiva,
foi aplicado ao substrato turfa-vermiculita (30:70, v/v) nas concentrages de 0, 1, 3, 5 e 10% (v/v) que
foi semeado com E. dunnii, € mantido em casa de vegetagdo. A inoculacdo proporcionou colonizagdo
radicular e aumento da matéria seca da parte aérea e do contelido de P em razéo da concentragéo do
inoculante. O peso da matéria seca das plantas com 1% de inoculante ndo diferiu do peso das testemu-
nhas. A 3% e 5%, a matéria seca aumentou 62%. O maior valor foi obtido com 10% de inoculante,
onde 0 peso das plantas foi 73% superior ao das testemunhas, e o teor de P, 130%. Resultados seme-
Ihantes foram obtidos em relagdo araiz. Altura e didmetro foram positivamente afetados pelainocul acdo,
mas ndo a relagdo raiz/parte aérea. Asdoses mais eficientes de inoculante foram aquelas de 3% ou
superiores. Este método de producéo devera ser testado com outros FECM, e sua eficiéncia, avaiada
em Viveiro e no campo.

Termos para indexacao: Pisolithus, inoculagdo, eficacia, fésforo, absorcao.

Effect of ectomycorrhizal inoculum produced
by solid state fermentation on growth of Eucalyptus dunnii Maiden

Abstract — Growth of Eucalyptus can be improved by ectomycorrhizal fungi (ECMF). Although wide-
spread in forest plantations, ECMF differ in infectivity and effectiveness, hence the need of selection of
compatible and efficient ECMF and the establishment of inoculum production methods. The objective
of this study was to test compatibility and efficiency of the ectomycorrizal inoculum produced by solid
dtate fermentation, in relation to Eucalyptus dunnii Maiden. For this purpose, inoculum of Pisolithus sp.
was produced by solid state fermentation in vermiculite + nutrient solution and applied to peat:vermiculite
(30:70 viv) a 0, 1, 3, 5 and 10% (v/v). Seeds of E. dunnii were sown and kept in a glasshouse. Inocu-
lation promoted root colonization, plant growth and phosphorus (P) uptake depending upon inoculum
concentration. Plant dry matter with 1% inoculum did not differ from that of the controls. At 3% and
5%, plants had 60% more dry matter than the controls. At 10%, inoculum shoot dry weight (dw) was
70% higher, and P content was 130% higher than that of the controls. Similar results were obtained in
relation to root dw. Height and diameter were also positively affected by inoculation. Root:shoot ratios
were not influenced. The most efficient doses were those at 3% inoculum or higher. This method of
inoculum production needs to be tested with other ECMF and its efficiency must be evaluated in the
nursery and in thefield.

Index terms: Pisolithus, inoculation, efficiency, phosphorus, absorption.
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Introducao

O Brasil apresentao maior programade reflores-
tamento do mundo (ca. 6 milhdes ha). Espécies dos
0éneros Eucalyptus e Pinus S80 as maisimportantes
nesse programa (Lima, 1993; Sociedade Brasileira
de Silvicultura, 1994). A partir dos anos 60, os
eucaliptos passaram a ser intensivamente utilizados
nas regides Sul e Sudeste.

Como o déficit mundial de madeiraaté 2010 sera
da ordem de 500 milhdes de m3 ano?! (Sociedade
Brasileira de Silvicultura, 1997), o Brasil devera
aumentar sua producdo paraatender ademanda. Para
iss0, € necessério melhorar a produtividade, pois o
aumento da area plantada € inviavel diante das atu-
ais limitacdes financeiras, politicas e ambientais
(Alvarenga, 1994). Tecnologiasaternativasdeverdo
ser adotadas, para 0 aumento da produtividade.
Entre elas, encontra-se a inoculagdo com fungos
micorrizicos sel ecionados, favorecendo o crescimen-
to das plantas mesmo em solos com baixosteores de
nutrientes.

