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Selecao de fungos micorrizicos arbusculares e ectomicorrizicos para

simbioses eficientes com Acacia mangium willd

Seletion of arbuscular mycorrhizal and ectomycorrhizal fungi for

efficient symbiosis with Acacia mangium willd

Guilherme Augusto Robles Angelini'™; Orivaldo José Saggin Junior?;
Eliane Maria Ribeiro da Silva?

Resumo

Acacia mangium forma dois tipos de simbiose micorrizica, uma com fungos micorrizicos arbusculares
(FMAGs) e outra com fungos ectomicorrizicos (fECTOs). O presente trabalho teve o objetivo de selecionar
diferentes espécies de FMAs e isolados de fECTOs para simbioses eficientes com A. mangium, que
proporcionem mudas bem micorrizadas, noduladas e desenvolvidas. Experimentos foram instalados em
casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia, sendo um para a selecdo de FMAs ¢ outro para fECTOs,
utilizando delineamento de blocos casualizados, com 5 repetigdes. Tratamentos foram espécies de
FMASs (Acaulospora laevis, Acaulospora morrowiae, Entrophospora colombiana, Entrophospora
contigua, Gigaspora margarita, Glomus clarum, Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama,
Scutellospora gilmorei e Scutellospora pellucida) ou isolados de fECTOs (UFSC Pt116; UFSC Pt24;
UFSC Pt193; O 64-ITA6; UFSC Pt187 ¢ O 40-ORS 7870). As espécies de FMAs que promoveram
maior crescimento vegetativo, colonizagdo micorrizica e apresentaram simbiose mais eficiente foram
S. calospora, S. heterogama, S. gilmorei ¢ A. morrowiae. Os fECTOs ndo demonstraram eficiéncia
na promog¢do do crescimento, mas o isolado O64-1TA6 (Pisolithus tinctorius) proporcionou maior
colonizagdo micorrizica. Mudas de A. mangium sao muito responsivas a inoculagdo de FMAs e
dependem de elevada colonizagdo micorrizica, entre 40 ¢ 80%, para obter beneficios relevantes da
simbiose no crescimento ¢ nodulagao.

Palavras-chave: Eficiéncia simbidtica, colonizagdo micorrizica, nodula¢do, beneficio micorrizico,
leguminosa arborea

Abstract

Acacia mangium forms two kinds of mycorrhizal symbiosis, a arbuscular mycorrhizal fungi (AMFs)
type and another with ectomycorrhizal fungi (fECTOs). The present study aimed to select different
AMFs species and fECTOs isolates for effective symbiosis with 4. mangium, which provide
seedlings well colonized, nodulated and developed. Experiments were conducted in a greenhouse at
Embrapa Agrobiology, one for AMF species selection and another for fECTOs, using a randomized
block design with five replicates. Treatments were species AMFs (Acaulospora laevis, Acaulospora
morrowiae, Entrophospora colombiana, Entrophospora contigua, Gigaspora margarita, Glomus
clarum, Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama, Scutellospora gilmorei and Scutellospora
pellucida) or fECTOs isolated (UFSC Pt116; UFSC Pt24; UFSC Pt193; O 64—-ITA6; UFSC Pt187 and O
40-ORS 7870). The AMFs species that promoted greater vegetative growth, mycorrhizal colonization
and more effective symbioses were S. calospora, S. heterogama, S. gilmorei e A. morrowiae. The fECTOs
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not demonstrated effectiveness in promoting growth, but the isolate O64-1TA6 (Pisolithus tinctorius)
provided greater colonization. Seedlings of 4. mangium have high responsiveness to inoculation with
AMFs and depends on high root colonization, between 40 and 80%, to obtain relevant benefits from

symbiose over nodule formation and growth.

Key words: Symbiotic effectiveness, root colonization, nodulation, mycorrhizal benefit, leguminous tree

Introducao

A Acacia mangium tem sido utilizada para se
obter uma rapida retomada da cobertura vegetal
arborea em 4areas degradadas, propiciando o
reinicio da sucessdo florestal natural nessas areas
(FRANCO et al., 1995). Esta espécie destaca-se
por formar trés tipos de simbiose: a fixadora de
nitrogénio atmosférico com rizébio, a com fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) e a com fungos
ectomicorrizicos (fECTOs). Os FMAs e os fECTOs
se diferenciam pelo filo, por suas caracteristicas
morfologicas, por suas estruturas de reprodugao,
pela morfologia da colonizagdo radicular e por seus
hospedeiros (SAGGIN JUNIOR; SILVA, 2005).
Apesar disto, algumas angiospermas arboreas,
como as do género Acacia, podem formar estes dois
tipos de micorrizas.

Tanto os FMAs quanto os fECTOs trazem
beneficios a comunidade vegetal ¢ ao ambiente.
Proporcionam aumento da superficie de absorcao
e do volume do solo explorado, promovendo
melhoria na nutri¢do e hidratagao das plantas, maior
resisténcias a estresses bioldgicos e fisico-quimicos
e melhora direta do solo por promover agregacao e
estabilidade dos agregados (SMITH; READ, 2008).

