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ABSTRACT - Seedlings of Eucalyptus grandis and E. urophylla, grown in containers
with a vermiculite + peat mixture and receiving the routine nursery treatment, were
inoculated with Pisolithus tinctorius at seeding time. 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 until 10 days after seeding. However, it could be observed a tendency for an
increase in growth in inoculated seedlings. In another trial, 130 day-old seedlings of E.
grandis inoculated with triturated mycelium at the age of 45 days showed a greater
percentage of roots with fungal mantle and a tendency of higher growth in relation to the
non-inoculated control seedlings. It was not observed any significant mantle formation as
well as any growth effect in 160 day-old seedlings, inoculated at the age of 75 days.

RESUMO - Mudas de Eucalyptus grandis e E. urophylla foram inoculadas na época da
semeadura com o fungo Pisolithus tinctorius. As mudas foram produzidas em tubetes
contendo uma mistura de vermiculita e turfa, e receberam as praticas culturais de um
viveiro comercial. O in6culo constou de micélio do fungo crescendo 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 ndo apresentaram
desenvolvimento significativamente superior até os 170 dias de idade. Em outro ensaio,
mudas de E. grandis com 45 e 75 dias foram inoculadas com uma suspensdo de
fragmentos de micélio. As mudas inoculadas aos 45 dias mostraram maior percentagem de
raizes com manto fingico e tendéncia a um maior desenvolvimento aos 130 dias de idade.
As mudas inoculadas aos 75 dias, ndo mostraram efeito da inoculag¢do, quando avaliadas
aos 160 dias de idade.

INTRODUCAO

Diversas espécies de Eucalyptus spp tém sido encontradas em associacdo com
fungos ectomicorrizicos (CHILVERS & PRYOR, 1965; WARCUP, 1980). No Brasil,
Pisolithus tinctorius e Scleroderma sp. sdo os fungos mais freqiientemente encontrados
em talhdes de Eucalyptus (BARRDS et alii,1978; SCHWAN, 1984;CARVALHO et
alii,1987), O efeito destes fungos sobre o hospedeiro ainda ndo é bem conhecido.

Em situacdes onde as micorrizas ndo ocorrem, qualquer agdo que resulte em seu
desenvolvimento deverd aumentar o crescimento da planta ou mesmo, em casos extremos,



tornar vidvel o estabelecimento da mesma quando de outra maneira este ndo seria possivel
(JACKSON & MASON, 1984). Mais freqiientemente hd a situacdo na qual, com os
métodos normais de plantio e cultivo, associacdes micorrizicas se desenvolvem mas nao
com os fungos que déem beneficio maximo. Também pode haver um atraso considerdvel
antes que as micorrizas se estabelecam. Se um fungo simbionte, mais efetivo, pode ser
introduzido com sucesso e se pode assegurar que a associagao se desenvolva precocemente
na planta, entdo a inoculagdo devera resultar em beneficios.

A inocula¢do de mudas de Eucalyptus spp. com fungos ectomicorrizicos tem tido
sucesso principalmente sob condi¢des axénicas ou de assepsia parcial (CHILVERS et alii,
1986; GRENVILLE et alii, 1986; POISSONNIER, 1987). Em viveiro, as inoculacdes
muitas vezes ndo tém resultado no desenvolvimento de micorrizas ou em resposta da planta
(VIEIRA, 1984; YOKOMIZO & KRUGNER, 1983/85).

O presente trabalho teve como objetivos principais testar a eficiéncia do indculo
vegetativo de P. tinctorius no estabelecimento de ectomicorrizas em mudas de eucalipto,
alterando o minimo possivel o sistema comercial de produ¢do de mudas por tubetes, e
observar o efeito da inoculacio em diferentes estagios de desenvolvimento da planta.

MATERIAL E METODOS

Inoculac@o de mudas de E. grandis e E. urophylla:

O ensaio foi instalado em viveiro da Champion Papel e Celulose Ltda. (Mogi
Guacu), em fevereiro/87. Foram testadas duas doses de indculo (isolado E1 de P.
tinctorius), 2 e 4 ml/recipiente, em duas espécies de Eucalyptus, totalizando 6
tratamentos. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados. Cada parcela
constou de 49 plantas, sendo avaliadas apenas 10 mudas centrais.

O inéculo foi produzido com base na metodologia descrita por MARX et alii
(1982), em uma mistura de vermiculita/turfa umedecida com meio de Melin-Norkrans
modificado (MMN). A inoculagdo foi feita por ocasido da semeadura. Tubetes de
polietileno, com volume de 55 ml, receberam substrato até cerca de 2 a 3 cm de seu bordo
superior, e sobre este foi colocado o in6culo. O volume do recipiente foi completado com
substrato, para evitar a dessecacao do indculo. O substrato se constituiu de 50% de turfa
moida e 50% de vermiculita, e recebeu cerca de metade da adubagdo comumente utilizada
no viveiro (0,2g da férmula 8-17-6).

