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Resumo

Embora os fungos ectomicorrizicos possam auxiliar o estabelecimento
de plantas, pouca énfase tem se dado aos estudos relacionados a forma-
¢do da simbiose micorrizica em espécies florestais nativas do Estado do
Rio Grande do Sul e sua aplica¢do em solo contaminado por cobre. O
trabalho objetivou avaliar a capacidade de formacio de ectomicorrizas
em plantulas de angico-vermelho, canafistula, grapia e timbatva inocu-
ladas in vitro e determinar a eficiéncia micorrizica em solo contaminado
por cobre de uma das espécies que formou micorriza. Primeiramente,
foi estabelecida a inoculac¢do in vitro do fungo Pisolitus microcarpus UFSC-
Pt116 em plantulas das espécies arboreas citadas, cultivadas em meio
MNM. Apés 35 dias, avaliou-se a associagdo ectomicorrizica, compri-
mento radicular, altura de plantula e a massa fresca radicular. Posterior-
mente, determinou-se a eficiéncia micorrizica de mudas de canafistula
cultivadas durante 180 dias em solo contaminado por cobre. Os resulta-
dos evidenciam coloniza¢do ectomicorrizica nas plintulas de angico-
vermelho, canafistula e timbatva. As plantulas inoculadas apresenta-
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ram redugdo no comprimento da raiz principal, altura e massa fresca
radicular. A eficiéncia micorrizica para as mudas de canafistula foi de
até 46% em solo contaminado por cobre.

Palavras-chave: ectomicorriza, angico-vermelho, canafistula, grapia,
timbatva.

Abstract

The ectomycorrhizal fungi can improve the establishment of plants;
however, it has been given little emphasis to the studies with formation
of symbiosis in native forest species in the Rio Grande do Sul State,
and their application in the soil contaminated by copper. This work
aimed to evaluate the capacity of formation of ectomycorrhizal in
association with: angico-vermelho, canafistula, grapia and timbatva
inoculated in vitro and to determine the mycorrhizal efficiency in the
cooper contaminated soil in some forest species to form mycorrhizal.
Firstly, the inoculation was established in vitro with Pisolitus microcarpus
UFSC-Pt116 in seedlings cited above cultivated in MNM medium. After
35 days, the ectomycorrhizal association, the roots length, seedling height
and the fresh mass of the roots were evaluated. Subsequently, the
efficiency was determined by the seedlings mycorrhizal colonization of
canafistula cultivated during 180 days in cooper contaminated soil. The
results demonstrated seedlings ectomycorrhizal association in angico-
vermelho, canafistula and timbativa. The inoculated seedlings exhibited
a reduction in the length of the main root, height and fresh mass of the
roots. The mycorrhizal efficiency for the canafistula seedlings was up
to 46 % in soil contaminated by copper.

Keywords: ectomycorrhizae, angico-vermelho, canafistula, grapia,
timbatva.

Introducao

A revegetacdo de areas degradadas ou contaminadas por espécies flores-
tais nativas do estado do Rio Grande do Sul vem sendo dificultada devi-
do ao lento crescimento dessas plantas. Em outro extremo, a contami-
nacdo de solos por cobre tem se tornado comum no sul do Brasil



(NACHTIGALL et al., 2007). Sabe-se que a contaminag¢do do solo por
metais pode causar reduc¢do da atividade microbiana do solo (DIAS
JUNIOR et al, 1998) e alterar a composi¢io das espécies de fungos
micorrizicos (RUHLING & SODERSTROM, 1990), ocasionando
desestruturacio da vegetaco. Dessa forma, estudos relacionados a for-
macio da simbiose micorrizica em plantas florestais nativas,
maximizando a caracteristica de serem adaptadas as condic¢des
ambientais do Rio Grande do Sul, podem gerar alternativas para
revegetacio de areas contaminadas.

