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RESUMO

A escassez de madeira € uma ameaca ao setor de base florestal, gerando a
busca por alternativas que aumentem a producdo. Pode-se aumentar a producéo
aumentando-se a éarea plantada ou a produtividade. No segundo caso, pela
aplicacdo de doses crescentes de fertilizantes sollveis, principalmente fosforo e
potassio. Esses fertilizantes, além de causar danos aos ecossistemas, sdo, em
grande parte, importados, onerando a producdo. No entanto, o Brasil possui uma
variedade de rochas com potencial de uso como fertilizantes, sendo sua utilizacéo
limitada pela baixa solubilidade dos nutrientes ali presentes. A melhoria na
solubilidade dessas fontes pode ser conseguida pelo uso de microrganismos
solubilizadores, dentre eles os fungos ectomicorrizicos (fECM). Com esse propdésito,
25 isolados de fECM foram avaliados quanto ao potencial de solubilizarem fosforo e
potassio a partir de rochas, sob condicdbes de meio de cultura e de casa de
vegetacdo. No primeiro estudo, os fungos foram cultivados em meio de cultura GEL
liquido, suplementado com po6 das rochas: granitos (p6 da pedreira saibrita, PCA,
PCB e SB), flogopita olivina melilitito, fonolito, brecha alcalina, arenito, carbonatito e
rocha calcarea (Cl). Apos 30 dias, determinou-se o peso do micélio seco e o
contetdo de fosforo e potassio no micélio e no meio de cultura. As rochas brecha
alcalina e p6 da pedreira saibrita foram as que permitiram maior mobilizacdo desses
elementos. Dentre os fungos, destacaram-se os isolados UFSC-Pt22, CSIRO-
H1234, UFSC-Pt145 e UFSC-Pt186, na mobilizacdo de potassio, e os isolados
UFSC-Pt26, UFSC-Ch163, UFSC-Pt186 e UFSC-Pt188, na mobilizacdo de fosforo.
As rochas e os isolados mais eficientes foram selecionadas para um experimento em
casa de vegetacdo, visando avaliar o seu potencial em substituicdo a adubacéo
potassica e fosfatica convencional. O inoculante fungico foi produzido nhuma mistura
turfa-vermiculita e meio de cultura MNM. Apds 60 dias, o inoculante foi lavado e
adicionado ao substrato de plantio (turfa-vermiculita), na proporcdo de 10%, e
distribuido em recipientes de 60 mL. A esse susbstrato foi adicionado p6 das rochas,
brecha alcalina ou p6 da pedreira saibrita, como fonte de fosforo (0,5 mg pl™) e
potassio (16 mg pl™), suplementando-se com soluco nutritiva para fornecimento dos
demais nutrientes. As plantas testemunhas receberam igual quantidade desses
elementos na forma solavel: Ca(H,PO4,),.2H,0 e KCI. Apés 90 dias, determinaram-
se a altura, o comprimento radicular, a porcentagem de colonizac¢éo radicular, o peso
da matéria seca e o conteudo de fésforo e potassio da parte aérea. A brecha alcalina
mostrou eficiéncia superior ao p6é da pedreira saibrita no suprimento de fésforo e
potassio as plantas, mas inferior em relacdo a adubacédo solavel. Entretanto, essa
rocha mostrou-se superior aos demais tratamentos de adubacéo nos parametros de
crescimento, apresentando-se como uma alternativa a adubacédo convencional na
promocdo do crescimento e no suprimento desses elementos as plantas. Os
isolados UFSC-Pt22 (Pisolithus sp.) e UFSC-Pt186 (P. microcarpus), destacaram-se
na mobilizacdo de potassio e fosforo e na promocédo do crescimento de plantas de
Eucalyptus dunnii, principalmente em combinacdo com a brecha alcalina.

Palavras chaves: fungos ectomicorrizicos, rochas, fésforo, potassio, Eucalyptus
dunnii.



ABSTRACT

The low offer of timber in the market demands new strategies to increase
forest production. One alternative to augment forest production is represented by the
increase of the planted surface and the other by the increase of the productivity. In
this latter case, application of high dosis of soluble fertilizers has been the most
frequent practice. These fertilizers, besides being responsible by environmental
impacts, are mostly imported contributing to increase timber prices. In Brazil there is
a great variety of rocks able to be utilized as fertilizers. The main limitation to their
use is the low solubility of the nutrients present in these materials. Solubilization of
these nutrients sources may be achieved by some microorganisms among them
ectomycorrhizal fungi (ECMf). With this objective in mind, 25 isolates of ECMf were
studied in terms of their potential to solubilize phophorus and potassium from rocks,
under in vitro and greenhouse conditions. During a first essay, fungi were cultivated
in liquid GEL medium containing among the components finely grounded powder of
the following rocks: granites (granite powder, PCA, PCB and SB), phlogopyte,
phonolyte, alcaline breccia, sand stone, carbonatite and a calcareous rock (CI). After
30 days, the dry weight of the mycelium and the phosphorus and potassium contents
of the culture medium and mycelium were determined. Alcaline breccia and graniye
powder were the rocks that contributed to the higher mobilization of these elements.
Among the fungi, isolates UFSC-Pt22, CSIRO-H1234, UFSC-Pt145 and UFSC-Pt186
were the most efficient in potassium mobilizition, whereas UFSC-Pt26, UFSC-Ch163,
UFSC-Pt186 e UFSC-Pt188, in phosphorus mobilization. These rocks and isolates
were selected to a greenhouse study to determine their potential to promote plant
growth when replacing soluble fertilizers of potassium and phophorus. Fungal inocula
were produced in a of peat-vermiculite mixture moistened with liquid MNM medium.
After 60 days, inocula were washed with sterile water and added to the plant growth
substrate (peat-vermiculite) at 10%. Rocks were also added as finely grounded
powder, those employed as phosphorus source at 0.5 mg plant™ and those employed
as potassium source at 16 mg plant. Others nutrients were added as nutrinent
solution and the substrate was then distributed in 60 mL pots. Control plants were
fertilized with the same amount of phosphorus and potassium in their soluble forms of
Ca(H2P0O,),.2H,0 and KCI. After 90 days plants were harvested and measured in
terms of shoot height, root length, mycorrhizal colonization, dry weight, and shoot
phosphorus and potassium contents. Alcaline breccia was more efficient than granite
powder as a source of phosphorus and potassium for the plants although less
efficient than soluble fertilizers. However, alcaline breccia presented a higher
efficiency in promoting plant growth than all others treatments showing that it may be
an alternative to conventional fertilization. Isolates UFSC-Pt22 (Pisolithus sp.) and
UFSC-Pt186 (P. microcarpus), were the most efficient in promoying plant growth,
mainly when combined to alkaline breccia.

Keywords: ectomycorrhizal fungi, rocks, phosphorus, potassium, Eucalyptus dunnii.
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INTRODUCAO

O setor de base florestal desempenha um importante papel social e
econdmico, seja através da geracdo de emprego, renda e divisas - resultantes da
fabricacdo e comercializacdo de produtos derivados - e ecoldgico, seja através da
conservacao e preservacao dos recursos naturais existentes.

Nos ultimos anos, é evidente a reducéo nos valores das areas plantadas com
esséncias florestais, como reflexo da falta de incentivos fiscais governamentais, o
gue tem ameacado a sustentabilidade do setor, com projecdes nada otimistas para
2010 de um déficit interno de cerca de 27 milhdes m® ano™ e mundial de 500
milhdes de m® ano™ de madeira. Apesar da reducdo na area plantada, o consumo de
produtos derivados, sejam moveis ou papel e celulose, é crescente, havendo a
necessidade de alternativas objetivando o aumento da producéo florestal, visando a
reducdo dos impactos que um provavel déficit poderia causar ao setor.

Este aumento pode ser conseguido através do aumento da area plantada, o
gue implicaria a utilizacdo de areas atualmente destinadas a producéo de alimentos;
ou através do aumento da produtividade. Este ultimo pode ser promovido pela
utilizacdo de gendtipos superiores ou pelo uso intensivo de fertilizantes. Neste caso,
acarretando um aumento nos custos de producao, pela importacdo de insumos, em
parte ou em sua totalidade, ou dos reagentes necessarios a sua fabricacdo, como no
caso dos adubos fosfatados.

Dos fertilizantes utilizados, o fosforo e o potassio mostram-se 0s mais
limitantes para a producédo vegetal, devido a problemas de fixacdo no solo ou de
lixiviacao, respectivamente.

O Brasil, possui uma ampla variedade de rochas e residuos provenientes do



seu beneficiamento, com potencial de utilizacdo em substituicdo total ou parcial aos
adubos quimicos soluveis. Entretanto, o principal problema para a utilizacdo desses
materiais € representado pela baixa solubilidade dos nutrientes ali presentes.

Os fungos ectomicorrizicos desempenham um importante papel na
disponibilizacdo de nutrientes contidos em rochas. Além disso, esses
microrganismos formam associacfes com raizes de plantas de interesse florestal,
como as do género Eucalyptus - as principais espécies utilizadas em programas de
florestamento no pais, correspondendo a cerca de 65% da area plantada - formando
estruturas conhecidas como ectomicorrizas.

Este trabalho teve como objetivo estudar a capacidade de isolados de fungos
ectomicorrizicos provenientes da colecdo do Laboratorio de Ectomicorrizas da
UFSC, na liberacdo de nutrientes a partir de rochas e seus subprodutos, coletados
em diferentes regibes do pais e do Estado de Santa Catarina. Pretende-se, com
isso, contribuir para o desenvolvimento de processo biotecnologico que permita a
substituicdo total o parcial do fésforo e do potassio solivel na promocdo do

crescimento de plantas.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1. O SETOR DE BASE FLORESTAL

Os produtos florestais tém sido utilizados pela espécie humana desde tempos
imemoriais. Primeiro, como frutos e sementes coletados para alimentacdo e com o
uso de troncos de arvores em abrigos primitivos. Mais tarde, na construcdo de
casas, como parte de carros, barcos e avides. Durante muito tempo, a madeira foi 0
principal combustivel doméstico e industrial; para muitos paises em desenvolvimento
ela continua sendo uma das mais importantes fontes de energia.

No Brasil, na década de 50, a producéo, transmissao e distribuicdo de energia
elétrica e a expansdo da telefonia exigiram centenas de milhares de postes e
cruzetas; o crescimento das ferrovias aumentou a demanda de dormentes; e,
finalmente, a construcdo de habitacbes empregou milhares de metros cubicos de
madeira. Até o final da década de 60, a industria madeireira mostrava-se incipiente,
ndo possuindo fontes seguras de abastecimento, observando-se uma exploracao
predatoria dos recursos florestais (SANT'ANA; FREITAS, 2004). Tal situacdo fez
com que os setores industrial e de pesquisa voltassem sua atencao para técnicas de
preservacdo das reservas de madeiras (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PRESERVADORES DE MADEIRA - ABPM, 2004).

A politica de incentivos fiscais no final da década de 60, que objetivava
diminuir a utilizacdo indiscriminada dos recursos florestais naturais, bem como a

implantacdo de florestas plantadas de crescimento rapido, contribuiu para a



expansdo do setor, proporcionando uma ampla gama de beneficios a sociedade e
ao meio ambiente (SANT'ANA; FREITAS, 2004).

O setor de base florestal tem contribuido com uma parcela importante para a
sociedade brasileira, quer pela geracdo de produtos para consumo direto e indireto
para a exportacdo, quer pela geragdo de emprego e renda e pela conservagédo e
preservacao dos recursos naturais renovaveis. Em 2003, o Produto Interno Bruto
(PIB) do setor florestal foi de US$ 21 bilhdes, cerca de 4% do PIB nacional. O setor
de papel e celulose contribuiu com US$ 7,5 bilhdes, o de siderurgia e carvao vegetal
com US$ 4,2 bilhdes e o de madeira e moveis com US$ 9,3 bilhdes. Nesse ano, as
exportacoes atingiram seu melhor desempenho, com o volume total chegando a US$
5,6 bilhdes incluindo moveis, madeira, papel e celulose. Esta cifra, de relevancia
significativa, representa 8% do total das exportacbes do Pais no periodo
(SANT’ANA; FREITAS, 2004; REVISTA DA MADEIRA - REMADE, 2004).

Do total exportado, o segmento de papel e celulose mostrou-se 0 mais
expressivo em termos de valor, tendo as vendas externas chegado a US$ 2,83
bilhdes em 2003, com um aumento da ordem de 37,7% em relacdo ao ano anterior.
O item pasta e celulose foi 0 mais expressivo com US$ 1,74 bilhdes, enquanto que o
de papeléo totalizou US$ 1,08 bilhdo (REMADE, 2004).

Deste total, 0 estado do Espirito Santo contribuiu com cerca de 30%, com
US$ 848 milhdes em vendas de celulose, seguido por Minas Gerais com US$ 326
milhdes. No segmento papel e papeldo, Sdo Paulo foi o estado maior exportador,
seguido pelo Parana, com valores exportados de US$ 649 milhdes e US$ 178
milhdes, respectivamente (REMADE, 2004).

Em termos de impostos, o setor contribuiu com a arrecadacdo de cerca de

US$ 2 bilhdes, com um consumo de 300 milhdes de m® ano™ e a geracdo de cerca



de 3,6 milhdes de empregos diretos e indiretos, resultando no sustento de quase 10
milhdes de brasileiros (SANT’ANA; FREITAS, 2004; SOARES; CARVALHO, 2004).

No mercado mundial, o comércio de madeira e produtos derivados é
crescente, conforme levantamento feito entre o comércio de paises importadores e
exportadores, sendo o valor total das exportacdes de cerca de US$ 98 bilhdes ano™.
Deste total, 15% séo originarios de paises em desenvolvimento (NAHUZ, 2004).

Com cerca de 6% de sua area total plantada com florestas, o correspondente
a 562 mil ha, e cerca de 92% destes cultivados com espécies dos géneros Pinus e
Eucalyptus, a contribuicdo de Santa Catarina ao PIB nacional do setor florestal é de
7 - 8%, sendo 1,5% provenientes da atividade silvicultural e 5,6% da indastria de
base florestal (INSTITUTO DE PLANEJAMENTO E ECONOMIA AGRICOLA DE
SANTA CATARINA - ICEPA, 2004).

Dados de 2002 mostram que do total de madeira consumida pelos mais
diversos setores da industria catarinense, o setor de celulose e pastas foi
responsavel pelo consumo de cerca de 6,3 milhdes m*; seguido pelas serrarias com
4,2; o setor de chapas e compensados com 1,5; o moveleiro com 1,2 e o setor de
geracao de energia com 14,8 (ICEPA, 2004). Neste periodo, a industria florestal foi
responsavel pela geracdo de cerca de 87 mil empregos. Deste total, 6,2 mil foram
gerados pela atividade florestal, 42,3 mil pela industria de processamento mecanico,
12 mil pela de papel, celulose e artigos de papel e 26,4 mil pela industria moveleira,
sendo as regifes norte e oeste as mais beneficiadas, com a geracao de 27,5 mil e
21,7 mil vagas, respectivamente (ICEPA, 2004).

Em 2002 o PIB de Santa Catarina foi de R$ 42,39 bilhdes, tendo o setor
agricola contribuido com 14% deste total. Do total das exportacdes catarinenses em

2003, cerca de 23,3% foram provenientes do setor florestal. Destes, 10,9% oriundos



do setor de madeiras e obras de madeira, 8,7% do setor moveleiro e 3,7% da
producdo de papel e papeldo. Esses valores sdo quase idénticos aos exportados
pelos setores de carne suina e de aves, com contribuicbes de 5,3% e 18,2%,
respectivamente (ICEPA, 2004).

No cenario nacional, a participacdo da Santa Catarina nas exportacfes de
produtos florestais no periodo 1995-2002 teve um incremento de cerca de 8%,
passando de 10 para 18%. Considerando-se as exportacbes da regido sul, a
contribuicdo catarinense no periodo manteve-se constante com cerca de 39%
(ICEPA, 2004). Comparando-se as exportacdes do agronegocio catarinense no
periodo 1996-2003, o setor florestal contribuiu com R$ 859 milhdes, o de producéo
vegetal e derivados R$ 351 milhdes e o de producédo animal e seus derivados R$
916 milhdes (ICEPA, 2004).

O setor florestal apresenta potencial de crescimento, apesar de haver a
preocupacado com relacdo a sua sustentabilidade devido a reducdo de incentivos
fiscais, principalmente a partir de 1987, o que levou a uma diminuicdo no nivel de
investimento na formacéo de florestas (JUVENAL; MATTOS, 2002). Esta diminuicédo
€ apontada como a principal responsavel pelo déficit interno de cerca de 27 milhdes
m® ano™ previsto para 2010. Em nivel mundial, a perspectiva para o0 mesmo periodo
é de um déficit de cerca de 500 milhdes de m® ano™ (REMADE, 2004).

Sabendo dos impactos negativos que um provavel na oferta de madeira pode
causar em nossa economia, foi criado pelo governo federal, em fevereiro de 2003, o
Programa Nacional de Florestas (PNF) prevendo, para o periodo 2004-2007,
investimentos de cerca de 1,8 bilhdes de reais no setor, com meta de expandir o
reflorestamento em 800 mil hectares nas pequenas e médias propriedades rurais e

em 1,2 milhdes hectares nos programas empresariais (MINISTERIO DO MEIO



AMBIENTE, 2003).

O aumento da area reflorestada deve ser encarado com cautela, pois isso
pode ameacar 0s escassos remanescentes de mata nativa ou as areas de solo fértil
destinadas a producao de alimentos. Assim, a utilizacao de solos marginais de baixa
fertilidade pode representar uma alternativa para o aumento da producéo, desde que
métodos de cultivo sejam aplicados visando o aumento da produtividade dessas
areas ou daquelas ja exploradas pelo setor florestal.

Dentre esses métodos destacam-se aqueles relacionados a melhoria da
fertilidade dos solos, a selecdo de clones ou variedades mais tolerantes as
condicbes adversas do ambiente ou, ainda, métodos envolvendo o manejo da

microbiota promotora do crescimento das plantas.

1.2. O USO DE FERTILIZANTES

Os solos brasileiros apresentam deficiéncias de varios elementos essenciais
para o crescimento vegetal, a exemplo do fosforo e do potassio, demandando o uso
intensivo de fertilizantes (RAIJ, 1991).