O termo micorriza(Frank, 1885) denominauma
associacdo altamente especializada entre raizes e
certos fungos do solo. Essas associagtes melhoram
acapacidade de absorcéo e utilizago dos nutrientes
(Bougher et al., 1990; Thomson et al., 1994), de ab-
sorcdo de &gua (Levy & Krikun, 1980), de toleran-
ciaacondi¢desdesfavoréveisdo solo (Wilkins, 1991)
e de resisténcia a microrganismos patogénicos ou
deletérios (Marx, 1969; Kope & Fortin, 1989;
Newshamet al., 1995).

As micorrizas sdo classificadas em cinco tipos,
de acordo com a estrutura e os simbiontes envolvi-
dos: micorrizas vesiculo-arbusculares, ectomi-
corrizas, ectendomicorrizas, micorrizas orquiddides,
micorrizas ericides e micorrizas monotropdides
(Smith & Read, 1997). As ectomicorrizas predomi-
nam em plantas das seisfamiliasmais utilizadasem
silvicultura no mundo. Trés dessas familias
(Fagaceae, Pinaceae e Myrtaceae) sdo objeto detéc-
nicasintensivas de cultivo. Emborafreguentes nes-
sas plantacdes florestais, os fungos ectomicorrizicos
variam em compatibilidade e eficiéncia, dependen-
do das espécies simbiontes e das condicdes
ambientais (Garbaye, 1990; Smith & Read, 1997),
exigindo estudos prévios para detectar as melhores
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combinagdes fungo-hospedeiro-ambiente. Assim, o
control e dessas combinagdes, denominado “ contro-
ledamicorrizacdo” (Garbaye, 1984), pode melhorar
aprodutividade das plantagdes. Resultados expres-
sivostém sido obtidos pel o controle damicorrizacdo
em diferentes paises, mostrando seu grande potenci-
al parao setor florestal (Garbaye, 1990).

O controle da micorrizagdo exige o desenvol-
vimento de métodos de producéo de inoculantesem
largaescala(Hung & Moalina, 1986; Garbaye, 1990).
Vérios tipos de inoculantes ectomicorrizicos
tém sido utilizados, destacando-se 0s esporos
(Theodorou & Benson, 1983; Marx et al., 1989b) e
0 inoculante vegetativo, constituido do micélio em
culturapuranumamisturavermiculita-turfaameio de
cultura (Marx et al., 1982; Last et al., 1984).
O inoculante vegetativo permite autilizacdo de fun-
gos previamente testados quanto a infectividade e
eficiénciano crescimento do hospedeiro (Marx, 1980;
Marx et a., 1989a). Além disso, o micélio ficapro-
tegido entre aslaminasdevermiculita, e o fungo pode
sobreviver até a emissdo de raizes receptivas
(Garbaye, 1990; Smith & Read, 1997).

Com este método, osfungos Pisolithus tinctorius
(Marx et al., 1989a), Hebeloma crustuliniforme e
Laccaria laccata (Hung & Molina, 1986;
Cagtdlano & Maling, 1989) témsido extensivamente
inoculados nas mudas de Pinus spp. e Pseudotsuga
menziesii Nos EUA. Outro exemplo € o inoculante
de L. laccata, comercializado naFrancapor umain-
dastria de inoculantes de fungos comestiveis
(Garbaye, 1990).

Umatécnica mais sofisticada consiste no cultivo
do fungo viafermentagdo liquida e encapsulamento
domicélio em aginato de célcio, com base natécni-
ca de imobilizacdo de rizébios proposta por
Dommergueset a. (1979). Em viveiros, inoculantes
dediferentes FECM produzidos por este método fo-
ram eficientes na colonizacdo e promogdo do cresci-
mento de diferentes hospedeiros (Le Tacon et al.,
1985; Maupérin et al., 1987; Kropacek et al., 1990;
Kuek et a., 1992). O micélio encapsulado pode so-
breviver mais tempo no solo, e é de facil arma-
zenamento e transporte e de maior viabilidade, redu-
zindo, dessa forma, a quantidade a ser empregada
(Kuek et al., 1992). No entanto, o0 método encon-
tra-se aindaem processo experimental, mesmo apos
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mais de umadécadade estudos. Dificuldades namul-
tiplicacdo dosfungos por fermentacdo liquida, devi-
das as contaminacBes freqlientes, comprometem a
gualidade do inoculante, sobretudo na producdo em
largaescala (Sadek, 1990). As operagdes de lavagem
e imobilizacdo do micélio representam mais riscos
de contaminag&o, aumentando o0s custos do processo
(Marx et al., 1989a; Garbaye, 1990).

