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EXTRATO

PEREIRA, Jamil de Morais, M.S., Universidade Federal de
Vicosa, janeiro de 1993. Atividade da Redutase do Nitrato
e Associac3o Ectomicorrizica em Mudas de
L em Resposta ao Nitrato. Professor Orientador
Rosa Maria Castro Muchovej. Professores conselheiros
Elza Fernandes de Araujo e José Cambraia,

Foi estudada, em condicdes de laboratdrio, a
Capacidade de fungos ectomicorrizicos reduzir o nitrato
Pela determinag3o da atividade da redutase do nitrato (RN)
Testaram-se quatro fungos ectomicorrizicos, Pisplithus
Linctoriys (I1S-83, Vicosa- MG), Pisolithus tinctorius (RS-
27, Buaiba-RS), Paxillus involutus (Franca) e Scleroderma
SP. (Itabira- MG), crescidos por 28 dias na Presenca de
N=NH,* ou N-NO;~ ou wuma mistura dos dois na proporcioc de

1:1, em cinco repeticdes. Os dois 1solados de P. tinctorius

apresentaram atividade da RN maior do que as demais
@SPécies quando crescidas em meio contendo N=-NHz*  +
H'"ua- OU apenas em N-NO5 . Os isolados de B. Ltinctoriug

aPresentaram as maiores atividades da RN que os demais

H11



fungos, exceto no meio contendo apenas N-NH,". Nos iselados
de P finctorjys a atividade da RN aumentou com o cultivo
do  fungo em meio contendo exclusivamente N-NO3~, enquanto
05 demais n3o foram afetados. De modo geral, wverificou-se
uma relacdo inversa entre atividade da RN e massa micelial
produzida

Em condicBes de casa-de-vegetacio, foi estudado o
efeito de doses de nitrato (@, 50, 75, 100 e 200 ppm de N)
no estabelecimento da colonizacio micorrizica, na atividade
da RN e na composicio mineral de mudas de Eucaluptuys
arandls inoculadas ou n3o com Pisolithus tinctorius.

As porcentagens de colonizac3io aumentaram com as
doses de nitrato, atingindo um maximo em 91 e 108 ppm nas
Plantas inoculadas com P. tinctorius isolados RS27 e 1583,
Fespectivamente. 0 pesoc de matéria seca da parte aerea nio
diferiu estatisticamente entre as plantas inoculadas e nio
inoculadas. Ji o peso de matéria seca de raiz das plantas
inoculadas foi superior agquelas do controle. A atividade da
RN nas plantas inoculadas com P. Linctorius 1isolade RS27
foi superior aquelas inoculadas com P tinctgoriys 1S83 e
plantas controle 0 conteudo de N=NO3~ nas plantas
inoculadas foi superior as do controle Entretanto, o
conteido de N total e P variou com a inoculac3o e doses
de nitrato aplicadas ao solo. Em média, as plantas
inoculadas apresentaram maior eficiéncia de utilizac3o de
N, enquanto que a eficiencia de utilizacdo de P variou com

a5 doses de N aplicadas ao solo.



i INTRODUCXO

Dentre as interacOes planta-microrganismos
existentes na natureza, as associagdes simbidticas
mutualisticas estabelecidas por determinados fungos de solo
e raizes de plantas vasculares, denominadas de
"micorrizas"”, tém despertado grande interesse, devido ao
seu reconhecido beneficio para as plantas

Considerando os diferentes tipos de micorrizas
existentes, as ectomicorrizas s3ioc mais fregiientes em
espécies florestais. No Brasil, em condicSes naturais,
especies de Eucalypfus sp. apresentam esse tipo de
associacdo, principalmente com Pispglithus tinctorius e
Scleroderma sp. A ocorréncia de ectomicorrizas em viveiros
de producio de mudas de Eycaluptus sp . e quase
inexistente, em razdo pPrincipalmente do uso em grande
escala de fertilizantes minerais, como os fosfatados e

nitrogenados



A utilizacdo de menores guant idades de
fertilizantes, embora resulte em mudas de menor porte,
pode favarecer o estabelecimento da associac3o micorrizica
e resultar em mudas de maior resisténcia as condicdes
adversas de campo

0 manto fungico em torno das raizes das plantas
aumenta a absorcdo de nutrientes pouco mdveis no solo
principalmente pelo aumento da superficie de absorcio
proporcionado pelas hifas funsicas. Fungos ectomicorrizicos
podem aumentar a absorg3o de N pelas plantas, pela ac3o de
enzimas miceliais 9que atuam sobre formas orgdnicas de N
do solo tornando-as mais assimilaveis pelas plantas. Alem
disso, podem contribuir na reduc3o e na assimilac3o de N,
principalmente gquando ele ¢ fornecido na forma de nitrato