Em se tratando do fosforo, além de ser um nutriente essencial para as
plantas, observa-se que grande parte das formas sollveis adicionadas ao solo sédo
convertidas em formas ndo disponiveis para as plantas (MCLAUGHLIN; ALSTON;
MARTIN, 1988; RAIJ, 1991). As adubacbes potassicas, embora ndo apresentem
problemas com processos de fixacdo, sdo perdidas em grande parte devido a
lixiviacdo, provocando, segundo Yuan et al. (2004), deficiéncia principalmente nos
solos das regides tropicais e subtropicais.

Esses processos de lixiviacdo e de fixacdo de nutrientes sdo responsaveis



pela elevacdo nas quantidades requeridas de fertilizantes, contribuindo para o
aumento dos custos de producdo. Segundo dados da Embrapa (2005), os custos
com adubacdo correspondem a cerca de 45% dos valores gastos com insumos e
10% do custo total na producdo de mudas de Eucalyptus grandis.

Além de elevar os custos de producédo, outro fato negativo a ser destacado
em relacdo ao aumento na utilizacdo de fertilizantes € a elevacdo nas quantidades
importadas dessas fontes, com destaque para as formas potassicas e fosfatadas.
Considerando o periodo 1995-2003, quase 87% do total de adubos potassicos foram
importados. Embora sejam importados apenas 36% dos adubos fosfaticos solaveis,
tem sido observado um aumento constante nesses valores desde 1999 (POTASH &
PHOSPHATE INSTITUTE, 2005).

Além do impacto negativo provocado pelas importacbées em nossa balanca
comercial, a producéo desses nutrientes demanda a utilizacdo de grande quantidade
de produtos de origem nédo renovavel, bem como um alto consumo energético - em
sua grande maioria derivado do petréleo. Esses impactos podem ser minimizados
através de um aproveitamento mais eficiente dos nutrientes adicionados ao solo, ou
pela utilizacdo de fontes alternativas, com destaque para a utilizacdo de p6 de
rochas (HARLEY; GILKES, 2000; YUAN et al., 2004).

A utilizacdo de rochas moidas na agricultura constitui uma técnica moderna,
usada nos paises de agricultura evoluida como restauradora de solos e restituidora
e supridora das necessidades das plantas. Contrariamente aos fertilizantes soluveis,
as rochas moidas ndo agridem o meio ambiente e ainda preservam e estimulam a
atividade da microbiota - até entdo negligenciada em virtude do desconhecimento de
sua importancia. Além disso, ndo acidificam nem salinizam o solo, promovem o

aumento do pH, proporcionam a liberacdo lenta e gradual de seus nutrientes,



apresentando, desta forma, um maior efeito residual em relacdo aos fertilizantes
soluveis, evitando a absorcéo de luxo, bem como a fixacédo e a lixiviagdo (MIBASA,
2005).

Essas rochas podem vir de subprodutos da exploracdo de pedreiras
destinadas a extracdo de rochas ornamentais e materiais de construcdo, a exemplo
dos granitos, sendo seus residuos comercializados por valores irrisorios, cerca de
US$ 17,00/m® (SILVA AMANDA, empresa Pedrita, Informacdo pessoal). Outra forma
de obtencéo seria através da exploracéo de pedreiras com a finalidade exclusiva de
servirem como fonte de nutrientes para o crescimento vegetal, aumentando
substancialmente os ganhos obtidos com a atividade, visto que o valor pago por
quilograma de produtos comerciais a base de rochas como fontes de nutrientes,
chega a US$ 6,00 (NATURAL RURAL, 2005).

No Brasil, existe uma ampla variedade de reservas minerais que podem ser
utilizadas como fontes de nutrientes para o crescimento das plantas. Particularmente
no Estado de Santa Catarina, trés areas apresentam potencial para o fornecimento
de rochas: a regido dos campos de Lages; o municipio de Anitapolis, e a regido das
serras do leste catarinense.

Diversas rochas de origem alcalina como os fonolitos, carbonatitos e olivina
melilitito (SCHEIBE, 1986), rochas ricas em P e K e outros elementos séo
encontradas na regido dos campos de Lages. No municipio de Anitapolis, Comin-
Chiaramonti et al. (2002), relatam a incidéncia de rochas alcalinas ricas em P e K
como o0s carbonatitos. Apesar da ocorréncia restrita, esta regido mostra-se
importante, principalmente devido ao potencial de utilizagdo dessas rochas como
fontes de nutrientes para o crescimento vegetal. Na regido das serras do leste

catarinense, ocorre a predominancia de rochas graniticas de composicéo variavel,



com abundantes xendlitos enclaves - fragmentos de rochas do teto ou das paredes
da intrusdo e envolvidos pelo magma (magmatic stopping) ou arrancados das
paredes dos dutos magmaticos abaixo e trazidos dentro do magma. Geralmente
pobres em P, essas rochas apresentam grandes quantidades de K, com teores
variaveis de Ca e Mg. Essa regido, que se estende desde o municipio de Joinville,
no norte do Estado, até os municipios de Jaguaruna e Morro da Fumaca no sul,
apresenta pedreiras de extracdo de britas e outros materiais.

Atualmente, ja sdo encontrados no mercado formulacdes a base de rochas
moidas produzidas em escala comercial, a exemplo do melhorador de solos MB-4,
produzido pela empresa Mibasa, e do Rocksil, pela empresa Lia Ulmasud Ind. e
Com. LTDA, ambos os insumos sao utilizados na agricultura ecologica, visando
prover as plantas com macro e micronutrientes, a exemplo de fosforo e potassio.

Apesar de seu potencial, a utilizacdo da técnica da “rochagem” em
substituicdo as formulacfes de adubos convencionais tem apresentado resultados
contraditorios, na sua maioria negativos, como demonstrado por Bolland e Baker
(2000). Em experimentos realizados a campo e em casa de vegetacdo, esses
autores nao verificaram eficiéncia agronémica da utilizacdo de pd de granito em
relacdo ao cloreto de potassio. A campo, foi verificado que a adicdo de 2 t ha™ de p6
de granito ndo promoveu diferenca em relagdo ao tratamento testemunha, e com a
adicdo de 20 t ha*, observou-se um decréscimo na producéo de cerca de 65 %. Em
casa de vegetacdo, os menores ganhos foram obtidos quando nenhum fertilizante
ou rocha foi adicionada, ou quando somente rocha foi adicionada nas concentracdes
de5tha’ e20tha™.

Coutinho et al. (1991), verificando a eficiéncia agrondmica de fertilizantes

fosfatados em condi¢cdes de campo em um latossolo vermelho-escuro, verificaram



gue a adicdo de fosfato natural de Patos de Minas ndo mostrou-se eficiente no
fornecimento de foésforo. Porém, Prochnow et al. (2004), em experimento em casa de
vegetacdo, comparando a eficiéncia de fosfatos produzidos através do fosfato
natural de Gafsa, verificaram que a adicdo somente de apatita ao solo, sem o
enriquecimento com fosfato sollvel, apresentou baixa eficiéncia agrondémica,
alcancando resultados maximos de 30% dos obtidos com o superfosfato simples.

Tais contradicdes parecem residir na baixa solubilidade desses materiais, o
gue requer o desenvolvimento de processos biotecnolégicos que possam
proporcionar uma maior disponibilizacdo desses nutrientes. Dentre esses processos,
destaca-se 0 uso de microrganismos do solo capazes de promover uma maior
absorcdo de nutrientes quando associados as plantas. Nesse grupo encontram-se
os fungos ectomicorrizicos. Estudos recentes enfatizam a importancia desses
microrganismos na solubilizacdo de nutrientes contidos em rochas (WALLANDER,;
WICKMAN; JACKS, 1997; WALLANDER; WICKMAN, 1999; WALLANDER, 2000a;
LANDEWEERT et al.,, 2001; YUAN et al., 2004; LIU; LOGANATHAN; HEDLEY,
2005).

Desta forma, um dos setores que mais poderia se beneficiar com esta pratica
seria 0 setor florestal, visto que suas principais espécies, notadamente as dos
géneros Pinus e Eucalyptus, formam associacdo com fungos ectomicorrizicos. A
exploracdo dessa simbiose para a solubilizacdo de nutrientes de rochas seria de
particular importancia para o setor, uma vez que este utiliza quantidades excessivas
de fertilizantes para manter a qualidade das mudas a fim de assegurar niveis

elevados de produtividade.



1.3. O EUCALIPTO

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, ordem Myrtiflorae,
classe Dicotyledonae, divisdo Angiospermae, apresenta ocorréncia generalizada na
Austrdlia e na regido indo-maldica. As espécies do género distribuem-se
originalmente entre as latitudes de 7°N e 43°39’S, com a grande maioria delas sendo
encontrada na Austrélia continental e na Tasmania.

Sao plantas lenhosas, arbustivas ou arboreas, distinguindo-se por apresentar
folhas alternas e frutos capsulares, embora em algumas espécies observem-se
folnas opostas. As flores dispostas geralmente em inflorescéncias, podem ser
umbeladas, paniculas ou corimbos. O fruto € uma cépsula deiscente composta de 3
a 6 valvas apicais, chamada diplotegia. As sementes variam em tamanho, cor e
forma, havendo sementes com menos de 1 mm, até mais de 2 cm de comprimento,
de cor amarela até preta e de forma esférica, cubica ou subulada, com superficie lisa
reticulada ou alveolada (JOLY, 1977; MARCHIORI; SOBRAL, 1997).

Com mais de 600 espécies e variedades, os eucaliptos habitam desde
florestas tropicais pluviais, areas com precipitacdo estival (zona tropical), zonas
subtropicais de precipitacdo uniforme, areas de clima mediterraneo - onde a
precipitacdo é restrita ao inverno - bem como zonas aridas com precipitacdo inferior
a 300 mm anuais, apresentando, desta forma, extraordinaria importancia silvicultural
(LIMA, 1993).

A difusdo do eucalipto teve inicio em 1804, tendo sido levado da Australia
pelo jardineiro-botanico do jardim das plantas de Paris, Antbnio Guichenot. Em
meados do século XIX, ja apresentava ampla distribuicdo mundial, apesar de ter

pouca ou nenhuma importancia na Ameérica do Sul (UNGARETTI, 1995).



No Brasil, a primeira introducdo da esséncia ocorreu no Estado do Rio
Grande do Sul, no ano de 1868 (LIMA, 1993). Segundo Marchiori e Sobral (1997), os
eucaliptos sdo atualmente as esséncias florestais mais cultivadas no Brasil e no
mundo, sendo a sua madeira utilizada para a producédo de papel e celulose, lenha,
carvao, chapas duras, moirBes, postes e construcdo civil em geral. Da area total
plantada com espécies florestais, cerca de 6 milhdes de hectares, 65% sé&o
ocupados com espécies pertencentes a esse género (BRACELPA, 2005).

A introducdo de espécies do género em nosso pais tem visado,
principalmente, atender a demanda crescente por parte das industrias de papel e
celulose, que adotando técnicas silviculturais intensivas, tém alcancado ganhos
significativos de producdo, ndo raramente com produtividade superior a 60 m® ha™
ano™ (LIMA, 1993).

A espécie Eucalyptus dunnii Maiden, originaria de regides com latitudes
variando entre 28° a 30°15'S, compreendendo pequenas areas no nordeste do
Estado de Nova Gales do Sul e sudoeste do Estado de Queensland, na Austrélia,
destaca-se pela qualidade da sua madeira e indice de crescimento, apresentando
densidade, em &arvores de sete anos de idade, de cerca de 0,46g cm™ (EMBRAPA,
1986; 1988). Sua regido de origem apresenta caracteristicas climaticas semelhantes
as principais areas de plantio de Santa Catarina, com temperatura média de 28°C
nos meses mais quentes, variando entre 0 e 3°C nos mais frios, com a ocorréncia de
geadas e um precipitacdo média anual de 1000 a 1750 mm ano™ (EMBRAPA, 1986;
1988).

O favorecimento do uso de espécies de Eucalyptus em reflorestamentos
deve-se, dentre outros fatores, a simbiose entre fungos do solo e suas raizes. Essa

simbiose, conhecida por ectomicorriza, contribui para uma melhor absorcdo de



nutrientes, como o fosforo e o potassio, com reflexo no crescimento e

desenvolvimento das plantas (CASTELLANO, 1990; WALLANDER, 2000a).

1.4. MICORRIZAS

A relacdo de simbiose entre certos fungos do solo e raizes de plantas,
descrita primeiramente por Frank (1885), € denominada micorriza. Juntamente com
os liquens, é a forma mais antiga de simbiose envolvendo organismos heterotroficos
e autotroficos, onde ocorre a formacdo de estruturas especializadas (OLIVEIRA;
GIACHINI, 1999).

Com base em caracteristicas do fungo e da espécie vegetal a este associada,
as micorrizas sao classificadas em arbutéides, monotropdides, ericéides,
orquiddides, ectendomicorrizas, vesiculo-arbusculares (MVA) e ectomicorrizas
(SMITH; READ, 1997).

As micorrizas arbutéides e monotropdides sdo encontradas em géneros da
ordem Ericales como Arbutos, Pyrola, Sarcodes e Monotropa, apresentando
caracteristicas tanto de ecto quanto de endomicorrizas. Nas arbutéides, observa-se
o desenvolvimento intracelular das hifas em forma de novelo, enquanto que nas
micorrizas monotropoides, observa-se o desenvolvimento de uma estrutura, formada
pelo micélio fangico equivalente a um haustorio. Essa estrutura € chamada de peg
ou cavilha, penetrando nas células da epiderme. As micorrizas deste tipo ocorrem
em plantas da familia Monotropaceae, um grupo de plantas aclorofiladas que
crescem em florestas de coniferas, onde suas sementes dependem do suprimento
de compostos organicos fornecidos pelo fungo para a sua germinacdo (SMITH;

READ, 1997).



As micorrizas ericoides sdo encontradas em membros da familia Ericacea,
sendo formadas por fungos do filo Ascomycota, que produzem no interior das raizes
um emaranhado de hifas. Dentre as suas funcdes, destaca-se a protecdo da planta
hospedeira contra o excesso de metais pesados presente no solo (SMITH; READ,
1997; MOREIRA,; SIQUEIRA, 2002).

Formada por fungos que colonizam intracelularmente as raizes, formando
novelos ou “pelotdes” de hifas, as micorrizas orquidoides séo formadas por espécies
do género Rhizoctonia e plantas da familia das Orchidaceae, incluindo espécies
aclorofiladas. Neste ultimo caso, o fungo transfere carbono para a planta via hidrolise
de carboidratos presentes no solo ou obtidos de outra planta, através da ligacédo das
hifas. Quando a planta desenvolve a capacidade fotossintetizadora, este processo &
invertido (SMITH; READ, 1997).

As ectendomicorrizas, formadas por fungos dos filos Basidiomycota e
Ascomycota, apresentam muitas das caracteristicas das ectomicorrizas. Sua
ocorréncia da-se principalmente entre espécies de coniferas, como o género Pinus,
e fungos pertencentes ao filo Ascomycota, apresentando como representante da
ordem Pezizales o género Wilcoxina. Neste, a maioria das estirpes é classificada em
duas espécies, Wilcoxina mikolae var. mikolae, W. mikolae var. tetraspora e
Wilcoxina rehmii. Wilcoxina mikolae, encontrada em solos minerais e de viveiros,
produz clamidésporos, o que nado ocorre com Wilcoxina rehmii, encontrada
predominantemente em solos turfosos. Um outro membro desta ordem,
Sphaerosporella brunnea, forma ectendomicorrizas com Pinus contorta. Phialophora
finlandia e Chloridium paucisporum, pertencentes a ordem Leotiales, também
formam ectendomicorrizas (SMITH; READ, 1997, PETERSON; MASSICOTE;

MELVILLE, 2004).



As micorrizas vesiculo-arbusculares sédo o tipo mais comum de associacao,
com evidéncias fosseis indicando seu surgimento entre 410 e 360 milhées de anos
atras, periodo este coincidente com o0 aparecimento das plantas terrestres
(SODERSTROM, 1991; SMITH; READ, 1997).

As micorrizas vesiculo-arbusculares sdo formadas por fungos de micélio
asseptado, pertencentes, segundo Schufi3ler, Schwarzott e Walker (2001), a ordem
Glomerales, filo Glomeromycota. Com base em caracteristicas morfolégicas dos
esporos sexuais, parametros bioquimicos e métodos moleculares, sdo conhecidos
oito géneros: Gigaspora, Acaulospora, Glomus, Paraglomus, Sclerocystis,
Scutellospora, Archaeospora e Entrophospora. Esses fungos formam simbiose com
bridfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas, produzindo dentro das células
do cortex, estruturas semelhantes a haustorios, chamadas arblsculos. Sua
ocorréncia € muito comum em todo o mundo, sendo sua maior incidéncia em regides
tropicais (SMITH; READ, 1997).

Embora a associacao seja encontrada em uma ampla variedade de espécies
vegetais, apenas um grupo reduzido de espécies fangicas, cerca de 150, participam
dela, sendo classificadas com base na estrutura e desenvolvimento da parede dos
esporos (SMITH; READ, 1997).

Vestigios fosseis e estudos moleculares indicam o surgimento da associacao
ectomicorrizica no periodo Cretaceo, ha aproximadamente 130 milhbes de anos,
possivelmente como uma estratégia de sobrevivéncia para 0s simbiontes em
ambientes de baixa fertilidade, seca prolongada ou doencas, dentre outras
condicBes adversas (OLIVEIRA; GIACHINI, 1999).

Encontradas em cerca de 10% das plantas cultivadas comercialmente,

destacando-se dentre estas as esséncias florestais e, principalmente, as espécies



dos géneros Quercus, Fagus, Pinus e Eucalyptus, as ectomicorrizas sdo formadas
por um grande numero de espécies de fungos, cerca de seis mil, pertencentes,
principalmente, aos filos Basidiomycota e Ascomycota. Cerca de 75% desses fungos
apresentam habito epigeo, e o restante hipégeo (MARX; CORDELL, 1989; MARX;
MAUL; CORDELL, 1992; GOEDE; KUYPER; BRUSSAARD, 2001).

