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RESUMO

A germinacio de basididésporos de Pisolithus spp. da origem a monocarios,
caracterizados por possuirem um unico nucleo hapléide por célula. No campo, o
eucalipto associa-se a micélios dicarioticos de Pisolithus spp., ndo havendo relatos
sobre a capacidade dos monocarios em estabelecer a associag¢io ectomicorrizica
com a planta hospedeira nessas condi¢céoes. Embora os monocarios de Pisolithus
sp. sejam capazes de formar a associacio ectomicorrizica in vitro, nada se sabe
sobre a capacidade dessas estirpes em promover a absorcao de nutrientes e o
crescimento do eucalipto. O objetivo deste trabalho foi estudar a formacéo de
ectomicorrizas por isolados monocarioéticos e dicariéticos de Pisolithus sp. em
Eucalyptus grandis, sob condi¢des de casa de vegetacio, bem como investigar as
relagdes entre o estabelecimento da associagao e o crescimento e a absorc¢éo de P,
Ca, Mg, K, Cu e Zn pelas plantas. Caracterizou-se, também, a producao de massa
seca micelial e a absor¢io de nutrientes pelos isolados fangicos in vitro. Os isolados
monocarioticos e dicariéticos testados variaram na producio de massa seca micelial
e na capacidade de absorg¢io de nutrientes. Em geral, os monocarios apresentaram
maiores indices de eficiéncia de utilizacao de nutrientes do que os dicarios. Todos
os isolados monocariéticos e dicariéticos formaram ectomicorrizas tipicas quando
associados com E. grandis. A presenca dos isolados fungicos monocariéticos
associados as raizes laterais resultou em aumento do didmetro radial das células
da epiderme radicular, caracteristico das ectomicorrizas de eucalipto, indicando
que os monocarios, a semelhanca dos dicarios, sao capazes de produzir reguladores
de crescimento. As médias de percentagem de colonizac¢ao das raizes pelos isolados
monocarioticos e dicaridticos variaram de 12 a 76 %. A absorcao de Ca, Mg e K foi
estimulada de forma expressiva pela presenc¢a das ectomicorrizas, com aumentos
de até 760 vezes, demonstrando a relevancia dessa associagao no suprimento desses
macronutrientes, especialmente o Ca. Alguns isolados monocariéticos siao tao
eficientes quanto os dicarios na colonizac¢ao radicular e na absorc¢ao de nutrientes.
A caracterizagao dos monocarios de Pisolithus sp. é necessaria para se estabelecer
a selecio e o cruzamento dos isolados com caracteristicas desejaveis, visando ao
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melhoramento genético e a maior eficiéncia da associagio simbidtica. Este trabalho
constitui o primeiro relato das interagées nutricionais entre monocarios de
Pisolithus sp. e a planta hospedeira.

Termos de indexacgéo: macronutrientes, micronutrientes, compatibilidade, nutriciao
vegetal.

SUMMARY: FORMATION OF ECTOMYCORRHIZAE BY MONOKARYONS AND
DIKARYONS OF Pisolithus sp. AND NUTRITIONAL INTERACTIONS
IN Eucalyptus grandis

The germination of Pisolithus spp. basidiospores originates monokaryons, characterized
by having a single haploid nucleus per cell. In the field, eucalypts are associated with
dykaryons of Pisolithus spp., there being no reports on the capacity of monokaryons to
establish the ectomycorrhizal association with the host plant under such conditions. Although
Pisolithus spp. monokaryons have been shown to form ectomycorrhizas in vitro, there is no
information on the ability of these strains to promote nutrient uptake and growth of eucalypts.
The objective of this study was to investigate the formation of ectomycorrhizae by
monokaryotic and dikaryotic isolates of Pisolithus sp. in Eucalyptus grandis under greenhouse
conditions, and the relationships between the establishment of ectomycorrhizae and the
host plant growth and uptake of P, Ca, Mg, K, Cu, and Zn. The fungal isolates were highly
variable in dry mycelial mass production and in their ability to take up macro- and
micronutrients. Generally, the nutrient use efficiency of monokaryons was higher than that
of dikaryons. All tested monokaryotic and dikaryotic isolates were able to form typical
ectomycorrhizae when associated with E. grandis. The presence of monokaryotic isolates
associated with the lateral roots of E. grandis resulted in typical increases in the radial
diameter of the root epidermal cells, characteristic of eucalypt ectomycorrhizae, indicating
that monokaryons, similarly to dikaryons, are capable of producing growth regulator
compounds. The mean root colonization percentage of the monokaryotic and dikaryotic
isolates varied from 12 to 76 %. The Ca, K, and Mg uptake was highly stimulated by the
presence of ectomycorrhizae, with up to 760-fold increases, suggesting that the association
must play a significant role in supplying the host with these nutrients, especially Ca. Some
monokaryotic isolates are as efficient as the dikaryons at promoting root colonization and
nutrient uptake. The characterization of Pisolithus sp. monokaryons is a basic requirement
for the selection and crossing of isolates with desirable traits, aiming at the genetic
improvement of fungal strains and a higher efficiency of the ectomycorrhizal association.
This is the first report on the nutritional interactions between Pisolithus sp. monokaryons
and the host plant.

Index terms: macronutrients, micronutrients, compatibility, plant nutrition.

INTRODUCAO

Os solos brasileiros apresentam, geralmente,
limitacoes ao estabelecimento e ao crescimento das
plantacdes, como baixa fertilidade, elevada acidez,
baixa capacidade de troca catidnica, entre outros
atributos. O alto requerimento de nutrientes pelo
eucalipto, associado a essas caracteristicas do solo,
torna a fertilizagdo uma técnica fundamental para
sustentabilidade das florestas (Barros & Novais, 1996;
Pampolina et al., 2002; Xu et al., 2002). A absorcao
de nutrientes pode alcancar valores (kg ha'l) de até
cerca de 1.200 para Ca, 1.000 para N e 700 para K,
dependendo da espécie, da taxa de crescimento e da
qualidade do sitio (Attiwill & Adams, 1996).

Em florestas plantadas, o P é usualmente o
elemento limitante ao crescimento, especialmente na
fase inicial, provavelmente por sua baixa mobilidade
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no solo e alta adsorc¢ao aos oxi-hidréxidos de Fe e de Al
(Barros & Novais, 1990, 1996; B4 et al., 1999; Xu et
al., 2002). As respostas do eucalipto a aplicacio de
fertilizantes a base de P e de K tém sido bem mais
acentuadas (Prezotti et al., 1988; Barros & Novais,
1990; Faria et al., 2002) do que as obtidas pelo emprego
do N e do Ca. A resposta a aplicacdo de Ca ainda
permanece sem completo entendimento, mas supoe-
se que pode estar ligada a decomposi¢io de residuos
florestais (Attiwill & Adams, 1996).

Os microrganismos do solo possuem papel primor-
dial na decomposigio e ciclagem de nutrientes conti-
dos nos residuos florestais. Dentre estes, os fungos
ectomicorrizicos, quando associados ao sistema
radicular, beneficiam as plantas, principalmente quan-
do estas crescem em solos de baixa fertilidade (Harley
& Smith, 1983). O fungo possibilita o aumento do
volume de solo explorado pelas raizes e, conseqliente-
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mente, das quantidades de nutrientes e de agua ab-
sorvidos, contribuindo para sustentabilidade de flo-
restas plantadas (Cairney & Chambers, 1997; Smith
& Read, 1997).

As ectomicorrizas contribuem efetivamente para
absorc¢do de Ca, K, Mg e micronutrientes pela planta
hospedeira em razédo do menor diametro das hifas, as
quais podem explorar pequenos poros inacessiveis as
raizes (Wallander et al., 2002).

Varios aspectos da simbiose tém sido estudados,
sobretudo aqueles relacionados a absorcido de
nutrientes pouco moéveis no solo, comoo P e oZn (Ba
et al., 1999; Xu et al., 2002). Trabalhos sobre a
absorcao de P pelas ectomicorrizas demonstram que
a maior exploracio do solo pelo micélio extra-radicular,
juntamente com a excre¢do de acidos organicos e
enzimas, melhora a nutrigdo das plantas (Wallander,
2000a; Landeweert et al., 2001).

A solubilizag¢do de minerais, como o feldspato e a
biotita, realizada por fungos ectomicorrizicos, por meio
da exsudacio de acidos organicos ou pela acidificacéo
do pH da rizosfera, pode disponibilizar Ca, Mg e K
para a planta (Jentschke et al., 2000; Wallander,
2000b). Ashford et al. (1999) encontraram altos teores
de P e K nos vactolos das células fingicas e na rede
de Hartig, confirmando o alto fluxo de nutrientes entre
os simbiontes. A superficie das hifas fingicas e os
rizomorfos contém quantidades expressivas de Ca e
K, sobretudo na forma de cristais de oxalato
(Malajczuk & Cromack, 1982; Costa, 2002). A
excrec¢ao de acidos organicos, principalmente o 4cido
oxalico, capaz de solubilizar minerais primarios,
demonstra que os fungos ectomicorrizicos podem ter
papel importante na pedogénese e, assim, contribuir
para disponibilizacido desses nutrientes de fontes
norganicas (Wallander, 2000b; Wallander et al., 2002;
Hagerberg, 2003).