Considerando que na producdo de mudas de Eucalyptus
sp sdo utilizados adubos nitrogenados na forma nitrica
e que existe grande diversidade fisioldgica entre os
fungos ectomicorrizicos, este trabalho obJyetiva: 1)
Determinar a capacidade de fungos ectomicorrizicaos de
reduzir o nitrato em condicOes de cultura pura. 2) Avaliar
o efeito de doses de N na forma nitrica sobre o
estabelecimento da colonizac8o ectomicorrizica, a atividade

da redutase do nitrato e composic3o mineral de mudas de E.

arandis inoculadas com Pispglithys tinctorius



z REVISXD DE LITERATURA

Uma das caracteristicas importantes das plantas
superiores e sua capacidade de formar associacdes
micorrizicas com determinados fungos do solo. Em raz3oc da
ampla ocorréncia dessas associacfes com diversos géneros de
plantas, MARX e BRYAN (1975) admitem que se deve

considerar como excecdo as plantas destituidas de tais

associacOes.

A importancia das micorrizas para as plantas tem
sido referenciada por diversos autores, sendo o fungo nessa
associacdo mutualistica beneficiado pela aquisicio de
carboidratos, amincdcidos e vitaminas da planta, e este por
sua vez proporciona a esta maior absorc3o de nutrientes,
principalmente N e P (BOWEN, 1973), maior resisténcia a0
"stress” hidrico e a patdgenos do solo (BRADLEY et alii,
1981; ZAMBOLIM e SIQUEIRA, 1985, MORSELT et alii, 1986,
estimulag3o da fixac3o simbidtica do nitrogénio e maior
taxa fotossintetica (SMITH e DAFT, 1977, KUCEY e PAUL,

1982, EKWEBELAM e REID, 19B3). 0 estabelecimento rdpido e



permanente dessas assoclacoes € favorecido em condicdes de
baixa disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente
fosforo e nitrogénio, alta intensidade luminosa, @ tambem
pela capacidade de colonizacio do propric fungo e sua
competitividade com populacBes nativas do solo (ASHTON

i1976; MOSSE et alii, 1981; LAPEYRIE e BRUCHET, 1985;

GARBAYE et alii, 1988). Atualmente essas associacOes se

revestem de tal importancia que a obtencio de mudas de
especies florestais para reflorestamentos deve incluir,
além das qualidades fisiologicas wusuals, a presenca de

fungos micorrizicos associlados as suas raizes.

A ocorréncia de fungos ectomicorrizicos em viveiros
e em florestas de Eucalyptus tem sido constatada no Brasil
e em outros paises (TRAPPE e GUSMAN, 1971, MARX, 1977a;
BARROS gt azlii, 1978, YOKOMIZO, 1901; CHU-CHOU e GRACE,
1982 ; ZAMBOLIM e BARROS, 1982, SCHWAN, 1984) Messes

levantamentos tém sido identificadas diversas especies de

fungos endo e ectomicorrizicos associados as vdrias
espeécies de fEucalyetus Pisolithys tinctoriuys, wuma das
especies de fungo ectomicorrizico mais amplamente
distribuida pelo mundo (MARX, 1977a), sendo encontrada

em associacOes com Pinus mesmo em condicBes adversas, em
solos erodidos, de baixa fertilidade e oriundos de
atividades de minerac3o (MARX e ARTMAN, 1979; MARX, 1980,
VALDEZ, 198&)

As plantas @ 0SS microrganismos requerem diversos
nutrientes para seu desenvolvimento. 0 N € um dos

elementos mais importantes na constituicio de moleculas



A

fundamentais 30 metabolismo dos organismos, tais como
coenzimas, @acidos nucléicos e proteinas (EPSTEIN, 1975
MARSCHNER, 19B4) A absorcio de N pelas raizes das plantas
pode ocorrer na forma de N-NH;® ou N-NO3~, e, em algumas
plantas, na forma de ureia (EPSTEIN, 1975, MARSCHNER,
19846) . A disponibilidade dessas formas de N no ecossistema
pode variar, dependendo de fatores climdticos, edaficos e
da atividade de microrganismos do solo (KRAJINA et alii,
1973; VITOUSEK et alii, 1979, VOGT e EDMONDS, i982)

VALE et alii (1984) constataram que Eucaluptus alba
absorve N preferencialmente na forma de N-NH*, a forma
predominante em solos dcidos Entretanto, LOCATELLI
(1984), estudando a resposta de Eucalpytus arandis a
proporgoes variaveis de N-HH4+!N—N03_, em solucdo
nutritiva, wverificou que a maior producdo de matéria seca
total ocorreu na relag3o 50/5@, enquanto a maior producio
de raiz foi obtida com S59% de N—Nﬂa' na solug3oc BARROS e
PRICHETT (1978), estudando o efeito de N no crescimento de
E. grandis em condicBes de campo, demonstraram que o
nitrato de aménio PpProporcionou melhores resultados do que
o sulfato de amdnio. Utilizando solo, em condicles de
casa-de-vegetacdo, LOCATELLI (1984) ndo encontrou
diferencas significativas entre as fontes nitrica e
amoniacal aplicadas no desenvolvimento de mudas de
E grandis, sugerindo que essa especie possa se desenvolver
satisfatoriamente tanto na presenca de nitrato como de

aménio. Nas especies E reanans e E. gbligua, foi



verificada reducio no crescimento, gquando cultivadas em N-
NH4+ e N-ND3'. respectivamente (ADAMS & ATTWILL, 1982b)