As ectomicorrizas séo caracterizadas pela formacdo de uma rede intercelular
de hifas nas regifdes cortical e epidérmica da raiz, chamada de rede de Hartig, de um
manto de hifas fungicas ao redor da raiz e pelo crescimento de hifas externas a raiz,
formando conexdes entre o solo, os corpos de frutificacdo dos fungos, e as plantas.

O manto fungico € caracterizado por uma massa de hifas, variavel em
estrutura e espessura, formando um falso tecido parenquimatoso externamente a
raiz, com uma espessura variavel, em geral entre 20-40 um. O manto representa
entre 20 a 40% do volume total da micorriza, correspondendo a cerca de 35 a 40%
de seu peso. Nessas células sdo armazenados varios tipos de nutrientes, dentre
eles nitrogénio, fésforo e potassio.

A rede de Hartig corresponde a regido em que as hifas ocupam,
intercelularmente, camadas das células do cértex, sem, no entanto, alcancarem a
zona endodérmica. E a regido de interface entre o fungo e a raiz, onde, acredita-se,
se estabelecem as trocas entre os simbiontes.

O micélio externo, um dos responsaveis pelo aumento na area de solo
explorada pela raiz, apresenta varias caracteristicas, podendo ser esparso ou denso,
e incluir hifas isoladas ou em feixes, formando as rizomorfas, esclerodios e
frutificagcbes (CHILVERS, 1968; BELLEI; CARVALHO, 1992; GOODMAN et al.,
1996; SMITH; READ, 1997).

A associacdo ectomicorrizica traz beneficios tanto para a planta quanto para o



fungo a ela associado (AROCENA; GLOWA, 2000; WALANDER, 2000a; TRAPPE,
1981). O fungo beneficia-se do fornecimento de carboidratos, provenientes do
processo fotossintético, necessario aos processos de formacdo e manutencao das
estruturas micorrizicas (MARSCHNER; DELL, 1994).

A planta é beneficiada pelo aumento da resisténcia a estresses bidticos e
abioticos, como o ataque de microrganismos e patdogenos do solo (DESSUREAULT;
SAMSON; MORIN, 1999; GOEDE; KUYPER; BRUSSAARD, 2001), a seca, através
da maior capacidade de absorcdo de agua, proporcionada pelo aumento da area de
exploracdo das raizes (PIGOTT, 1992; MARX; CORDELL, 1989), a condicdes
extremas de pH (BRUNNER, 2001), e a toxicidade a metais pesados (GODBOLD;
WINTER; JENTSCHKE, 1997).

Os beneficios nutricionais promovidos pela associacdo resultam da maior
absorcdo de nutrientes organicos e inorganicos presentes no solo, como o
nitrogénio, fésforo e potassio (SMITH; READ, 1997; WALLANDER, 2000a, 2000b;
MAHMOOD et al., 2001). Esse efeito é decorrente tanto do aumento na area de
absorcao proporcionada pelas hifas, como através da disponibilizacdo de nutrientes
(RYGIEWICZ ; BLEDSOE, 1984; SMITH; READ, 1997; OLSSON; WALLANDER,
1998; BREEMEN; LUNDSTROM; JONGMANS, 2000; WALLANDER, 2000a, 2000b;

MAHMOOD et al., 2001).



1.5. SOLUBILIZACAO DE NUTRIENTES POR FUNGOS ECTOMICORRIZICOS

A solubilizacdo de nutrientes pelos fungos ectomicorrizicos pode ser efetivada
por diferentes mecanismos, com caracteristicas distintas, e atividade dependente do
tipo de microrganismo, das condicdes fisicas, quimicas ou nutricionais do meio, bem
como do material fonte do nutriente.

A producdo de enzimas fosfatases é responsavel pela mineralizacdo do
fésforo contido na matéria organica do solo. O fosforo organico é uma importante
fonte desse nutriente as plantas, sendo liberado através da catalise da hidrdlise de
estéres de fosfato (SMITH; READ, 1997; KOIDE; KABIR, 2000). Tanto os
microrganismos quanto as plantas sédo responsaveis pela producdo de fosfatases
acidas, enquanto que as fosfatases alcalinas sdo produzidas predominantemente
por microrganismos, sendo suas atividades influenciadas pelos diferentes atributos
do solo (LIU; LOGANATHAN; HEDLEY, 2005; SMITH; READ, 1997).

A producdo de &cidos tem sido citada como o principal mecanismo de
solubilizacdo de nutrientes. Acidos inorganicos, a exemplo do H,CO3, formados a
partir do CO;, liberado no solo resultante da respiracdo dos microrganismos (TSAI,
BARAIBAR; ROMANI, 1992; JONES; DURALL; TINKER, 1998), sdo responsaveis
pela solubilizacdo, dentre outros, de compostos contendo fésforo e potassio
(ALEXANDER, 1980).

A acidificacdo do meio pode ser resultante do efluxo de ions H® pelos
microrganismos como forma de manutencéo do equilibrio ibnico devido ao consumo
de prétons, a exemplo do NH** (LAPEYRIE; RANGER; VAIRELLES, 1991; WANG et
al., 2000; HOFFLAND et al., 2004). Os ions H* podem atuar na solubilizacdo de

fésforo e potassio através da dissolucdo dos compostos, como as apatitas,



demonstrado na seguinte reacéo proposta por Khasawneh e Doll (1978):

Cayo(POs)s F2 + 12H" < » 10Ca, + 6H,PO* + 2F

O potassio existente entre camadas de minerais, como as micas, pode ser
disponibilizado ainda, pela sua substituicdo por ions hidrogénio. Essa substituicdo
deve-se & diferenca entre os diametros dos atomos de K e H, com 2,03 x 10°m e
0,32 x 10™°m, respectivamente (YUAN et al., 2004).

Acidos organicos também sdo fontes de H' para a solucdo. Eles s&o
classificados em acidos de alto e de baixo peso molecular. Os de baixo peso
molecular como os acidos succinico, fumarico, gluconico, itacénico, lactico, malico,
micofenolico, oxdalico e &cido citrico, sédo oriundos do ciclo de Krebs. Eles séo
excretados por microrganismos do solo, como os fungos ectomicorrizicos, e
encontrados na rizosfera (HOFFLAND; FINDENEGG; NELEMANS, 1989; BIGELIS;
ARORA, 1992; HOFFLAND, 1992; GADD, 1999), sendo responsaveis pela
solubilizacdo de potassio e fosforo diretamente de fontes insollveis, com destaque
para as rochas. Sua excrecdo € estimulada pela deficiéncia de fésforo no meio
devido ao incremento na permeabilidade das membranas (HOFFLAND;
FINDENEGG; NELEMANS, 1989; WANG et al., 2000).

Os acidos organicos de alto peso molecular, como as substancias humicas,
sdo menos efetivos na dissolucdo de minerais que os de baixo peso molecular,
sendo os segundos, produtos secundarios no metabolismo de compostos de alto
peso molecular, como carboidratos, lipideos e peptideos.

Os acidos organicos podem atuar de forma direta, favorecendo a solubilidade

de elementos como fésforo e potassio através do efeito de pH, como demonstrado



acima, bem como através de processos de quelacdo e complexacédo, no qual cations
metélicos sdo incorporados as moléculas de compostos orgéanicos. Dos acidos
organicos, o citrico e o malico séo quelantes fortes de metais trivalentes como Al ** e
Fe %*. J4 o 4cido oxalico, com uma maior forca &cida, forma complexo com K, Ca,
Mg, Mn, Zn, Cu, Al e Fe (JONES; DURALL; TINKER, 1998; GADD, 1999).

Outros compostos responsaveis pela disponibilizacéo de nutrientes através do
processo de quelacdo sdo as substancias conhecidas como sideroforos. Estas séo
sitios de complexacao catecodlicos contendo pelo menos um acido hidroxamico, um
catecol e/ou um acido a-hidroxicarboxilico com sitios ligantes, sendo produzidos por
muitas espécies de fungos micorrizicos (HASEELWANDTER, 1995; BENITE;
MACHADO, 2002). Apresentam-se eficientes na dissolucdo de minerais, como as
biotitas, através da liberacédo do ferro presente (WATTEAU; BERTHELIN, 1994).

Outro mecanismo de solubilizacdo esta relacionado com o consumo dos
constituintes do composto ou do mineral presente na solu¢gdo. Como demonstrado
na reacdo apresentada anteriormente, proposta por Khasawneh e Doll (1978), o
consumo do calcio resultante do produto de solubilidade do fosfato, € um dos fatores
responsaveis pelo deslocamento do equilibrio da solugdo com consequente
solubilizacdo e liberacdo de fosfato (SILVA FILHO; VIDOR, 2001). O Ca ?* liberado
pode ser imobilizado pelos microrganismos e plantas; complexado por &acidos
organicos ou mesmo quelado, formando, por exemplo, oxalato ou acetato de calcio.
O mesmo raciocinio se aplica ao consumo de qualquer outro constituinte, como
H,PO¥, na dissolucdo das apatitas ou o K de micas (WANG et al., 2000).

O papel dos fungos ectomicorrizicos na solubilizacdo de minerais contidos em
rochas foi constatado por diferentes autores, a exemplo de Gomes, Oliveira e Silva

Filho (1992) e Van Breemen et al. (2000). Gomes, Oliveira e Silva Filho (1992),



avaliando o potencial de isolados de fungos ectomicorrizicos de solubilizar fosfatos
de rocha em meio de cultura, verificaram o efeito positivo da maioria dos isolados
testados, com destaque para os de Pisolithus tinctorius. Van Breemen et al. (2000),
em estudos para a determinacdo da solubilizacdo de minerais sob florestas de
coniferas, verificaram a presenca de hifas associadas a esses minerais, bem como a
presenca de acidos organicos de baixo peso molecular, como o acido citrico e
fumarato.

Estas caracteristicas demonstram o potencial de utilizacdo de fungos
ectomicorrizicos na solubilizagcdo de nutrientes contidos em rochas, visto que a
adubacdo com essas fontes, associada a inoculagdo com microrganismos, tem
propiciado resultados semelhantes e, em muitos casos, superiores aos obtidos com
fontes convencionais de adubacéo.

Wallander e Wickman (1999), comparando o efeito da inoculacéo de isolados
de Paxillus involutus e Suillus variegatus na solubilizacdo de potassio de biotita e
microclinio, verificaram que a aplicacdo de microclinio como fonte de potassio,
conjuntamente com a inoculacdo de Paxillus involutus, estimulou o crescimento de
plantulas de Pinus sylvestris em relacdo ao tratamento ndo adubado ou inoculado
com Suillus variegatus. Ja em relacdo a biotita, os autores verificaram um aumento
no conteudo de potassio foliar com a inoculacdo de Suillus variegatus.

Yuan et al. (2004), também verificaram o efeito positivo da inoculacdo de
sementes de Eucalyptus globulus com isolados de Cenococcum geophilum,
Pisolithus microcarpus e Pisolithus sp., na solubilizacdo de potassio a partir de
vermiculita e flogopita.

Wallander; Wickman e Jacks (1997) e Wallander (2000a), verificaram que

plantulas de Pinus sylvestris colonizadas por isolados de fungos ectomicorrizicos,



Suillus variegatus e Paxillus involutus, apresentaram altas concentracdes e
conteudos de fosforo total, se comparadas as plantulas ndo colonizadas, indicando a
acao desses fungos na solubilizacdo do fésforo de apatita.

Para que seja viavel a utilizacdo comercial de fungos ectomicorrizicos na
producédo vegetal, juntamente com a utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes, &
necessario selecionar os fungos mais eficientes na solubilizacdo de nutrientes a
partir dessas fontes e o desenvolvimento e aprimoramento da tecnologia de
producdo e utilizacdo de inoculantes (MARX; RUEHLE; CORDELL, 1991). Nesse
contexto, este trabalho inicia-se com a selecao de rochas e fungos ectomicorrizicos

eficientes na solubilizacdo de nutrientes e promocao do crescimento vegetal.



CAPITULO 2

SOLUBILIZACAO DE NUTRIENTES CONTIDOS EM ROCHAS POR ISOLADOS

DE FUNGOS ECTOMICORRIZICOS EM MEIO DE CULTURA GEL

2.1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a utilizacdo intensiva de certos insumos agricolas pelo
homem, como é o caso dos fertilizantes solGveis, tem contribuido para o aumento
nos custos de producdo e para impactos no meio ambiente. Até o presente, a
importancia dos microrganismos para a producdo agricola tem sido negligenciada.
(HARVEY, 1991). Exemplos desses microrganismos benéficos as plantas séo
representados pelos fungos micorrizicos, que desempenham um papel fundamental
nas complexas relacdes entre plantas e o ambiente ao seu redor

Nos ultimos anos, as evidéncias de um déficit na producdo madeireira tem
incitado a busca por tecnologias que promovam o aumento da producdo, com um
minimo de impacto sobre as areas de florestas nativas e aquelas destinadas a
producdo de alimentos. A utilizacdo de rochas em substituicdo a adubacao soluvel
constitui-se em uma técnica moderna, ndo agressiva ao meio ambiente e
estimuladora da microbiota do solo (MIBASA, 2005), tendo como fator limitante para
a sua utilizacéo, a baixa disponibilidade dos elementos nelas contidos, a exemplo do
fésforo e potassio.

Varios autores, a exemplo de Wallander, Wickman e Jacks (1997); Wallander
e Wickman (1999); Wallander (2000a); Landeweert et al. (2001); Yuan et al. (2004) e

Liu, Loganathan e Hedley (2005), tém destacado o aumento na solubilidade dessas



fontes através da utilizacdo de isolados de fungos ectomicorrizicos. De acordo com
Paris, Botton e Lapeyrie (1996), Wallander e Wickman (1999) e Yuan et al. (2004),
esses fungos apresentam diferencas no potencial de solubilizacdo de nutrientes
contidos em rochas, sendo a solubilidade destas afetada, dentre outros fatores, pelo
tipo de mineral presente em sua composicdo (BIGARELLA; BECKER; DOS
SANTOS, 1994; POPP, 1987; ANDRADE et al., 2002).

Assim, é essencial que os fungos sejam testados quanto a seu potencial de
solubilizacdo de nutrientes a partir das rochas disponiveis na regido. Segundo
Trappe (1977), o primeiro e mais importante passo em programas de inoculagao
controlada é o processo de selecdo dos microrganismos. Esse processo deve levar
em conta o grande numero de diferencas ecoldgicas e fisioldégicas apresentadas
pelos microrganismos, podendo-se utilizar para isto o maior niumero de isolados
possivel, de diferentes hospedeiros e regifes geograficas (MARX; CORDELL, 1989;
MARX, 1991).

O laboratorio de ectomicorrizas, da Universidade Federal de Santa Catarina,
mantém em meio de cultura MNM (Melin-Norkrans modificado) - Marx, (1969), uma
ampla variedade de isolados de fungos ectomicorrizicos pertencentes a diversos
géneros e espécies, isolados de diferentes hospedeiros no Brasil e no mundo.

Nesse contexto, o presente estudo teve como obijetivo selecionar isolados de
fungos ectomicorrizicos com base na capacidade de solubilizar foésforo e potassio
contidos em rochas disponiveis no Estado de Santa Catarina, bem como a selecéo
dessas rochas como fontes de nutrientes na substituicido total ou parcial das
adubacdes sollveis, para o crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii. O estudo
foi conduzido em condi¢des controladas, em meio de cultura GEL liquido (Glicose-

Extrato de Levedura) [SYLVESTER-BRADLEY et al. (1982), modificado por SILVA



FILHO (1998)], nas instalacbes da divisdo de Microbiologia do Solo do
Departamento de Microbiologia e Pasitologia, da Universidade Federal de Santa

Catarina (MIP/CCB/UFSC).

2.2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 25 isolados de fungos ectomicorrizicos provenientes da
colecdo do Laboratorio de Ectomicorrizas, da Divisdo de Microbiologia do Solo do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Santa Catarina, obtidos de plantacbes de eucalipto no
Brasil, Franca, Uruguai e Austrdlia. Os isolados brasileiros sdo provenientes dos
estados de Santa Catarina, Parana e Minas Gerais (Tabela 2.1).

Os isolados foram avaliados em meio de cultura GEL (SILVESTER-BRADLEY
et al.,, 1982) modificado (anexo A), suplementado com diferentes tipos de rochas
(Tabela 2.2 e 2.3), na proporcdo de 10 g L™ de meio. As rochas tinham sido
previamente moidas em moinho de bola e peneiradas em malha de 0,053 mm de

abertura.
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Tabela 2.2 - Composicéo, origem e nhomenclatura das rochas utilizadas.

Rocha Sigla Origem
Granito A da planicie do Campeche PCA Florianopolis-SC
Granito B da planicie do Campeche PCB Florianopolis-SC
Flogopita Olivina Melilitito FLO Palmeira-SC
Brecha Alcalina BA Rio Verde-GO
Fonolito FON Lages-SC
Calcario de Irati Cl Lages-SC
Granito da Saibrita SB Palhoca-SC
Carbonatito CAR Cataldao-GO
Arenito A Rio Verde-GO
P06 da Pedreira Saibrita PSh Palhoca-SC

Tabela 2.3 — Porcentagem de Fosforo e Potassio das rochas utilizadas.

Rocha % Fosforo % Potassio
Granito A da planicie do Campeche 0,01 5,2
Granito B da planicie do Campeche 0,02 4.8
Flogopita Olivina Melilitito 0,30 3,7
Brecha Alcalina 0,29 2,0
Fonolito 0,01 5,4
Calcério de Irati 0,08 0,9
Granito da Saibrita 0,01 4,3
Carbonatito 0,68 2,0
Arenito 0,12 0,7
P6 da Pedreira Saibrita 0,05 4.4

Os isolados foram mantidos em meio de cultura GEL, em placas de Petri (9
cm de diametro), 15 mL por placa, incubados a 25°C * 1, em estufa tipo B.O.D. na
auséncia de luz, durante 30 dias. ApOs este periodo, discos de 8 mm de diametro
foram retirados da extremidade das coldnias e transferidos para meio de cultura de
mesma composicdo, também em placas de Petri, e incubados sob as mesmas
condi¢cbes. Uma vez confirmada a viabilidade, um disco de cada isolado foi
transferido para 50 mL de meio de cultura GEL liquido modificado (anexo A), em
frascos ambar com volume de 150 mL, suplementado com os diferentes tipos de
rochas, incubando-se a 25°C + 1 durante 25 dias, em condi¢des estaticas.