Os fungos ectomicorrizicos pertencem a distintas
familias dos filos Basidiomycota e Ascomycota e sao,
portanto, um grupo polifilético (Brundrett, 2002).
Predominam geralmente em espécies arbéreas, como
as das familias Fagaceae, Pinaceae e Myrtaceae, e
variam em compatibilidade e eficiéncia, dependendo
das espécies simbiontes e das condi¢oes ambientais.

O filo Basidiomycota apresenta duas fases distintas
no ciclo de vida. A primeira inicia-se com a germinacio
do basidiésporo, formando o micélio monocariético, o
qual possui apenas um nucleo por célula (Kope &
Fortin, 1990; Costa, 2002). A segunda fase é
caracterizada pelos eventos morfogenéticos, que
originam o micélio dicaridtico, que possui dois niicleos
por célula (Kope & Fortin, 1990; Sales, 2001; Costa,
2002). Em ambientes naturais, o fungo basidiomiceto
Pisolithus spp., associado ao eucalipto, apresenta-se
na fase dicaridtica; na literatura consultada nao ha
relatos da interacdo das plantas com monocarios nos
sitios de plantio. A formacédo de ectomicorrizas por
monocarios de Pisolithus sp. em associacdo com
eucalipto ja foi obtida em sintese in vitro, porém sem
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consideracoes sobre a absorcdo de nutrientes pelas
plantas colonizadas (Costa, 2002).

A elucidacio da formacao de ectomicorrizas por
isolados monocariéticos de Pisolithus sp. e suas
interagoes com Fucalyptus contribuira para selegao
de monocarios eficientes, os quais poderdo ser
cruzados, visando a producio de dicarios hibridos com
maior eficiéncia simbidtica. O objetivo deste trabalho
foi estudar a formacao de ectomicorrizas por isolados
monocarioticos e dicariéticos de Pisolithus sp. em
Eucalyptus grandis, sob condigbes de casa de vegetacio,
bem como investigar as relagbGes entre o
estabelecimento da associac¢do e o crescimento e a
absorcao de P, Ca, Mg, K, Cu e Zn pelas plantas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com seis isolados
monocariéticos (35, 94, 147, 248, M5 e M11) e quatro
1solados dicaridticos (H4111, M5M11, PT90A e RV82)
de Pisolithus sp. pertencentes a cole¢do de fungos
ectomicorrizicos do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa, MG. Os isolados M5,
M11 e M5M11 séo doagdes oriundas da colegdo de
culturas fingicas da Universidade Federal de Lavras,
MG. As sementes de E. grandis foram obtidas do setor
de Silvicultura do Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vigosa. Osisolados
fangicos foram cultivados em placas de Petri, contendo
meio de cultura Melin-Norkrans modificado (MNM)
(Marx, 1969), a temperatura de 25 °C, por 30 dias.

Crescimento e absorciao de nutrientes por
monocarios e dicarios de Pisolithus sp.

Trés discos de agar de 9 mm de didmetro, com
micélio dos isolados, foram retirados das bordas de
colonias em crescimento ativo, cultivados em meio
MNM por 30 dias, a 25 °C, e inoculados em frascos
erlenmeyer com 50 mL de solu¢io MNM. Os frascos
foram incubados em BOD, a 25 °C, por 30 dias, sem
agitacdo. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado com 10 repeticées. Findo o
periodo de incubacao, o micélio fiingico foi coletado em
tamis de mallha de 1 mm, lavado com agua destilada
e, posteriormente, seco a 72 °C até peso constante.

A massa micelial seca foi mineralizada de acordo
com o método descrito por Silva (1999). A concentracio
de P no extrato foi medida em espectrofotometro, de
acordo com Braga & Defelipo (1974). As concentragoes
de Ca, Mg, Cu e Zn foram determinadas por
espectrofotometria de absorcao atomica, e a de K, por
fotometria de chama (AOAC, 2005).

Producao das plantulas

Sementes de E. grandis foram desinfestadas
superficialmente pela imersédo em etanol a 70 % por
um minuto e em Hy05 a 20 % por seis minutos,
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seguida de cinco enxagiies com agua destilada
autoclavada. Apds desinfestacdo, as sementes foram
semeadas em areia lavada e autoclavada e germinadas
a temperatura ambiente. As plantulas foram
transferidas para casa de vegetacdo e cultivadas por
30 dias até atingirem a altura de 5 cm. Durante o
periodo de cultivo, foram irrigadas semanalmente com
solucdo de Clark (1975) diluida, com 1/4 da forga, e,
diariamente, com agua destilada.

Instalacao e conducéao do experimento

As plantulas de tamanho adequado foram
transplantadas para potes plasticos com medidas de
15 x 10 x 10 ¢cm, contendo 1,1 kg de areia lavada e
autoclavada como substrato. Cada pote recebeu
somente uma plantula, sendo a raiz inoculada com
trés discos de agar de 9 mm de didmetro, contendo
micélio obtido das culturas cultivadas em meio MNM
por 30 dias. Foram utilizadas cinco repeti¢oes para
cada 1solado, além do controle sem a inoculacao
fingica, em delineamento inteiramente casualizado.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacio
por um periodo de 105 dias, sendo irrigadas a cada
trés dias com 30 mL de solugdo nutritiva, segundo
Brundrett et al. (1996). Elas foram irrigadas
periodicamente com dgua destilada em quantidade
suficiente para manutencéo de, aproximadamente,
60 % da capacidade de campo.

Colonizacao radicular e morfologia das
ectomicorrizas

Apbs 105 dias de cultivo, as plantas foram coletadas
e as raizes amostradas, cortando-se fragmentos de,
aproximadamente, 1 cm de comprimento. As
amostras foram preservadas em FAA 5:90:5
(formaldeido: etanol: acido acético).

A percentagem de colonizagdo ectomicorrizica foi
medida por meio da comparagio entre o nimero de
fragmentos colonizados e o de ndo-colonizados, de acordo
com o método descrito por Brundrett et al. (1996).

Para avaliacdo das estruturas ectomicorrizicas
microscopicas, as raizes armazenadas em FAA foram
transferidas para solucdo de glicerol a 2 % e mantidas
nesse meio por duas horas. Em seguida, as
ectomicorrizas foram emblocadas com Tissue Freezing
Medium™ e seccionadas em cortes de espessura de
20 pm, em criomicrétomo Leica CM 1850, a -30 °C.
Os cortes foram coletados e corados com azul de
Toluidina contendo glicerol (1:1). Para avaliacao da
morfologia externa das ectomicorrizas, fragmentos de
raiz frescos, ndo fixados, contendo essas estruturas
foram observados sob lupa estereoscopica Olympus
SZH10. As ectomicorrizas foram fotografadas com
camera Olympus PM C353X.

Producdao de massa seca e absorcao de
nutrientes por E. grandis

A parte aérea das plantas foi destacada do sistema
radicular, seca em estufa a temperatura de 72 °C até
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peso constante e posteriormente moida em moinho
Willey com peneira de 0,25 mm de malha. A
mineralizagdo da parte aérea das plantas e as andlises
de nutrientes foram realizadas utilizando-se 100 mg
de massa seca moida, seguindo os procedimentos
analiticos ja descritos.

A eficiéncia de utilizacao dos nutrientes (EUN) foi
calculada dividindo-se o quadrado da massa seca (g)
pelo contetido do nutriente (mg) (Siddiqi & Glass, 1981).

O ganho na producao de massa seca decorrente de
inoculacao fingica foi calculado pela relacao: ganho =
[Minoe Meontl, em que M;,,. = massa seca da parte
aérea da planta inoculada e M,,,; = massa seca da
parte aérea da planta-controle, ndo-inoculada.

O ganho no contetdo de nutrientes decorrente de
inoculac¢io fingica foi calculado pela seguinte relacio:
ganho = [Ci,oc /Ceontl, em que C;,,, = contetdo do
elemento na parte aérea da planta inoculada e C,,; =
contetdo do elemento na parte aérea da planta-controle,
ndo-inoculada.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelos testes de
Tukey e Scott-Knott a 5 %. Quando pertinentes,
foram utilizadas técnicas multivariadas de analise de
agrupamento e variaveis candnicas. Para analise de
agrupamento, utilizou-se a distancia generalizada de
Mahalanobis (Cruz & Regazzi, 1997) e o algoritmo de
Tocher (Rao, 1952 citado por Cruz & Regazzi, 1997).