0 nivel de nutrientes no solo, principalmente N e P,
pode influenciar na colonizagdo do sistema radicular e no
desenvolvimento de ectomicorrizas em Pinus sp (RICHARDS e
WILSON, 19463; MARX et alii, 1977b;, MENDONCA, 1991); em
Quercus sp, DIXON et alii (1984) e em Eucaluptus arandis
({SOARES et alii, 17%7@) De acordo com ASHTON (1i97&4) e
PICHE e FORTIN (1982), o desenvolvimento de micorrizas &
favorecido pelo aumento da intensidade luminosa, mas ¢
prejudicado por elevados niveis de N, 0 efeito da
inoculacdo de Pinus contorta com Pisglithus tinctorius e
Suillus granulatus no aumento do conteudo de nutrientes da

parte agérea e crescimento das plantas foi relatado por
EKWEBELAM e REID (1983) . Segundo esses autores, as
maiores percentagens de colonizag3o micorrizicas foram
obtidas sob alta 1intensidade luminosa ¢ em teor de N
adicionado em torno de &2 ppm. Para MARX et alii (1977b),
altos teores de N e P no solo resultaram em menores
quantidades de sacarose na raiz de Pipuys taeda, ocorrendo
uma diminuicio na susceptibilidade ao desenvolvimento de
ectomicorrizas por Pisolithus tinctorius Entretanto, a
maior colonizaclo micorrizica foi obtida gquando os niveis
de N eram elevados e os de P baixos, sugerindo que um
balanco nutricional, principalmente entre N e P, seja
importante no processo de colonizac3o BECKJORD et alii
(1980) relataram um aumento na formacSoc de micorrizas em

plantas de Quercus rubra inoculadas com Pisplithus



tinctorius em niveis de N, na forma de NaNO53, variando de
2 a 53,2 mg de N/planta Contudo, em nenhum dos
tratamentos as plantas micorrizadas diferiram das do
controle n3c inoculadas em relacdio ao conteddo de N na
parte aerea, embora esse conteddo tenha sido menor em
relac30 a P. No entanto, REID et alii (1983) demonstraram
que plantas de Pinus Ltaeda 1i1noculadas com Pisolithus
tinctorius apresentavam maiores teores de P e N, maior
PESO de mateéria seca e percentagem de colonizac3o
micorrizica do que as plantas controle n3o inoculadas.
Efeitos semelhantes foram relatados por ALEXANDER e
FAIRLEY, (1986), em gque a taxa de crescimento e absorcio de
M em Picea sitchensis inoculadas e cultivadas em niveis
crescentes de N, adicionado na forma de (NH,)p,S04, tambem
apresentaram diferencas significativas quanto a absorcio
desse elemento, enquanto niveis mais elevados de N afetaram
a percentagem de colonizac3o micorrizica A maior absorc3oc
de P e de N pelo sistema micorrizico parece nido ser devido
apenas ao aumento da area superficial de absorcio e ao
volume de solo explorado (BOWEN, 1973) 0Os fungos possuem
enzimas, tais como fosfatases e proteases que atuam sobre
formas organicas de P e de N do solo, nio disponiveis para
as plantas, tornando-as acessiveis 3 estas Por outro
lado, o carbono fornecido pela planta ao fungo associado ao
sistema radicular favorece sua competigcd3o com outras
populacdes de fungos nativas do solo por essas formas

orgdnicas (BARTLETT e LEWIS, 1973, ABUZINADAH e READ,



1986ab ABUZINADAH et alii, 1986, MARTIN et alii 1987,
ABUZINADAH e READ, 198%a, 1989b. READ et alii 1989)

Em solos florestais, o N orgdnico pode ser utilizado
diretamente como tal pela hifa do fungo e ser estocado no

manto por ele mesmo ou pela raiz da planta, para posterior

utilizacio como fonte de C ou N, BLEDSOE e RYGIEWICZ (198&)
2 BLEDSOE et alii (19B9). Alem disso, as micorrizas liberam
menor quantidade de H' por N-NH;* absorvido, promovendo
maior absorcio desse 1ion em decorréncia de menores
reducBes do PH na rizosfera 2 diminuindo,
consequentemente, as perdas de cdtions pelas raizes
(RYGIEWICZ et alii, 1984a; BLEDSOE e RYGIEWICZ, 1984)