Desta dos

micorrizicos em mudas arboreas destinadas para

forma, a inoculacdo fungos
revegetagdo de areas degradadas ¢ uma tecnologia
desenvolvida pela Embrapa (FRANCO et al,
1995), hoje bastante aplicada e importante por
auxiliar e acelerar os processos de recuperagdo
dos solos, ajudando no estabelecimento das mudas
no campo e no restabelecimento da ciclagem de
nutrientes. No caso dos FMAs, as relagoes fungo-
planta sdo consideradas ndo especificas. No entanto,
ha forte evidéncia de variabilidade funcional

entre as espécies de FMAS que resultam em

respostas diferenciadas em absor¢do de P, protegao
contra patdégenos e aumento da produtividade.
Como consequéncia as respostas de uma planta
a diferentes FMAs sdo muito diferenciadas e
altamente especificas em determinada condigdo

edafoambiental (KLIRONOMOS, 2000).

Ja no caso do fECTOs, o grau de especificidade
com o bastante
particularmente entre as espécies flingicas
(BRUNS, BIDARTONDO; TAYLOR, 2002).
Nos casos mais especificos, novas simbioses sdo
iniciadas por propagulos dormentes que somente
germinam quando estimulados por sinais das plantas
hospedeiras especifica. Porém, grande maioria das
plantas ectomicorrizicas se associa a um grande
nimero de fungos (BRUNS; BIDARTONDO;
TAYLOR, 2002), havendo diferentes graus de
especificidade.

hospedeiro ¢ variavel,

Dentro deste contexto, para melhorar a produgao
de mudas de Acacia mangium e o seu desempenho
em areas degradadas torna-se importante avaliar as
respostas de suas mudas quando inoculadas com
diferentes FMAs e diferentes fECTOs. Destamaneira
¢ possivel selecionar combinagdes mais eficientes
de Acacia mangium x isolado fungico, obtendo-
se maior crescimento da muda, planta mais bem
nutrida e maior resisténcia e desenvolvimento pos-
transplante. Este tipo de resultado pode evoluir para
a elaboragdo de um inoculante de multiplos fungos
selecionados, o que seria um passo importante no
sentido de conseguir um biofertilizante micorrizico
para uso comercial no Brasil.

Assim, o objetivo deste trabalho foi selecionar
diferentes espécies de FMAs e isolados de fECTOs
para simbioses eficientes com Acacia mangium, que
proporcionem mudas bem micorrizadas, noduladas
e desenvolvidas.
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Material e Métodos

O estudo foi desenvolvido em casa de vegetagao
no Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia
— Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, RJ
(22°45°32,27” Latitude Sul e 43°40°51,52”
Longitude Oeste). A casa de vegetacdo possui
luminosidade natural e temperatura ambiente
resfriada por ventilagdo umida quando ultrapassa
32°C. O clima da regido, pela classificacdo de
Koéppen, ¢ Aw caracterizado como Tropical chuvoso
com inverno seco.

Foram conduzidos dois experimentos de sele¢ao
de fungos micorrizicos para Acacia mangium entre
fevereiro e julho de 2007, sendo um experimento
com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e
outro com fungos ectomicorrizicos (fECTOs). Os
tratamentos constaram de diferentes espécies ou
isolados de fungos descritos na Tabela 1, acrescido
de uma testemunha ndo inoculada. Em ambos
experimentos o delineamento experimental foi
blocos casualizados com 5 repetigdes.

Tabela 1. Espécies e isolados de fungos micorrizicos utilizados como tratamentos nos experimentos de sele¢do de

simbiose eficiente para Acacia mangium.

Espécie de fungo

Identificacdo do isolado

Colegdo fornecedora

Experimento 1 (Sele¢do de FMAs')

Acaulospora laevis A39 (IES-35) COFMEA?
Acaulospora morrowiae A19 (CNPAB 019) COFMEA
Entrophospora colombiana A15 (CNPAB 015) COFMEA
Entrophospora contigua A28 (IES -4 (b)) COFMEA
Gigaspora margarita A1 (CNPAB 001) COFMEA
Glomus clarum AS (CNPAB 005) COFMEA
Scutellospora calospora A80 (CNPAB 038) COFMEA
Scutellospora heterogama A2 (CNPAB 002) COFMEA
Scutellospora gilmorei A13 (CNPAB 013) COFMEA
Scutellospora pellucida A70 (CNPAB 029) COFMEA
Experimento 2 (Selegdo de fECTOs?)
Pisolithus microcarpus UFSCPt 116 MIP/CCB/UFSC*
Pisolithus microcarpus UFSC Pt 187 MIP/CCB/UFSC
Pisolithus tinctorius UFSC Pt 24 MIP/CCB/UFSC
Pisolithus tinctorius O 64-ITA 6 MIP/CCB/UFSC
Pisolithus sp UFSC Pt 193 MIP/CCB/UFSC
Pisolithus sp 0 40-ORS 7870 MIP/CCB/UFSC