Foram criados ideétipos para facilitar a
interpretacio dos dados. Os idedtipos sdo gendtipos
indices de menor e maior desempenho criados como
referéncia na andlise de dispersio grafica das variaveis
canoénicas. Para definir o nimero de observacoes
constituintes dos idedtipos, adotou-se a média do
numero de repetigdes dos experimentos. O idedtipo de
pior desempenho é aquele que apresenta as menores
observacoes para todas as variaveis, e o de melhor
desempenho, o que apresenta as maiores observagoes
para todas as variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento e absorcao de nutrientes por
monocarios e dicarios de Pisolithus sp.

Os isolados monocaridticos e dicaridticos de
Pisolithus sp., apés 30 dias de cultivo a 25 °C em
50 mL de solu¢do Melin-Norkrans modificada (MNM),
apresentaram massa seca variando de 0,022 a 0,061 g
(Quadro 1). Osisolados monocaridticos 35, 248, M5 e
M11 foram os que se destacaram (p < 0,05) e
acumularam maior massa micelial nas condigoes
experimentais definidas. Os dados de acimulo de
massa micelial evidenciam a existéncia de variacao
entre os isolados fingicos no que se refere a capacidade
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de absorver os nutrientes da solucdo e converté-los
em biomassa micelial. Esse comportamento pode
variar também de acordo com o meio de cultivo
utilizado (Hung & Chien, 1978; Ho, 1987). Varios
estudos apontam a existéncia de variagdo intra e
interespecifica entre fungos ectomicorrizicos em
relacgdo as caracteristicas culturais e de crescimento,
a colonizacdo da planta hospedeira, a utilizacdo de
diferentes fontes de N, entre outras (Gay & Debaud,
1987; Burgess et al., 1993; Oliveira et al., 1994; Rosado
et al., 1994b; Burgess et al., 1995b; Kropp, 1997,
Sales, 2001; Costa, 2002). As populacées
monocaridticas apresentam larga variagdo para essas
caracteristicas resultantes de eventos de recombinacio
génica durante a meiose (Rosado et al., 1994a; Kropp,
1997; Sales, 2001; Costa, 2002), constituindo material
basico para programas de melhoramento fingico
visando a aplicag¢do no setor florestal. Em sintese, os
resultados obtidos corroboram os relatos da literatura
e evidenciam a variacdo na capacidade de conversio
de nutrientes em biomassa micelial pelos monocarios
e dicarios testados.

A concentracao de P no micélio dos isolados variou
de 7,9 a 20,9 mg g1, sendo a média dos isolados
dicaridticos superior a dos monocaridticos (p < 0,05)
(Quadro 1). Em trés dos quatro isolados em que a
massa micelial acumulada foi maior —isolados 248,
M5 e M11 —as concentragoes de P foram distintamente
menores (p < 0,05) do que as dos outros isolados. No
entanto, as maiores concentracoes de P no micélio,
tanto em monocariéticos (147) como em dicariéticos
(H4111 e PT90A), nédo resultaram em maior
quantidade de biomassa micelial, uma vez que nesses
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1solados as eficiéncias de utilizacao de nutrientes foram
menores (p <0,05) do que as dos demais. Esses
resultados demonstram que o P absorvido pode ter
outros destinos na célula. Pisolithus tinctorius
associado a Fucalyptus pilularis armazena o P
absorvido nos vacuolos celulares, na forma de
polifosfatos, podendo transloca-lo em seguida para a
planta hospedeira (Ashford et al., 1999). Em termos
de EUN, os isolados monocaridticos M5 e M11 foram
os mais eficazes na utilizagdo do nutriente para
producao de biomassa micelial (Quadro 1). Estudos
comprovam que os fungos ectomicorrizicos aumentam
a absorcao e translocacao de P (Trajano et al., 2001;
Xu et al., 2002; Pampolina et al., 2002), contribuindo
em alguns casos com até 70 % de todo o P absorvido
pelas plantas (Brandes et al., 1998). A magnitude da
translocacio do elemento possivelmente deve variar
de acordo com a capacidade do fungo de imobilizar o
nutriente na biomassa. Osisolados de maior eficiéncia
de utilizacdo, para uma mesma quantidade de
nutriente absorvida, poderio reter mais fortemente o
nutriente no micélio, ndo o translocando para a planta.
Assim, é de interesse selecionar isolados capazes de
absorver grandes quantidades de P, de forma a néo
limitar a translocacao para a planta hospedeira.

A concentracio de Ca no micélio dos isolados variou
de 2,2 a 3,9 mg g'! (Quadro 1). Esses valores
encontram-se dentro da faixa de concentracgio desse
elemento em rizomorfos de Rhizopogon sp. associado
a Pinus muricata (Wallander et al., 2002). O Ca é
um dos principais elementos encontrados em
rizomorfos e hifas dos fungos ectomicorrizicos
(Malajczuk & Cromack, 1982; Wallander et al., 2002).

Quadro 1. Producao de massa seca micelial (MS), concentraciao, conteudo e eficiéncia de utilizagao de
nutrientes (EUN) em isolados monocariéticos (MONO) e dicariéticos (DI) de Pisolithus sp., apos cultivo
em solucdo Melin-Norkrans modificada, a 25 °C, por 30 dias

Concentracgao Conteudo EUN®
Isolado MS
P Ca Mg K Cu Zn P Ca Mg K Cu Zn P Ca Mg K Cu Zn
MONO g mg g’ —ugg — mg — g —— & mg"
35 0,047a 14,8b 3,0b 4,3a 3754a 64,4b 1868b 0,69a 0,13b 0,20a 17,18 a 3,03a 9,06a 3,21c 17,00b 11,04c 0,13c 729,04 b 243,81 Db
94 0,027¢ 17,5b 3,0b 3,3b 306,7b 77.5b 268,7a 0,40d 0,07d 008c 850b 1,79b 6,61b 1,82d 10,41b 9,11c 0,08c 407,26c 110,28 b
147 0,022¢ 20,9a 3,3a 29b 366,2a 67,1b 257,0a 0,39d 0,08c 009c 7,20b 1,80b 7,22b 1,24d 6,06b 537c 0,06c 268,88c 67,03b
248 0,056 a 11,6c 3,9a 3,2b 293,5b 49,6b 150,7b 0,65a 0,22a 0,18a 15,72a 2,83a 873a 4,82b 1425b 17,42b 0,20b 1108,12b 359,22 a
M5 0,061a 9,2c¢ 23b 2,7b 268,1b 66,7b 136,2b 0,56b 0,14b 0,16 a 16,86 a 4,21a 860a 6,64a 26,57a 23,25b 0,22b 883,84b 432,67 a
M11 0,055a 7,9¢ 24b 14c 116,6c 185b 120,3b 0,43d 0,12¢ 0,07c 6,39b 1,03b 6,69b 7,03a 2520a 43,21a 0,47 a 2936,90a 452,16 a
Média 0,046 A 13,2B 3,0A 3,0B 284,3B 56,5B 181,6 A 0,53A 0,14 A 0,14 A12,38A 250A 7,89 A 3,99A 1511 A 1511 A 0,17A 846,40 A 268,18 A
DI
H4111 0,028c¢ 19,8a 3,8a 4,4a 4055a 138,5a 1955b 0,51c 0,10c 0,12b 10,42 b 3,52a 4,78b 1,563d 7,84b 6,563¢c 0,07c 222,72c¢ 164,01 b
M5M11 0,041b 14,7b 2,2b 3,1b 310,6b 48,6b 126,5b 0,59b 0,09¢ 0,12b 12,81 a 1,94b 5,02b 2,84c 18,67a 14,00c 0,13c 866,50 b 334,86 a
PT90A 0,030c 18,9a 3,0b 4,0a 367,1a 130,3a 250,7a 0,55b 0,08c 0,12b 11,00 b 3,66a 6,72b 1,63d 11,25b 75¢ 0,08 ¢ 245,90 ¢ 133,92b
RVS2  0,040b 16,8b 4,0a 4,3a 4354a 57,6b 193,2b 0,66a 0,16b 0,17a 17,47a 2,24b 7.35b 2,42c 10,00b 94lc 0,09c 714,28b 217,68 b
Média 0,035B 17,3A 3,3A 3,9A 380,7A 86,9A 1876 A 0,58A 0,11B 0,14A 13,39 A 2,71A 6,04 B 2,11 B 11,13 B 8,75 B 0,09 B 452,02 B 202,81 B
CV (%) 23,1 26,8 28,7 16,6 32,5 49,9 36,6 14,5 24,3 27,6 32,1 47,4 31,2 33,0 47,8 50,3 45,5 45,2 49,9

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mintscula nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. Na coluna, médias
seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.