Para as plantas nativas, o angico-vermelho possui madeira pesada,
elastica, resistente 3 umidade e com casca rica em tanino, sendo usada
na construgdo civil, carpintaria e considerada uma espécie ideal para
recuperacio de dreas degradadas (BACKES & IRGANG, 2002). A
canafistula é uma espécie pioneira, de crescimento rapido, 6tima para
reflorestamentos mistos em areas degradadas e indicadas para produ-
¢do de madeira, papel e extragdo de tanino no Centro-Sul do Brasil (CAR-
VALHO, 1998). A grapia apresenta ampla distribui¢do geografica no
Brasil, sua madeira é pesada, sem falhas e duravel (MATTOS, 2002). A
timbatva ocorre naturalmente em todos os paises da América do Sul.
Por ser uma espécie de rapido crescimento em formagdes secundarias,
é indicada para recuperacio de areas degradadas, carpintaria e como
planta ornamental (BACKES & IRGANG, 2002). Essas plantas, por se-
rem adaptadas as condi¢bes ambientais poderdo apresentar vantagens
ecolbgicas em relacdo as espécies exdticas, como pinus e eucalipto.

Apesar da grande importincia ecolégica e econdmica proporcionada
por essas espécies, poucos estudos tém sido desenvolvidos devido ao
seu lento crescimento, quando comparado as espécies exéticas. A asso-
ciagdo dessas plantas com fungos micorrizicos podera ser uma alterna-
tiva para acelerar o crescimento no viveiro ou em condi¢des de campo e
possibilitar o estabelecimento dessas plantas em solo contaminado por
cobre. Os fungos ectomicorrizicos destacam-se por auxiliar o estabeleci-
mento de plantas em areas de dificil adaptagdo. Ao se associarem com
as raizes das plantas, desenvolvem estruturas eficientes na absorcio de
dgua e nutrientes, os quais sdo posteriormente transferidos as plantas
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; SMITH & READ, 2008).

Em espécies florestais como o Eucalyptus grandis (Hill Ex. Maiden) e
Pinus elliottii (Engelm.), observou-se aumento na produgdo de massa
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seca da parte aérea e da altura de plantas quando colonizadas por fungo
ectomicorrizico (SILVA, 2002; SILVA et al., 2003a; SILVA et al., 2003b;
SILVA et al., 2003c). Andreazza et al. (2004) verificaram melhora na
estabilidade de mudas de eucalipto, inoculadas com fungos
ectomicorrizicos, em solo sob processo de arenizacio. Entretanto, pare-
ce ocorrer especificidade entre isolados e hospedeiros. Voigt et al. (2000)
observaram que o fungo Rhizopogon nigrescens ndo colonizou plantas de
Eucalyptus dunnii. Contudo, esse mesmo fungo apresentou alta
especificidade a Pinus taeda (VOIGT, 1996). Conforme Oliveira et al.
(1994), isolados fungicos podem apresentar especificidade em relagao a
plantas do mesmo género, como observado para o género Eucalyptus.
Essa especificidade dificulta a ocorréncia da associa¢do simbidtica de
fungos ectomicorrizicos com certas espécies florestais. Isso indica a
necessidade de trabalhos que evidenciem previamente a formacio da
micorriza, como nas espécies florestais nativas do estado do Rio Grande
do Sul.

Apesar do grande potencial das plantas nativas, poucos s3o os estu-
dos mostrando a formagdo da simbiose micorrizica em espécies flores-
tais nativas do Rio Grande do Sul e seu comportamento em solo conta-
minado por metais. O trabalho teve o objetivo de avaliar a capacidade de
formacdo de ectomicorrizas em plantulas de angico-vermelho,
canafistula, grapia e timbativa inoculadas em condigdes de laboratério,
in vitro, e determinar a eficiéncia micorrizica em solo contaminado com
cobre de uma das espécies florestais que apresentou a capacidade de
formar micorriza.