Foram estabelecidos trés tratamentos testemunha: (1) meio com fungos, sem



rochas; (2) meio sem fungos, com rochas e (3) meio sem fungos e sem rochas.
Utilizou-se um delineamento experimental completamente casualizado, com um
arranjo fatorial 26 x 11, com trés repeticoes.

Apés o periodo de incubacédo, o micélio foi separado do meio e lavado trés
vezes em agua destilada esterilizada para a retirada de residuos de meio de cultura
e das rochas que pudessem interferir nos resultados das analises. Em seguida, o
micélio foi secado em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 75°C + 1
durante 3 dias, ou até peso constante, para a determinacdo do peso da matéria
seca. Para a determinacdo do teor de fosforo e potassio no micélio, adotou-se o
procedimento descrito por Tedesco et al. (1995).

Apbs a retirada do micélio o meio de cultura foi centrifugado a 2.200g por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi separado, armazenado em frascos com
tampa e mantido a 4°C + 1, para a posterior determinacdo dos teores de fosforo e
potassio soluveis (TEDESCO et al., 1995).

A determinacdo dos teores de fosforo e potassio no micélio foi feita apos a
digestdo acida em bloco digestor. Para tal, fez-se uma pré-digestéo a frio em tubos
de ensaio pela adicdo ao micélio de 1 mL de H,O, (30%) e 2 mL de H,SO,
concentrado, seguindo-se da adicdo de 0,7g de mistura de digestdo (100g de
Na S04, 10g de CuSo04.5H,0 e 1g de selénio). Apds este procedimento, os tubos
foram colocados em bloco digestor em capela de exaustdo, a uma temperatura de
160-180°C * 1 durante uma hora, até a completa evaporacdo da agua. Apds esta
etapa, a temperatura foi elevada a 340-360°C + 1, sendo mantida por uma hora ou
até que a mistura atingisse uma coloracdo esverdeada. Em seguida, os tubos foram
retirados do bloco e deixados esfriar a temperatura ambiente. O volume dos tubos foi

completado com agua destilada para 50 mL sendo, em seguida, homogeneizado.



Para a determinacdo dos teores de fésforo, aliquotas de 1 mL do extrato
digerido foram transferidas para copos plasticos descartaveis onde adicionaram-se 2
mL de agua destilada, 3 mL de solucdo de molibdato de amonio (Anexo B) e trés
gotas de solucdo éacido 1-amino-2-naftol-4sulfénico (Anexo C). Em seguida, os
frascos foram deixados em repouso por 15 + 1 minutos, seguindo-se a determinacéo
da absorbancia a 660 nm em espectrofotdmetro da marca Jenway®, modelo 6100.
Os valores foram transformados em fosforo no tecido (ug), através de equacdes de
regressao obtidas a partir de uma curva padrao.

Para a determinacéo dos teores de potassio do micélio, aliquotas de 1 mL do
extrato digerido foram transferidas para copos plasticos descartaveis, adicionando-
se, em seguida, 4 mL de agua destilada. Foi feita, entdo, a determinacdo da % de
emissdo de luz em fotdmetro de chama da marca Corning®, modelo 400. Os valores
foram transformados em potassio (Mg), através de equacdes de regressao, obtidas a
partir de uma curva padrao.

As curvas padrédo de fosforo e potassio foram obtidas através da digestdo de
aliquotas de 0,0 - 0,5-1,0-2,0 — 3,5 e 5,0 mL de uma solucéo padrédo (1,318g de
KH,PO, e 3,472g de KCI, secos a 105°C + 1 por 2h, dissolvidos em 1 L de agua
destilada). Em seguida, utilizou-se 0 mesmo procedimento adotado para a extracéo
para o micélio.

A determinacao dos teores de fosforo no meio de cultura foi feita seguindo-se
o procedimento descrito acima, sem realizar-se a digestdo. Para a determinacédo dos
teores de potassio presente no meio, 1 mL de meio de cultura centrifugado foi
transferido para copos descartaveis, diluido e homogeneizado em 10 mL de agua
destilada, sendo, em seguida, feita a determinacdo da % de emissédo de luz em

fotdmetro de chama da marca Corning®, modelo 400. Os valores obtidos foram



transformados em fésforo e potassio presentes no meio de cultura (ug L™), sendo,
juntamente com os valores de fésforo e potassio presentes no micélio (ug),
transformados em valores totais (ug).

Para a obtencdo das quantidades de P e K solubilizadas presentes no
micélio, no meio de cultura e o total, foram subtraidos, respectivamente de cada
tratamento, o valor obtido na testemunha sem rocha e sem inoculacdo (meio de
cultura); o valor de sua respectiva testemunha da rocha (tratamento com rocha sem
inoculacdo) subtraido do valor da testemunha (tratamento sem rocha e sem
inoculacao) e o valor da respectiva testemunha inoculada (tratamento inoculado sem
a rocha), subtraido do valor da testemunha (tratamento sem rocha e sem
inoculacdo); conforme a férmula abaixo usada para as quantidades de P
solubilizadas presente no meio.

PSAA = PMAA — PMC - (PMAO - PMC) — (PMOA — PMC)

Onde:

PSAA = Teor de fésforo solubilizado no meio de cultura pelo isolado A na
presenca da rocha A.

PMAA = Teor de fosforo no meio de cultura do isolado A na presenca da
rocha A.

PMC = Teor de fosforo no meio de cultura ndo inoculado sem rocha.

PMAO = Teor de fosforo no meio de cultura do isolado A sem rocha.

PMOA = Teor de fésforo no meio de cultura com a rocha A sem inoculacgao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as meédias
comparadas pelo teste de Tukey (p =< 0,05) com o auxilio do programa

STATGRAPHICS Plus (Manugistics®) para Windows® .



2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados apresentados nas tabelas 2.4 a 2.10 demonstram efeitos dos
isolados de fungos ectomicorrizicos e das rochas na producdo de matéria seca
(micélio) e nas quantidades de potassio e de fésforo solubilizadas. Houve, em muitos

casos, uma interacao significativa entre os dois fatores.

2.3.1. Crescimento de isolados de fungos ectomicorrizicos

Considerando-se as meédias gerais obtidas com as rochas, ndo foram
observados efeitos positivos de nenhuma delas sobre a producdo de matéria seca
dos fungos. Os valores obtidos com utilizacdo das rochas PCA (121 mg/50mL),
brecha alcalina (122 mg/50mL) e SB (118 mg/50mL) néo diferiram daquele obtido no
tratamento testemunha, sem rochas (125 mg/50mL). Nos demais tratamentos de
rochas, houve uma diminuicdo do crescimento dos isolados, em relacdo a
testemunha. Essa reducdo chegou a 32% nos tratamentos com flogopita olivina
melilitito, 24% com arenito, 22% com fonolito, 17% com carbonatito e, em média, em
10% com as demais rochas (Tabela 2.4).

Houve diferencas entre os isolados quanto a este parametro. Os isolados
UFSC-Pt186 e UFSC-Pt145, oriundos de Santa Catarina, e o isolado UFSC-Pt99,
oriundo do Uruguai, destacaram-se com a maior producdo de matéria seca, com
169, 167 e 164 mg/50mL de micélio, respectivamente. Em segundo lugar
destacaram-se os isolados CSIRO-H1234, da Australia, UFSC-Pt28 e UFSC-Pt27,
também de Santa Catarina, com 150, 145 e 144 mg/50mL, respectivamente. O

menor crescimento foi observado para os isolados UFSC-Ch98, UFSC-Sc148 e



UFSC-Pt188, com 8%, 11% e 33% do produzido pelo isolado com maior destaque,
UFSC-Pt186 (169 mg/50mL)

Comparando-se as combinacfes entre os isolados e as rochas, verificou-se
gue a brecha alcalina foi a rocha que proporcionou o maior nimero de interacdes
positivas. Essa rocha proporcionou maior crescimento para cinco dos isolados:
UFSC-Pt24, UFSC-Pt27, CSIRO-H1234, UFSC-Ch98 e UFSC-Pt145, destacando-
se, ainda, em combinacdo com os isolados UFSC-Pt186, UFSC-Pt99, UFSC-Pt116,
UFSC-Ch163, dentre outros. Além da brecha alcalina, destacou-se o p6 da pedreira
Saibrita que também proporcionou maior crescimento para cinco dos isolados:
UFSC-Pt22, SA9, UFSC-Hg93, UFSC-Pt99, UFSC-Pt116, favorecendo, ainda, o0s
isolados UFSC-Pt27, UFSC-Pt145 e UFSC-Pt186.

Casos de efeitos negativos da combinacdo rocha-isolado, em relacdo ao
tratamento sem rocha, foram observados em todas as rochas, com maior frequéncia
na flogopita olivina melilitito, fonolito e carbonatito. A auséncia de efeito em relagéo a
testemunha sem rocha foi observada com maior frequéncia em brecha alcalina e SB,
em 21 e 20 combinacdes, respectivamente (Tabela 2.4).

Em relacdo aos efeitos negativos das rochas sobre os isolados, estes podem
ser atribuidos a composi¢cdo quimica ou cristalografica destas, o que de alguma
forma possa ter alterado as caracteristicas do meio de cultura. Uma das hipoteses
recai sobre a liberacdo de compostos inibidores do crescimento, presentes na
estrutura das rochas testadas, e liberados destas durante a intemperizacéo
microbioldgica. Outra hipotese que ndo pode ser descartada, pode estar relacionada
a mudancas nos valores de pH do meio de cultura apés a adicdo das rochas
testadas, alcancando niveis inadequados para o pleno desenvolvimento dos

microrganismos.
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2.3.2. Potassio no micélio

Das fontes de potassio avaliadas, somente a brecha alcalina proporcionou
efeito positivo na acumulacdo desses elemento no micélio dos isolados de fECM,
com 61 mg de potassio. As fontes SB e p6 da pedreira Saibrita ndo diferiram da
testemunha sem rocha e nos demais casos, observou-se efeito negativo por parte
dos microrganismos (Tabela 2.5).

Comparando-se as médias gerais dos isolados, observou-se que quatro deles
apresentaram valores de potassio no micélio superiores a testemunha néo
inoculada: UFSC-Pt186, com 698 g, UFSC-Pt145, com 408 ug, CSIRO-H1234, com
243 Mg, e UFSC-Pt27, com 153 pg (Tabela 2.5). Em quatro isolados ndo foram
verificadas diferencas e em 17 foram verificados valores inferiores a testemunha néo
inoculada.

Efeitos positivos entre as fontes de potassio e os fECM foram verificados em
52 das 250 combinacfes. Houve casos de interacdo em todas as rochas mas nao
em todos os isolados. Analisando-se o desempenho das rochas, observou-se que
brecha alcalina e SB foram aquelas que proporcionaram efeitos positivos no
conteudo de potassio do micélio no maior nimero de combinacfes, em 9 dos
isolados de fECM testados. Seguiu-se, entdo, o pé da pedreira Saibrita, com efeito
positivo em 8 isolados. Carbonatito e fonolito foram as rochas com menor nimero de
interacdes positivas, com apenas 2 isolados, possivelmente devido a auséncia de

micas, diminuindo, sobremaneira, a solubilizacdo do potassio presente .
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Quanto aos fungos, o maior numero de interacbes foi observado nas
combina¢des envolvendo os isolados UFSC-Pt186 e UFSC-Pt145, e o menor
naquelas envolvendo os isolados UFSC-Pt25, UFSC-Pt23, UFSC-Pt22, UFSC-Pt24,
UFSC-Pt183 e UFSC-Sc148. Nao foram observados efeitos de interacédo entre fungo
e rochas nas combina¢des envolvendo os isolados UFSC-Pt187, UFSC-Pt132,
UFSC-Pt25, UFSC-Sc57, UFSC-Pt188, UFSC-Pt28 e UFSC-Ch98.

Verificou-se que a recuperacdo do potassio acidionado ao meio, soluvel ou na
forma de po de rochas, ocorreu nos tratamentos com as rochas SB, pé da pedreira
Saibrita, brecha alcalina e PCA, com uma recuperacdo meédia, e considerando
somente as combinacfes com efeitos de interacao, de 11,7%, 2,5%, 2,6% e 2,7% do
potassio adicionado, respectivamente. Entretanto, o carbonatito, apesar de ter sido a
rocha que proporcionou 0 menor numero de efeitos sinérgicos, foi a que apresentou
a maior recuperacao do potassio, com 15,4% (Tabela 2.5).

O maior valor de potassio no micélio foi verificado com o isolado UFSC-Pt186
em po da pedreira Saibrita, com 1297 pg. Além desta fonte, este isolado obteve
destaque em PCA, com 1217 pg, em brecha alcalina, com 1127 ug, em arenito, com
1015 pg, em Cl com 915 ug, e em SB com 819 ug.

Outros isolados que se destacaram foram UFSC-Pt145, CSIRO-H1234,
UFSC-Ch163, INRA-Cou e UFSC-Pt22 em brecha alcalina, UFSC-Pt27 em CI;
UFSC-Pt23 em PCA; UFSC-Pt99 em carbonatito; UFSC-Pt43 em fonolito e UFSC-
Pt183 em SB. O isolado UFSC-Pt145 também se destacou em combinacdo com SB,

po da pedreira Saibrita e PCA, e o isolado UFSC-Ch163 com PCA e PCB.



2.3.3. Potassio no meio de cultura

Diferentemente do observado para os valores de potassio no micélio, e
considerando-se isoladamente as fontes de potassio, o carbonatito e a flogopita
olivina melilitito foram as Unicas fontes que proporcionaram maior solubilizacdo de
potassio em meio de cultura em relacdo a testemunha, sem rocha, com 35 ug e 14
Mg, respectivamente (Tabela 2.6). O fonolito, com 7 pg de potassio solubilizado, ndo
diferiu da testemunha, enquanto que as demais rochas nao proporcionaram niveis
detectaveis de potassio no meio.

Comparando-se as médias produzidas pelos fungos nos valores de potassio
solubilizado, os isolados CSIRO-H1234, UFSC-Pt183, UFSC-Pt189, UFSC-Ch163,
UFSC-Sc148, UFSC-Pt187, UFSC-Ch98 e UFSC-Pt132, foram aqueles que
promoveram incrementos nos valores de potassio no meio de cultura quando
comparados a testemunha ndo inoculada. Dentre os demais isolados testados, nove
nao diferiram da testemunha sem fungo e em oito casos, os valores foram inferiores
aos observados no tratamento testemunha ndo inoculada, como foi o caso do
isolado UFSC-Pt27.

Nas combina¢des rochas-isolados, observou-se aumento na maioria dos
tratamentos envolvendo o isolado CSIRO-H1234, exceto com as rochas PCB, p6 da
pedreira Saibrita, PCA, brecha alcalina e Cl. O isolado UFSC-Pt183 se destacou
guando em combinac¢do com carbonatito, fonolito, PCB, SB e PCA. O isolado UFSC-
Pt189 em carbonatito, arenito e brecha alcalina; o isolado UFSC-Ch163 em
carbonatito; o UFSC-Pt187 em carbonatito; o isolado UFSC- Pt132 em carbonatito,
PCB e em po da pedreira saibrita; o isolado UFSC-Pt186 em carbonatito e flogopita

olivina melilitito e o isolado UFSC-Pt22 em PCA (Tabela 2.6).



Comparando-se na interacdo a média de rochas, verifica-se que 0os maiores
nameros de efeitos positivos em relagcdo ao tratamento testemunha sem rocha,
foram observados quando da utilizacdo do carbonatito, e os menores com ClI.

Na porcentagem de dissolucdo do conteudo de potassio total presente nas
amostras e liberado das fontes utilizadas, a maior média foi verificada com arenito,
com 2,7%, seguido de carbonatito com 1,5% e Cl, com 1,13%. As demais fontes
utilizadas apresentaram menos de 1%.

O maior valor de potassio solubilizado foi verificado no tratamento
combinando o isolado CSIRO-H1234 e arenito, com 111 pg de potassio. Além do
arenito, este isolado apresentou destaque na liberacdo de potassio no meio de
cultura em flogopita olivina melilitito com 102 pg, 81 pg em carbonatito, 79 ug em SB
e 61 ug em fonolito. Outros isolados que se destacaram foram o UFSC-Pt183 em
carbonatito, fonolito e PCB; isolado UFSC-Pt189 em carbonatito e brecha alcalina;
isolado UFSC-Ch163 e UFSC-Pt187 em carbonatito; isolado UFSC-Pt132 em

carbonatito e p6é da pedreira Saibrita e isolado UFSC-Pt 22 em PCB.
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2.3.4. Potassio total

N&do foram observados efeitos positivos de rochas, quando consideradas
isoladamente, nos valores de potassio total. Dos 25 isolados testados, apenas cinco:
UFSC-Pt186, UFSC-Pt145, CSIRO-H1234, UFSC-Pt27 e UFSC-Chl163,
apresentaram valores de potassio solubilizado superiores a testemunha néo
inoculada. Os isolados UFSC-Pt25, UFSC-Pt99 e UFSC-Pt23 né&o diferiram da
testemunha ndo inoculada, e o0s demais apresentaram valores de potassio
disponibilizados inferiores a esta (Tabela 2.7).