@ Valores de EUN encontram-se multiplicados por 1000 para facilitar a notago.
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Esse nutriente tem importante funcio na constituicdo
da parede celular das células fingicas, sendo requerido
em grande quantidade (Wallander et al., 2002).
Abundantes quantidades de cristais de oxalato de Ca
estdo presentes na superficie das hifas e rizomorfos,
fato que confirma a inferéncia de que os fungos
ectomicorrizicos exercem relevante papel na aquisicio
do nutriente pelas plantas associadas (Malajczuk &
Cromack, 1982; Wallander, 2000b; Wallander et al.,
2002; Hagerberg, 2003). Novamente, os dados
demonstram que os isolados se distinguem (p < 0,05)
no que se refere a EUN, sendo os monocarios, M5 e
M11, e o seu correspondente dicariético, MbM11, os
que apresentam a maior eficiéncia de utilizagao do
elemento (Quadro 1).

A concentracdo de Mg no micélio dos isolados variou
de 1,4a4,4 mg g'' (Quadro 1). Contudo, os monocarios
sd0 os que apresentam as maiores EUNs. Nesse caso,
destaca-se o isolado M11 como o mais eficiente na
utilizagdo de Mg para producio de biomassa micelial
(Quadro 1). Em alguns casos especificos, a
contribui¢do dos fungos ectomicorrizicos na absor¢ao
de Mg pode chegar a 4 % do total absorvido pela planta
(Jentschke et al., 2000). Sabidamente, os fungos
ectomicorrizicos acumulam esse elemento no micélio,
com posterior transferéncia para as plantas (Jentschke
et al., 2000), variando nessa capacidade de acordo com
0 seu genotipo e a interacdo fungo-planta.

A concentragéo de K no micélio dos isolados variou
de 116,6 a 435,4 mg g'! (Quadro 1). Entre os
monocarios, nos isolados 35 e 147, a concentracio de
K correspondeu a valores encontrados para trés dos
quatro dicarios —H4111, PT90A e RV82 (Quadro 1).
No que se refere a EUN, o 1solado monocariotico M11
foi 0 que apresentou a maior eficiéncia de utilizagdo
de K para produgdo de biomassa (Quadro 1). Grandes
quantidades de K sdo encontradas nos vactolos das
células fingicas e na regido de contato de P. tinctorius
associado a E. pilularis (Ashford et al., 1999),
comprovando o papel de fungos ectomicorrizicos na
aquisicao desse nutriente. Os fungos ectomicorrizicos
podem contribuir em alguns casos com 5 % do total
de K absorvido pela planta hospedeira (Jentschke et
al., 2000).

Em resumo, conclui-se que os isolados
monocariéticos foram, em geral, mais eficientes na
utiliza¢do dos macronutrientes avaliados para
producado de biomassa (p < 0,05), comparados aos
dicariéticos. Em destaque, o isolado monocariético
M11 foi o mais eficiente na utilizacédo de P, Ca, Mge
K. A EUN constitui-se em importante propriedade
para selecdo de isolados destinados ao uso em
programas de micorrizacdo controlada de mudas de
eucalipto. Osisolados selecionados deverdo apresentar
as maiores EUNSs, associadas a elevada capacidade
de transferir nutrientes para o hospedeiro.

Os isolados apresentaram concentragdo de Cu no
micélio variando de 18,52 138,5 pg g'! (Quadro 1), e o0
1solado monocariético M11 foi o que apresentou maior

R. Bras. Ci. Solo, 31:917-929, 2007

Marcelo Alexandre Silva et al.

EUN (Quadro 1). O Cu tem importante funcéo na
ativacao de enzimas e participa de componentes da
cadeia transportadora de elétrons, porém sua
mobilidade no solo é baixa. Nesse caso, a presenca de
fungo ectomicorrizico pode contribuir para exploracio
de maior volume de solo e, também, para melhorar a
absorcdo do nutriente pela planta (Van Tichelen et
al., 2001).

A concentragao de Zn no micélio dos isolados variou
de 120,3 2 268,7 ug gt (Quadro 1). O Zn, nas células
fingicas, participa da ativagdo de enzimas e tem papel
crucial na estabilidade das membranas (Adriaensen
et al., 2003), mas sua mobilidade no solo é baixa. Os
fungos ectomicorrizicos podem melhorar a absor¢ao
desse nutriente, principalmente pela maior exploracio
do solo proporcionada pelas hifas e rizomorfos. A EUN
foi superior nos isolados monocariéticos (p < 0,05),
comparados aos dicariéticos (Quadro 1). Osisolados
monocarioticos 248, M5 e M11 e o dicariético M5M11
foram os mais eficientes na utilizagdo do Zn para
produgao de biomassa.

Em analise de agrupamento, os 10 isolados de
Pisolithus sp. formaram quatro grupos distintos. Os
isolados 35, 94, 147, H4111, M5M11, PT90A e RV82
formaram o maior grupo. Osisolados M5, M11 e 248
constituiram trés grupos distintos. Os isolados
monocaridticos 35, 94 e 147 assemelharam-se aos
dicaridticos do grupo na produgio de massa micelial,
contetidos e eficiéncia de utilizagdo de nutrientes
quando cultivados em solugdo Melin-Norkrans
modificada.

As correlacgoes positivas entre o teor de P e os de K
e Mg demonstram a importancia do P para o
crescimento do fungo e os beneficios na absor¢io de
outros nutrientes (Quadro 2). O teor de K
correlacionou-se positivamente com o de Mg e Cu
(Quadro 2). Esse nutriente (K) tem a importante
funcdo de osmorregulacdo das células fingicas, sendo
areferida correlacéo possivelmente relacionada ao fato
de o Mg e Cu serem importantes na ativacido de
enzimas e também participarem de componentes da
cadeia transportadora de elétrons. Também, o
contetido de Zn correlacionou-se positivamente com o
de Ca (Quadro 2).

Colonizacao radicular e morfologia das
ectomicorrizas

Todos os isolados monocariéticos e dicariéticos de
Pisolithus sp. testados foram capazes de formar
ectomicorrizas tipicas quando associados com E.
grandis sob condigoes de casa de vegetacio (Figura 1).

As ectomicorrizas formadas pelos isolados
monocariéticos apresentaram forma monopodial-
piramidal, auséncia de pélos radiculares, manto
recobrindo a superficie das raizes laterais, geralmente
com coloracdo amarelo-dourada, e rede de Hartig
limitada aos espagos intercelulares da epiderme
radicular (Figura 1).
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Quadro 2. Valores de correlagcio fenotipica entre os contetidos de nutrientes no micélio de isolados
monocarioéticos e dicaridticos de Pisolithus sp., apos 30 dias de cultivo em 50 mL de solu¢io MNM

Variaveis Nsim prob (t) rfe r (5 %) r (1 %)
P vs Mg 4980 0,0001"" 0,9293%* 0,5628 0,7248
Pvs K 4973 0,0017"" 0,8568%* 0,5498 0,7205
Ca vs Zn 4965 0,0489" 0,6312%* 0,5910 0,7645
Mg vs K 4976 0,0003"" 0,9137%* 0,5327 0,7010
K vs Cu 4855 0,058" 0,6126* 0,5277 0,7288

** * Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste t. **, * Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste de Mantel com
5.000 simulagdes. Nsim: ntimero de simulagdes com estimativas de correlacbes fenotipicas validas (-1 e 1). rfe = correlacées

fenotipicas; r (1 %) e r (5 %) = valores-limite da distribuicdo Z da estatistica de Mantel a 1 e 5 %.

Figura 1. Morfologia externa e se¢oes transversais de ectomicorrizas formadas por isolados monocariéticos
(35;94) e dicarioticos (PT90A) de Pisolithus sp. em Eucalyptus grandis. Isolado: A, B=35; C, D =94;
E, F =PT90A; G, H = controle, raiz ndo-inoculada. Observar pélos radiculares (Pr). (A, C, E) Observar as
hifas emanadas (He) e rizomorfos (Rz) nas raizes colonizadas. (B, D, F) Observar a constituiciao da rede
de Hartig (Rh) e do manto (Mn), bem como o aumento do didAmetro radial das células da epiderme (Ce)

(b)

(d)

das ectomicorrizas. Barras: a,c,e,g=1mm;b, d, f, h =20 pm.