'FMAs: Fungos Micorrizicos Arbusculares
2ECTOS: Fungos Ectomicorrizicos

3COFMEA: Colegdo de Fungos Micorrizicos Arbusculares da Embrapa Agrobiologia
“MIP/CCB/UFSC: Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Os experimentos foram conduzidos em
recipientes de 980 mL, na forma de um tubete
plastico com 32 c¢m de altura e 10 cm de diametro
superior. Estes foram preenchidos com material de
um Nitossolo Haplico Distrofico (Udult, segundo
FAOQ, 2006), coletado a 22°32°11,9” de Latitude Sul
e 43°59°57,7” de Longitude Oeste. O material de

solo foi seco ao ar, peneirado em malha de 2 mm e
recebeu calagem na dose de 1,25 g kg!' de calcario
dolomitico de Poder Relativo de Neutralizacdo
Total 75% (PRNT). O solo foi entdo autoclavado a
120 °C, pressao de 1 atm, por 60 minutos, em dois
dias consecutivos. Deixou-se o solo estabilizar os
teores de manganés por 15 dias ap6s a autoclavagem
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para entdo preencher os recipientes. Nesta ocasido o
solo apresentava pH H,O (1:2,5) 5,2; 2 mg dm” de
P; 49,8 mg dm” de K; 1,3 cmol  dm” de Ca*’; 0,4
cmol dm™ de Mg*"; 1,7 cmol  dm” de Ca+Mg; 0,6
cmol dm” de Al e saturagdo por bases (V%) 45.

A inoculagdo dos tratamentos fungico foi
realizada no orificio de plantio durante o transplante
de sementes pré-germinadas nos dois experimentos
(com radiculas entre 2-10 mm). Os inoculantes de
FMAs foram multiplicados utilizando Brachiaria
decumbens como planta hospedeira e na inoculagao
do experimento aplicou-se 3 mL de inoculante por
orificio, quantidade esta suficiente para inocular
em cada tratamento fingico pelo menos 50 esporos
de FMAs, além de outros propagulos constituidos
de fragmentos de hifas e raizes de B. decumbens
colonizadas, o quais que resultaram em um nimero
mais provavel (NMP) de propagulos infectivos (AN
etal., 1990) de pelo menos 2,9 10° unidades por mL.
O experimento com fECTOs foi inoculado através
de 4 discos de 10 mm de didmetro do meio de cultivo
Merlin-Norkans modificado (BRUNDRETT et al.,
1996), contendo colonias dos isolados de fungos
ectomicorrizicos. Os 4 discos foram transferidos
para os orificios ao redor das sementes, conforme
Brundrett et al. (1996). Ambos experimentos
foram também inoculados com a mistura de
estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio
provenientes da CCBD (Cole¢ao de Culturas de
Bactérias Diazotroficas da Embrapa Agrobiologia)
sendo elas as estirpes BR3609 (= SEMIA 6387)
de Bradyrhizobium elkanii (GenBank accession
number: AY904778) e BR 3617 (= SEMIA 6420)
de Bradyrhizobium japonicum (GenBank accession
number: AY904786), ambas recomendadas para
Acacia mangium. Foram aplicadas ao orificio
de plantio por pipetagem de 1 mL do meio 79
semi-solido contendo no minimo 10% Unidades
Formadoras de Col6nia das duas estirpes.

Apbés a completa germinacdo das sementes,
os experimentos foram desbastados mantendo-se
apenas uma planta por recipiente. O experimento de

selecdo de FMAs foi conduzido por 120 dias e o
experimento de selegdo de fECTOs foi conduzido
por 150 dias devido ao menor crescimento das
plantas neste ultimo. O crescimento vegetativo das
plantas foi acompanhado pela avaliagdo mensal
da altura e diametro do colo. No final do tempo
de conducgdo de ambos os experimentos as plantas
foram colhidas e separadas em parte aérea e raizes.
A parte aérea foi passada em um medidor de area
foliar (LI-COR MODEL 3100 AREA METER),
sendo em seguida seca em estufa de circulagdo de ar
a 68 °C para a tomada de sua massa seca. As raizes
foram lavadas em agua corrente e tomado seu peso
fresco. Foram tomadas de cada planta 1 g de raizes
frescas para a avaliagdo da colonizagdo micorrizica.
O restante das raizes foi seco em estufa a 68 °C para
a quantificacdo da massa seca.

Para colonizagdo micorrizica, amostras
de raizes dos experimentos foram clarificadas e
coradas segundo Koske e Gemma (1989) e Grace
e Stribley (1991). No experimento de FMAs a
colonizagdo micorrizica foi estimada conforme
McGonigle et al. (1990) em microscopio Optico
(200x). No experimento com fECTOs a colonizagao
foi estimada pela técnica das interseccdes de
Giovannetti e Mosse (1980), modificada por

Brundrett et al. (1996).

as

No com FMAs
quantificado o nimero dos esporos desses fungos em

experimento foi ainda
uma amostra de 50 cm? de solo. Os esporos foram
separados do solo pela associagdo dos métodos de
decantacado e peneiramento imido (GERDEMANN;
NICOLSON, 1963) e de centrifugagdo e flutuacao
em sacarose (JENKINS, 1964). Posteriormente
foi realizada contagem dos esporos em placas de
acrilico com anéis concéntricos sob microscopio

estereoscopico (40x).