0 nitrato absorvido pelo sistema radicular pode ser
armazenado e/ou reduzido e o excedente translocado para a
parte aerea onde serd tambeém reduzido e utilizado pela
planta (DAKS, 1984). 0O custo de carbono @ energia para a
assimilag3o de N-NO;~ € maior do que para a assimilacio do
N-NH,* (DRIESSCHE e DANGERFIELD, 1975; SALSAC et alii
1987; MARGOLIS e VEZINA, 1988) Contudo, a maioria das
espécles apresentam crescimento reduzido na presenca de
N-NH,*, em razdo de uma diminuicdo no conteddo de cations
e 3nions organicos (SALSAC et alii, 1987) A distribuicio
da assimilacSo do N-NO5~ nas espécies tropicais, entre
parte aeérea e railz, varia de acordo com a especie vegetal
(ANDREWS 1986) A reducdo e a assimilacio pode ocorrer no
sistema radicular, quando os teores do dnion no soleo sio
baixos e maiores absorcdes desse ion podem promover um

aumento na sua translocacgio para a parte aérea, onde também
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se dara a redugdo 0 N-NO5~ absorvido distribui-se em
dois compartimentos, no “pool” metabolico ativo e no
“"pool” de armazenamento (FERRARI et alii, 1973). 0 N-NOg5~
translocado para outras partes da planta ou destinado 3
reduc3o provem basicamente do “pool” metabodlico. A
concentracio de nitrato nesse "pool”, entretanto, permanece
essencialmente constante uma vez que este 4&nion pode
mover-se para o "'pool” de armazenamento (DAKS, 1984).

A assimilacio do N absorvido na forma de N-NO5™,
por plantas e fungos micorrizicos, implica, numa primeira
etapa de reducdo deste dnion, na participac3o da enzima
redutase do nitrato (RN) (SRIVASTAVA, 1989; BEEVERS e
HAGEMAN, 19B3, PLASSARD et alii, 19846) A atividade da RN
tem sido estudada em diversos generaos de plantas
associadas ou nao a fungos micorrizicos (PATE, 1973, ADAMS
-] ATTIWILL, 1982b: SHIRNOFF et alii, 1984) Essa
atividade pode ser detectada na parte aérea e raiz das
plantas, wvariando com a especie vegetal e presenca das
formas de N no solo ou soluclo nutritiva BIGG e DANIEL
(1978) estudaram o efeito do N-NO5~ e N—HH4+ na atividade
da RN em coniferas, constatando que na presenca de
N=-NO5;~ e N-NH4* + N-NO3~ na solucio as espeécies Pinus
contorta e Picea egngaelmannl apresentaram maior atividade.
Acredita-se que 1sto aconteceu em fungloc da maior
quant idade de apices radiculares finps observados nessas
condicBes. Em E. regnans e E. ghligqua a atividade da RN

foi mais expressiva nas raizes do gue na parte aérea das
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plantas que apresentaram maior crescimento em N-NO3~ como
fonte de N (ADAMS e ATTIWILL, 1982a.). Em E grandis, a
atividade da RN nas folhas foi cerca de cinco vezes malar
que no sistema radicular, quando o N foi fornecido
exclusivamente na forma de N-NO5~ (COSTA, 1986) Neste
caso observou-se inclusive reducdo na atividade da enzima
quando o teor de N-NH,® foi aumentado na solucdo nutritiva
Quando o N foi fornecido na forma de N-NO3 , observou-se
acumulo desta forma de N nas raizes de E. grandis, tambeém
demonstrando baixa capacidade de redugio do nitrato
absorvido (CALDEIRA, 1988)

Alguns autores, porem, n3c detectaram a atividade
dessa enzima em sistemas ectomicorrizicos (VEZINA et alii,
1989) e em micelios de fungos obtidos a partir de cultura
pura (MENTION e PLASSARD, 1983, PLASSARD et alii 1{9Bé&)

A redutase do nitrato esta presente em virias
espeécies de fungos micorrizicos (HO e TRAPPE, 1980,
PLASSARD et alii, 1986, VEZINA et alii, 1989; HO, 1988)
inclusive em Pisolithus tinctorius (HO, 1984, SARJALA,
1990); HENRIQUES et alii,1992). Dentre as espécies fungicas
comumente associadas a Pseudotsuga menziessi, as que
apresentaram as malores atividades da RN foram: [Cengcoccum
geophillum, Piloderma bicolor e Rhizopogon winicolor (HO e
TRAPPE, 1980). A atividade desta enzima no micelioc fdngico
€ varidvel com a especie e mesmo entre isolados de uma
mesma especie, como evidenciado para diversos 1solados de
P. tinctorius (HO, 1986, HDO e TRAPPE, 1987, HO, 1988). De

acordo com esses autores, essa variacio oscilou entre
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9,17 e 21,48 umoles de NOs /gMSh. A diferenca na capacidade
de reduc3o e assimilaglo do nitrato a nivel de isolado de
uma mesma especie fudngica torna-se uma caracteristica
desejavel para selegio destes fungos, visando wutilizd-los
em programas de inoculac3o controlada de mudas de espécies
florestais. Assim, a caracterizacio fisioldgica das
espeécies de fungos micorrizicos existentes em nossas
condigOes torna-se um fator importante, que pode melhorar o

rendimento das espécies vegetais em condigcdes naturais.