A espessura do manto variou de 24 a 30 um
(Quadro 3), observando-se abundante presenca de hifas
e rizomorfos associados as ectomicorrizas, os quais

sdo importantes na aquisi¢do de nutrientes do solo
(Figura 1). A espessura do manto formado pelos
monocarios e dicarios ndo é uma caracteristica que
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Quadro 3. Colonizacéo radicular em plantas de Eucalyptus grandis por isolados monocariéticos e dicariéticos
de Pisolithus sp., ap6s 105 dias de cultivo em casa de vegetacio, espessura do manto e dimensodes das

células epidérmicas das ectomicorrizas formadas

Isolado coL®

Célula da epiderme®

Manto®

Comprimento Largura
% pm
Monocariéticos 35 67,3 a 28 + 2,7 28 + 4,2 16 + 2,7
94 67,3 a 26 £ 2,3 29 + 3,3 13 + 1,7
147 63,4 a 29 £ 5,3 30 £ 5,8 15 + 3,3
248 62,2 a 27 +£5,3 38+5,9 17+ 2,8
M5 69,6 a 29 + 4,8 26 £ 2,6 11+2,1
M11 12,4 Db 26 + 4,4 27 + 3,1 13+ 1,0
Média 60,0 A 27+ 1,3 30 £4,3 14 + 2,2
Dicariéticos H4111 62,4 a 26 £ 5 26 £ 6,3 11+2,2
M5M11 66,6 a 28 £ 3,9 30 + 4,3 14 £ 1,8
PT90A 71,6 a 30 £ 3,7 35+ 4,2 16 + 2,9
RV82 68,1 a 24 £ 3,5 27 £ 3,5 14 + 3,5
Média 67,2 A 27 £ 2,5 29+ 4,0 14 + 2,0
Controle®™ 15+ 1,8 8+1,1

M Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mintscula néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. Médias seguidas
pela mesma letra maitscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %. @ Médias obtidas por meio da medi¢do de 10 cortes

transversais. ® Controle = raiz ndo-colonizada.

permita distinguir a origem do micélio, uma vez que
os valores néo diferiram, porém sua presenca indica
a compatibilidade fungo-planta.

A presenga dos isolados fangicos associados as
raizes acarretou aumento no didmetro radial das cé-
lulas da epiderme radicular (Quadro 3), as quais,
quando em associagdo, apresentaram 26 a 38 um de
comprimento e 11 a 17 um de largura. Nas raizes
nao-colonizadas, as dimensoes das células epidérmicas
ficaram em torno de 15 pm de comprimento e 8 pum
de largura. Essas alteracoes morfolégicas associadas
a formacao das ectomicorrizas evidenciam a possivel
producéao de reguladores de crescimento pelos isola-
dos de Pisolithus sp. Os fungos ectomicorrizicos sdo
capazes de produzir fitormonios, como auxinas (AIA),
que aumentam a producéo de raizes laterais e, conse-
qientemente, os sitios de infeccdo (Gay & Debaud,
1987; Gay et al., 1994). A produc¢io de auxinas pelos
monocarios de Hebeloma cylindrosporum associado a
Pinus sp. ja foi relatada, havendo ampla variabilida-
de genética entre esses isolados (Gay & Debaud, 1987).

Os valores de percentagem de colonizacio
ectomicorrizica em plantas de E. grandisinoculadas
com os isolados faingicos ndo diferiram entre si
(p < 0,05), excetuando-se a referente ao isolado
monocaridtico M11, e variaram de 12,3 a 75,8 % (Qua-
dro 3). Nio foi observada colonizagio ectomicorrizica
nas plantas néo-inoculadas. A formacgdo de
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ectomicorrizas entre E. grandis e Pisolithus sp. nao
foi restrita ao estado dicaridtico do fungo, sendo os
monocarios 35, 94, 147, 248, M5 e M11 capazes de
estabelecer efetiva associacdo com as plantas.

Considerando os dados obtidos no presente
trabalho, é possivel admitir que a inexisténcia de
relatos sobre a formacio de ectomicorrizas por isolados
monocaridticos de Pisolithus sp. nos sitios de plantio
ou em florestas naturais resulta do reduzido esfor¢o
de amostragem e averiguacdo do namero de nicleos
por célula, nas hifas constituintes das ectomicorrizas,
e da rapida fusao dos micélios monocaridticos oriundos
da germinacéo de varios basididsporos na rizosfera da
planta hospedeira.

Producao de massa seca e absorcao de
nutrientes por E. grandis

Em média, as mudas de E. grandisinoculadas com
os isolados monocaridticos e dicariéticos de Pisolithus
sp. apresentaram, ao final de 105 dias de cultivo em
casa de vegetacio, massa seca da parte aérea superior
a das plantas ndo-inoculadas (Quadro 4). Nos isolados
monocarioticos M11 e M5, a menor capacidade de
formar ectomicorrizas refletiu igualmente no baixo
crescimento das plantas (Quadro 4). Em associacio
com E. grandis, os isolados monocariéticos M5 e M11
foram os que apresentaram menores ganhos em massa
seca das plantas; no entanto, o correspondente
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dicariético, M5M11, foi efetivo em promover melhor
crescimento das plantas, demonstrando que o
cruzamento de monocarios pode resultar na producido
de dicarios superiores (Quadro 4).

As concentracoes de P na parte aérea das plantas
inoculadas e ndo-inoculadas néo diferiram (p < 0,05),
variando de 0,3 a 0,6 mg g'! (Quadro 4), embora tenha
sido expressiva a varia¢do no aumento do teor de P na
parte aérea das plantas. A inoculagio das plantas
com os isolados de Pisolithus sp. mostrou ganhos
significativos na absor¢do de P, devido sobretudo a
maior exploracdo do substrato. Esse fato ja foi
comprovado em outros estudos (Trajano, 1998;
Pampolina et al., 2002). Alguns isolados
monocariéticos, como M5 e M11, exibiram sintomas
caracteristicos de deficiéncia de P, confirmando a alta
variabilidade dos monocarios na capacidade de
absorcio do nutriente. Fato a ser observado é que
esses isolados monocariéticos foram os mais eficientes
na utilizagdo de P em condig¢bes in vitro e,
provavelmente, sdo poucos eficazes na translocacao
do elemento para a planta a hospedeira, acumulando-
o na biomassa micelial.

A concentracio de Ca da parte aérea das plantas
inoculadas variou de 3,4 a 5,7 mg g'! (Quadro 4). O
teor de Ca da parte aérea foi maior nas plantas
inoculadas com isolados dicaridticos (p < 0,05)
(Quadro 4), resultando em ganho de valores de até
764 vezes o do controle. As plantas inoculadas com os
isolados fingicos mostraram ganhos extremamente
altos, comparado aos do controle, demonstrando que
os fungos ectomicorrizicos tém papel relevante na
absor¢io do nutriente e transferéncia para a planta.
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Sugere-se que os fungos ectomicorrizicos sejam os
responsaveis pela baixa resposta do eucalipto as
fertilizagdoes com esse elemento. A eficiéncia de
utilizacdo de Ca néo diferiu entre os isolados (p < 0,05),
excetuando-se para os monocarios M5 e M11, sendo a
média dos dicarios superior a dos monocarios (p < 0,05)
(Quadro 4). Novamente, esses isolados foram
caracterizados como eficientes na absorc¢éo do Ca em
meio liquido, de onde se infere que a quantidade
absorvida necessariamente nio se relaciona com a
transferéncia do nutriente para a planta hospedeira.

O teor de Mg variou de 0,23 a 3,49 mg, com a
média dos isolados dicaridticos superior a dos
monocariéticos (p < 0,05) (Quadro 4). A parte aérea
das plantas inoculadas apresentou significativos
ganhos no teor de Mg, alcancando valores de até
698 vezes o do controle, comprovando que a associacio
simbidtica proporciona ganhos significativos na
absorcao de Mg, como ja relatado em outros trabalhos
(Arocena & Glowa, 2000; Jentschke et al., 2000). As
plantas inoculadas com os dicarios H4111, PT90A e
RV82 foram as que se destacaram na utilizac¢io de
Mg para o crescimento, comparados aos monocarios
(p < 0,05) (Quadro 4).

A parte aérea das plantas apresentou teor de K
variando de 6,7 2 9,8 mg g'! (Quadro 4). O teor de K
néo diferiu entre os isolados flingicos (p < 0,05), exceto
para os monocarios M5 e M11. O aumento do teor de
K na parte aérea das plantas inoculadas foi
significativo comparado ao do controle, chegando a até
cercade 619 vezes. As plantas inoculadas com os dicarios
H4111, PT90A e RV82 apresentaram maior eficiéncia
de utilizacdo de K (p < 0,05) (Quadro 4).