Em ambos os experimentos pela massa da parte
aérea seca (MPAS) foram calculadas a eficiéncia
simbiodtica dos isolados inoculados (ES). A ES foi
estimada pela expressao
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(MPAS do tratamento inoculado - MPAS do tratamento ndo inoculado)

x 100

Eficiéncia simbiotica (%) =

MPAS do tratamento ndo inoculado

Para analise estatistica dos dados, foi feita a
avaliacdo de sua normalidade (teste de Lilliefors)
¢ homogeneidade das variancias dos erros (teste de
Cochran e Barttlet) utilizando o programa Sistema
de Analises Estatisticas e Genéticas — SAEG versao
5.0 (EUCLYDES, 2007). Posteriormente, os dados
normais ¢ homogéneos foram submetidos a analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott Knott 5% utilizando o programa
Sistema de Analise de Variancia — SISVAR versdo
5.0 (FERREIRA, 2008).

Resultados
Experimento 1 — Sele¢do de FMAs

Apenas 30 dias apos o plantio e inoculagdo ja
havia efeito das diferentes espécies de FMAs na
altura da Acacia mangium, sendo que Acaulospora
morrowiae (6,0 cm), Scutellospora calospora
(6,3 cm) e Scutellospora heterogama (6,2 cm)
promoviam maior altura que os demais tratamentos
(média=3,9 cm). Aos 60 dias apds o plantio, se junta
aos trés fungos mencionados a espécie Scutellospora
gilmorei, todos os quatro proporcionando maior
altura de 4. mangium (média = 16,4 cm) que
7,2 cm).
O diametro do colo aos 60 dias apés o plantio

os demais fungos inoculados (média =

corrobora os dados de altura, sendo que as mesmas
quatro espécies (média = 2,1 mm) apresentavam
maior didmetro que os demais tratamentos (média
=1,1 mm).

Aos

Acaulospora morrowiae, Entrophospora contigua,

120 dias apdés o plantio os fungos

Gigaspora margarita, Scutellospora calospora,
Scutellospora gilmorei e Scutellospora heterogama

promoviam maior altura que os demais tratamentos
e nao diferiam entre si (Tabela 2). Formando um
segundo grupo, ficaram as espécies Entrophospora
colombiana e Glomus clarum que promoviam
ainda maior altura que a testemunha nao inoculada.
Somente foram iguais a testemunha ndo inoculada
as plantas com Acaulospora laevis e Scutellospora
pellucida. Praticamente o mesmo resultado foi
observado para o diametro do colo aos 120 dias,
excetuando-se Gigaspora margarita que saiu do
grupo das que mais promoveram o crescimento para
o segundo grupo (Tabela 2).

Desta forma, a inoculagdo de 4. morrowiae, S.
calospora, S. heterogama, S. gilmorei promoveu
crescimento inicial acelerado da 4. mangium entre
30 e 60 dias apos o plantio, sendo o incremento médio
na altura superior a 10 cm. Apds este crescimento
acelerado, possivelmente ja devido a uma limitacao
das raizes no recipiente, a velocidade de crescimento
das plantas com estes fungos diminuiu, passando a
ser em média 6 cm entre 60 e 90 dias e 5 cm entre
90 e 120 dias. Com isso, aos 120 dias apds o plantio
outros fungos promoviam altura igual aos quatro
primeiros fungos a se destacarem.

Em relacdo a produgdo de massa seca da parte
aérea (Tabela 2) destacaram-se as plantas de A.
mangium inoculadas com 4. morrowiae, S. calospora
e S. gilmorei que apresentaram maior massa que
as inoculadas com os demais tratamentos. Plantas
com E. contigua, G. margarita ¢ S. heterogama
apresentaram massa superior ao do tratamento nao
inoculado. Plantas com A4. laevis, E. colombiana, G.
clarum e S. pellucida ndo diferiram da testemunha
nao inoculada.
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Tabela 2. Altura de plantas, diametro do colo, massa da parte aérea seca (MPAS), massa das raizes secas (MRS) e area
foliar de Acacia mangium inoculadas com diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) aos 120

dias apds plantio em casa de vegetacao.

Tratamentos de inoculagdo A(l?;r)a Dclslrg eztr;(;n(;o MPAS (g) MRS (g) Arezirljl?)llar
Acaulospora laevis 10,08 ¢ 1,42 ¢ 0,38 ¢ 0,50 d 31 ¢
Acaulospora morrowiae 27,10 a 322 a 2,84 a 287 b 200 a
Entrophospora colombiana 15,78 b 2,10 b 0,72 ¢ 1,42 ¢ 98 b
Entrophospora contigua 27,40 a 332 a 2,02 b 2,56 b 113 b
Gigaspora margarita 25,18 a 296 b 2,00 b 2,19 b 116 b
Glomus clarum 13,20 b 1,70 b 0,52 ¢ 0,90 ¢ 90 b
Scutellospora calospora 27,90 a 342 a 3,20 a 3,32 a 202 a
Scutellospora gilmorei 28,84 a 3,52 a 3,05 a 3,53 a 189 a
Scutellospora heterogama 22,60 a 3,10 a 234 b 261 b 120 b
Scutellospora pellucida 9,12 ¢ 1,32 ¢ 0,33 ¢ 0,53 d 20 ¢
Testemunha néo inoculada 6,30 ¢ 1,12 ¢ 0,07 ¢ 0,19 d 10 ¢
C.V. D (%) 23,9 18,8 27,6 29,5 20,2

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.