3 .MATERIAL E MeTODOS

< Fi Obtenc3c do Indculo dos Isolados de Pisolithus
tinctorius, Scleroderma sp. e Paxillus involutus

Foram utilizados os isolados IS 83 e RS 27 do fungo
Pisolithus tinctorius, isolado Scl-ita do fungo Scleroderma
sSp .., 1s0lados de basidiocarpos oriundos de plantacBes de
Eucalyptus spp. do municipio de Vigosa (MG), Guaiba (RS) e
Itabira (Mg), respectivamente. 0O fungo P involutus foi
obtido do INRA, Nancy (Franca). Esses isolados foram
obtidos da colecdo do Laboratdrio de Microbiologia do
Departamento de Biologia CGeral da Universidade Federal de
Vigcosa, Vigosa, MG.

Para obtenc3o do indculo, micélio dos fungos P.
tinctorius, Sclergderma sp. € P. involutus foram crescidos
em placas de Petri contendo 20 ml de meio Merlin-Norkrans
modificade (MNM) scdlido (MARX, 1949), a 289C por 25 dias.
Quatro discos de meio MNM com S mm de didmetro, contendo

do fungo, faoaram retirados das bordas das colonias

ig



e colocadas em tubos de cultura. 0Os tubos foram incubados
a 2B°C por 2P dias, sendo agitados diariamente em agitador

tipo Vortex.

3.2. Atividade da redutase do nitrato em micélioc de

Pisolithus tinctorjus isolados IS83 e RS27,
Paxillus involutus e Scleroderma sp.

A atividade "in vivo"” da redutase do nitrato (RN)
(EC.1. & 6.1) foi determinada em micélios de Pisolithus
tinctorius isolados 1IS83 e RS27, Paxillus involutus e
Scleroderma sp. obtidos de acordo com o item 3.1 Quatro
discos de meio MNM solido com aproximadamente S5 mm de
didmetro, contendo os fungos foram transferidos para
frascos Erlenmeser de 250 ml contendo 12@ ml de meioc MNM
liquido. A concentracdo final de N neste meio era de 2,3
mM, na forma de: nitrato, amGnio ou nitrato+ambnio na
proporcdo de 1:1, tendo como fontes KNO3 e (NH4)oHPO4. Os
frascos inoculados foram incubados a 289C e mantidos sem
agitacio.

0 ewxperimento foi conduzido em laboratdrio, em
arranjo fatorial (4 % 3), constituido pelos fungos,
formas de nitrogé@nio (N-NO3~, N-NH,* e a mistura de
ambos), no esquema inteiramente casualizado, em cinco
repeticbes. Vinte e oito dias apds a inoculac3oc dos fungos,
os micélios produzidos foram transferidos para frascos de
10 ml esterilizados e envoltos em papel aluminio, contendo

um meio de reac3o constituido de : tamp3oc fosfato 100 mM,
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pPH 7,5, succinato de scdic 100 mM, pH 7 e KNO; 100 mM,
filtrado em membrana tipo Millipore de 2,22 micrometros A
segquir, os tubos foram submetidos a vacuo por 10 minutos e
incubados, em banho maria, a 35°C por um periodo de wuma
hora (HO e TRAPPE, 1%275). Dois ml do meio de reacio foram
transferidos para tubos de ensaio, adicionado-se a estes o
mesmo volume de uma mistura de sulfanilamida 1% e n-
naftiletilenodiamino @,02% em HC1 1,5 N (STREETER e
BOSLER, 1972). Apds 3@ minutos, o conteudo dos tubos foi
filtrado ¢ a guantidade de nitrito formada foi determinada
por colorimetria a 540 nm. A matéria seca dos fungos foi
determinada apos secagem em estufa a 105° por 48 horas Os
resultados foram expressos em micromoles de nitrito
produzido por grama de matéria seca por haora Determinou-se
antes do ensaio enzimatico o pH final do meio de cultivo de
cada amostra

A andlise de variancia e posterior comparacio de
medias fTeitas pelo teste de Student Newman—-Keuls foram
efetuadas para atividade da RN, peso de micélio seco e

variacio do pH inicial dos meios de cultive.

3.3 Obtencio de Plantas Micorrizadas de Eucalyptus
garandis

Sementes de Eucaluptus grandis (W. Hill ex Maiden)
foram desinfestadas superficialmente com HpOp 30%, durante