O controle damicorrizacdo exige, portanto, quea
selecdo defungos sgjaseguidapor mais estudos, para
estabel ecer métodos de producdo de inoculantes de
altaqualidade, estabilidade, e de baixo custo.

O objetivo deste estudo foi testar a compa-
tibilidade e eficiénciadeinocul ante ectomicorrizico,
produzido por fermentacéo semi-solida, em relacdo
aEucalyptus dunnii Maiden.

Material e Métodos

Foi empregado o isolado fungico ectomicorrizico
UFSC-Pt24 (Pisolithus .), da colegcdo do Laboratério de
Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina.
Oisolado foi obtido de frutificagbes colhidas em planta-
¢Oes de Eucalyptus sp. no Estado de Santa Catarina.

Culturas do isolado foram mantidas em meio de cultu-
ra solido MNM-extrato de levedura [modificagdo do meio
MNM (Marx, 1969), pela adicdo de 3 g de extrato de
leveduraL-Y] (Pradella et a., 1991), incubadas na ausén-
ciade luz, atemperatura de 30+1°C em incubadora BOD,
com transferéncias quinzenais para meio fresco de igual
composi¢do. Para inocular o substrato de fermentagéo, o
fungo foi cultivado em meio MNM-extrato de levedura
liquido, em frascos de 1.000 mL a 30+1°C. Cada frasco
recebeu dois discos de micélio (g=8 mm) provenientes
das culturas em meio sdlido. Apds 15 dias de incubacdo
sob agitagdo continua e auséncia de luz, o micélio foi tri-
turado assepticamente, e utilizado parainocular o substrato
de fermentac&o.

A fermentagdo foi redlizada conforme o método des-
crito por Souza (1996). Como substrato, empregou-se
vermiculita (tamanho médio), previamente esterilizada em
autoclave (120°C), duas vezes por 60 min, com intervalo
de 24 horas. Ap6s a esterilizagdo, foi adicionado meio
liquido MNM-extrato de levedura (sem tiamina), pH 4,5,
de modo a obterem-se as seguintes concentracdes
(gkg! de vermiculita): glicose, 240; extrato de levedura,
24; extrato de malte, 24; (NH4),HPO,, 2; KH,PO,, 1,2;
CaCl,.2H,0, 0,6; NaCl, 0,2; FeCls, 0,1, procedendo-se a
distribuicdo em embalagens de polipropileno (30x20 cm)
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com 300 mL de meio e 50 mL de vermiculita por embala-
gem. Apds mistura do meio com a vermiculita, o pH final
domeiofoi de5,8. Esse substrato foi inoculado com 30 mL
de suspensdo de micélio triturado, previamente produzi-
do em meio MNM-extrato de levedura liquido sob as con-
digBes descritas anteriormente. A fermentagdo ocorreu sob
condig¢Bes de temperatura controlada a 30+1°C, na obscu-
ridade, durante 60 dias, quando o micélio completou a
colonizagdo do substrato.

Sementes de E. dunnii foram desinfectadas em &cool
(70%) e germinadas em uma solugdo contendo
CaS0,4.2H,0 (0,068 g L-1), H3BO3 (0,168 g L-1), glicose
anidra(2 g L™1), pH 5,7 (Thomson et al., 1994), sob aeracéo
forcada, durante trés dias, a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, foram retiradas da solucdo, lavadas em agua
destilada esterilizada, e transferidas para o substrato de
plantio.