M: Coeficiente de variagdo (C.V.) da analise de variancia;
Fonte: Elaboragdo dos autores.

Para a massa das raizes secas (Tabela 2),
o comportamento foi semelhante ao da parte
agérea, porém mais grupos foram discriminados.
Plantas inoculadas com S. calospora e S. gilmorei
apresentaram maior massa radicular que os demais
tratamentos. Em seguida agruparam-se as plantas
inoculadas com A. morrowiae, E. contigua, G.
margarita e S. heterogama. Inferiores a este
grupo, mas ainda maiores que a testemunha nao
inoculada ficou o grupo das plantas inoculadas
com E. colombiana e G. clarum. Nao diferiram da
testemunha ndo inoculada as plantas inoculadas
com A. laevis e S. pellucida.

A area foliar das plantas mostra mais claramente
a diferenga de crescimento entre os tratamentos de
inoculagdo (Tabela 2). Os fungos 4. morrowiae,
S. calospora e S. gilmorei proporcionaram maior
area foliar nas plantas. Mudas inoculadas com E.
colombiana, E. contigua, G. margarita, G. clarum e
S. heterogama apresentam area foliar com superficie
intermedidria, mas superior a testemunha. Os fungos
A. laevis e S. pellucida proporcionaram menor area
foliar, ndo diferindo da testemunha ndo inoculada,

apesar de terem mais que o dobro da area foliar

deste controle experimental.

A colonizagdo micorrizica apresentou grande
variagdo entre as diferentes espécies de FMAs
testadas (Tabela 3). Valores elevados de colonizacdo
radicular (acima de 80%) foram encontrados
em plantas inoculadas com S. heterogama e E.
colombiana, que promoveram colonizagdo superior
as demais espécies inoculadas. S. gilmorei, A.
morrowiae e S. calospora também promoveram
colonizagcdo bastante elevada, acima de 70%,
formando um segundo escaldo. Em seguida, um
grupo formado apenas por G. margarita com 64%
de coloniza¢dao. Um quarto grupo formado por G.
clarume E. contigua apresentaram valores medianos
de colonizagdo (49% e 55%, respectivamente).
Na sequéncia, outro grupo formado apenas por S.
pellucida (39% de colonizagdo) e o ultimo grupo
formado apenas por A. laevis (22%). No tratamento
ndo inoculado nao foi observada colonizagdo
micorrizica, indicando a auséncia de contaminagdo
dos vasos que compunham este tratamento.
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Tabela 3. Colonizagdo micorrizica das raizes, nimero de esporos na rizosfera, nimero e massa de ndédulos secos nas
raizes de Acacia mangium inoculadas com diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) aos 120

dias apds plantio em casa de vegetacao.

. N Colonizagdo Numero de Numero de  Massa de nodulos
Tratamentos de inoculagdo . i
micorrizica €sporos nodulos* secos™
o -3
% Ns'jl(:) Cslélcode N°. planta’! g . planta’!
Acaulospora laevis 22 f 214 ¢ 0,0 b 0,00 b
Acaulospora morrowiae 74 b 411 a 50,6 a 0,03 a
Entrophospora colombiana 84 a 349 b 0,0 b 0,00 b
Entrophospora contigua 49 d 336 b 12,0 b 0,01 b
Gigaspora margarita 64 ¢ 218 ¢ 32,2 a 0,03 a
Glomus clarum 55 d 383 a 1,4 b 0,00 b
Scutellospora calospora 73 b 226 ¢ 34,0 a 0,03 a
Scutellospora gilmorei 79 b 297 b 338 a 0,02 a
Scutellospora heterogama 89 a 360 b 354 a 0,02 a
Scutellospora pellucida 39 e 169 ¢ 0,0 b 0,00 b
Controle Nao Inoculado 0g 0d 0,0 b 0,00 b
C.V. D (%) 10,8 14,9 61,4 0,84

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.

M: Coeficiente de variagdo (C.V.) da analise de variancia.

*: Dados transformados pela equagao: y=raiz quadrada de x+0,5; apresentados destransformados.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Quanto a esporulagdo dos FMAs na rizosfera
verificou-se que A. morrowiae ¢ G. clarum foram os
que mais esporularam, em média 397 esporos em 50
cm?® de solo (Tabela 3). Os fungos E. colombiana, E.
contigua, S. gilmorei e S. heterogama, apresentaram
em média 335 esporos em 50 cm?® de solo formando
um segundo grupo. Por fim, 4. laevis, G. margarita,
S. calospora e S. pellucida formam o grupo com
menor esporulagdo na rizosfera sendo em média
207 esporos em 50 g de solo. Nao se observou
esporulagdo no tratamento ndo inoculado.
Excluindo-se este controle, ndo houve correlagdo
da esporulagdo com a colonizagao micorrizica (r =

0,52) e com a massa da parte aérea seca (r = 0,21).