1® minutos, lavadas em agua esterilizada e colocadas para
germinar em bandejas com areia lavada e autoclavada. Vinte

dias apds a gerniniciu. as plantulas foram transferidas



para os vasos, mantendo-se uma planta por wvaso

0 cultivo foi realizado em casa-de-vegetac3o em wuma
amostra de um Latossaolo Vermelho-Amarelo, coletado na
profundidade de © a 20 cm, de wuma drea do setor de
Dendrologia da Universidade Federal de Vicosa 0 solo foz1
destorroado, sgrade ao ar, passado poOr peneira com
abertura de 2 mm de malha e amostrado para analise quimica
tQuadro 1) Em seguida foil colocado em caixas de amianto de
{ m3 para fumigacio com brometo de metila, na dosagem de 9@
cmafma de solo. Esta operacdo foi repetida 48 horas apos a
primeira aplicacio. A calagem foi efetuada, a seguir
elevando-se ©o pH para 5,5 com base em curva de incubagcdo,
pela adic3o de uma mistura de CaCO5 e MgCO,, na relacdo 4:1
em equivalentes Nessa ocasifo, foi também efetuada uma
adubac3c com P e K, & base de 75 mg P/kg de solo e 200 mg
K/kg de solo, respectivamente, tendo como fontes HHEPD4 e
KC1. Porcdes de 1,6 kg de solo foram acondicionados em
sacos plasticos fechados e estes em vasos de polietileno. A
umidade de solo foi elevada para B8@% da capacidade de
campo, seguindo-se um periodo de incubacio de 20 dias

As doses de N testadas foram de @, S0, 75, 100 e
200 mg/kg de solo, obtidas pela mistura de Ca(NOz)p e
Mg(NO45)n, na relacdo de ca'mg 4 1 em equivalentes A
adubacio nitrogenada foli realizada aos 45, 7@ e 95 dias
apos o transplantio das mudas, adicionando-se 1/3 de cada

dose de N, a cada aplicacdo, na forma de solucio.



QUADRD 1- Caracteristicas Quimicas do Solo Utilizado no
Experimento, Antes e Apos a Fertilizacao
Basica.
Caracteristicas Antes Depois
a1*3 (meq/100 cm?) 1/ 1,3 2,0
Ca*? (meas100 cm) 17/ o,90 2.8
Mg*2 (meq/100 cm3) 17 ®,0 0,7
P (ma/kg) a/s 1,8 2.3
K (mg/kg) 27 14,0 194
1/ Extrator: KC1 iN (VETTORI, 194%)
2/ Extrator: Mehlich-1 (VETTORI, 1949)
Micronuktrientes foram adicionados ao solo em
cobertura aos 60, 80 e 100 dias apds o transplantio,

aplicando-se um total de 0,81 ppm de B, 3,46 ppm de Mn,
1,32 ppm de Cu. 3,9 ppPm de ZIn, 0,15 ppm de Mo e 1,546 ppm de
Fe, de acordo com ALVAREZ (1974) 0 enxofre foi também
adicionado em cobertura aos 73 dias do transplantio, na
dose de 20 mg/kg de solo na forma de solucio de NapS0,.

A inoculacdo com os fumgos ectomicorrizicos foi
efetuada na epoca do transplantio das mudas para o vaso de
cultivo A massa micelial resultante do crescimento em cada
tubo, como descrito no item 3.4, foi utilizada em cada vaso
como indculo, acrescida de 1@ discos de 5 mm de didmetro de
meio MNM sdlido contendo micélio fungico. Momentos antes

da inoculacioc a massa micelial foi coletada em peneira e
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lavada com dgua esterilizada para retirar o excesso de
nutrientes, sendo a seguir colocada Juntamente com os
discos contenda micélio fungico proximo ao sistema
radicular das plantas Uma segunda inoculacieo foi
realizada 3@ dias apos a primeira, utilizando-se micélio
triturado na forma liquida e aplicado com o auxilio de wuma
seringa com agulha grossa, proximo ao sistema radicular A
quantidade media de indculo, em peso de micélio seco, na

segunda inoculac3o foi de aproximadamente 18,00 mg.

3 4 Atividade da Redutase do Nitratoe (RN) (E.C.1.4.6.1)
em Mudas de Eucaluptus grandis Inoculadas com

Pisglithus tinctorius isolados ISB3 e RS27
em Funci3o de Doses de Nitrato Aplicados ao Solo

0 ewxperimento foi conduzido por um periodo de 1290
dias e os tratamentos constituiram um esquema fatorial (3
X S), formado pelos dois i1solados de P. tingtorius e um
controle sem inoculac¢do, cinco doses de N, no delineamento
de blocos ao acaso, em quatro repeticdes Durante o periodo
de cultivo, a umidade do soclo foi mantida em torno da
capacidade de campo, por meio de irrigagdes periddicas com
dagua destilada.

Aos 120 dias apods o transplantio, as plantas
destinadas a determinacdoc da RN foram transferidas para uma
cimara de crescimento, onde permaneceram por 24 horas
recebendo aproximadamente 230 umoles de fotons/mE. s de
radiagido fotossintéticamente ativa e as quais foram