Diferencas no potencial de solubilizacdo de nutrientes contidos em rochas por
fungos ectomicorrizicos foram observados por diferentes autores. Paris, Botton e
Lapeyrie (1996), avaliando a capacidade de fungos ectomicorrizicos dos géneros
Paxillus e Pisolithus de solubilizar potassio de flogopita in vitro, verificaram que
isolados do primeiro género mostraram-se mais eficientes do que os do género
Pisolithus. Yuan et al. (2004), verificaram diferencas entre isolados do género
Pisolithus e a espécie Cenococcum geophilum na solubilizacdo de potassio de
flogopita. Wallander e Wickman (1999), avaliando a absorcédo de potassio de biotita
e microclinio por plantas de Pinus sylvestris inoculadas com isolados de fECM
pertencentes as espécies Paxillus involutus e Suillus variegatus, verificaram que as
plantas colonizadas por Suillus variegatus foram mais eficientes na absorcdo de
potassio da biotita que aquelas colonizadas por Paxillus involutus. Ja em relacéo ao
microclinio, ndo foi verificada influéncia da colonizacdo micorrizica na solubilizacao

do potéassio presente nesta fonte.
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Na combinacéo dos fatores rochas-isolados, o tratamento envolvendo o isolado
UFSC-Pt186 apresentou valores superiores em relagédo a testemunha nao inoculada,
em combinacdo com todas as fontes de potassio utilizadas. O isolado UFSC-Pt145
foi superior em brecha alcalina, SB, p6 da pedreira Saibrita, PCA, arenito e flogopita
olivina melilitito; o isolado CSIRO-H1234 em brecha alcalina, PCA, ClI, carbonatito e
flogopita olivina melilitito e o isolado UFSC-Pt22 em brecha alcalina e p6 da pedreira
Saibrita. A maioria dos isolados testados apresentou comportamento semelhante
nas demais rochas testadas (Tabela 2.7).

A maior frequéncia de interacGes positivas foi observada nos tratamentos
envolvendo brecha alcalina, SB e p6 da pedreira Saibrita, e a menor nos tratamentos
envolvendo PCB, flogopita olivina melilitito e fonolito. Embora tenham apresentado
0S maiores numeros de efeitos positivos em relacdo a testemunha nédo inoculada,
estas fontes ndo foram aquelas que proporcionaram 0s maiores valores de
solubilizacdo de potassio pelos isolados de fECM. Isso se deu com a utilizacao de
arenito, Cl e carbonatito, com 17,8%, 14,25% e 13,5%, respectivamente.

A superioridade do carbonatito e Cl em relacdo as demais fontes nos valores
de potéassio total solubilizados podem ser explicadas pela presenca de minerais de
facil decomposicdo quando em contato com acidos ou aguas aciduladas, como a
calcita e a dolomita (POPP, 1987; BIGARELA; BECKER; DOS SANTOS, 1994,
ANDRADE et al., 2002). Tal fato facilita o acesso dos isolados de fECM ao potassio,
apesar da baixa porcentagem do elemento em relacéo as demais rochas.

Os arenitos apresentam o0 quartzo como componente principal de sua
estrutura, com maior resisténcia a solubilizacdo (POPP, 1987). Embora nao se
disponha ainda de uma explicacdo para a maior solubilizacdo de potassio nesta

rocha, os resultados deste estudo estdo de acordo com as observacdes de Arbieto



(2005), que em experimento utilizando as mesmas fontes de potassio, encontrou
situacdo semelhante para o granito SB.

Os granitos, a exemplo de SB e p6 da pedreira Saibrita, proporcionaram uma
baixa solubilizacdo de potassio. Este fato pode ser resultante da sua composicao,
com abundancia de quartzo, um mineral rico em SiO4, que pode conferir alta
resisténcia ao intemperismo (POPP, 1987; MACHADO, et al., 2005). Entretanto,
como citado anteriormente para 0s arenitos, apesar de sua resisténcia ao
intemperismo, o alto conteudo de potassio presente nestas fontes (Tabela 2.3)
poderia explicar os resultados positivos na solubilizacdo desse elemento pelos
isolados de fECM.

Tais resultados indicam a existéncia de outros fatores envolvidos na
solubilizacdo dessas rochas, visto que rochas que contém potassio em sua
composicao, apresentam uma maior diversidade de minerais que diferem quanto aos
mecanismos de solubilizacdo (ARBIETO, 2005).

Em brecha alcalina, a contribuicio média dos isolados nos valores de
potassio solubilizado foi de 7,93%, em p6 da pedreira Saibrita, 2,72%, e em SB,
2,62%, considerando-se somente os isolados que apresentaram efeitos de interacéo
(Tabela 2.7).

Considerando-se a média da contribuicdo dos isolados na solubilizacdo de
potassio em brecha alcalina, SB e pd da pedreira Saibrita, destacaram-se 0s
isolados CSIRO-H1234, com solubilizacdo de 9,2% do potassio presente na rocha,
UFSC-Pt22 com 7,77%, UFSC-Ch163 com 7,02%, UFSC-Pt186 com 6,79% e
UFSC-Pt145, com a solubilizacdo de 5,23%.

O maior valor de potéassio total solubilizado foi obtido com a combinacao do

isolado UFSC-Pt22 e brecha alcalina, com 1393 ug.



Os resultados obtidos demonstram a utilizacdo, por parte dos isolados de
fECM, de diferentes mecanismos para a solubilizacdo do potassio presente nas
rochas. O isolado UFSC-Pt183 ndo apresentou solubilizacdo de potassio no miceélio
mas somente no meio de cultura. Neste caso, a solubilizacdo do potassio presente
nas rochas deve ter sido provocada pela acidificacdo do meio, seja pela excrecéo de
acidos organicos, ou pelo efluxo de fons H*, como demonstrado por outros autores
(LAPEYRIE; RANGER; VAIRELLES, 1991; BIGELIS; ARORA, 1992; GADD, 1999;
WANG et al., 2000, HOFFLAND et al., 2004).

Ja o isolado UFSC-Pt27 ndo apresentou valores de potassio solubilizado no
meio de cultura, mas somente absor¢cdo no micélio. Neste caso parece ter havido o
consumo dos constituintes do mineral presentes na solu¢éo, deslocando o equilibrio
desta, com a consequente solubilizacdo e liberacdo de nutrientes, para posterior
absorcao (WANG et al., 2000).

Em relacdo aos isolados, a selecdo baseou-se na porcentagem de potassio
liberada nas fontes que apresentaram um maior nimero de interacdes positivas.
Nestas fontes, o isolado UFSC-Pt22 apresentou uma solubilizacdo média de 14%; o
isolado CSIRO-H1234 de 9,2%; UFSC-Pt186 com uma média de 7,3% do potassio
presente nas fontes; o isolado UFSC-Ch163 com uma média de 7% e UFSC-Pt145
com 6,6%. Entre os isolados UFSC-Pt145 e UFSC-Ch163, deu-se preferéncia ao
isolado do género Pisolithus, UFSC-Pt145, devido ao maior niamero de interacbes
positivas em brecha alcalina, SB e p6 da pedreira Saibrita, em relacéo ao isolado do
género Chondrogaster, cujo desempenho na solubilizacdo de minerais ndo foi ainda
investigada em outros estudos.

Com base nestes resultados, adotou-se como critério para a selecdo das

fontes de potassio as que apresentaram um maior nimero de efeitos positivos nos



valores totais de potassio solubilizado pelos isolados de fECM em relacdo ao
tratamento testemunha nao inoculada, o que ocorreu com brecha alcalina, com nove

interacdes positivas e po da pedreira Saibrita com oito.

2.3.5. F6sforo no micélio

N&o foram observados efeitos positivos das rochas nos valores de fésforo no
micélio dos fECM. Exceto no caso da rocha SB, que néo diferiu da testemunha sem
rocha, as demais fontes proporcionaram valores inferiores aos obtidos com a
respectiva testemunha (Tabela 2.8).

Os valores de fésforo no micélio foram superiores ao tratamento nao
inoculado, quando da inoculacdo com os isolados UFSC-Pt43 e UFSC-Pt188. Néo
foram observadas diferencas significativas na média dos isolados UFSC-Ch163,
UFSC-Pt186, UFSC-Pt24, UFSC-Pt25, UFSC-H1234 e UFSC-Pt26. Os demais
isolados apresentaram valores de fosforo no micélio inferiores aos obtidos com o
tratamento testemunha néo inoculado (Tabela 2.8).

Na interacdo com as rochas, os isolados UFSC-Pt43, UFSC-Pt24, UFSC-Pt26
e UFSC-Pt189 apresentaram valores de fosforo no micélio superiores a testemunha
ndo inoculada na presenca de SB; UFSC-Ch163, UFSC-Pt26 e INRA-Cou em
brecha alcalina; UFSC-Ch163, UFSC-Pt186, CSIRO-H1234 e UFSC-Pt116 em p6 da
pedreira Saibrita; UFSC-Ch163 em PCA; UFSC-Pt24 e UFSC-Pt26 em arenito;

UFSC-Pt43 em Cl e PCB e em fonolito, juntamente com UFSC-Pt188 (Tabela 2.8).
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Valores de fésforo solubilizados pelos isolados de fECM superiores ao
existente nas rochas, foram verificados em SB, com 160,4%, PCB com 189% e
fonolito, com 115%.

O maior valor de fosforo no micélio foi verificado com o isolado UFSC-Pt43
em PCB com 189 pg. Este mesmo isolado obteve destaque em SB, CI e fonolito.
Outros isolados com destaque foram o UFSC-Pt188, em SB e fonolito; UFSC-
Ch163, em brecha alcalina, p6 da pedreira Saibrita e PCA; UFSC-Pt186, em SB, p0
da pedreira Saibrita, arenito e PCB; UFSC-Pt 24, em SB, PCA e arenito; UFSC-Pt
25, em SB e PCB; CSIRO-H1234, em p6 da pedreira Saibrita; UFSC-Pt26, em SB,
brecha alcalina e arenito; UFSC-Hg93, em PCA; INRA-Cou, em brecha alcalina;
UFSC-Pt23, em SB; UFSC-Pt189, em SB e CI e isolado UFSC-Pt116, em p6 da

pedreira Saibrita (Tabela 2.8).

2.3.6. F6sforo no meio de cultura

Com excecéo do fonolito, que ndo proporcionou valores de fosforo no meio de
cultura superiores a testemunha sem rocha, todas as demais fontes testadas
proporcionaram solubilizacéo de fosforo, com destaque para PCB e SB, com 3,0 ug
de fosforo liberado, representando a solubilizacdo cerca de 3,0% e 6,0% do fosforo
contido nessas fontes, respectivamente (Tabela 2.9).

Dos 25 isolados testados, 18 apresentaram valores superiores a testemunha
nao inoculada, com destaque para os isolados UFSC-Pt188, UFSC-Pt183 e UFSC-
Pt187, com 10,9 pg, 9,1 ug e 9,0 ug de fésforo solubilizados, respectivamente. Em
dois isolados ndo houve diferenca nos valores em relacéo ao tratamento testemunha

ndo inoculada e, em cinco deles, observaram-se valores inferiores (Tabela 2.9).



Na interacdo dos fatores, observou-se que no total de 250 combinacdes, 120
apresentaram efeitos positivos, 33 negativos, em relacdo a testemunha sem fungo.
Nas demais, ndo foram detectados efeitos significativos em relagédo ao tratamento.

Em relacdo a testemunha sem rocha, efeitos positivos foram verificadas em
116 combinacbes, e negativos em 32 delas. As demais combinacbes nao
porporcionaram efeitos detectaveis.

Comparando-se o efeito do isolados, o maior nimero de efeitos positivos em
relacéo a testemunha néo inoculada foi verificado quando da inoculagdo com UFSC-
Pt188, com uma solubilizacdo média de 4,2% do fésforo presente nas fontes
testadas. Os isolados UFSC-Pt183 com 4,1%, UFSC-Pt187 com 2,55%, UFSC-Pt16
com 2,63%, UFSC-Sc148 com 1,88%, UFSC-Pt132 com 2,54%, UFSC-Pt28 com
2,15%, UFSC-Pt43 com 1,37%, CSIRO-H1234 com 1,54% e INRA-Cou com 2,76%,
também se destacaram.

Comparando-se, na interacéo, os valores das fontes de P disponiveis no meio
de cultura, observa-se que arenito foi a fonte de fésforo em que observou-se a
solubilizagdo do nutriente por um maior numero de microrganismos, 17 no total,
seguido por carbonatito com 16, CI, flogopita olivina melilitto e PCB com 13
isolados, SB e po6 da pedreira Saibrita com 12, brecha alcalina com 11, PCA com
oito e fonolito com cinco isolados respectivamente (Tabela 2.9).

A maior solubilizacdo de P ocorreu em PCB, com uma média de 7,7% do total
presente na fonte. Fonolito, SB e PC apresentaram, respectivamente, 3,58%, 3,54%
e 3% do fosforo presente solubilizado, tendo as demais fontes apresentado
porcentagens inferiores. O minimo foi obtido com carbonatito, com uma solubilizacéo

de cerca de 0,21% do conteudo de fésforo presente nesta fonte.
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O maior valor de fésforo solubilizado no meio de cultura foi obtido com a
combinacéo do isolado UFSC-Pt188 com a rocha PCB, com 15,9 ug. Este isolado
também obteve destaque nas demais rochas utilizadas. Outros isolados que se
destacaram foram o UFSC-Pt183, em arenito, ClI, flogopita olivina melilitito, PCB, SB
e PCA; UFSC-Pt187, em arenito, carbonatito, ClI, flogopita olivina melilitito, SB e
brecha alcalina; UFSC-Pt99, em carbonatito e PCB; UFSC-Pt132, em carbonatito,
PCB e p6 da pedreira Saibrita; CSIRO-H1234, em arenito, carbonatito, flogopita e po
da pedreira Saibrita; INRA-Cou, em flogopita olivina melilitito e PCB; UFSC-Pt28, em
fonolito; UFSC-Pt186 e UFSC-Pt145, em carbonatito; UFSC-Pt22, em arenito e

UFSC-Ch163, em brecha alcalina (Tabela 2.9).

2.3.7. F6sforo total

Com excecédo de SB e da brecha alcalina, que néo diferiram da testemunha
sem rocha, as demais rochas apresentaram resultados inferiores a testemunha. O
fonolito e a flogopita olivina melilitito foram as rochas que apresentaram os maiores
valores de fosforo imobilizado, com -67ug e -62ug, respectivamente.
Comportamento semelhante das fontes citadas foi verificado nos valores de fésforo
no micélio (Tabela 2.8).

Dos isolados testados, valores de fosforo solubilizados superiores a
testemunha n&o inoculada, foram verificados somente com os isolados UFSC-Pt43
com 58 ug e UFSC-Pt188 com 25 pg. Os isolados UFSC-Ch163, UFSC-Pt186,
UFSC-Pt24 e UFSC-Pt25, apesar de apresentaram solubilizacdo deste elemento,
nao diferiram da testemunha néo inoculada. Os demais isolados, com excecdo do

CSIR0O-H1234, apresentaram valores de P mobilizados inferiores a esta (Tabela



2.10). Conforme discutido na solubilizacdo de potéassio, diferencas no potencial de
solubilizacdo de nutrientes contidos em rochas por fungos ectomicorrizicos foram
observadas por diferentes autores (PARIS; BOTTON; LAPEYRIE, 1996;
WALLANDER; WICKMAN, 1999; YUAN et al., 2004).

Na interacdo dos fatores, SB apresentou efeito positivo nos valores de fosforo
mobilizado em relacdo ao tratamento testemunha ndo inoculada com 5 isolados de
fECM, UFSC-Pt43, UFSC-Pt24, UFSC-Pt25, UFSC-Pt26 e UFSC-Pt189, com uma
recuperacdo meédia de 164% do fosforo presente nesta fonte. Fonolito, com o efeito
positivo observado quando da inoculacédo dos isolados UFSC-Pt43 e UFSC-Pt188
apresentou uma recuperacdo média de 198% do fésforo presente. Em PC201B, o
unico isolado a apresentar efeito positivo dentro desta fonte, UFSC-Pt43, apresentou
uma recuperacao de 186% do fésforo presente. Ja em PCA, o isolado UFSC-Ch163
recuperou 102% do fésforo adicionado.

Nas demais fontes de fésforo testadas, observou-se a solubilizacdo de cerca
de 3,3% do fosforo presente em brecha alcalina com os isolados UFSC-Ch163,
UFSC-Pt26, INRA-Cou e UFSC-Pt132; 22,4% em pO da pedreira Saibrita com 0s
isolados UFSC-Pt188, UFSC-Ch163, UFSC-Pt186, UFSC-H1234 e UFSC-Pt116. A
solubilizacdo de 9% do fosforo presente no arenito foi observada quando da
inoculacao do isolado UFSC-Pt 24 e de 39,5% em CI com o isolado UFSC-Pt 43.

O maior numero de efeitos positivos na solubilizacdo de P foi verificado com o
isolado UFSC-Pt43 em SB, Cl e PCB, com uma recuperacdo média de 212% do
fésforo presente nestas fontes. O isolado UFSC-Pt189, em SB, foi responsavel pela

solubilizacédo de 190% do fosforo presente (Tabela 2.10).
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Os altos valores de fosforo solubilizados pelos isolados de fECM néo estéo
relacionados com o conteudo deste elemento presente nas rochas, visto que SB,
PCA, PCB e fonolito, apresentam, no maximo, 0,2% de fosforo (Tabela 2.3). Além
disso, as trés primeiras rochas sao granitos, que apresentam em sua cCOmposi¢cao o
guartzo, com cerca de 65% de SiO4 (MACHADO, 2005), conferindo a este mineral
uma alta resisténcia aos agentes intemperizantes (BIGARELA; BECKER; DOS
SANTOS, 1994). Ja o fonolito apresenta sua solubilizacdo dificultada devido a
presenca em sua composicao de cerca de 40% de plagioclasio.

Desta forma, os altos valores de fésforo solubilizados pelos isolados de fECM
ndo estdo relacionados a mobilizacdo do elemento presente nas rochas, e sim a
mineralizacdo do fésforo do meio de cultura, encontrado principalmente no extrato
de levedura. Este efeito esta relacionado a capacidade dos isolados de fECM de
produzirem enzimas fosfatases, responsaveis pela mineralizacdo de fosfatos
organicos (TAM; GRIFFITHS, 1993). Souza (2003), em experimento utilizando
isolados de fECM pertencentes a colecdo da UFSC, verificou que plantas inoculadas
com o isolado UFSC-Pt188 apresentaram valores de P na parte aérea superiores ao
aplicado na forma de Ca(H.PO,)..2H,0, apontando a capacidade desse fungo de
mineralizar o fosforo organico presente em algum componente do substrato, neste
caso a turfa.

Em relacdo as rochas, os menores valores de fosforo solubilizado foram
observados nas fontes que apresentavam os maiores conteldos do elemento em
sua composicdo. Brecha alcalina, com 0,29% (Tabela 2.3), apresentou uma
mobilizacdo de 3,3%. Flogopita olivina melilitito e carbonatito, com 0,30% e 0,68%
de P, respectivamente, ndo proporcionaram mobilizacdo desse elemento.