Quadro 4. Producao de massa seca da parte aérea (MS), concentraciao, contetido e eficiéncia de utilizagéo
de nutrientes (EUN) em Eucalyptus grandis inoculado com isolados monocariéticos (MONO) e
dicariéticos (DI) de Pisolithus sp., ap6s 105 dias de cultivo em casa de vegetacéo

Concentracao Conteudo EUN®
Isolado
MS P Ca Mg K Cu Zn P Ca Mg K Cu Zn P Ca Mg K Cu Zn
g mg g’ —uggt — mg ng g’ mg’
Controle 0,03d 0,8a 0,7¢ 0,2b 1,2c¢c 81,5a 289,3a 0,009b 0,013c¢ 0,005c¢ 0,03 ¢ 0,81b 2,89¢ 100d 69,23b 180,0 ¢ 30,0d 1.111b  311b
35 2,23a 0,6a 40b 1,5a 7,9b 85b 499b 1,32a 886a 3,33a 17,71 a 19,18 a 111,45a 3.767b 561,27a 1.493,4b 280,8b 259.275 a 44.620 a
94 1,93b 0,5a 3,4b 1,2a 7,7b 9,6b 47,4b 090a 6,97b 2,42b 14,81 a 18,70a 91,61 b 4.138b 534,41 a 1.539,2b 2543 b 199.192 a 40.660 a
147 1,48b 0,5a 43b 1,3a 9,1a 183b 50,7b 0,78b 5,70b 1,87b 12,86a 24,28a 72,65b 2.808 c 384,28a 1.171,3b 170,3 ¢ 90.214 b 30.150 a
248 1,75 b 0,4a 40b 1,5a 86a 10,3b 54,7b 0,82a 6,72b 2,45b 14,64a 18,06 a 91,14 a 3.734c 455,73a 1.250,0b 209,2b 169.574 a 33.602 a
M5 0,62c 0,5a 49a 1,3a 95a 12,4b 63,1b 037b 3,00c 080c 586b 7,63b 37,42b 1.034c 128,13 b 480,5¢ 65,6 d 50.308 b 10.272 b
M11 0,14d 0,3a 5,7a 1,6a 98a 17,6b 76,7b 0,04b 0,87c 0,23c¢c 1,46b 2,566b 11,31c 490d 22,52 b 85,2¢c 13,4d 7.656 b 1.733 b
Média 1,40 B 0,5A 43A 1,4A 87A 126B 56,4B 0,73A 551 B 191B 11,56 B 1550 B 71,26 B2.684 B 355,71 B 1.026,2 B 169,5 B 126.451 A 27.504 A
DI
H4111 2,41a 0,3a 3,5b 1,1a 69b 80b 473b 0,85a 835a 2,71b 16,74a 19,52 a 114,73 a 6.833 a 695,58 a 2.143,2a 3469 a 297.54 a 50.624 a
M5M11 2,29a 0,3a 38b 1,4a 78b 150b 51,8b 084a 8,65a 3,33a 17,61la 34,74a 118,03 a 6.243b 606,25a 1.574,8b 297.8 b 150.952 b 44.430 a
PT90A 2,54a 0,4a 3,9b 1,5a 6,7b 146b 629b 1,10a 9,93a 3,17a 16,85a 35,22 a 157,42 a 5.865b 649,70 a 2.035,2a 382,2a 183.180 a 40.983 a
RV82 2,65a 0,4a 3,6b 1,3a 7,0b 7,1b 51,7b 1,03a 9,61a 3,49a 1858a 18,87a 134,89 a 6.818a 730,74a 2.012,2a 3779a 372.151 a 52.060 a
Média 247TA 0,4A36B 1,3A 7,1B 11,2B 53,6B 0,95A 9,22A 3,17TA 17,44 A 27,11 A 131,27 A6.422 A 661,70 A 1.924,6 A 349,82 A 225.04 A 46.476 A
CV (%) 26,5 51,0 25,2 19,7 17,8 71,0 93,1 62,7 31,1 30,5 27,9 76,9 32,4 54,3 36,2 33,4 31,7 89,5 88,6

Na coluna, médias seguidas pela mesma letra minuscula nio diferem entre si pelos testes de Scott-Knott e Tukey a 5 %.
@ Valores de EUN encontram-se multiplicados por 1000 para facilitar a notacéo.
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As plantas de E. grandisinoculadas com os dicarios
de Pisolithus sp. foram, em geral, mais eficientes na
utilizac@o dos macronutrientes, comparadas as ino-
culadas com monocarios. Contudo, alguns monocarios
foram capazes de contribuir efetivamente para absor-
¢do dos macronutrientes. De fato, a associacio
ectomicorrizica melhora a absorcao dos principais ele-
mentos encontrados na solugdo do solo, Ca, Mg e K,
além de nutrientes com baixa mobilidade, como o P.
A pratica de inoculagdo de mudas de eucalipto com
fungos ectomicorrizicos selecionados em viveiros flo-
restais ira contribuir para produgio de plantas mais
resistentes ao estresse ambiental, aumentando a sua
sobrevivéncia, além de proporcionar ganhos para sua
nutrigio.

As médias de concentracio de Cu na parte aérea
das plantas inoculadas variaram de 7,1 a 18,3 ug g'!
(Quadro 4). O tratamento-controle apresentou maior
concentracio de Cu na parte aérea, comparado a das
plantas inoculadas, sendo a biomassa produzida por
essas plantas extremamente baixa, o que
provavelmente causou toxidez nas plantas. O teor de
Cu na parte aérea das plantas ndo diferiu (p < 0,05),
exceto para os isolados M5 e M11. O aumento do
contetido de Cu na parte aérea das plantas inoculadas
alcancou valores de até 43 vezes o do controle.

A parte aérea das plantas inoculadas mostrou
concentracdo de Zn variando de 47,3 a 76,7 pg g'!
(Quadro 4). O tratamento controle apresentou maior
concentracdo de Zn, comparado a das plantas
inoculadas, possivelmente devido ao efeito da
concentracio em pequena biomassa produzida. O teor
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de Zn na parte aérea das plantas inoculadas com os
dicarios foi, geralmente, maior do que o dos monocarios
(p < 0,05), exceto para os isolados 35 e 248 (Quadro 4).
O aumento do contetido de Zn na parte aérea alcancou
valores de até 54 vezes o do controle.

A 1inoculacdo das plantas com os isolados de
Pisolithus sp. proporcionou maior contetdo e maior
eficiéncia de utilizagdo de Cu e Zn. Novamente, os
monocarios M5 e M11, que em condigdes in vitroforam
os mais eficazes na absorcdo e na eficiéncia de
utilizacdo desses micronutrientes para producgio de
biomassa, quando associados a E. grandis, nao
resultaram em ganhos na absorgao, possivelmente por
acumularem os nutrientes na biomassa micelial e nao
os translocarem para as plantas.

Agrupando-se as plantas de E. grandisinoculadas
com os isolados de Pisolithus sp. segundo as variaveis
massa seca, colonizacdo, conteudo e eficiéncia de
utilizacdo de nutrientes da parte aérea, quatro grupos
foram formados. O isolado monocariético M11 e o
controle formaram um grupo. Osisolados 35, 94, 248,
H4111, M5M11 e RV82 formaram outro grupo,
demonstrando similaridade entre monocarios e
dicarios. Osisolados M5 e 147 formaram um grupo,
e o dicario PT90A formou outro grupo isoladamente.

O teor de P mostrou correlagio positiva com o dos
demais nutrientes avaliados na parte aérea das
plantas (Quadro 5). Foram observadas correlacées
positivas para absorcdo dos principais nutrientes
presentes na solucio do solo, como Ca, K e Mg, os
quais sdo absorvidos predominantemente por fluxo em
massa, comprovando o importante papel dos fungos

Quadro 5. Valores de correlacao fenotipica entre os conteidos de nutrientes na parte aérea de Eucalyptus
grandis inoculado com isolados monocariéticos e dicariéticos de Pisolithus sp., apos 105 dias de cultivo

em casa de vegetacgio

Variavel Nsim prob (t) rfe r (5 %) r (1 %)
P vs Ca 4792 0,0001"" 0,9306%* 0,5943 0,793

Pvs K 4881 0,0006"" 0,8924%* 0,5715 0,7747
P vs Mg 4851 0,0002"" 0,9241%* 0,5543 0,7763
P vs Zn 4854 0,0011"" 0,8731%* 0,5805 0,7665
P vs Cu 4445 0,0422" 0,6464%* 0,5546 0,7029
Cavs K 4995 o+ 0,9771%* 0,5807 0,8213
Ca vs Mg 4998 0" 0,9812%* 0,5403 0,7513
Ca vs Zn 4997 o+ 0,9863%* 0,5549 0,7569
Ca vs Cu 4894 0,0063"" 0,7928%%* 0,5691 0,7253
K vs Mg 4994 0" 0,9871%* 0,549 0,8347
K vs Zn 4996 0,0001"" 0,934 7%* 0,5502 0,7823
K vs Cu 4889 0,0098"" 0,7651%* 0,5485 0,7144
Mg vs Zn 4990 0,0517"" 0,6252% 0,5598 0,7794
Mg vs Cu 4881 0,0091"" 0,7701%* 0,5309 0,7183
Zn vs Cu 4895 0,0036"" 0,8224%%* 0,5537 0,7241

** *: Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste t. **, *: Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste de Mantel com
5.000 simulagdes. Nsim: ntimero de simulagdes com estimativas de correlagdes fenotipicas vélidas (-1 e 1). rfe = correlagdes
fenotipicas; r (1 %) e r (5 %) = valores-limite da distribui¢io Z da estatistica de Mantel a 1 e 5 %.
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na aquisicio desses elementos quando associados as
raizes, como ja relatado por Arocena & Glowa (2000).
A maior absor¢do de Mg correlacionou-se positivamente
com a absorc¢ao de K. A correlagio positiva entre o
teor de Ca e o de Cu, possivelmente, justifica-se pelo
fato de o Ca proporcionar maior tolerancia fisiologica
a esse metal (van Tichelen et al., 2001).