As adubagdes complementares foram feitas nas dosagens geralmente utilizadas no
viveiro, porém com algum atraso.

Inoculacdo de mudas de E. grandis com 45 dias de idade:

Foram conduzidos dois ensaios em viveiro da Champion Papel e Celulose Ltda.,
com inocula¢des em novembro/81 (mudas "de verao") e abril/88 (mudas "de inverno").

Mudas '"'de verao' - O inéculo foi produzido em frascos Erlenmeyer de 250 ml,
com 50 ml de meio MMN liquido. Cada frasco recebeu 2 discos (0,8 cm de didametro) de
micélio de P. tinctorius. Ap6s 27 dias o contetido micelial de 5 frascos foi triturado em 200
ml de dgua destilada, em liquidificador (velocidade 90x100rpm por 30 segundos). A
inoculagao foi feita com a inje¢do de 2 ml da suspensdo de fragmentos de micélio, cerca de
2 cm abaixo da regido do colo de mudas com 45 dias de idade. As mudas estavam em
tubetes de 55 ml, contendo substrato com 50% de turfa moida € 50% de vermiculita,
acrescido de 12 kg de superfosfato simples, 2 kg de sulfato de amdnia, 500g de KCl1 e 500g



de FTE/m’. Foram considerados 3 tratamentos (testemunha, isolados E1 e 82-1 de P.
tinctorius) e 8 repeticdes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada
parcela constou de 10 plantas.

As mudas prosseguiram em viveiro continuo (MORO et alii, 1988), recebendo as
adubacdes de rotina. Nao receberam aplicacdes de fungicidas.

Mudas ''de inverno' - Frascos erlenmeyer de 250 ml, com 50 ml de meio MMN
liquido, receberam 4 discos (0,5 cm de didametro) de micélio de P. tinctorius. Ap6s 38 dias
o conteido micelial de 5 frascos foi triturado em 200 ml de 4dgua destilada, em
liquidificador (90 x 100 rpm por 4-5"). A inoculacgao foi feita como descrito para mudas "de
verdo". As mudas, com 45 dias, estavam em tubetes de 55 ml, com substrato constituido de
50% de turfa moida, 25% de vermiculita e 25% de palha de arroz carbonizada, adicionado
de 12 kg de superfosfato simples, 2 kg de sulfato de amoénia, 500g de KCI e 500g de
FTE/m’. Os tratamentos e o delineamento experimental foram os descritos para o ensaio
anterior.

As mudas foram conduzidas em viveiro continuo (MORO et alii, 1988), recebendo
as adubagdes de rotina. Receberam pulverizagdes semanais com benomyl, captan,
mancozeb ou chlorothalonil, aplicados alternadamente, na dosagem de 0,4g/m2.

Inoculacdo de mudas de E. grandis com 75 dias:

O indculo foi produzido como descrito para mudas "de inverno" de 45 dias. Mudas
com 75 dias de E. grandis, em tubetes, foram inoculadas com suspensdo de fragmentos de
micélio, em abril/88. Metade das mudas recebeu o indculo através de injecdo de 2 ml da
suspensao, cerca de 2 cm abaixo da regido 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 suspensdo. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, sendo testados 2 isolados do fungo (E1 e 82-1) e 2 métodos
de inoculagao, totalizando 6 tratamentos. Cada parcela se constituiu de 10 plantas. ,

O substrato, as adubacdes e os tratamentos fitossanitdrios foram os mesmos
descritos para mudas de 45 dias, "de inverno".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inocula¢do de mudas de E. grandis e E. urophylla com inéculo produzido em
uma mistura de vermiculita/turfa ndo resultou em formagao de ectomicorrizas tipicas, nem
em efeito significativo sobre o crescimento das plantas (Tabela 1). O mesmo tipo de
in6culo foi utilizado por YOKOMIZO & KRUGNER (1983/85) em E. saligna e E.
citriodora sem sucesso.



TABELA 1 - Efeito da inoculacdo com Pisolithus tinctorius sobre o crescimento de
mudas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, 170 dias apés a semeadura.