O substrato de plantio constou de uma mistura turfa-
vermiculita (30:70, v/v) previamente esterilizada (120°C,
durante 60 min), suplementada com o inoculante fungico
e distribuida em tubetes plésticos de forma conica com
60 mL de volume. A homogeneizacgo da mistura foi feita
sob condigOes assépticas. A esse substrato foi incorpora
do adubo de liberaco lenta (Nutricote®, 0,25 g tubeter?)
com a seguinte composi¢do em nutrientes: 14-8-8 (N-P-K)
e 2% de MgO, 0,15% de Fe, 0,06% de Mn, 0,05% de Cu,
0,02% de B, 0,02% de Mo e 0,015% de Zn.

Antes de ser adicionado ao substrato de plantio, o
inoculante foi lavado trés vezes com &gua destilada esteri-
lizada, para retirada dos nutrientes contidos no meio.
As propor¢des de inoculante utilizadas foram: 1, 3, 5 e
10%. As plantas-testemunhas (0%) foram produzidas da
mesma forma, porém com auséncia de inoculante no
substrato do plantio.

O plantio foi efetuado apds a distribuicdo do substrato
nos tubetes e umidificacdo com agua destilada. Foram
empregadas sementes pré-germinadas, na proporcdo de 3-4
sementes por tubete, colocadas cerca de 1 cm abaixo da
superficie do substrato. Apds duas semanas, foi feito o
desbaste, deixando-se somente uma planta por tubete.

O experimento constou de um delineamento inteira-
mente casualizado, com cinco tratamentos (quatro con-
centragfes do inoculante + testemunha néo-inoculada),
com 24 repeticdes (plantas) por tratamento. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo, sob condicfes con-
troladas de temperatura (25+2°C). A umidade do substrato
foi assegurada pela adicdo didria de agua destilada.

Apo6s 100 dias, as plantas foram colhidas, deter-
minando-se a altura e o didmetro do caule. Em seguida, o
sistema radicular foi separado da parte aérea e dividido
em duas partes, que foram pesadas para determinacdo do
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peso de matéria fresca. Uma das partes foi colocada em
FAA (formalina-aceto-dcool, 9:1:1, v/iv/v) e utilizada para
determinagdo da porcentagem de colonizacdo
ectomicorrizica (amostra 1). A outra parte do sistema
radicular (amostra 2), juntamente com a parte aérea, foi
secada em estufaa 75°C, até peso constante, para determi-
nacdo do peso da matéria seca. O peso de matéria seca do
sistema radicular foi calculado tomando-se como base o
peso de matéria seca da amostra2 e 0 peso de matéria
fresca das duas amostras.

O contetido de P nos tecidos foi determinado pela di-
gestdo por via imida com H,SO,4 e H,0, e leitura pelo
método vanadato-molibdato, em espectrofotdmetro
(660 nm), conforme o método descrito por Tedesco et al.
(1995), e os valores foram transformados em mg de
P planta®.

Para quantificar a intensidade de colonizag&o
micorrizica, utilizou-se 0 método das intersecgBes descri-
to por Giovanetti & Mosse (1980). Para isso, a amostra
do sistema radicular foi cortada em secgdes de aproxima:
damente 2 cm, e depositada em placa de Petri (=9 cm)
com a superficie reticulada em quadrados de 1 cm?, e ob-
servada em microscopio estereoscopico (30 X). Foram
observados todos os pontos de interseccdo das raizes com
as linhas da placa, anotando-se a presenca ou auséncia de
raizes colonizadas num total de 1.000 pontos deinterseccéao
por amostra.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e a
influéncia da dose de in6culo na intensidade de coloniza-
¢ao radicular (%), na producdo de matéria seca (parte a&-
rea, raiz, total e relacdo R/S), no teor de P, na atura e
didmetro, foi avaliada pelo teste de Tukey (p£0,05).

Resultados e Discussiao

A porcentagem de colonizacdo ectomicorrizicanas
plantas dos tratamentos de inoculagdo variou entre
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27 e 40%, sendo maior nos tratamentos que recebe-
ram maior dose deinoculante (5 e 10%) em relacdo
aos demais tratamentos. N&o foi observada coloni-
zacd0 micorrizicanas plantas do tratamento-testemu-
nha(Tabela 1).