A correlacio positiva entre o teor de P no micélio
dos isolados de Pisolithus sp. e o teor do elemento na
parte aérea de E. grandis (Quadro 6) é interpretada
como uma indicagéo de que a sele¢éo dos isolados mais
eficientes na absorcao de P deve ser priorizada nos
programas de inoculagdo em viveiros. A maior
absorcao de P pelos fungos possibilitou a melhor
absorcdo dos demais nutrientes avaliados, como
também observado por Jentschke et al. (2001). O
maior teor de Mg no micélio fingico correlacionou-se
positivamente com o teor de P na parte aérea de E.
grandis (Quadro 6), possivelmente pelo fato de o Mg
ativar enzimas importantes produzidas pelos fungos,
como fosfatases, as quais disponibilizam o P para
absorc¢io.

Na analise de agrupamento efetuada com base na
EUN do micélio fangico cultivado in vitro e nos
conteudos de nutrientes na parte aérea das plantas,
osisolados 35,94, 147, H4111, M5M11, PT90A e RV82
formaram o principal grupo, enquanto os isolados 248,
M5 e M11 constituiram grupos distintos cada um.

O grafico de dispersado de escores foi obtido em
relacdo a EUN no micélio dos isolados de Pisolithus
sp. e contetdos de nutrientes na parte aérea das plantas
de E. grandis, para avaliacdo da capacidade de
translocag¢ido de nutrientes entre os simbiontes
(Figura 2). Osisolados com menor EUN sdo os mais
eficientes na translocacdo de nutrientes para E.
grandis, aproximando-se do ideétipo II (Figura 2). Os
isolados 248, M5 e M 11, que produziram maior massa
micelial em condigbes in vitro, foram também os mais
eficientes na utilizacdo de nutrientes quando
associados as plantas, porém néo sdo os que melhor
translocam os nutrientes para o hospedeiro (Figura 2).
A eficiéncia de utilizagdo de nutrientes pelo micélio
dos isolados e os contetidos de nutrientes na parte
aérea das plantas correlacionaram-se negativamente,
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Figura 2. Dispersdo dos escores de isolados de
Pisolithus sp. em relagdo as duas primeiras
variaveis canonicas, VC1 e VC2, calculadas a
partir da EUN pelo micélio fangico e contetudos
de nutrientes (P, Ca, Mg, K, Cu e Zn) na parte
aérea de Eucalyptus grandis, cultivadas por
105 dias em casa de vegetaciao. Os idedtipos
representam: I - menor eficiéncia de utilizagao
de nutrientes pelo fungo e menores contetdos
de nutrientes na parte aérea das plantas; II -
menor eficiéncia de utilizacdo de nutrientes pelo
fungo e maiores conteuidos de nutrientes na
parte aérea das plantas; III - maior eficiéncia de
utilizagdo de nutrientes pelo fungo e menores
conteudos de nutrientes na parte aérea das
plantas; IV — maior eficiéncia de utilizacao de
nutrientes pelo fungo e maiores contetudos de
nutrientes na parte aérea das plantas. Pontos
circundados pela mesma linha correspondem a
isolados do mesmo grupo obtido pelo método de
otimizac¢ao de Tocher.

sem haver, no entanto, significancia estatistica (dados
ndo mostrados).

Finalmente, a capacidade de alguns monocarios
de colonizar o sistema radicular do hospedeiro e de
promover maior crescimento e absor¢ao de nutrientes
pela planta de forma tdo eficiente quanto os dicarios

Quadro 6. Valores de correlaciao fenotipica entre os conteidos de nutrientes na parte aérea de Eucalyptus
grandis e no micélio de isolados monocariéticos e dicaridticos de Pisolithus sp.

Variavel Nsim prob (t) Rfe r (5 %) r (1 %)
PvsP 4758 0,0513+ 0,626* 0,5673 0,7405
Cavs P 4990 0,056" 0,6165* 0,5259 0,7385
Kvs P 4991 0,0666" 0,5968* 0,5467 0,7396
Mg vs P 4988 0,0443" 0,6413* 0,5706 0,7531

** *: Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste t. **, *: Significativo a 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste de Mantel com
5.000 simulagdes. Nsim: niimero de simulagbes com estimativas de correlagoes fenotipicas vélidas (-1 e 1). rfe = correlagoes; r
(1 %) e r (5 %) = valores-limite da distribuigdo Z da estatistica de Mantel a 1 e 5 %.
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pode estar relacionada a heranca de conjunto de alelos
favoraveis a essas caracteristicas durante a meiose.
Embora alguns estudos de genética quantitativa da
associacdo ectomicorrizica em outros sistemas tenham
sido efetuados até o momento (Kropp, 1997; Rosado et
al., 1994a,b), pesquisas futuras deverio ser realizadas
visando a elucidac¢ao dos determinantes genéticos da
interacao entre monocarios e dicarios de Pisolithus
sp. e o eucalipto.

CONCLUSOES

1. Osisolados monocariéticos de Pisolithus sp. sdo
capazes de formar ectomicorrizas tipicas com E.
grandis, sob condi¢oes de casa de vegetacao.

2. Em geral, a inoculacido com os isolados
monocaridticos e dicaridticos de Pisolithussp. aumentou
a producio de massa seca e a absorc¢ao de nutrientes
pelas plantas de Eucalyptus grandis.

3. Os isolados monocariéticos podem ser tio
eficientes quanto os dicari6éticos na absorgido e
transferéncia de nutrientes para a planta.

4. Osisolados monocarioticos e dicariticos a serem
selecionados para programas de melhoramento
fingico e de inoculacgdo controlada em viveiros
florestais devem ser aqueles com alta capacidade de
acumular nutrientes no micélio em formas facilmente
transferiveis para a planta. Essa caracteristica reflete-
se em menor eficiéncia de utilizagdo de nutrientes no
micélio fingico.

AGRADECIMENTO

Os autores agradecem ao CNPq a bolsa de mestrado
concedida ao primeiro autor.

LITERATURA CITADA

ADRIAENSEN, K.; van der LELIE, D.; van LAERE, A.;
VANGRONSVELD, J. & COLPAERT, J.V. A zinc-adapted
fungus protects pines from zinc stress. New Phytol.,
161:549-555, 2003.

AROCENA, J.M. & GLOWA, K.R. Mineral weathering in
ectomycorrhizosphere of subalpine fir (Abies lasiocarpa
(Hook.) Nutt.) as revealed by soil solution composition.
For. Ecol. Manag., 133:61-70, 2000.

ASHFORD, A.E.; VESK, P.A.; ORLOVICH, D.A;
MARKOVINA, A.L. & ALLAWAY, W.G. Dispersed
polyphosphate in fungal vacuoles in Eucalyptus pilularis/
Pisolithus tinctorius ectomycorrhizas. Fung. Genet. Biol.,
28:21-33, 1999.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRYS
—AOAC. Official methods of analyses. 12.ed. Washington,
2005. 1094p.

R. Bras. Ci. Solo, 31:917-929, 2007

Marcelo Alexandre Silva et al.

ATTIWILL, P.M. & ADAMS, M.A. Nutrition of Eucalypts.
Melbourne, CSIRO, 1996. 448p.

BA, AM.; SANON, K.B.; DUPONNOIS, R. & DEXHEIMER, J.
Growth response of Afzelia africana Sm. seedlings to
ectomycorrhizal inoculation in a nutrient-deficient soil.
Mycorrhiza, 9:91-95, 1999.

BARROS, N.F. & NOVAIS, R.F. Eucalypt nutrition and
fertilizer regimes in Brazil. In: ATTIWILL, P.M. & ADAMS,
M.A., eds. Nutrition of Eucalypts. Collingwood, CSIRO,
1996. p.335-355.

BARROS, N.F.; NOVAIS, R.F. Relacao solo-eucalipto. Vicosa,
MG, Folha de Vigosa, 1990. 330p.

BRAGA, J.M. & DEFELIPO, B.V. Determinacgio espectrofoto-
métrica de fésforo em extrato de solos e material vegetal.
R. Ceres, 21:73-85, 1974.

BRANDES, B.; GODBOLD, D.L.; KUNH, A.J. & JENTSCHKE,
G. Nitrogen and phosphorus acquisition by the mycelium
of the ectomycorrhizal fungus Paxillus involutus and its
effect on host nutrition. New Phytol., 140:735-743, 1998.

BRUNDRETT, M.C. Coevolution of roots and mycorrhizas of
land plants. New Phytol., 154:275-304, 2002.