adicionadas 2@ ml de uma solucdo de 200 ppm de N na forma
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de KNO4. Decorrido esse tempo foram retirados de 30 a 4@
discos de ©,5 cm de didmetro de folhas completamente
expandidas, do mesmo entrenc, na regiio do terco superioar
(cerca de 200 mg de materia fresca) para o ensalio
enzimatico Os discos foliares foram colocados em frascos
de vidro elvoltos em papel aluminio, contendo uma mistura
constituida de: tamp3o fosfato @,1M pH 7,5, KNO4 ©,02 M;
n-propanol a 5%, duas gotas de cloranfenicol a 500 mg/1 e
duas gotas de triton X-1080 a 1@X (LAWRENCE e HERRICK,
1982). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho
maria, com agitacio, a temperatura de 3@e°C, por uma hora
Aliquotas de 2ml foram coletadas do meio de 1incubagdo e
adicionadas a B ml de sulfanilamida 1% e n-
naftiletilenodiamino @,02% em HC1 3N (STREETER e BOSLER,
1972). 0 nitrito 1liberado na reagcdo foi determinado
colorimetricamente a 540 nm em espectrofotdmetro
(JAWORSKI, 1971) e os resultados foram expressos em umoles
de nitrito produzido por grama de mateéria fresca por hora.
Segmentos de £ a 2 cm de comprimento foram cortados
da parte basal, meédia e superior do sistema radicular,
lavados com dgua de torneira e, apds, com dgua destilada
As amostras foram conservadas em uma mistura de
formaldeido 40%, etanol SOX e dcido aceético glacial,
(F A A) nas proporcoes de 2,5v: 40v: 1iv, respectivamente. A
determinacio da percentagem de colonizacio ectomicorrizica
nas amostras armazenadas em F A A foi efetuada pelo meéetodo

das intersecdes em placa de Petri reticulada GIOVANNETTI e

MOSSE (1980)
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0 restante do sistema radicular e da parte aérea
das plantas foi acondicionado em sacos de papel e postos a
secar em estufa de ventilacio forcada a 70°9-75°, por 72
horas Apds, efetuou—se a pesagem € a moagem da parte aérea
em moinho com peneira de malhas de @,38 mm de abertura

0 teor de N-total foi determinado apds digestido
sul fosalicilica, conforme CATALDO et alii (1974), o teor de
N-NO,~ foi obtido pela nitragd3o do adacido salicilico,
segundo CATALDO et alii (1975). O teor de P foi determinado
apds digest3c nitricoperclérica, pelo meétodo do dcido
ascorbico, modificado por BRAGA e DEFELIPO (1974).

A eficiéncia de utilizac3o (EU) desses nutrientes
f0i calculado segundo SIDDIGI e GLASS (1981), onde EU = g°©
de matéria Seca/conteudo do nutriente na mateéeria Seca

Andlise de wvariancia e posterior comparacio de
medias feitas pelo teste Student Newman Keuls foram
efetuadas para os dados de atividade da redutase do
nitrato, materia seca da raiz e da parte aérea, teores de
N-Total, N-NO;~ e P na parte aérea seca, eficiéncia de
utilizac3c de N e P e porcentagem de colonizacdo
micorrizica

Equacdes de regressio foram utilizadas para
relacionar os valores dessas caracteristicas com as doses

de nitrogénio adicionado ao solo. Os modelos de regresiao

foram escolhidos com base na significdncia dos

coeficiéntes, malior HE ajustado e coeréncia sob o ponto de

vista bicldgico com o fendmeno em estudo



4. RESULTADOS E DISCUSSAQD

4 1. Atividade da Redutase do Nitrato no Micélio de
Fungos Ectomicorrizicos

=) capacidade de reduzir o N+NDE‘ diferiu
significativamente entre as especles de fungos
ectomicorrizicos estudados {Quadro 2) As menores

atividades da redutase do nitrato (RN) foram obtidas no
micelio dos fungos apos O crescimento em meio contendo
apenas N-NHa*, ndo tende sido wverificadas diferencas
significativas entre as espécies para este meio de

cultive. 0Os isolados de Pisolithus tinctorius apresentaram

atividade da RN aproximadamente seis vezes malor do Qque
os de Paxillus 1involutus e Scleroderma sp., apds o
crescimento no meioc contendo as duas formas N-NOg~ e N-
NH4* Em muitos microrganismos, inclusive fungos, a RN
geralmente @ induzida pelo substrato e quando a fonte de N
na forma de ND5 € substituida por NH,* normalmente diminu:

a atividade desta enzima nesses organismos (BEEVERS e
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HAGEMAN, 1983) Esses dados demonstram que as especies de
fungos ectomicorrizicos testados comportaram—-se de maneira
similar a outros organismos e especies fungicas, uma vez
que na presenca de ambnio verificou-se diminuic3oc na
atividade da enzima, voltando esta a ser maior na auséncia
deste ciation no meio de cultivo. Em meio contendo apenas
nitrato, a atividade da RN nos micelios dos isolados de
P tinctorius foi aproximadamente 2,5 e 8 vezes maior do
que a encontrada no micélio de P involutus # Scler m

sp , respectivamente

QUADRD 2 - Atividade da Redutase do Nitrato no Micelio de
Fungos Ectomicorrizicos Crescidos em Meios
Contendo Diferentes Formas de N