Anodulagao por bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico em 4. mangium nao foi encontrada em
todos os tratamentos, embora todos tenham sido
inoculados (Tabela 3). As plantas inoculadas com 4.
morrowiae, G. margarita, S. calospora, S. gilmorei
e S. heterogama apresentaram maior niimero € peso
de nodulos. Os demais tratamentos nao diferiram a
nodulacdo das raizes do tratamento ndo inoculado,

o qual ndo apresentou nodulagdo. Houve correlacao
entre o nimero e peso de ndédulos com a massa da
parte aérea seca (r =0,91).

A estimativa da eficiéncia simbidtica de cada
tratamento de inoculagdo ¢ apresentada na figura 1.
Os fungos A. morrowiae, S. calospora e S. gilmorei
foram os mais eficientes em promover a massa da
parte aérea seca de 4. mangium proporcionando
um incremento em torno de 4000% maior que a
planta ndo inoculada. E. contigua, G. margarita e S.
heterogama também apresentaram grande eficiéncia
simbidtica promovendo o crescimento da planta em
torno de 3000% superior ao da planta ndo inoculada.
Os fungos E. colombiana e G. clarum apresentaram
eficiéncia simbidtica moderada, promovendo 900 e
600%, respectivamente o crescimento da planta em
relacdo a ndo inoculada. Os fungos A. laevis e S.
pellucida apresentaram baixa eficiéncia simbidtica
comparados aos demais fungos, promovendo um
crescimento de 430 e 350%, respectivamente,
superior ao da testemunha ndo inoculada.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34,
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Figura 1. Eficiéncia simbiotica (%) de diferentes espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) inoculados em
Acacia mangium. A. lae: Acaulospora laevis; A. mor: Acaulospora morrowiae; E. col: Entrophospora colombiana; E.
con: Entrophospora contigua; G. mar: Gigaspora margarita; G. cla: Glomus clarum, S. cal: Scutellospora calospora;
S.gil: Scutellospora gilmorei; S. het: Scutellospora heterogama; S. pel: Scutellospora pellucida.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

Experimento 2 — Seleg¢do de fECTOs

A inoculacdo dos isolados de fungos
ectomicorrizicos ndo promoveu efeito significativo
no crescimento de 4. mangium. Nao houve diferencas
entre os tratamentos tanto para a altura das plantas
quanto para o diametro do colo avaliados durante

o periodo de condugdo do experimento. A altura

de plantas, didmetro do colo, massa da parte aérea
seca, massa das raizes secas e area foliar avaliados
por ocasido da colheita do experimento também
ndo apresentaram diferencgas entre os tratamentos
de inoculacdo (Tabela 4). A eficiéncia simbidtica
de todos os isolados testados foi baixa ou mesmo
inexistente.

Tabela 4. Altura de plantas, diametro do colo, massa da parte aérea seca (MPAS), massa das raizes secas (MRS) e
area foliar de Acacia mangium inoculadas com diferentes isolados de fungos ectomicorrizicos (fECTOs) aos 150 dias

apos plantio em casa de vegetagao.

Tratamentos de inoculagdo Altura Diametro do MPAS* MRS* Area Foliar*

(cm) colo (mm) (8 (8 (cm?)
UFSC Pt 116 6,70 a 1,17 a 0,16 a 0,19 a 3,10 a
UFSC Pt 24 544 a 0,97 a 0,15 a 0,15 a 2,65 a
UFSC Pt 193 7,76 a 1,10 a 0,49 a 0,32 a 553 a
UFSC Pt 187 7,80 a 1,20 a 0,41 a 0,14 a 6,60 a
0 64-1TA 6 825 a 0,95 a 0,27 a 0,28 a 4,00 a
O 40-ORS 7870 6,60 a 1,00 a 0,15 a 0,24 a 3,10 a
Controle Nio Inoculado 7,30 a 1,20 a 0,47 a 0,22 a 2,80 a
C.V. O (%) 32,00 30,65 20,70 7,46 22,6

Meédias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.

M: Coeficiente de varia¢do (C.V.) da analise de variancia.

*: Dados transformados pela equagao: y= raiz quadrada de x+0,5; apresentados destransformados.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Apesar da auséncia de resposta das plantas aos
fECTOs inoculados foram observadas alguma taxa
de colonizag@o micorrizica nas raizes de 4. mangium
(Figura 2). Verificou-se que o isolado O 64-ITA 6
apresentou a maior colonizagdo micorrizica (33%)

seguido dos isolados UFSC Pt 193 ¢ O 40-ORS
7870. Os demais isolados testados nao colonizaram
as raizes de 4. mangium, assim como a testemunha
ndo inoculada. Nao foram verificados nodulos de
bactérias fixadoras de nitrogénio neste experimento
apesar da inoculacdo destas.

Figura 2. Colonizagdo micorrizica em raizes de Acacia mangium inoculada com diferentes isolados de fungo
ectomicorrizico (fECTO) aos 150 dias ap6s plantio em casa de vegetagdo e em plantas ndo inoculadas (N.I.). Barras
com mesmas letras, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%. Coeficiente de variagdo da analise de varidncia:

30,2%.
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Fonte: Elaboragdo dos autores.