Estes resultados ndo podem ser explicados apenas pela dificuldade de



solubilizacdo dos minerais presentes nessas rochas, visto que a flogopita olivina
melilitito possui em sua composicao as olivinas, minerais de facil decomposicéo por
oxidacdo, segundo Bigarella, Becker e dos Santos (1994). O carbonatito também
contém minerais facilmente decompostos em contato com acidos ou &aguas
aciduladas, como a calcita e a dolomita (POPP, 1987; ANDRADE et al., 2005). Ja os
baixos valores de fésforo solubilizados em brecha alcalina podem ser atribuidos a
presenca de minerais resistentes a decomposicédo, como os plagioclasios.

A presenca de minerais de facil intemperizacdo, bem como o grau de
substituicdo de CO,, contribuem para o aumento na eficiéncia dos fosfatos,
favorecendo a solubilizacdo do nutriente presente na rocha (ALCARDE; PONCHIO,
1983). Além disso, as substituicbes isomorficas dos fosfatos por carbonatos
favorecem a mobilizacdo do fosforo presente, resultante da hidrélise da rocha
(KAMINSKI; PERUZZO, 1997).

O maior valor de fosforo solubilizado foi obtido com o isolado UFSC-Pt43 em
PC201B. Como discutido anteriormente, este resultado pode ser devido a
mineralizacdo do fésforo organico presente no meio de cultura, oriundo do extrato de
levedura, e ndo a solubilizacdo do fésforo presente na rocha. Outros isolados que
obtiveram destaque na solubilizacdo de P foram o UFSC-Pt188 em SB1B, po6 da
pedreira Saibrita, PCA, PCB e fonolito; UFSC-Ch163 em brecha alcalina, p6 da
pedreira Saibrita e PCA; UFSC-Pt186 em SB, p6 da pedreira Saibrita e arenito;
UFSC-Pt25 em SB e PCB; UFSC-Pt24 em SB e PCA e UFSC-Pt26 em SB e brecha
alcalina.

A solubilizacdo de fosforo pode ocorrer, como citado para potassio, por
diferentes mecanismos, seja pela acidificacdo do meio através da liberacdo de

acidos orgéanicos ou através da extrusdo de ions H" (LAPEYRIE; RANGER,;



VAIRELLES, 1991; BIGELIS; ARORA, 1992; HOFFLAND, 1992; GADD, 1999;
WANG et al., 2000; HOFFLAND et al., 2004). Tais mecanismos parecem ter sido
utilizados pelos isolados UFSC-Pt188 em brecha alcalina e flogopita olivina melilitito
e UFSC-Pt183 em SB e p06 da pedreira saibrita. A solubilizacdo também pode ser
proporcionada pelo consumo de cations acompanhantes, deslocando o equilibio da
solucdo com consequente solubilizacdo da rocha e liberacdo de fosfatos, como
citado por Silva Filho e Vidor (2001). Este ultimo foi o provavel mecanismo utilizado
pelo isolado UFSC-Pt26 em SB e brecha alcalina.

Com base nestes resultados, as rochas brecha alcalina e p6 da pedreira
Saibrita e os isolados UFSC-Pt26, UFSC-Ch163, UFSC-Pt186 e UFSC-Pt188
apresentam potencial para estudos em casa de vegetacao visando comparar o efeito
da adubacdo com po6 de rochas e da inoculacdo com fungos ectomicorrizicos em

substituicdo a adubacéo fosfatada.



CONCLUSOES

Os isolados do género Pisolithus, UFSC-Pt186, UFSC Pt145 e UFSC-Pt99,
apresentam maior producdo de matéria seca que os demais isolados
testados.

Os isolados UFSC-Pt22, CSIRO-H1234, UFSC-Pt145 e UFSC-Pt186
apresentam potencial para a solubilizacdo de potassio e os isolados UFSC-
Pt26, UFSC-Ch163, UFSC-Pt186 e UFSC-Pt188 para a solubilizacdo de
fésforo, a partir de brecha alcalina e pé da pedreira Saibrita.

Dentre as rochas testadas, a brecha alcalina e o pé da pedreira saibrita
apresentam maior potencial para promover o crescimento dos fungos
ectomicorrizicos, bem como proporcionam, por parte destes, a maior

solubilizacéo de potassio e fésforo.



CAPITULO 3

SOLUBILIZACAO DE NUTRIENTES CONTIDOS EM ROCHAS POR FUNGOS

ECTOMICORRIZICOS E O CRESCIMENTO DE Eucalyptus dunnii Maiden

3.1. INTRODUCAO

Varios sistemas de producdo possuem caracteristicas que facilitam a
introducdo de microrganismos selecionados, particularmente aqueles que utilizam a
producdo de mudas para transplantio, como os cultivos florestais. Nesses sistemas,
€ comum a pratica da desinfec¢cdo do solo ou do substrato, sendo a producédo de
mudas feita em sementeira ou em tubetes, utilizando-se pequena quantidade de
substrato. Esses procedimentos reduzem a populacdo microbiana nativa, propiciam
a inoculacdo em altas concentracbes e favorecem o estabelecimento dos
microrganismos desejados (ALVES; MENDOZA; SILVA FILHO, 2002).

A associacao micorrizica traz beneficios para o fungo e para a planta a ele
associado, destacando-se 0 aumento na absorcdo de nutrientes organicos e
inorganicos (SMITH; READ, 1997; WALLANDER, 2000a; 2000b; MAHMOOD et al.,
2001).

O processo de selecdo visa a introducdo de microrganismos mais adaptados
as condicbes de clima e solo, bem como permite a avaliacdo do grau de
compatibilidade e infectividade destes, permitindo a selecdo de isolados mais
eficientes e adaptados a espécie vegetal em questdo. Além disso, permite a
avaliacdo da capacidade e do potencial desses fungos de atuarem na solubilizacéo

de nutrientes, como aqueles contidos em rochas.



Para Mullet (1976), o desenvolvimento da tecnologia de producdo de
inoculantes facilitou o estudo das relacdes entre fungos micorrizicos e as espécies
vegetais a eles associadas. Também contribuiu para a utilizacdo de espécies
vegetais ectomicorrizicas na regido dos trépicos, principalmente espécies de
interesse florestal, destacando-se as pertencentes aos géneros Eucalyptus e Pinus,
gue necessitam da associacdo com estes isolados para a sua sobrevivéncia, visto
gue nesta regido estes ndo sdo naturalmente encontrados (MARX; CORDELL,1989).
Apés a etapa de selecdo de isolados, a avaliagdo preliminar do inoculante em casa
de vegetacao é o primeiro passo para os estudos a campo (TRAPPE, 1987).

Os estudos em casa de vegetacdo podem adotar diferentes estratégias, como
definir a composicdo do substrato, ou a fertilizacdo mais adequada, podendo ser
feita com solo natural ou esterilizado, permitindo, desta forma, avaliar ao maximo o
potencial dos isolados testados em promover o crescimento vegetal. Pode-se,
também, avaliar os parametros que afetam o desempenho dos isolados (MARX,
1991).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial e a capacidade de
isolados de fungos ectomicorrizicos de solubilizar potassio e fosforo contidos em

rochas, e sua influéncia no crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii.



3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Producéo de inoculante

Para a producdo do inoculante, utilizaram-se culturas matrizes de sete
isolados de fungos ectomicorrizicos selecionados no experimento anterior (cf. cap.2):
UFSC-Pt22; UFSC-Pt26; CSIRO-H1234; UFSC-Pt145; UFSC-Ch163; UFSC-Pt186 e
UFSC-Pt188 (Tabela 1.1).

Os isolados foram cultivados inicialmente em meio de cultura MNM solido
(Anexo D), em placas de Petri de 9 cm de diametro, e incubados a 25°C + 1, durante
20 dias em incubadora BOD. Apos este periodo, retiraram-se discos de 8 mm de
didmetro das extremidades das colénias em crescimento. Os discos foram testados
guanto a viabilidade do micélio e auséncia de contaminacdo pela incubacdo em
meio de mesma composicado e nas mesmas condicdes de temperatura durante 48 h.
Em seguida, trés discos de cada isolado foram inoculados em 25 mL de meio MNM
liquido em frascos erlenmeyers de 250 mL de capacidade, sendo incubados nas
mesmas condicdes, durante 21 dias.

Para a producédo do inoculante, utilizaram-se 500 mL de uma mistura turfa —
vermiculita (1/4 v:v) (Anexo E) em frascos de conserva de 900 mL. Essa mistura foi
esterilizada duas vezes por 60 minutos em intervalos de 24 horas em autoclave a
121°C = 1. Em seguida, adicionaram-se 100 mL meio MNM liquido a cada frasco,
sendo a mistura novamente autoclavada durante 20 minutos.

Cada frasco foi inoculado com uma suspensdo miceliana obtida pela
trituracdo do miceélio proveniente de 3 frascos erlenmeyers, em liquidificador, durante

5 segundos, em 75 mL de meio de cultura liquido. No sétimo dia apds a inoculacéo,



os frascos foram abertos em condi¢cdes axénicas para a adicdo de mais 65 mL de
meio de cultura MNM liquido. A mistura inoculada foi incubada em estufa B.O.D., a
25°C % 1, durante 60 dias.

Para o tratamento testemunha, utilizou-se 0 mesmo procedimento sem, no
entanto, a adicdo do micélio fungico no substrato. Foram preparados quatro frascos

da mistura por isolado fungico, incluindo-se a testemunha.

3.2.2. Producéao das plantulas e do substrato de plantio

Utilizou-se como substrato de plantio uma mistura turfa-vermiculita (1:3) (v/v)
em tubetes de PVC de 60 mL. Desse volume, 90% compreendiam o substrato de
plantio e os 10% restantes, o inoculante.

Para a esterilizacéo, o substrato foi acondicionado em sacos de polietileno, na
guantidade de 54 mL de substrato por saco. Em seguida, foi esterilizado em
autoclave a 121°C = 1 durante 60 minutos. O procedimento de esterilizacdo foi
realizado duas vezes num intervalo de 24 horas.

A mistura esterilizada foi suplementada com 1 mL de solucdo nutritiva
contendo (mg por planta): Mn, 0,15; Mg, 3; Zn, 0,0375; Cu, 0,125; Mo, 0,05; B ,0,05
e Fe, 0,375. A adubacdo nitrogenada foi adicionada em 5 ocasibes (7 mg por
planta), sendo a primeira aplicacdo aos 15 dias apos o plantio, e as demais seguindo
0 mesmo intervalo de tempo (SOUZA,; SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004).

Foram realizados dois experimentos testando-se duas rochas selecionadas
no estudo anterior (cf. Cap. 2): brecha alcalina e p6 da pedreira saibrita. No
experimento em que as rochas foram usadas em substituicdo a adubacao fosfatada,

0 substrato foi previamente adubado com 1 mL de uma solucédo contendo 16 mg de



potassio na forma de KCIl. No experimento em que se avaliou o potencial das rochas
em substituicdo a adubacdo potassica, o substrato foi adubado com 0,5 mg de
fésforo por planta, na forma de Ca(H,PO,),.2H,0.

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus dunnii previamente desinfectadas
em solucédo de etanol 70% durante 30s, seguida de trés lavagens em agua destilada
esterilizada. Em seguida, as sementes permanecerem durante trés dias em solucéo
de germinagéo contendo acido bérico (3 uM), glicose (2g L™) e sulfato de célcio (500

MM), pH 5,7, sob condicbes de agitacao.

3.2.3. Inoculacéo e conducédo do experimento

Ao substrato adubado, adicionou-se o indculo de modo a obter uma
proporcao de 10% do volume do tubete utilizado (60 mL). O inéculo foi previamente
testado quanto a sua viabilidade, pela inoculacédo prévia de uma amostra de 1g em
meio MNM — agar em placas de Petri, seguindo-se de incubacédo durante 4 dias a
25°C £ 1 em estufa BOD. O aparecimento de micélio caracteristico do isolado, a
partir das particulas de turfa-vermiculita, foi considerado evidéncia de viabilidade.

Antes de ser misturado ao substrato de plantio, o inéculo foi retirado dos
frascos de conserva e homogeneizado manualmente com o uso de luva
desinfectada em solucdo alcodlica 70%. Em seguida, o in6culo foi colocado em
peneira com malha de 0,053 mm onde foi lavado delicadamente com 1L de agua
destilada esterilizada para a eliminacdo residuos de meio de cultura. Para o
tratamento testemunha, utilizou-se igual propor¢cdo da mistura empregada para a
producédo do in6culo sem, no entanto, conter fungo.

Apés a adubacdo e inoculagdo, o substrato foi acondicionado nos tubetes



previamente autoclavados por uma hora a 121°C + 1. Em cada tubete foram
colocadas aproximadamente 5 plantulas, sendo o substrato de plantio mantido a
80% de sua capacidade de campo, através de rega diaria com agua destilada
esterilizada.

O desbaste deu-se em duas etapas, a primeira na terceira semana apos o
plantio, onde deixaram-se duas plantas por tubete e, uma semana apos, realizou-se
o desbaste definitivo, mantendo-se uma planta por tubete.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo por um periodo de 90
dias, adotando-se um delineamento experimental completamente casualizado, tendo

cada combinacéo isolado-rocha, um total de cinco repeticoes.

3.2.4. Andlise dos Resultados

Apbés 90 dias de crescimento em casa de vegetacdo, as plantas foram
retiradas dos tubetes e analisadas quanto a altura, peso da matéria seca da parte
aérea, peso da matéria seca da raiz, peso da matéria seca total, comprimento
radicular, colonizac&o micorrizica e os teores de fésforo e potassio na parte aérea.

O sistema radicular foi cuidadosamente lavado em agua corrente para a
retirada de substrato, e separado da parte aérea. Em seguida, foi retirada uma
amostra de 0,200g, que foi armazenada em frascos contendo solucdo FAA [ 5% de
formalina, 5% de acido acético e 90% de uma solucdo de alcool etilico a 50%
(KORMANIK; McGRAW, 1982)]. O restante do sistema radicular, juntamente com a
parte aérea utilizada para a determinacdo da altura, foi posto a secar em estufa com
ventilacdo forcada, a 70°C + 1, para a determinacédo do peso de matéria seca.

A determinacdo dos valores de comprimento radicular e colonizacao



micorrizica foi efetuada pela técnica das interseccbes (Figura 1), proposta por
Giovanetti e Mosse (1980), modificada por Brundrett et al. (1996).

Nesta técnica, a amostra do sistema radicular € distribuida de forma aleatoria
em placas de Petri de 9 cm de diametro com fundo quadriculado, com quadrados de
Y% polegada quadrada (1,61 cm?. Com o auxilio de lupa binocular (30 Xx),
observaram-se 0s pontos de interseccdo das raizes com as linhas, anotando-se a
presenca ou auséncia de micorrizas nesses pontos. Calculou-se a seguir a
porcentagem de colonizacdo. De acordo com a técnica, o comprimento radicular
(cm) corresponde ao numero de interseccdes observadas.

A metodologia utilizada para a determinacdo do teor dos nutrientes (potassio
e fosforo) foi a mesma descrita no capitulo 2. Para isto, o tecido vegetal seco foi
moido em moinho de facas de aco inoxidavel e, em seguida, homogeneizado,
retirando-se uma amostra de 0,200g para a digestéao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as meédias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do programa
STATGRAPHICS Plus (Manugistics®) para Windows® . Para a anélise estatistica, 0s

dados de porcentagem de colonizacdo radicular foram transformados em

J%colonization +0.5 .



1- Distribuicao das raizes aleatoriamente em placa
de Petn reticulada em guadrados de 1/2in.
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2- Avaliacio da colonizacdo radicular
sob lupa binocular (30x).

Total de raizes Raizes micorrizadas

3- Seguem-se todas as linhas horizontais e verticais.
iZontam-se as intersecgdes com as raizes colonizadas
e n&o colonizadas separadamente.

Figura 1. Avaliacdo da colonizacéo radicular pelo método das interseccfes proposto

por Giovanetti e Mosse (1980), modificada por Brundrett et al. (1996).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Rochas como fonte de potassio

Observou-se efeito significativo da adicdo de fontes de potassio e da
inoculacdo com fungo ectomicorrizicos, quando considerados isoladamente, sobre o

contetdo de potassio nos tecidos e os parametros de crescimento (altura, matéria



seca e comprimento radicular). A interacdo entre esses dois fatores, porém, sé foi
significativa para comprimento radicular e teor de potassio nas plantas (Tabela 3.1).

As plantas tratadas com as fontes de potassio, KCI, brecha alcalina e p6 de
granito apresentaram altura superior as das plantas testemunhas, sem potassio.
Estas ultimas eram cerca de 20% menores que as dos demais tratamentos. As
plantas que receberam pdé da pedreira Saibrita, embora superiores as plantas
testemunhas, sem potassio, foram menores que as plantas dos dois primeiros
tratamentos. Ainda com relacdo a este parametro, a inoculacdo com fungos ECM,
independentemente do isolado, promoveu maior altura de plantas quando
comparada ao tratamento testemunha, sem inoculacao.

No que diz respeito a producédo de matéria seca, houve um efeito positivo do
KCI e da brecha alcalina em relacdo aos tratamentos com pé da pedreira Saibrita e
testemunha sem potassio. Esse efeito se manifestou tanto em relagcdo a matéria
seca da parte aérea como em relacdo a matéria seca de raiz. Em consequéncia, 0s
resultados de matéria seca total das plantas apresentaram o mesmo padrao. Como
no caso da altura de plantas, os dois melhores tratamentos, KCI e brecha alcalina,
nao diferiram entre si nos valores de matéria seca, mas foram superiores as plantas
com po da pedreira Saibrita, por sua vez, apresentaram maior peso de matéria seca
gue as plantas sem potassio.

A inoculacdo com os fungos ectomicorrizicos proporcionou também aumento
nos teores de matéria seca das plantas em relacdo as plantas néo inoculadas. Nao
foram observadas, porém, diferencas entre os tratamentos de inoculagcdo com os
diferentes isolados fungicos. Isso demonstra que 0s quatro isolados testados séo

eficientes na promocéo do crescimento das plantas.