BRUNDRETT, M.C.; BOUGHER, N.; DELL, B.; GROVE, T. &
MALAJCZUK, N. Working with mycorrhizas in forestry
and agriculture. Canberra, Australian Centre for
International Agricultural Research, 1996. 374 p. (ACIAR
Monograph, 32

BURGESS, T.; LAURENT, P.; DELL, B.; MALAJCZUK, N. &
MARTIN, F. Effect of the fungal isolate infectivity on the
biosyntesis of symbiosis-related polypeptides in
differentiating eucalypt ectomycorrhyza. Plant Soil,
195:498-417, 1995.

BURGESS, T.; MALAJCZUK, N. & GROVE, T.S. The ability
of 16 ectomycorrhyzal fungi to increase growth and
phosphorus uptake by Eucalyptus globules Labill and E.
diversicolor F. Muell. Plant Soil, 153:155-164, 1993.

CAIRNEY, J. W.G. & CHAMBERS, S.M. Interactions between
Pisolithus tinctorius and its hosts: A review of current
knowledge. Mycorrhiza, 7:117-131, 1997.

CLARK, R.B. Characterization of phosphatases of intact maize
roots. J. Agric. Food. Chem., 23:458-460, 1975.

COSTA, M.D. Isolamento e caracterizagdo de estirpes
monocaridticas de Pisolithus sp. Vigosa, MG, Universidade
Federal de Vigosa, 2002. 149p. (Tese de Doutorado)

CRUZ, C.D. & REGAZZI, A.J. Modelos biométricos aplicados
ao melhoramento genético 1. Vigosa, MG, Universidade
Federal de Vigosa, 1997. 390p.

FARIA, G.E.F.; BARROS, N.F.; NOVAIS, R.F.; NEVES, J.C.L.
& TEIXEIRA, J.L. Producdo e estado nutricional de
povoamentos de Fucalyptus grandis, em segunda rotagio,
em resposta a adubacgao potdssica. R. Arvore, 26:577-584,
2002.

GAY, G. & DEBAUD, J.C. Genetic study on idole-3-acetic acid
production by ectomycorrhizal Hebeloma species: Inter-
and intraspecific variability in homo- and dikaryotic
mycelia. Mycorrhiza, 26:141-146, 1987.



FORMACAO DE ECTOMICORRIZAS POR MONOCARIOS E DICARIOS DE Pisolithus sp. ...

GAY, G.; NORMAND, L.; MARMEISSE, R.; SOTTA, B. &
DEBAUD, J.C. Auxin overproducer mutants of Hebeloma
cylindrosporum Romagnesi have increased mycorrhizal
activity. New Phytol., 128:645-657, 1994.

HAGERBERG, D.; THELIN, G. & WALLANDER, H. The
production of ectomycorrhizal mycelium in forest:
Relation between forest nutrient status and local mineral
sources. Plant Soil, 252:279-290, 2003.

HARLEY, J.L. & SMITH, S.E. Mycorrhizal symbiosis. London,
Academic Press, 1983. 483p.

HO, I. Comparasion of eight Pisolithus tinctorius isolates for
growth rates, enzyme activity, and phytohormone
production. Can. J. Bot., 17:31-35, 1987.

HUNG, L. & CHIEN, C. Physiological studies on two
ectomycorrhizal fungi, Pisolithus tinctorius and Suillus
bovinus. Mycoscience, 19:121-127, 1978.

JENTSCHKE, G.; BRANDES, B.; KUHN, A.J.; SCHRODER,
W.H.; BECKER, S. & GODBOLD, D.L. The mycorrhizal
fungus Paxillus involutus transports magnesium to
Norway spruce seedlings. Evidence from stable isotope
labeling. Plant Soil, 220:243-246, 2000.

JENTSCHKE, G.; BRANDES, B.; KUNH, A.J.; SCHRODER,
W.H. & GODBOD, D.L. Interdependence of phosphorus,
nitrogen, potassium and magnesium translocation by the
ectomycorrhizal fungus Paxillus involutus. New Phytol.,
149:327-337, 2001.

KOPE, H.H. Interactions of heterokaryotic and homokaryotic
mycelium of sibling isolates of the ectomycorrhizal fungus
Pisolithus arhizus. Mycologia, 84:659-667, 1992.

KOPE, H.H. & FORTIN, J.A. Germination and comparative
morphology of basidiospores of Pisolithus arhizus.
Mycologia, 82:350-357,1990.

KROPP, B.R. Inheritance of the ability for ectomycorrhizal
colonization of Pinus strobus by Laccaria bicolor.
Mycologia, 89:578-585, 1997.

LANDEWEERT, R.; HOFFLAND, E.; FINLAY, R.D.; KUYPER,
T.W. & van BREEMEN, N. Linking plants to rocks:
Ectomycorrhizal fungi mobilize nutrients from minerals.
Trends Ecol. Evol., 16:248-254, 2001.

MALAJCZUK, N. & CROMACK, K. Accumulation of calcium
oxalate in the mantle of ectomycorrhizal roots of Pinus
radiata and Eucalyptus marginata. New Phytol., 92:527-
531, 1982.

MARX, D.H. The influence of ectotrophic mycorrhizal fungi
on the resistance of pine roots to pathogenic infections. I.
Antagonism of mycorrhizal fungi to root pathogenic fungi
and soil bacteria. Phytopathology, 59:153-163, 1969.

OLIVEIRA, V.L.; SCHIMIDT, V.D.B.; GOMES, N.C. & MAIA,
D.C. Spécificité de champignons ectomycorrhiziens vis-
a-vis d’ Eucalyptus viminalis Labill et E. dunnii Maiden.
Agronomie, 14:57-62, 1994.

929

PAMPOLINA, N.M.; DELL, B. & MALAJCZUK, N. Dynamics
of ectomycorrhizal fungi in na FEucalyptus globulus
plantation: Effect of phosphorus fertilization. For. Ecol.
Manag., 158:291-304, 2002.

PREZOTTI, L.C.; DEFELIPO, B.V.; VENEGAS, VH.A. &
BARROS, N.F. Nivel critico de potdssio no solo para a
producao de mudas de eucalipto. R. Bras. Ci. Solo, 12:65-
70, 1988.

ROSADO, S.C.S.; KROPP, B.R. & PICHE, Y. Genetics of
ectomycorrhizal symbiosis. I. Host plant variability and
heritability of ectomycorrhizal and roots traits. New
Phytol., 126:105-110, 1994a.

ROSADO, S.C.S.; KROPP, B.R. & PICHE, Y. Genetics of
ectomycorrhizal symbiosis. II. Fungal variability and
heritability of ectomycorrhizal traits. New Phytol.,
126:111-117, 1994b.

SALES, N.L.P. Modelo para estudo da diversidade genética
em populagdées naturais de Pisolithus sp. Lavras,
Universidade Federal de Lavras, 2001. 95p. (Tese de
Doutorado)

SIDDIQI, M.Y. & GLASS, A.D.M. Utilization Index: A modified
approach to the estimation and comparison of nutrient
utilization efficiency in plants. J. Plant Nutr., 4:289-302,
1981.

SILVA, F.C. Manual de andlises quimicas de solos, plantas e
fertilizantes/ Brasilia, Embrapa Solo, Embrapa Informatica
Agropecuaria. Embrapa Comunicagédo para Transferéncia
de Tecnologia, 1999.370p.

SMITH, S.E. & READ, D.J. Mycorrhyzal symbiosis. London,
Academic Press, 1997. 605p.

TRAJANO, M.A.B.; KASUYA, M.C.M.; TOTOLA, M.R.;
BORGES, A.C. & NOVAES, R.F. Suprimento de fésforo
e formac¢do de micorrizas em mudas de eucalipto em
sistema de raizes divididas. R. Arvore, 25:192-201, 2001.

van TICHELEN, K.K.; COLPAERT, J.V. & VANGRONSVELD,
J. Ectomycorrhizal protection of Pinus sylvestris against
copper toxicity. New Phytol., 150:203-213, 2001.

WALLANDER, H. Uptake of P from apatite by Pinus sylvestris
seedlings colonised by different ectomycorrhizal fungi.
Plant Soil, 218:249-256, 2000a.

WALLANDER, H. Use of strontium isotopes and foliar K
content to estimate weathering of biotite induced by pine
seedlings colonised by ectomycorrhizal fungi from two
different soils. Plant Soil, 222:215-229, 2000b.

WALLANDER, H.; JOHANSSON, L. & PALLON, J. PIXEL
analysis to estimate the composition of ectomycorrhizal
rhizomorphs grow in contact with different minerals in
forest soil. FEMS Microbiol. Ecol., 39:147-156, 2002.

XU, D,; DELL, B.; MALAJCZUK, N. & GONG, M. Effects of P
fertilization on productivity and nutrient accumulation
in a EKucalyptus grandis x E. urophylla plantation in
southern China. For. Ecol. Manag., 161:89-100, 2002.

R. Bras. Ci. Solo, 31:917-929, 2007