ESPECIE DOSES DE ALTURA DIAMETRO IV
INOCULO (cm) (mm) (ecm?)
E. grandis Test. 25,96 a 2,31 a 1,396 a
2 ml 27,66 a 2,50a 1,739 a
4 ml 26,88 a 2,72 a 1,990 a
E. urophylla Test. 25,29 A 3,54 A 3,268 A
2 ml. 24,36 A 3,55 A 3,073 A
4 m. 24,72 A 3,54 A 3,152 A

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%)
* Indice volumétrico = d2.h

Pode ser observado que 24,67% das raizes de E. grandis e 52,94% de E. urophylla,
de parcelas nao inoculadas, apresentaram hifas entrelacadas, formando um manto, o que
indica a contaminacdo por fungos ectomicorrizicos nativos da regido. As mudas de E.
urophylla apresentaram uma maior colonizagdo por fungos, sendo que apenas cerca de 5%
das raizes observadas ndo apresentaram hifas em sua superficie. As mudas de E. grandis
nao inoculadas apresentaram 31,17% das raizes sem a presenca de hifas; enquanto 21,43%
e 15,28% ndo apresentaram hifas na superficie quando inoculadas com 2 e 4 ml do in6culo,
respectivamente. Foi anotada a presenca de hifas com grampos-de-conexao sobre 30,85%
das raizes de mudas de E. grandis niao inoculadas, 44,45% nas inoculadas com 2 ml do
in6culo e 45,88% com 4 ml. No caso de E. urophylla, 52,94% das raizes das mudas
testemunhas apresentaram hifas com grampo, 71,21% das inoculadas com 2 ml e 51,43%
com 4 ml do inéculo.

GARBAYE et alii (1988) obtiveram um aumento no crescimento de mudas de
eucalipto com a inoculagdo de micélio de P. tinctorius produzido em vermiculita/turfa,
embora a percentagem de ectomicorrizas tenha sido a mesma para mudas inoculadas e nao
inoculadas. Os autores fizeram a inoculacdo por ocasido do transplante, e o in6culo foi
colocado na cova feita para receber a muda, garantindo perfeito contato fungo-raiz.

As inoculagdes feitas em mudas de E. grandis com 45 dias, utilizando-se
fragmentos de micélio de P. tinctorius, também ndo resultaram na formacgdo de
ectomicorrizas visiveis, apesar das diferencas encontradas na percentagem de raizes com
manto ou infectadas por hifas tipicas de basidiomicetos, que poderiam indicar uma
associacdo niao completamente estabelecida. Este tipo de avaliacdo foi utilizado por
VIEIRA (1984), que conseguiu infeccdo com apenas um dos 3 isolados de P. tinctorius
testados em E. grandis.

As mudas "de verdo" inoculadas com o isolado El apresentaram uma maior
percentagem de raizes com manto (19,31%), seguidas daquelas inoculadas com o isolado
82-1 (9,7%) e das testemunhas, que apresentaram apenas 1% das raizes observadas com
manto fungico. Apenas 4,1% das raizes observadas se apresentaram associadas a hifas com
grampo-de-conexao nas mudas nao inoculadas. Nas inoculadas com os isolados E1 e 82-1,
foi observado grampo em hifas sobre 25,0 e 14,6% das raizes, respectivamente.

Nao foi observado manto fingico na amostra de raizes retirada de mudas "de
inverno" ndo inoculadas ou inoculadas com o isolado 82-1. Grampo-de-conexdo foi




encontrado em hifas sobre apenas 1,3% das raizes de mudas testemunhas, 17% nas
inoculadas com o isolado E1 e 10% com 82-1.

Nao houve diferenca significativa entre altura, didmetro e peso da parte aérea de
mudas inoculadas e nao inoculadas, aos 45 dias, com suspensdo de fragmentos de micélio.
No entanto, pode-se observar que houve uma tendéncia ao maior desenvolvimento de
mudas nas parcelas com inoculacio (Tabelas 2 e 3).

TABELA 2 - Efeito da inoculacao de suspensio de micélio de Pisolithus tinctorius
sobre o desenvolvimento de mudas ''de verao' de Eucalyptus grandis, com 90 dias de
idade, inoculadas aos 45 dias.

ISOLADO ALTURA |DIAMETRO Iv#* PSPA ** PSSR *%:*
(cm) (mm) (em®) (2 (2
Test. 14,64+ 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 ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
* Indice volumétrico = d2.h
** Peso seco da parte aérea (5 plantas)

*** Peso seco do sistema radicular (4 plantas)

TABELA 3 - Efeito da inoculacao de suspensio de micélio de Pisolithus tinctorius
sobre o desenvolvimento de mudas ''de inverno'' de Eucalyptus grandis, com 130 dias
de idade, inoculadas aos 45 dias.