Tabela 3.1. Crescimento e teor de potassio de mudas de Eucalyptus dunnii
inoculadas com fungos ectomicorrizicos e adubadas com rochas em
substituicdo a adubacéo potassica convencional.

Fontes de K
Isolados KCI BA® PSb Sem K Média
Altura (cm por planta)
Testemunha 21,6 18,1 19,0 15,7 186 b
UFSC-Pt22 23,9 27,7 24 4 19,9 240a
CSIRO-H1234 24,3 24,8 24,0 24,2 243 a
UFSC-Pt145 23,2 26,3 24,1 18,9 23,1a
UFSC-Pt186 22,8 25,4 23,3 22,5 235a
Média 23,2A 245 A 23,0A 20,2 B
Parte aérea (g por planta)
Testemunha 1,128 1,010 0,806 0,542 0,872 b
UFSC-Pt22 1,718 1,780 1,228 0,668 1,349 a
CSIRO-H1234 1,678 1,688 1,016 0,874 1,314 a
UFSC-Pt145 1,846 1,602 1,118 0,778 1,336 a
UFSC-Pt186 1,610 1,574 1,054 0,898 1,284 a
Média 1,596 A 1531 A 1,044 B 0,752 C
Raiz (g por planta)
Testemunha 0,358 0,262 0,244 0,150 0,254 b
UFSC-Pt22 0,540 0,626 0,412 0,244 0,456 a
CSIRO-H1234 0,490 0,542 0,332 0,294 0,415 a
UFSC-Pt145 0,534 0,514 0,382 0,220 0,413 a
UFSC-Pt186 0,514 0,540 0,390 0,310 0,439 a
Média 0,488 A 0,497 A 0,352 B 0,244 C
Total (g por planta)
Testemunha 1,486 1,272 1,050 0,692 1,125 b
UFSC-Pt22 2,258 2,406 1,640 0,912 1,804 a
CSIRO-H1234 2,168 2,230 1,348 1,168 1,729 a
UFSC-Pt145 2,380 2,116 1,500 0,998 1,749 a
UFSC-Pt186 2,124 2,114 1,444 1,208 1,723 a
Média 2,083 A 2,028 A 1,396 B 0,996 C
Comprimento radicular (m por planta)
Testemunha 4,88 baA @ 5,46 bA 3,38 aAB 1,90 aB 391b
UFSC-Pt22 6,99 aB 11,32 aA 540aBC 2,94 aC 6,66 a
CSIRO-H1234 7,14 aAB 8,73 abA 4,99 aB 3,66 aB 6,13 a
UFSC-Pt145 6,61 aAB 7,76 abA 469aAB 3,18 aB 5,56 ab
UFSC-Pt186 6,70 aAB 8,70 abA 6,55aAB 3,29 aB 6,31a
Média 6,46 B 8,39 A 5,00 B 299 C
Potassio total (mg por planta)
Testemunha 4,40 cA 3,00 aB 0,70 aC 0,50 aC 2,10 c
UFSC-Pt22 6,60 bA 2,60 aB 0,90 aC 1,40 aC 2900b
CSIRO-H1234 3,70 cA 2,50 aB 1,00 aC 0,90 aC 2,00 c
UFSC-Pt145 10,0 aA 2,60 aB 1,00 aC 1,20 aC 3,70 a
UFSC-Pt186 6,00 bA 2,30 aB 1,30aBC 0,70aC 2,60 bc
Média 6,10 A 2,60 B 0,90 C 0,90 C

@ BA-Brecha alcalina; PSb- P6 da pedreira Saibrita
@ Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nZo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Média de cinco repeti¢cdes.



A adicdo de KCI e de brecha alcalina promoveu, também, aumento do
comprimento radicular em relacdo ao tratamento sem potassio e ao tratamento com
po de granito. Interessante notar que no caso deste parametro, as plantas tratadas
com brecha alcalina apresentaram valores superiores em relacdo aquelas tratadas
com KCI. Uma diferenca que corresponde a 64%. A brecha alcalina proporcionou um
aumento de 180% em relacdo ao tratamento sem potassio. As plantas do tratamento
com p6 da pedreira Saibrita apresentaram, também, maior comprimento radicular
gue as plantas sem potassio mas nao diferiram das plantas adubadas com KCI.

As plantas dos tratamentos de inoculacdo com os isolados UFSC-Pt22,
UFSC-Pt186 e CSIRO-H1234 apresentaram maior comprimento radicular que as
plantas testemunhas ndo inoculadas. O isolado UFSC-Pt145, no entanto, nao diferiu
do tratamento sem inoculacéo.

Finalmente, verificou-se um efeito positivo do KCI no contetddo de potassio da
parte aérea, seguido pela brecha alcalina, com 6,1 e 2,6 mg K por planta,
respectivamente. Esses dois tratamentos diferiram entre si e, também, dos
tratamentos com pO6 da pedreira Saibrita e testemunha n&o inoculada, ambos
apresentando apenas 0,9 mg K por planta.

Verifica-se, assim, que a brecha alcalina representa uma fonte alternativa de
potassio com eficiéncia semelhante a da adubacdo potassica soluvel (KCI) e
superior a apresentada pelo p6 da pedreira Saibrita. No caso do comprimento
radicular, essa fonte de potassio apresenta-se mesmo superior ao KCl. Entretanto,
esse aumento do comprimento radicular ndo se manifestou na absorcao de potassio
pelos tecidos, ja que o teor de potassio das plantas desse tratamento foi inferior ao
das plantas com KCI.

O efeito da inoculacdo com isolados ECM fez-se sentir nos resultados desse



parametro, onde as plantas inoculadas com o isolado UFSC-Pt145 apresentaram o
maior teor médio de potassio, seguidas pelas plantas do tratamento UFSC-Pt22. As
plantas inoculadas com os isolados CSIRO-H1234 e UFSC-Pt186 nao diferiram das
plantas testemunhas nédo inoculadas. O incremento observado foi superior a 100%
com a inoculacao das plantas com o isolado UFSC—-Pt 145 (Pisolithus sp.), indicando
gue ocorreu a absorcéo de cerca de 60% do potassio adicionado.

Em quase todos os parametros analisados verificou-se um efeito positivo da
inoculacdo com fungos ectomicorrizicos, notadamente nos casos da altura de
plantas e da producdo de matéria seca. Neste ultimo parametro, destaca-se o
isolado UFSC-Pt22, um Pisolithus sp., com resultados 60-80% superiores aos
obtidos com as plantas testemunhas sem inoculacao.

No que diz respeito ao comprimento radicular, o isolado UFSC-Pt22
proporcionou um aumento da ordem de 70% em relacdo a testemunha. O maior
comprimento radicular das plantas desse tratamento pode ter sido responsavel pelos
valores elevados de altura e de matéria seca. Também vale ressaltar que esse foi 0
isolado que apresentou maior intensidade de colonizacéo radicular, fato este que
deve ter contribuido para aumentar o comprimento das raizes e, por conseguinte, as
taxas de absorcéo e de crescimento.

Quando aplicado em combinacdo com a rocha brecha alcalina, as plantas
inoculadas com esse isolado apresentaram o maior valor de comprimento radicular
observado em todo o experimento, com 11,3m de raiz por planta. Tal valor foi 30%
superior ao segundo colocado, o tratamento combinando o isolado CSIRO-H1234 e
a mesma rocha, com 8,73m por planta. Embora a interacédo desses dois fatores nem
sempre tenha sido significativa, a aplicacdo combinada do isolado UFSC-Pt22 e da

brecha alcalina apresentou, consistentemente, os maiores valores absolutos na



maioria dos parametros analisados, exceto no que concerne ao teor de potassio das
plantas.

Existem inumeros relatos na literatura dos beneficios proporcionados por
fungos ectomicorrizicos ao crescimento de plantas, a exemplo de Reddell, Prin e
Theodorou (1992). Esses autores obtiveram incrementos entre 50% e 100% na
altura de plantas de Acacia mangium pela inoculacdo com isolados de fungos
ectomicorrizicos pertencentes aos géneros Scleroderma, Pisolithus e Laccaria.
Andreazza et al. (2004), relatam ganhos superiores a 150% nos valores de peso da
matéria seca da parte aérea, e de 70% na altura de mudas de Eucalyptus grandis
inoculadas com fungos ectomicorrizicos. Yuan et al., (2004), na China, verificaram
incrementos na matéria seca de plantas de Eucalyptus globulus inoculadas com
isolados de Pisolithus sp.

Além da translocacdo de nutrientes para a planta hospedeira, outra forma de
promocao do crescimento vegetal proporcionada pelos fECM pode estar relacionada
a solubilizacdo de formas insoliveis de elementos nutritivos (OLSSON;
WALLANDER, 1998; MAHMOOD et al.,, 2001) ou a producdo de substancias
promotoras do crescimento de plantas, como é o caso de substancias inddlicas
(STRZELCZYK; POKOJSKA; KAMPERT, 1992; STRZELCZYK, et al., 1997).

A eficiéncia do isolado UFSC-Pt22 na promocado do crescimento das plantas
de E. dunnii, embora intensificada na presenca de brecha alcalina, parece ser
independente da nutricdo potassica uma vez que o teor de potassio das plantas
inoculadas com esse isolado foi maior em presenca de potassio soluvel (KCl) do que
em presenca dessa rocha. Esse resultado indica que outro fator presente na brecha
alcalina foi melhor aproveitado pelas plantas na presenca do UFSC-Pt22. Um estudo

mais detalhado da composicao dessa rocha poderia esclarecer esse ponto.



Das duas rochas testadas, a brecha alcalina foi, indubitavelmente, a mais
adequada para a nutricdo potassica e o crescimento das plantas. Essa rocha foi, em
muitos casos, superior a préopria adubacao soluvel (KCI), mostrando-se, assim,
promissora para uso rotineiro nos sistemas de producdo de mudas.

A porcentagem de colonizacdo radicular (Tabela 3.2) foi baixa quando
comparada aquela obtida por outros autores (ALVES et al.,, 2001; KHASA et al.,
2001; SOUZA, 2003; SOUZA; SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004) mas se assemelhou
aquela observada por Narloch (2002). Discrepancias desse tipo sdo comuns na
literatura e podem ser resultantes de diferencas inerentes as técnicas de avaliagao.
Tabela 3.2. Colonizacdo radicular de mudas de Eucalyptus dunnii inoculadas com

fungos ectomicorrizicos e adubadas com rochas em substituicdo a
adubacao potassica convencional.

Fontes de K
Isolados KCI BA® PSb Sem K Média
Colonizacdo radicular (%)
Testemunha 0 0 0 0 Oc
UFSC-Pt22 1,6 0,6 0,4 1,6 1,1a
CSIRO-H1234 0 0 0 0 Oc
UFSC-Pt145 0 0 0 0 Oc
UFSC-Pt186 0,8 0,4 1 0,8 0,8b
Média 05A® 0,2 A 0,3A 05A

@ BA-Brecha alcalina; PSh- P6 da pedreira Saibrita
@ Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nZo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Média de cinco repeti¢des.

A técnica das interseccbes (GIOVANETTI; MOSSE, 1980), baseia-se na
deteccdo de micorrizas nos pontos de intersecdo de quadriculas uniformes
desenhadas no fundo de placas de Petri. Ja na técnica de contagem de pontas de
raizes, a deteccéo é realizada de forma direta, através da observacdo das pontas de
raizes selecionadas através da observacdo sob lupa binocular. A técnica das
intersecc¢des, em relacdo a contagem de pontas de raizes, pode sofrer influéncia do

grau de homogeneizacdo da amostra na placa, necessaria para o procedimento de



contagem, o que pode contribuir para a subestimacédo do nimero de micorrizas.
Outro fato potencialmente responsavel pelos baixos indices de colonizacgéo,
ou mesmo, a auséncia de colonizacao radicular detectavel, pode estar relacionado
ao processo de separacdo das raizes do substrato de plantio e lavagem, o que pode
ter ocasionado a perda de micorrizas.
N&do se pode descartar, porém, que esses niveis de colonizacdo sejam
resultantes de uma baixa infectividade dos isolados nas condi¢cdes deste estudo. A

baixa colonizacdo detectada (Figura 2) ndo impediu, porém, a promocdo de

beneficios as plantas, particularmente no caso do isolado UFSC-Pt22.

Figura 2. Ectomicorrizas formadas em mudas de Eucalyptus dunnii adubadas com
rochas em substituicdo a adubacao potassica convencional pelos isolados
UFSC-Pt22, Pisolithus sp. (a) e UFSC-Pt186 Pisolithus microcarpus (b).

Os beneficios observados no caso de isolados que ndo produziram niveis
detectaveis de colonizacdo, como no caso do isolado UFSC-Pt145, podem ser
atribuidos a fatores ocorridos durante o periodo de vida saprofitica do micélio no
substrato de plantio. Apesar de pouco relatado, existem na literatura trabalhos
citando a sobrevivéncia de isolados de fungos ectomicorrizicos em condi¢cdes
saprofiticas por até 23 semanas em substrato mantido a capacidade de campo

(BRULE et al., 2001).

Nesse periodo que antecedeu a colonizacao pode ter havido a solubilizacéo



do potassio presente nas fontes adicionadas ao substrato de plantio devido a
liberacdo de acidos organicos de baixo peso molecular, a exemplo do acido oxalico,
responsavel, pela solubilizacdo de nutrientes de fontes inorganicas (PARIS;
BOTTON; LAPEYRIE, 1996; WALLANDER, 2000a; HOFFLAND et al., 2004).

Além disso, os resultados obtidos ndo podem ser atribuidos somente ao efeito
nutricional  direto  promovido pelos isolados de fECM através da
absorcao/solubilizacdo do potassio presente nas fontes utilizadas. A producdo de
substancias promotoras do crescimento, como os horménios vegetais, pode ter
contribuido para um maior crescimento, como foi demonstrado por Niemi et al.
(2002). Esses autores verificaram a producéo de acido indol-3-acético por isolados
de Pisolithus tinctorius e Paxillus involutus, e que a presenca do fungo no substrato
de plantio estimulava a formacé&o e o crescimento das raizes, em comparacdo com o
tratamento utilizando somente filtrado de culturas, indicando que outros
componentes liberados por esses microrganismos, desempenham um papel
fundamental nos beneficios promovidos.

Os resultados obtidos no presente estudo também mostraram que a
porcentagem de colonizagéo alcancada foi inferior aquela obtida por Bougher; Grove
e Malajczuk (1990), com dois isolados de Descolea maculata (9,8 e 14,4%), porém
superiores ao isolado de Pisolithus por eles investigado, que néo colonizou as
plantas de Eucalyptus diversicolor. Ja Alves et al. (2001), obtiveram uma colonizacdo
superior a verificada no presente estudo, ao inocular plantas de E. dunnii com um
isolado de Pisolithus sp. (UFSC-Pt24). Porém, apesar de a colonizacdo ter sido
maior no experimento desses autores, as plantas tiveram valores de altura
semelhantes aos alcancados no presente estudo.

Esses resultados demonstram a necessidade de estudos mais aprimorados



visando a determinacdo dos mecanismos utilizados e os fatores que afetam a
solublizacdo dos nutrientes contidos em rochas por isolados de fungos

ectomicorrizicos.

3.3.2. Rochas como fonte de fésforo

Os resultados do estudo sobre a solubilizacdo de fosforo a partir das rochas
assemelham-se aos obtidos no estudo anterior (cf. item 3.3.1), onde as rochas foram
foram comparadas a adubacéo potassica convencional

Efeitos de isolados e rochas foram observados em relacdo a altura, peso da
matéria seca da parte aérea, peso da matéria seca da raiz, peso da matéria seca
total, comprimento radicular e teor de foésforo na parte aérea. Observaram-se
interacdes significativas entre esses dois fatores (inoculacédo e rochas), em todos o0s
parametros analisados (Tabela 3.3).

Na maioria dos parametros analisados, as fontes de fésforo promoveram o
crescimento das plantas de Eucalyptus dunnii, sendo este efeito observado com
maior frequéncia nos tratamentos adubados com Ca(H:PO,),.2H,O e brecha
alcalina. A brecha alcalina, isoladamente, foi responsavel por incrementos médios,
em relacdo ao tratamento sem fosforo, de cerca de 44% e de um aumento de 31%
em relacao a fonte soltuvel [Ca(H2PO,),.2H,0].

A inoculacdo das plantas com os isolados fungicos ectomicorrizicos também
promoveu efeitos significativos em todos os parametros, quando considerada
isoladamente. Destaca-se neste caso o isolado UFSC-Pt186, apresentando uma
tendéncia a superar os demais isolados em quase todos os parametros de
crescimento: matéria seca da parte aérea e total, e comprimento radicular. Esse

isolado so foi superado no caso



Tabela 3.3. Crescimento e teor de fosforo de mudas de Eucalyptus dunnii inoculadas

com fungos ectomicorrizicos e adubadas com diferentes fontes de
fésforo em substituicdo a adubacéo fosfatica convencional.