Discussao

A verificagdo de que todas as espécies de
FMAs estudadas promoveram algum crescimento
da planta e que todas promoveram colonizagao
radicular fornece forte indicativo de que A. mangium
apresenta alto grau de dependéncia micorrizica
(SIQUEIRA; SAGGIN JUNIOR, 2001; JANOS,
2007). Neste caso, a diferenca de crescimento
observada entre os tratamentos de espécies fungicas
deve-se a variagdo da responsividade (SIQUEIRA;
SAGGIN JUNIOR, 2001; JANOS, 2007), a qual
¢ grandemente influenciada pela eficiéncia de
cada combinacdo fungo-planta-ambiente (SMITH;
SMITH; JAKOBSEN, 2003). Conforme descrito
no material ¢ métodos, as condicdes edaficas, de
casa de vegetacdo e de planta hospedeira foram
padronizadas entre os tratamentos, de modo que

a variagdo da responsividade observada pode
ser atribuida a variabilidade de cada tratamento/
genotipo fungico.

Desta forma, os fungos mais eficientes em
promover o crescimento de A. mangium foram
A. morrowiae, S. calospora e S. gilmorei. Todos
apresentaram colonizagdo micorrizica
na faixa de 70%, o que aparentemente forneceu

0s trés
um equilibrio ideal para Acacia mangium entre
beneficio micorrizico e o dreno de fotossintatos
promovido pelos fungos (LI et al., 2008). Fungos
que promoveram coloniza¢des acima de 80% (E.
colombiana ¢ S. heterogama) ndo apresentaram
eficiéncia maxima em promover o crescimento
de A. mangium, assim como 0s que apresentaram
colonizagdes de 70%.
micorrizicas abaixo de 40% mostraram-se ineficazes

abaixo Colonizagdes

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 6, suplemento 1, p. 3529-3542, 2013
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em promover o crescimento de A. mangium em
relagdo a testemunha ndo inoculada, apesar de
que para outras espécies arboreas esse nivel de
colonizagdo seja considerado bom (ZANGARO
FILHO et al.,, 2000). Acacia mangium mostra
grande variacdo na colonizagdo micorrizica (21-
78%) em diferentes estudos (MARTIN-LAURENT
et al., 1999; FOUNOUNE et al., 2002; GHOSH;
VERMA, 2006; AGGANGAN; MOON; HAN,
2010; JEYANNY; LEE; RASIDAH, 2011) variando
com o solo, fertilizagdo, condigdo de cultivo e
microbiota acompanhante. No presente estudo,
onde houve variacdo apenas da espécie de fungo
inoculado, a variagdo da colonizacdo se deve a
fisiologia da relagdo entre os diferentes FMAs e A.
mangium (KOLTAI; KAPULNIK, 2010). Tanto a
disponibilidade de P no solo quanto a carga genética
de dependéncia micorrizica que a planta possui
estdo envolvidos nos mecanismos de sinalizagado e
controle da colonizagao radicular (KIRIACHEK et
al., 2009).

Nao houve relagdo da esporulagdo na rizosfera
com a colonizacdo radicular e a producgdo de
massa seca pelas plantas, confirmando-se um fato
frequente na literatura de que a esporulagdo dos
FMAs € pouco afetada pela colonizagdo micorrizica
e tem pouca relacdo com a eficiéncia do fungo
em promover crescimento (AGUIN et al., 2004;
CAVALCANTE etal., 2002). Portanto, a quantidade
de esporos observada nos diferentes tratamentos do
presente estudo implica em diferentes estratégias
de sobrevivéncia das diferentes espécies de FMAs
(OEHL et al., 2009).

A formacao de nodulo de bactérias fixadoras de
nitrogénio ocorreu nos tratamentos fungicos que
promoveram colonizagdo micorrizica superior a
49%, sendo a Unica excessao as plantas inoculadas
com E. colombiana que apresentou 84% de
colonizagdo, mas nao apresentou nodulacdo. A
observacdo de correlagcdo entre a nodulagdo ¢ a
produgdo de massa seca das plantas reforga o papel

dos FMAs em promover a associacao de bactérias

fixadoras de nitrogénio com a planta hospedeira.
Portanto, o presente trabalho corrobora a relagdo das
micorrizas com a fixacdo bioldgica de nitrogénio,
onde os FMAs tem papel relevante na promog¢ao da
associacdo bactéria x planta (JESUS; SCHIAVO;
FARIA, 2005). Este efeito j& bem conhecido
possivelmente esta relacionado com o papel dos
FMAs em fornecer P para as leguminosas, ja que
o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio ¢
altamente exigente em ATP (SUBRAMANIAN et
al., 2011).