Asmicorrizas corresponderam morfol ogicamente
as que foram formadas por fungos do género
Pisolithus, em outros estudos (Massicotteet a., 1987;
Burgess et al., 1994), e apresentaram manto espes-
s0, de cor amarel o-ferrugem, abundante micélio ex-
tra-radicular naforma de corddes e rizomorfas, es-
tendendo-se no substrato, formando intensa massa
de hifas nasuperficie internados tubetes.

A inoculagdo do fungo ectomicorrizico (UFSC-
Pt24) promoveu aumentos nas varidveis avaliadas.
A intensidade dos efeitos foi influenciada pela por-
centagem de colonizag&o ectomicorrizica, que, por
sua vez, foi influenciada pela concentracdo do
inoculante no substrato de plantio (Tabela 1). Assim,
0s maiores valores de matéria seca da parte aérea
foram observados has plantas do tratamento conten-
do 10% deinoculante, com 1,07 g planta®. As plantas
destetratamento foram 67% superiores as plantasdo
tratamento-testemunha. Nas concentragesde 5% e
3% deinoculante, osteores de matériasecada parte
aérea foram cerca de 62% superiores aos da teste-
munha. As plantas submetidas ainoculacéo dadose
de 1% néo diferiram das plantas-testemunhas em re-
lac8o a este pardmetro.

Com relag@o a matéria seca das raizes, todos os
tratamentos deinocul agdo apresentaram médias su-
periores a das plantas-testemunhas, e obtiveram-se
aumentos da ordem de 84% no tratamento com 10%
de inoculante, 56% no tratamento com 5% de

Tabela 1. Colonizagdo micorrizica, contelido de fésforo (P) e crescimento de mudas de E. dunnii em presenca de
inoculante do fungo ectomicorrizico Pisolithus sp. (isolado UFSC-Pt24), produzido por fermentagdo semi-solida, apds
100 dias de crescimento em casa de vegetacdo. Média de 24 repeticdes?).

Indculo  Colonizacio P Matéria seca (g planta?) RIPA®  Altura  Diametro
(%) (%) (mgpl") “pateatrea Raiz Tota (cm) (cm)
0 Oc 0,46b 0,64b 0,25b 0,88b 0,39 19,6¢ 0,18c
1 2% 0,78ab 0,72b 0,38a 1,11b 0,55a 22,5b 0,22b
3 27b 0,89ab 1,04a 0,38a 1,42a 0,39 26,2a 0,25a
5 35ab 0,98a 1,03a 0,39 1,42a 0,40b 25,5a 0,24ab
10 40a 1,06a 1,07a 0,46a 1,53a 0,46ab 25,1ab 0,23ab

(@ Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. @ R/PA: relagio raiz/parte aérea (peso

de matéria seca de raiz/peso de matéria seca da parte aérea).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 36, n. 2, p. 307-313, fev. 2001



Efeito de inoculante ectomicorrizico produzido por fermentacdo semi-solida

inoculante, e 52% nas concentracfes de 3% e 1%,
em relacdo ao tratamento-testemunha.

A relacdo raiz/parte aérea (R/PA), entretanto, foi
pouco influenciadapelainoculacéo, e apenasnadose
de 1% do inoculante foi significativamente superior
atestemunha. Tem sido amplamente aceitaaidéiade
guearelacdo R/PA aumentacom apresencado fun-
go na raiz, em decorréncia do maior crescimento
desta. Entretanto, Dosskey et al. (1992) observaram
gue, namaioriados casos, essarelacdo diminui com
a colonizagdo micorrizica, e que 0s aumentos sao
excecles resultantes da contribuicdo da biomassa
fungicaparao peso fina daraiz, que seriade cerca
de 40%, o que poderia representar 8% da biomassa
total daraiz. Diminuicdo darelacdo R/PA emraizes
colonizadasfoi observada por Guehl et al. (1990).

Quanto aaturadas plantas e ao didmetro do colo,
também houve efeito positivo dainoculagéo, em to-
dos os tratamentos de inocul agdo com val ores supe-
riores aos das plantas-testemunhas.