Material e métodos

Em condi¢des de laboratério, estabeleceu-se um delineamento inteira-
mente casualizado que consistiu na inoculagdo, ou nio do fungo Pisolithus
microcarpus UFSC-Pt116 em plantulas de angico-vermelho
(Parapiptadenia rigida (Benth) Brenan), canafistula (Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub.), grapia (Apuleia Ieiocarpa (Vogel) J.F. Macbr.) e timbatva
(Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong), com sete repeticoes. O
fungo foi previamente cultivado em placa de Petri, em incubadora
microbiolégica a 28 fIC, em meio de cultura sélida Merlin Norkrans



Modificado - MNM - (MARX, 1969) durante 25 dias, sendo posterior-
mente repicado para as unidades experimentais.

As sementes das plantas avaliadas foram esterilizadas pela imersao
em hipoclorito de s6dio 10 % por 20 min. e lavadas em agua esteriliza-
da, por trés vezes consecutivas. Posteriormente, as sementes foram no-
vamente esterilizadas,em alcool 70 % por mais 20 min, sendo lavadas
novamente, por trés vezes, em agua esterilizada. Apds a esterilizagdo, as
sementes foram colocadas para germinagio.

Para a germinacdo, conforme Andreazza (2004), trés das sementes
previamente esterilizadas foram colocadas em placa de Petri em meio
de germinacio esterilizado em autoclave. O Meio de germinagio con-
tinha 500 mM de CaSO .2H20, 3mM de H BO, 7,5g de igar e 2g de

4 3773
glicose por litro de dgua, com o pH ajustado para 5,7. Em seguida, as
placas de Petri foram incubadas a 25°C por 7 dias. Quando as sementes
germinaram e atingiram a fase de plantula, foram transferidas para as
unidades experimentais.

As unidades experimentais foram erlenmeyers com capacidade de
250 mL, contendo 60 mL de meio MNM sélido esterilizado em autoclave.
Para essas unidades, foram transferidos trés discos de 10 mm de didme-
tro de micélio fungico. Esses erlenmeyers foram acondicionados em
incubadora microbiolégica a 28fiC, durante 30 dias para o crescimento
do micélio fingico. Apés esse periodo, duas sementes pré-germinadas
foram adicionadas em cada erlenmeyer. Os erlenmeyers foram manti-
dos em incubadora com fotoperiodo de 12 horas a 24+1fliC, durante 35
dias.

As varidveis analisadas foram: presenca e auséncia de estruturas
ectomicorrizicas, a associagdo micorrizica, comprimento da raiz princi-
pal, altura de plantula e massa radicular fresca. A associagdo micorrizica
foi avaliada pela identifica¢io visual do sistema radicular, na qual se de-
tectam altera¢des na morfologia externa da raiz, que foram provocadas
por fungos ectomicorrizicos (BRUNDRETT et al., 1996); e mediante
cortes histolégicos transversais das raizes e observa¢io em microscopio
6ptico da morfologia interna, visualizando a presenca de manto fiingico
e rede de Hartig (BRUNDRETT et al., 1996). A altura da plantula foi
medida utilizando-se uma régua graduada de 20 cm de comprimento.
Essa variavel foi obtida pela distincia do colo da planta até a extremida-
de das tltimas axilas foliares. O comprimento da raiz principal foi de-
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terminado com régua de 20cm, medindo a distincia do colo da planta ao
apice da raiz principal. Para massa fresca radicular, as raizes foram lavadas
em agua destilada, secas em papel mata-borrio e entio determinada a massa
verde radicular em balanca analitica com quatro casas decimais.

Posteriormente, testou-se a eficiéncia da micorriza¢io em uma espé-
cie florestal nativa submetida a solo contaminado por cobre. Com base
nos resultados da primeira etapa do trabalho, utilizou-se a canafistula,
por ter evidenciado capacidade de formacio de micorriza. Desse modo,
em casa de vegetacdo, foi estabelecido um delineamento inteiramente
casualizado num bifatorial (2 x 5), sendo com ou sem fungo
ectomicorrizico (isolado UFSC-Pt116) e cinco doses de cobre (o: contro-
le, adi¢do de 150 mg kg”, 300 mg kg e 450 mg kg"), com seis repeticdes.