ISOLADO ALTURA DIAMETRO | \% PSPA**
(cm) (mm) (em®) (2)
Test. 28,15+ 3,628 3,7589 5,776
El 28,43 3,743 4,0006 5,902
82-1 30,72 3,829 4,5188 5,991

+ As médias nao diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
* Indice volumétrico = d2.h

** Peso seco da parte aérea (5 plantas)




TABELA 4 - Efeito da inoculacdo de suspensiao de micélio de Pisolithus tinctorius
sobre o desenvolvimento de mudas de FEucalyptus grandis, com 160 dias de idade,
inoculadas aos 75 dias.

ISOLADO | METODO DE | ALTURA |DIAMETRO IV PSPA
INOCULACAO (cm) (mm) (cm3) (g)
Test. injecdo 37,81+ 4,100 6,376 8,200
deposicao 35,45 4,361 6,739 7,245
El injecdo 33,28 4,307 6,134 4,485
deposicio 31,05 4,336 5,825 6,902
82-1 injecdo 33,32 4,439 6,558 6,610
deposicio 37,55 4,343 7,097 8,072

+ As médias ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey (5%).
* Indice volumétrico = d2.h
** Peso seco da parte aérea (5 plantas)

As mudas inoculadas aos 75 dias ndo mostraram aumento em seu desenvolvimento
e nem micorrizas formadas com P. tinctorius. Em um dos tratamentos, no entanto (micélio
do isolado 82-1 colocado na periferia do sistema radicular) foram encontradas algumas
raizes com manto. A incidéncia de hifas com grampo-de-conexdo foi baixa ,ficando por
volta de 1 a 2% do sistema radicular, com excecao das mudas inoculadas com o isolado E1
por injecdo que apresentaram 8,6% das raizes com hifas tipicas de basidiomicetos, e das
mudas que receberam o isolado 82-1 na superficie do sistema radicular com 2118%.

Em trés dos quatro ensaios realizados em viveiro houve uma tendéncia ao maior
desenvolvimento das mudas inoculadas, embora as diferencas ndao fossem significativas; O
efeito da inoculagdo, sem a formacao de micorriza tipica, foi encontrado por MALAJCZUK
et alii (1975) e IMANA & PRADO JUNIOR (1979).

As falhas de inoculacio em Eucalyptus spp. tém sido atribuidas ao
desconhecimento de fatores ambientais favoraveis a associagcdo simbidtica (MULLETTE,
1976; GARBAYE et alii, 1988).

O efeito de varios fatores ambientais, ou de cultivo, sobre a formacao de micorrizas
foi estudado por diversos autores, principalmente em mudas de Pinus spp. e Quercus spp.
DIXON et alii (1985) observaram que a irrigacdo didria inibiu a formag¢do de micorrizas em
carvalho, o mesmo ocorrendo com a fertilizacdo excessiva. MOLINA (1979) conseguiu a
formacdo de micorriza com a inoculagdo de P. tinctorius em um viveiro comercial de
pinus, mantendo as condi¢des culturais de rotina com excecdo de uma reducio de 50% na
quantidade de adubo. As mudas obtidas, apesar de infectadas pelo fungo, eram menores do
que aquelas que receberam adubac@o normal, o que ndo descarta a possibilidade de virem a
apresentar uma melhor performance no campo.

Grande parte dos fungicidas e inseticidas testados nao apresentaram efeito sobre o
desenvolvimento micorrizico, embora inibissem o crescimento do fungo em cultura pura
(MARX & ROWAN, 1981; IKELLEY, 1982; CUDLIN et alii, 1984); Em alguns casos, a
aplicacdo de fungicidas, como benomyl e captan, aumenta a eficiéncia da inoculagao
(MARX et alii, 1984; SANTOS, 1984). No entanto, € necessario que se preste aten¢ao aos
produtos e doses a serem utilizados, pois um decréscimo na formacao de micorrizas ja foi




observado por SANTOS (1984) com a aplicacdo de captan, mancozeb, thiran e PCNB, e
por DE BARR & MARX (1984) para o inseticida carbofuran em doses elevadas.

Segundo McKAY (1982),em estudos usando plantas micorrizicas, microrganismos
do solo reduzindo o nimero de sitios disponiveis para colonizacdo e por competicdo por
fontes de energia prontamente disponiveis durante a infeccdo inicial podem mascarar o
efeito da inoculagdo. Em estudos realizados por SUMMERBELL (1987), Trichoderma
viride e T. polysporum inibiram a formac¢ao de micorriza por Laccaria bicolor.

Sobre mudas de Eucalyptus spp., os fatores que influenciam a formagdo de
micorrizas foram bem menos estudados. A inoculacdo de mudas de eucalipto, em viveiro
comercial, poderd se tornar vidvel, se conhecidos estes fatores, as praticas culturais forem
adaptadas aos mesmos, assim como as técnicas de inoculagdo.
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