A inoculagdo micorrizica favoreceu, também, a
absorcdo de P na parte aérea (mg plantal), princi-
pal mente nas doses de 5% e 10% do inocul ante, onde
as plantas apresentaram contelidos superiores aos
observados nas plantas-testemunhas. Os val ores ob-
servados estdo dentro do intervalo obtido por
Bougher et a. (1990) em plantasdeE. diversicolor
gue receberam indculo com diferentes fungos
ectomicorrizicos.

O maior acimulo de P nas plantas que receberam
inoculagdo (mg planta™) reflete, aprincipio, o maior
crescimento destas. Entretanto, quando osteores de
P sdo considerados em relacdo ao peso da matéria
secaderaiz, verifica-se queainoculagdo micorrizica
proporcionou maior absorcdo de P pelas plantas.
As plantas dostratamentos 3, 5 e 10% de inoculante
apresentaram umataxade absor¢do variando de 2,3
a2,51 mgdePglderaiz, contral,84 mgdeP gl
deraiz das plantas ndo submetidas ainoculagéo, evi-
denciando amaior eficiénciadasraizes colonizadas
na captacdo desse nutriente. Efeitos semelhantesfo-
ram observados por outros autores em
Eucalyptus spp. submetidos aindculos com fungos
ectomicorrizicos (Bougher et a., 1990; Oliveira
et a., 1996).

O efeito da concentracao do inoculante
ectomicorrizico na colonizagdo micorrizica e nos
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parémetros de crescimento das plantas também foi
observado por Hung & Molina (1986), quando tes-
taram o efeito de inoculante comercial, produzido
pelo mesmo método, de trés diferentes fungos
(Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata e
Pisolithus tinctorius) em mudas de Pseudotsuga
menziesii.

Estes resultados indicam que a colonizagdo
micorrizica teve influéncia positiva sobre os
parémetros de crescimento. Ficanovamente eviden-
ciadaainfluénciadainoculagdo sobre aabsorgéo de
P pelas plantas, j& observada por outros autores
(Marx, 1980; Castellano & Molina, 1989; Bougher
et a., 1990; Thomson et al., 1994).

A formadeinoculacdo, pelamisturado inoculante
com o substrato de plantio, também apresentou-se
eficiente em promover acolonizagéo e o crescimen-
to das plantas. De acordo com Stenstrém (1990), a
mistura homogénea do inoculante com o substrato
permite umamel hor distribuicdo deste e umacol oni-
zacd0 mais uniforme do sistema radicular do que
outros métodos de inoculagdo, como, por exemplo,
aaplicacdo em camadas, ou ainoculacdo de suspen-
sBes micelianasliquidas nasuperficie ou nointerior
do substrato.

Smith & Read (1997) consideram queaadicdo de
vermiculitaao meio de cultivo favorece a producéo
debiomassaflngica, poistal material representaum
suporte particul ado para prote¢go do micdlio. Sadek
(1990) também preconi za o uso defermentacéo semi-
sblida para a producdo de inoculantes de fungos
ectomicorrizicos. O processo apresentaumasérie de
vantagens em comparagdo com acléssicafermenta
¢do liquida; entre essas vantagens estaareducéo do
volume de meio por massa de substrato. Embora o
crescimento sgjamais lento que nafermentacdo li-
quida, os riscos de contaminacdo por bactérias sdo
menores, devido ao baixo teor de dgualivre.

E necesséario, porém, testar a eficiéncia do
inoculante na promoc¢ao do crescimento de plantas
nos sistemas comerciais de producdo de mudas do
setor florestal, em viveiro e no campo. Também sdo
necessarios novos estudos paratestar aeficiénciado
método de producdo com outros fungos ectomi-
corrizicos selecionados, assim como a sobrevivén-
ciado inoculante durante o armazenamento.
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Conclusoes

1. O inoculante do fungo Pisolithus sp. (isolado
UFSC-Pt24), produzido por fermentacdo semi-soli-
da, apresenta compatibilidade (infectividade) e fi-
ciénciaem relacdo ao Eucalyptus dunnii.

2. O inoculante apresenta potencial parapromo-
ver a absorcéo de P e o crescimento das plantas de
E. dunnii, com efeitos positivos a partir de 3% do
inoculante nacomposi¢cao do substrato.
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