Utilizou-se um Argissolo Vermelho Amarelo, esterilizado em
autoclave como substrato, apresentando pH,_ : 5,0; Ca + Mg: 8,4 cmol,
L', H+Al: 5,5 cmol L7, P: 20,8 mg kg, K: 212 mg kg, matéria organica:
2,5 gkg”, argila: 21 gkg" e cobre extraido por HCL: 0,8 mg kg". Aplicou-
se o equivalente a 30 kg ha" de N na forma de uréia como adubagio de
base e calcario dolomitico para elevar o pH do solo para 5,5. As mudas
foram produzidas em areia lavada, esterilizada em autoclave e quando
apresentaram dois pares de folhas definitivas foram transplantadas para
vasos de cultivo, com capacidade de 1 L, contendo o solo contaminado
por cobre. Cada vaso foi considerado uma unidade experimental. A
umidade do solo foi mantida a 80% da sua capacidade de campo, com-
pletando a diferenca do peso dos vasos com agua destilada até 1,2 kg
(com base no peso dos vasos + solo inicialmente saturado).

Apds 180 dias de conducio do experimento, as plantas foram colhi-
das e a partir dos dados de peso da matéria seca da parte aérea (MSPA)
da planta calculou-se o indice de eficiéncia micorrizica. Para determina-
¢3o do MSPA, as plantas foram cortadas rente ao solo, separando a par-
te aérea do sistema radicular. A parte aérea das plantas foi colocada em
sacos de papel, identificadas e levadas a estufa a 65 fiC, onde permane-
ceram até atingirem o peso constante. Apds, pesou-se em balanca
digital com trés casas decimais. A eficiéncia micorrizica expressa a
contribuicio percentual da ectomicorriza, e foi calculada pela formula
EM (%) = [(MSPA CF — MSPA SF) /| MSPA SF] *100, sendo CF: com
fungo e SF: sem fungo.

Os resultados de altura de plantula, comprimento da raiz principal,



massa fresca radicular, peso da matéria seca aérea e eficiéncia micorrizica
foram submetidos a andlise de variincia e, quando da significincia dos
efeitos apontados pela andlise, compararam-se as médias pelo teste de
Tukey, tomando como base os niveis de significincia maiores que 95%
(p < 0,05), utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

Resultados e discussao

A presenca de estruturas ectomicorrizica foi observada em plantulas de
angico-vermelho, canafistula e timbatva (Tabela 1). A morfologia exter-
na das raizes de angico-vermelho, canafistula e timbatva evidenciam
um espessamento dos apices radiculares quando inoculado com o fun-
go ectomicorrizico UFSC-Pt116, em rela¢do a raiz sem a inoculag¢io (Ta-
bela 1, Figura 1b). Essas altera¢des podem ser devido a presenca de es-
truturas como o manto fangico (BRUNDRETT et al., 1996; COSTA,
2002). O manto fliingico é uma estrutura composta por hifas, responsa-
vel pelo armazenamento temporario de elementos nutritivos absorvi-
dos pelo fungo (PETERSON, 2004; SMITH & READ, 2008). Conforme
Souza et al. (2000), a formacao das ectomicorrizas inicia pela superficie
das raizes. Entretanto, nio foi possivel a observacdo dessas estruturas
nas plantulas de grapia.

TABELA 1. Presenga (+) ou auséncia (-) de estruturas ectomicorrizicas externas e internas
ao sistema radicular de pldntulas de angico-vermelho, canafistula, grdpia e timbativa
com ou sem inoculagdo com o fungo ectomicorrizico (fECM) Pisolithus microcarpus in
vitro.