Fontes de P
Isolados Ca(H2P0,),.2H,0 BA® PSb Sem P Média
Altura (cm)
Testemunha 216 aA® 23,1 aA 16,0 bB 15,5 cB 190b
UFSC- Pt26 24,8 aA 24,6 aA 20,3 abAB 18,9 bcB 22,1a
UFSC-Ch163 24,8 aA 22,4 aA 23,7 aA 22,5 abA 23,3a
UFSC-Pt186 229 aA 26,0 aA 24,4 aA 23,5 abA 242 a
UFSC-Pt188 23,5 aA 24,2 aA 23,9 aA 25,6 aA 243 a
Média 23,5 AB 240 A 21,6 BC 212C
Parte aérea (g pI™)
Testemunha 1,128 bA 1,358 bA 0,412 bB 0,294 bB 0,798 b
UFSC-Pt 26 1,692 abA 1,850 abA 1,036 bB 0,950 aB 1,382 a
UFSC-Ch163 1,720 aA 1,750 abA 1,238 aA 1,490 aA 1,550 a
UFSC-Pt186 1,610 abB 2,310 aA 1,382 aB 1,218 aB 1,630 a
UFSC-Pt188 1,916 aA 1,522 bAB 1,260 aB 1,304 aB 1,501 a
Média 1,613 A 1,758 A 1,066 B 1,051 B
Raiz (g pl™)
Testemunha 0,358 bB 0,540 aA 0,154 bC 0,196 bC 0,312 b
UFSC-Pt26 0,520 aA 0,518 aA 0,368 aB 0,344 abB 0,438 a
UFSC-Ch163 0,454 abA 0,524 aA 0,418 aA 0,452 aA 0,462 a
UFSC-Pt186 0,514 aAB 0,586 aA 0,418 aB 0,406 aB 0,481 a
UFSC-Pt188 0,506 abA 0,570 aA 0,442 aA 0,488 aA 0,502 a
Média 0,470 B 0,548 A 0,360 C 0,377C
Total (g pI'™)
Testemunha 1,486 bA 1,898 bA 0,566 bB 0,490 cB 1,110 b
UFSC-Pt26 2,212 aA 2,368 abA 1,404 aB 1,294 bB 1,820 a
UFSC-Ch163 2,174 aAB 2,274 abA 1,656 aB 1,942 aAB 2,012 a
UFSC-Pt186 2,124 aB 2,896 aA 1,800 aB 1,624 abB 2,111 a
UFSC-Pt188 2,422 aA 2,092 bAB 1,702 aB 1,792 abB 2,002 a
Média 2,084 A 2,306 A 1,426 B 1,428 B
Comprimento radicular (m)
Testemunha 4,88 aAB 6,98 aA 2,36 bB 2,09 bB 4,08 b
UFSC-Pt26 7,45 aA 6,26 aA 5,50 abA 5,15 abA 6,09 a
UFSC-Ch163 5,74 aA 6,56 aA 5,37 abA 7,83 aA 6,38 a
UFSC-Pt186 6,70 aA 9,14 aA 6,65 aA 6,12 aA 7,15a
UFSC-Pt188 8,34 aA 7,57 aA 5,84 abA 6,35 aA 7,03 a
Média 6,62 AB 7,30 A 514 B 551 B
Fosforo na parte aérea (ug pl™)
Testemunha 81,98 aA 63,56 abA 18,20 bB 12,81 cB 44,14 c
UFSC-Pt26 62,83 aA 52,45 bcA 68,85 aA 58,95 bA 60,77 b
UFSC-Ch163 76,36 aAB 87,50 aAB 64,03 aB 105,27 aA 83,29 a
UFSC-Pt 186 71,49 aA 74,39 abA 65,84 aA 56,98 bA 67,17 ab
UFSC-Pt188 85,14 aA 22,59 cC 49,89 abBC 79,70 abAB 59,33 bc
Média 75,56 A 60,10 B 53,36 B 62,74 AB

@ BA-Brecha alcalina; PSh- P6 da pedreira Saibrita
@ Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nZo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Média de cinco repeti¢cdes.



do teor de fésforo na parte aérea, onde se observou um melhor efeito do isolado
UFSC-Ch163. Mesmo assim, ndo houve diferenca siginificativa entre esses dois
tratamentos. Entretanto, enquanto que o tratamento com o isolado UFSC-Ch163
apresentou-se superior a todos os demais tratamentos no que concerne ao teor de P
nos tecidos, as plantas inoculadas com o UFSC-Pt186 nédo diferiram das plantas
inoculadas com os outros dois isolados.

A combinacéo do isolado UFSC-Pt186 com a brecha alcalina proporcionou 0s
maiores valores de altura, matéria seca e comprimento radicular que as demais
combinacdes entre os fatores inoculacéo e adubacéo.

Em relacéo aos valores de fésforo na parte aérea, as plantas que receberam
adubacdo soluvel convencional [Ca(H,PO,)..2H,0] apresentaram, em média,
maiores valores desse elemento em seus tecidos, tendo sido superiores as plantas
gue receberam adubacdo com as rochas. Entretanto, ndo foram verificadas
diferencas significativas entre as fontes de fosforo utilizadas e a testemunha néo
fertilizada.

O efeito da inoculacdo neste Ultimo caso caracterizou-se, principalmente, pela
maior acumulacdo de fosforo nas plantas inoculadas com o isolado UFSC-Ch163.
Esse isolado parece apresentar uma alta eficiéncia na translocacdo de P para a
planta hospedeira como ja tinha sido notado por Souza (2003) e Souza, Silva Filho e
Oliveira (2004). Esses autores verificaram que esse isolado estava entre 0s mais
eficientes na promocéo do crescimento de plantas de E. dunnii, sob condicbes de
casa de vegetacao, na presenca de uma fonte solluvel de P.

O maior valor de fésforo na parte aérea foi observado nas plantas inoculadas
com esse isolado e sem adubacédo fosfatada, com 105 g por planta, seguidas das

plantas inoculadas com o mesmo isolado e adubadas com brecha alcalina,



apresentando 87,5 pg por planta. Considerando-se isoladamente o efeito deste
fungo, obteve-se uma média de 83 pg por planta, uma diferenca consideravel com
relacdo as plantas testemunhas n&o inoculadas, apresentando uma média de
apenas 44 ug por planta. Assim, repete-se aqui uma tendéncia observada no
experimento anterior sobre as fontes de potassio (cf. item 3.1), onde o isolado que
proporcionou maior acumulacdo do elemento ndo foi aquele que proporcionou os
efeitos mais notaveis nos parametros de crescimento.

Nas plantas inoculadas com o isolado UFSC-Pt186, os valores de peso da
matéria seca da parte aérea e peso da matéria seca total foram 90% superiores em
relacdo a testemunha nédo inoculada. Ja nos valores de altura e peso da matéria
seca da raiz, o isolado UFSC-Pt188 promoveu um incremento médio superior a 44%
em relacdo ao tratamento testemunha sem inoculacéo.

Ganhos superiores a 70% nos valores de comprimento radicular em relacdo a
testemunha néo inoculada, foram obtidos com os isolados UFSC-Pt 186 e UFSC-Pt
188, ambos com cerca de 7m de comprimento de raizes.

Interessante ressaltar que embora a inoculacdo com os isolados UFSC-Pt26 e
UFSC-Pt188 nao tenha resultado em aumento significativo nos teor de fosforo em
relacdo ao tratamento testemunha nao inoculado, esses tratamentos promoveram
aumento nos parametros de altura, matéria seca e comprimento radicular. Essa
observacado reforca a hipétese do envolvimento de mecanismos outros que o
fornecimento de fosforo influenciando positivamente o crescimento das plantas de
Eucalyptus dunnii.

A superioridade nos teores de P no tecido vegetal, nos tratamentos sem
fésforo adicional, das plantas inoculadas em relacdo as plantas testemunhas néo

inoculadas, apontam uma possivel acdo dos isolados de fECM na mineralizacéo do



foésforo presente principalmente na turfa adicionada ao substrato de plantio. Isto
pode ser atribuido a producdo de enzimas fosfatases por esses fungos, como ja
observado por Tam e Griffiths (1993).

Observou-se que a porcentagem de fésforo nos tecidos apresentou valores
inferiores aos valores de referéncia fornecidos por Tedesco et al. (1995). Esses
autores consideram que os niveis de P nas plantas devem variar entre 0,08 e 1,5%.
No presente experimento, os valores médios nos tecidos de Eucalyptus dunnii
ficaram em 0,004%, com uma recuperacdo média - considerando-se somente as
interacdes positivas - de 14,5%. Demonstra-se, desta forma, a existéncia de outros
mecanismos de promocdo de beneficios, além do fornecimento de nutrientes das
fontes inorganicas testadas, conforme ja foi comentado no item anterior.

Com relacédo a colonizacao radicular (Tabela 3.4), os isolados UFSC-Pt186 e
UFSC-Pt188 apresentaram, respectivamente 0,8% e 9,4% das raizes colonizadas
(Figura 3). Nos demais tratamentos, incluindo-se a testemunha n&o inoculada, ndo
foi observada a presenca de micorrizas. A auséncia de colonizacdo micorrizica nas

plantas do tratamento testemunha sem inoculacédo indica auséncia de contaminacéo

e, portanto, uma boa conducao do experimento.

Figura 3. Ectomicorrizas formadas em mudas de Eucalyptus dunnii adubadas com
rochas em substituicdo a adubacéo fosfatica convencional pelos isolados
UFSC-Pt 186 (a) e UFSC-Pt188 (b), pertencentes a espécie Pisolithus
microcarpus.



Tabela 3.4 Colonizacdo radicular de mudas de Eucalyptus dunnii inoculadas com
fungos ectomicorrizicos e adubadas com rochas em substituicio a adubacéo
fosfatica convencional.

Fontes de P
Isolados Ca(H,P0,),.2H,0 BA® PSb Sem P Média
Colonizacdao radicular (Arc sen. %)

Testemunha OcA® 0 cA 0 cA 0 cA Oc

UFSC-Pt26 0 cA 0 cA 0 cA 0 cA Oc

UFSC-Ch163 0 cA 0 cA 0 cA 0 cA Oc
UFSC-Pt186 0,8 bcA 0,8 bcA 0,6 bcA 1,0 bcA 0,8b
UFSC-Pt188 15,6 aA 7,0 aB 11,2 aB 3,8aC 9,4a

Média 38A 1,6 AB 2.4 AB 0,1B

@ BA-Brecha alcalina; PSh- P6 da pedreira Saibrita
@ Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nZo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Média de cinco repeti¢cdes.

A auséncia de colonizacao radicular nas plantas inoculadas com os isolados
UFSC-Pt26 e UFSC-Pt163 ndo se deve a viabilidade do inoculante, visto que este
apresentou-se viavel em teste realizado imediatamente antes da inoculacdo do
substrato de plantio (Figura 4). Assim, fatores inerentes a infectividade dos isolados
ou a propria técnica de avaliacdo, podem ser responsaveis pelos baixos niveis de
colonizacdo observados, como ja comentado na discussdo dos resultados do
experimento descrito anteriormente.

Os valores de colonizagdo radicular obtidos com o isolado UFSC-Pt188 se
aproximam dos valores observados por Souza (2003) para esse mesmo isolado.
Esse autor, obteve 10,5% de colonizacdo para plantas de Eucalyptus dunnii,
utilizando a mesma técnica para a determinacdo da colonizacao radicular, mas em
presenca de fonte soltvel de P.

O resultado positivo em relacdo aos valores de colonizacdo radicular
promovidos pelo isolado UFSC-Pt188 ndo se refletiu em relacdo aos valores de
fésforo total nas plantas de Eucalyptus dunnii. Narloch (2002) e Souza (2003),
avaliando isolados de fECM pertencentes a colecdo da UFSC, também nao

verificaram uma relacao direta entre os valores de colonizacéo radicular e os teores



de fésforo total para plantas de Pinus taeda e Eucalyptus dunnii, respectivamente.
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Figura 4. Viabilidade de inoculante ectomicorrizico apos 60 dias de crescimento em
substrato solido. (a) Pisolithus sp. (b) Pisolithus microcarpus (c) Pisolithus
microcarpus. (d) Pisolithus sp. (e) Pisolithus sp. (f) Chondrogaster
angustisporus (g) Pisolithus sp.

Esses resultados, indicam a existéncia de outros efeitos promovidos pelos
fungos ectomicorrizicos, além da solubilizacdo do fdsforo contido nas fontes
testadas, na promocéo do crescimento das plantas de Eucalyptus dunnii. Esse efeito
pode ser atribuido a producédo de substancias inddlicas promotoras do crescimento
vegetal, como os horménios e outros reguladores de crescimento (SLANKIS, 1973;
GRAHAM; LINDERMAN, 1981; SMITH; READ, 1997, NARLOCH, 2002).

Os resultados gerais observados em relacdo aos valores de fosforo total
indicam uma baixa eficiéncia dos isolados testados em solubilizar o fosforo das
fontes testadas, como demonstrado pela baixa recuperacédo do elemento adicionado

ao substrato de plantio, tendo o valor maximo observado tendo sido de 21% para as

plantas inoculadas com o isolado UFSC-Ch163.



Mesmo assim, a combinacdo de certos isolados com a brecha alcalina
promoveu aumentos significativos no crescimento das plantas como ficou
demonstrado nos resultados de altura, matéria seca e comprimento de raizes. Como
discutido para as fontes de potassio, varios sdo os relatos na literatura dos
beneficios proporcionados pela inoculacdo de fungos ectomicorrizicos no
crescimento de plantas (REDDELL; PRIN; THEODOROU, 1992; JONES, DURALL,;
TINKER, 1998; ANDREAZZA et al., 2004; YUAN et al., 2004), indicando o potencial

do uso dessa tecnologia para o aumento da producéo florestal.



CONCLUSOES

A brecha alcalina € uma alternativa a adubacdo convencional no suprimento
de fésforo e potassio para as plantas de Eucalyptus dunnii.

Considerando-se os baixos teores de fosforo presentes no pod da pedreira
saibrita, pode-se conferir aos isolados de fungos ectomicorrizicos UFSC-
Ch163 e UFSC-Pt186, um elevado potencial de solubilizacdo do elemento
presente nesta fonte.

A solubilizacdo de potassio e fosforo, por si s6, ndo é o Unico mecanismo
utilizado por esse fungos para aumentar o crescimento das plantas.

Os isolados de fungos ectomicorrizicos, notadamente o isolado UFSC-Pt22
podem melhorar a eficiéncia da brecha alcalina no suprimento de potéassio, e
o isolado UFSC-Pt186 a de fosforo, as plantas de Eucalyptus dunnii,

promovendo beneficios ao crescimento.



PERSPECTIVAS FUTURAS

Os processos biotecnonologicos permitem a selecdo e a utlizacdo de
microrganismos eficientes na solubilizacdo de nutrientes contidos em rochas para a
utilizacdo em sistemas agricolas. Isto pode contribuir, de forma significativa, para a
minimizacdo dos impactos negativos provocados pelo uso crescente de fontes
soluveis de fosforo e potassio.

Os resultados obtidos neste estudo, demonstram o potencial da utilizacdo de
isolados de fungos ectomicorrizicos no suprimento desses nutrientes a partir de
rochas para o crescimento de plantas de Eucalyptus dunnii. Desta forma, poderao
contribuir para a preservacdo e a utlizacdo racional dos recursos naturais,
possibilitando, ao mesmo tempo, a manutencdo da producdo de alimentos e de
matérias primas necessarias a sociedade.

A selecao de microrganismos - o0 objetivo principal deste trabalho - mostra-se
essencial para a utilizacdo destes de forma mais eficiente, bem como possibilita o
estudo e a analise das variaveis que possam estimular ou inibir o potencial desses
organismos em proporcionar beneficios as plantas.

Novos estudos, avaliando outros fatores, como a composicdo do substrato,
formas de inoculacéo, e testes em solo ndo esterilizado, fazem-se necessarios para

a aplicacéo rotineira de fungos ectomicorrizicoss em sistemas florestais.
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ANEXOS

Anexo A. Meio Glicose extrato de levedura (GEL) (Sylvester-Bradley et al.,
(1982) modificado por SILVA FILHO (1998)

Reagentes Quantidades

Glicose 10,09
Extrato de levedura 3,09
Solucéo de MgS04.7H,0 2 mL
Solucéo de CaCl,a 1% 2 mL
Solucéo de NaCl a 10% 1mL
Solucéo de micronutrientes™ 2 mL
Solucéo de Fe-EDTA® 4 mL
KNO3® 01lg
Agar 15,09

Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

(pH=7,0)

(1) 0,2 g de NaM00,4.2H,0, 0,235 g de MnS0,4.2H,0, 0,28 g de H3BO3 0,008 g de
CuS04.5H,0, 0,024 g de ZnS0O,4.7H,0 e 200 mL de agua.

(2) Dissolucéo de 6,07 g de Na-EDTA e 6,17 g de FeS0O,.7H,0 em 900 mL de agua
aquecida. Em seguida ajustar o volume para 1000 mL g.s.p.

(3) KNOg3 substituido por NH4NO3.



Anexo B. Preparo de 1L da solucdo P-B (molibdato de amdnio)

a) Dissolver 3,8g de molibdato de aménio [(NH4)sM07024.4H,0] em 150 mL de agua
destilada previamente aquecida a 60°C, em copo de Becker de 200 mL;

b) Deixar esfriar, transferir para um baldo volumétrico de 200 mL e completar o
volume com agua destilada;

c) Transferir para um frasco com capacidade para 1 L;

d) Em outro baldo, colocar 80 mL de agua destilada;

e) Adicionar 70,7 mL de HCI concentrado (d=1,191; 37,7% e 12,31N) e agitar;

f) Completar o volume com agua destilada e agitar;

g) Transferir para o frasco de 1 L, onde ja se encontra a solucdo de molibdato de
amonio, e agitar;

h) Adicionar 600 mL de agua destilada, utilizando baldo volumétrico de 200 mL, e

agitar bem para a perfeita homogeinizacéao.



Anexo C. Preparo da solugcéo P-C (acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico)

a) Preparar um estoque de po6 redutor, misturando e triturando em almofariz os
seguintes reagentes:

* 2,50 g de acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico,

* 5,0 g de sulfito de sddio (Na,SO3),

* 146,0 g de metabissulfito de sédio (NazS,05);

b) Guardar o pé redutor em vidro fosco, envolto em folha de papel aluminio (no
maximo por 40 dias);

c) Dissolver 32,0 g do p6 redutor em 200 mL de agua destilada morna (50-60°C),
em copo de Becker de 1000 mL;

d) Transferir para um vidro fosco escuro e deixar em repouso até cristalizar (3 a 6
dias);

e) Filtrar o cristalizado e guardar a solugcéo (usar no maximo em trés semanas).



Anexo D. Composicdo do meio de cultura Melin-Norkrans Modificado (MNM)
MARX (1969)

Ingredientes Quantidade
CacCl, 50 mg
NacCl 25 mg

KH,PO,4 50 mg

(NH4)2.HPO4 25 mg

MgS0,4.7H,0 15 mg
FeCls 1,2 mg

Tiamina-HCI 100 pg

Extrato de malte 3,09
Glicose 10g
Agar-agar 15 g

Agua destilada (g.s.p.) 1000 mL

(PH=5.8)



Anexo E. Andlise do substrato de plantio turfa-vermiculita com as quantidades
de potéssio e fésforo (g por Kg™).