A eficiéncia simbiotica dos tratamentos fiingicos
em A. mangium foi de magnitude muito alta, sendo
acima de 350% e chegando a 4000% nos fungos
mais eficientes. Estes resultados indicam a variacao
na responsividade de A. mangium aos diferentes
fungos por estes promoverem simbioses com
diferentes habilidades, fungdes e principalmente
capacidade de absorcao de fosforo (JANOS, 2007).
A diferenca das combinagdes fungo x planta em
absorver fosforo foi evidenciada no estudo de
Smith, Smith e Jakobsen (2003). Esses autores
demonstraram que as combinagdes fungo x planta
promovem grandes diferencas na contribuicdo
relativa de absorcdo de P via raizes ou via hifas.
As combinacdes mais eficientes fornecem 100%
do P absorvido via hifa, tornando insignificante
a absor¢cdo de P via raizes. Os autores também
observam que fungos com capacidades similares
de absor¢do de P via hifa diferem na eficiéncia,
neste caso possivelmente por diferenca do fungo
na requisigdo de carbono organico da planta.
Portanto, a diversidade funcional nas combinag¢des
fungo-planta possivelmente esta ligada as proteinas
transportadoras de Pi e fotossintatos nas paredes
celulares da interface fungo-planta. O controle
deste transporte esta ligado a genética de ambos
os simbiontes (BUCHER, 2007). Para aumentar o
conhecimento sobre as combinagdes fungo-planta
eficientes sdo necessarios estudos elucidando os
sinais bioquimicos que controlam a expressdao dos
genes das proteinas transportadoras na simbiose
micorrizica.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londring, v. 34, n. 6, suplemento 1, p. 3529-3542, 2013
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Em relagdo a auséncia de respostas de A.
mangium a inoculagdo dos fECTOs, este foi um
comportamento ligado a caracteristica dos fungos
especificos
nas combinagdes com suas planta hospedeira
(BRUNDRETT, 2002; BRUNS; BIDARTONDO;
TAYLOR, 2002). Esta simbiose caracteriza-se pela
baixa diversidade de plantas hospedeiras, porém
com alta diversidade fingica e alta especificidade
dos isolados fungicos (MOLINA; MASSICOTTE;
TRAPPE, 1992). Apesar disto houve colonizagdo
das raizes por trés isolados de fECTOs estudados,
0 que sugere a possibilidade de ter havido também
pouca adaptacdo dos isolados fungicos ao solo
utilizado. Como houve colonizagao, os isolados com
maior nivel de colonizagdo podem ser selecionados
por esta caracteristica para estudos futuros com 4.

ectomicorrizicas serem  bastante

mangium em outras condi¢cdes ambientais.

A inexisténcia de isolados de fECTOs eficientes
e a baixa colonizacdo verificada no presente
estudo também pode estar ligada a associagdo
ectomicorrizica poder ocorrer estadios diferenciados
do crescimento da planta (LAST; DIGHTON;
MASON, 1987). Existem isolados fingicos que
se associam a plantas jovens e aqueles que se
associam as plantas maduras, ¢ ainda aqueles que
se associam a plantas em varias idades (MASON,
1982; LAST; DIGHTON; MASON, 1987). Assim,
estudos mais prolongados podem ser feitos com A.
mangium ¢ os isolados de fECTOs que colonizaram
para avaliar a possibilidade de efeito tardio desta
simbiose.

Outro aspecto a ser considerado € que varios
estudos mostram que a inoculagdo de espécies
florestais com fECTOs proporcionam incremento
menor que a inoculagdo por FMAs. O incremento
com fECTOS raramente chegam a 100% em relagao
ao controle nao inoculado (FOUNOUNE et al.,
2002; JAYAKUMAR; TAN, 2005; AGGANGAN;
MOON; HAN, 2010). E importante considerar
que a formacdo, manutengao e funcionamento das
estruturas fungicas das ectomicorrizas pode ter
um maior gasto de fotossintatos que a dos FMAs.

A alocacdo de carbono para fECTOs ¢ relatado
chegar a 22% (HOBBIE, 2006) enquanto que para
FMAs ficam abaixo de 16% (KASCHUK et al.,
2009). Além do dreno de fotossintatos, o impacto
da simbiose no crescimento da planta depende da
fertilidade do solo, de outros fatores ambientais, da
idade ou fase de desenvolvimento da planta e, em
particular, da capacidade do fungo de compensar
e superar o gasto fotossintético com beneficios
a planta que envolve absor¢do de nutrientes e
agua e resisténcia a estresses biodticos e abidticos
(RONSHEIM, 2012).

Conclusoes

Os Isolados de fungos ectomicorrizicos UFSC
Pt193, O 64-ITA6 e, O 40-ORS 7870 colonizaram
as raizes de Acacia mangium, mas nao foram
eficientes em promover o crescimento desta espécie
arborea.

Os fungos micorrizicos arbusculares promovem

maior crescimento de Acacia mangium que
os fungos ectomicorrizicos, sendo as espécies
Scutellospora calospora, Scutellospora heterogama,
Scutellospora gilmorei e Acaulospora morrowiae as

que promovem simbioses mais eficientes.

Mudas de Acacia mangium sao muito responsivas
a inoculagdo de FMAs e dependem de elevada
colonizagdo micorrizica, entre 40 e 80%, para obter
beneficios relevantes da simbiose no crescimento e
nodulacgdo.

Os FMAs eficientes tem papel relevante na
promog¢ao da associagdo entre bactérias fixadoras
de nitrogénio e Acacia mangium.
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