Pisolithus microcarpus in vitro.

fECM Estrutura ectomicorrizica
Plantulas

Externa’ Interna®
Parapiptadenia rigida (Benth) Brenan Com + +
Sem
Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. Com + +
Sem
Apuleia Ieiocarpa (Vogel) J.F. Macbr. Com
Sem
Enterolobium contortisiliquum Vell. Morong Com + +

'Presenga de manto fiingico ou Pelotdes de hifas; *Presenca de Rede de Harting e manto
fiingico mediante observagdo de cortes histolégicos de raizes.
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Foram observadas altera¢des na estrutura interna das raizes de angico-
vermelho, canafistula e timbativa, em relacio ao controle sem fungo
ectomicorrizico (Tabela 1, Figura 1d). Essas modifica¢cdes indicam a pre-
senca da estrutura fungica denominada rede de Hartig, que é responsa-
vel pelas trocas de nutrientes e carboidratos entre fungo e o sistema
radicular das plantas (BRUNDRETT etal, 1996; SMITH & READ, 2008).
A presenga dessas estruturas fingicas no sistema radicular indica a ca-
pacidade da planta em formar ectomicorriza com o fungo inoculado em
condicdes controladas.

N3o foi detectada modificagdo na morfologia externa e interna das
raizes de grapia submetidas ao fungo ectomicorrizico UFSC-Pt116 (Fi-
gura 1b, d). A literatura nio apresenta relatos da ocorréncia de
ectomicorrizas em grapia, canafistula e timbativa em ambiente natural
(ZANGARO et al., 2002; ANDREAZZA et al., 2008). Isso tem sido
atribuido a fatores ambientais, como alta fertilidade do solo, pouco
indculo no ambiente, ou a incompatibilidade de fungos ectomicorrizicos
a essa espécie vegetal (BRUNDRETT et al., 1996; SMITH & READ,
2008). Desse modo, mesmo em condicdes controladas de laboratorio,
também n3o se verifica a ocorréncia de micorriza com essa espécie vegetal.

O comprimento da raiz principal das plantulas de angico-vermelho,
canafistula e timbatva foi reduzido em 38, 37 e 23,7%, respectivamente,
na presenga do fungo UFSC-Pt116 (Tabela 2). Redugdo do comprimen-
to radicular das plantas tem sido atribuida aos efeitos morfogenéticos,
proporcionado por fungos ectomicorrizicos quando associados ao siste-
ma radicular e essas alteracdes incluem deformacio das raizes e redu-
¢do da dominincia apical (SMITH & READ, 2008). Esses resultados
indicam a possibilidade de essas raizes formarem micorriza. A grapia
nio manifestou diferenca significativa para esse pardmetro quando ino-
culada com o fungo ectomicorrizico.

A massa fresca radicular foi significativamente reduzida nas plantulas
de angico-vermelho, gripia e timbativa na presenc¢a do fungo
ectomicorrizico (Tabela 2). SMITH & READ (2008) relataram que as
raizes podem apresentar pequena redugdo em sua massa, porém esse
resultado vem acompanhado de um aumento da area de absor¢do
radicular pela presenca das hifas do fungo. Desse modo, a presenca do
fungo ectomicorrizico ndo proporciona dano a planta e ainda tende a
aumentar a absor¢do de nutrientes e dgua. Resultado semelhante foi



observado por Andreazza (2006) em plantulas de grapia inoculadas com
o fungo ectomicorrizico UFSC-Pt116. As plantulas de canafistula ndo
manifestaram diferenca significativa para massa fresca radicular entre
o tratamento de inocula¢do e o controle.

a b c d

Enterolobium contortisiliquum

Figura 1. Morfologia externa (a) e interna (c) de raizes sem inoculagdo micorrizica;
morfologia externa (b) e interna (d) de raizes com inoculacdo micorrizica de Parapiptadenia
rigida, Peltophorum dubium, Apuleia leiocarpa, Enterolobium contortisiliguum. (M =
manto fiingico; RH = rede de Harting).
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Tabela 2. Comprimento da raiz principal (CRP), altura da parte aérea (ALT) e massa
radicular fresca (MRF) de pldntulas de Parapiptadenia rigida, Peltophorum dubium,
Apuleia leiocarpa e Enterolobium contortisiliguum com e sem inoculagdo do fungo
ectomicorrizico UFSC-Pt116. UFSM, Santa Maria, 2006.

Planta Inoculacgio CRP (cm) MRF (mg) ALT (cm)

Sem 1,10 a 31,1a 6,21a
Parapiptadenia rigida

Com 2,69 b 1m,0b 416D
CV % 12,19 10,7 5,49

Sem 7,40 a 48,4 a 2,89a
Peltophorum dubium

Com 4,66 b 37,8 a 2,37 b
CV % 16,25 3,2 7,1

Sem 5,24 a 95,4 a 8,71 a
Apuleia Ieiocarpa

Com 538 a 38,1 b 6,67 b
CV % 10,14 12,7 8,12

Sem 7,62 a 11,4 a 1,18 a
Enterolobium contortisiliquum

Com 5,81 b 65,9 b 12,16 a
CV % 3,68 5.4 8,48

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade (p < o,05).

A altura das plantulas de angico-vermelho, canafistula e grapia foi
reduzida significativamente em 33, 18 e 23,4%, respectivamente, com a
presenca do fungo ectomicorrizico (Tabela 2). Sabe-se que a resposta do
fungo ectomicorrizico ndo depende somente da espécie fingica e plan-
ta envolvida, mas também de fatores, como o substrato no qual estd
sendo estabelecida a associagio (BRUNDRETT et al., 1996). Nesse caso,
o efeito das ectomicorrizas sob as plantas tende a diminuir com o au-
mento do nivel de disponibilidade de fésforo no substrato (VIEIRA &
PERES, 1990). Esse comportamento foi comprovado por varios auto-
res, os quais indicam que, na presenca de um substrato com alta dispo-
nibilidade de nutrientes, principalmente f6sforo, o fungo ectomicorrizico
pode atuar como parasita e ndo como simbionte, reduzindo o cresci-
mento da planta (SMITH & READ, 2008; SILVA et al., 2003a). Contu-
do, devido a intera¢3o existente entre planta, fungo e o ambiente, esse
comportamento pode nio se repetir ap6s o transplante da muda para o



campo. E possivel que a associacdo traga vantagens nessa nova condigao.

Observa-se efeito significativo da inoculagdo com relagdo a eficiéncia
micorrizica nas doses de cobre testadas (Figura 2). O efeito da inoculacio
foi maior na dose de 150 mg kg de cobre, que proporcionou incremen-
to de 46% no peso da matéria seca da parte aérea, sendo reduzido nas
doses seguintes (Figura 2). Segundo Costa et al. (2003), 0 manto fingico
e a rede de Harting s3o estruturas fungicas que podem imobilizar os
metais do solo, configurando um importante mecanismo de prote¢o as
plantas. Contudo, elevadas concentra¢des de cobre causam necrose das
folhas e diminui¢3o do crescimento da planta (GRASSI-FILHO, 2010).
Isso se deve a altera¢do na atividade da enzima nitrato redutase, que
reduz o N total e o tamanho da planta pela consequente redugdo na
produgcio de clorofila (LUNA et al., 1997). Assim, mesmo em situa¢des
desfavoraveis, as plantas demonstram ter melhores condi¢oes de se de-
senvolverem quando inoculadas com o isolado ectomicorrizico. Entre-
tanto, ha a necessidade de avaliar essa associa¢io em condic¢des de cam-
po e para as outras espécies estudadas neste trabalho que evidenciaram
formacdo de micorriza.

57 .
0

0 150 300 450

Dosesde Cu(mg kg'1 )

Figura 2. Eficiéncia micorrizica - EM (%) - de mudas de Peltophorum dubium submetidas
a doses de cobre.
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Conclusao

As raizes das plantulas de Parapiptadenia rigida, Peltophorum dubium e
Enterolobium contortisiliquum formam micorriza com o fungo Pisolithus
microcarpus UFSC-Pt116. Por outro lado, nio foi possivel definir essa
associacdo com Apuleia Ieiocarpa, em cultivo in vitro.

A presenca do fungo Pisolithus microcarpus UFSC-Pt116 reduziu o
comprimento da raiz principal, altura e massa fresca radicular de
plantulas de Parapiptadenia rigida, Peltophorum dubium, Apuleia leiocarpa
e Enterolobium contortisiliquum.

A eficiéncia micorrizica para as mudas de canafistula foi de até 46%
em solo contaminado por cobre.
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