R ———————ER e R e e T ———
B e e el L b T ——

S —————— R R e e

NH4* @,35 Ab @,1e Ac @,02 Aa @,07 Aa
NH,T+NO4TCL:1) 0,64 Ab 2,58 Ab @,09 Ba @,10 Ba
NO4~ 1,15 Aa 1,03 Aa 2,42 Ba ®,12 Ba

R ————— SRR et e e

Médias seguidas da mesma letra maidscula, nas linhas,
e mindscula, na coluna, nido diferem entre si, pelo
teste de Student Newmann—-Keuls (P » @,05)

1/ Pt-IS83 e Pt-RS27 = isolados de Pisotithus tinctorius
Pi = Paxillus involutus, Scl = Scleroderma

ODs wvalores da atividade da RN obtidas para P
tinctoriys em meio com N-NH," est3o prdximos aes relatados

por HD (1984) para outroes cineo 1solados dessa mesma



espécie e inferiores aos obtidos para outras especies de

fungos ectomicorrizicos (HO e TRAPPE, 1987; HO, 1988)

Os isolados de B ftinctorius, por apresentarem
maior capacidade de reduzir o N-NO3~, s3o potencialmente

lteis para serem utilizados como indculos de mudas de
especies florestais, melhorando assim a performance das
plantas ao aumentar a absorc3o e assimilacdo de N
adicionado aos substratos de producido de mudas,
principalmente na forma de NO5 . Deve-se salientar que em
condigBes naturais, essa espeécie de fungo ectomicorrizico
encontra-se comumente formando associacd3o com espécies de
Eucalyptus spp (BARROS et alii, 1978; YOKOMIZO, 1981%;
SCHWAN, 1984), sendo 1nteressante o levantamento e a
caracterizacio de novos 1isolades com maior capacidade para
reducio de H-Nﬂg'. O0s isaolados potencialmente mais
promissores poderiam ser, posteriormente, utilizados em
programas de inoculacdo controlada de mudas em viveiros.
Os isolados de P. tinctorius apresentaram diferencas
na atividade da enzima quando crescidos nos diferentes
meinos de cultivo, sendo esta atividade maior no micélio
dos fungos crescidos em meio contendo apenas N-NO4 (Quadro
2) Para as demais especies niao se verificou efeito dos
meios de crescimento sobre a atividade da RN
Aparentemente, o amdénio no meio de cultive atuou reduzindo
a sintese da RN nos isolados de P. tinctorius, o mesmo ndo

ocorrendo nas demais espécies. Corroborando com  esta
observac3o existe o trabalho de SARJALA (1990) que,

também, n3o encontrou efeito do amdnio sobre a atividade da



RN Contrariamente, PLASSARD et alii (1984) demonstraram
que a atividade da RN no micélio de Hebeloma cylindrosporum
aumentou na presenca de améniao, sugerindo que, nessa
espécie fungica, a sintese ou atividade desta enzima

poderia n3o ser influenciada pela presenca deste ion, como

verificado para outras espécies.

Paxillus involutus e P Ltinctorius isolado 1583
apresentaram a maior e a menor producdo de matéria seca
micelial, respectivamente, quanda crescidos em meio
contendo diferentes formas de N (Quadro 3). Dentre os

fungos testados, apenas esse dltimo, isolado IS83, ndo teve

sua producdo de materia seca significativamente modificada

com a forma da N. B. inctors isolado RS27 e Pawxillus
involutus apresentaram maior produc3o de matéria seca em

meio contendo exclusivamente amdnio, que dininuiu & medida
gue o NDE_ foi adicionado ao meio de cultivo A maior
producio de materia seca para Scleroderma sp foi verificada
no meio contendo apenas nitrato, apesar da baixa atividade
da RN no micelio desse fungo. As diferen¢as de crescimento
dos fungos, observadas nos diferentes meios, demonstram a
diversidade fisioldgica existente entre as especies
utilizadas

De modo geral, a atividade da RN e a producdo de
massa micelial mostraram comportamento opostos (Quadros 2 e
3), sugerindo Aque nas espécies que apresentaram maior
crescimento, ©o substrato para a enzima possa ter sido

limitante
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QUADRO 3 - Peso de Micélio Seco de Fungos Ectomicorrizicos
Crescidos em Meios Contendo Diferentes Formas
de N
FONE DE  Peso DE Micéio seco
N ;;-;;EE --;t-HSE? Pi Scl--I;—
""""""""""" e b
NH4* 12,61 Ca 50,63 Ba 84,54 Aa 47,74 Bb
NH, +NO4 ™ (1:1) 11,31 Da 34,67 Cb 70,16 Ab 50,42 Bab
NO5™ 4,67 Ca 22,43 Bc 43,84 Ab 42,08 fa

R ————— B e

Médias seguidas da mesma letra maidscula, nas linhas, e
mindscula, nas colunas, nd3oc diferem entre si, pelo teste de
Student Newmann-Keuls (P ) ©,03).

1/ Pt-1S83 e Pt-RS27 = isolados de Pisotithus tinctorius;

Pi = Paxillus involutus, Scl = Scleroderma.

Por outro lado, em condicOes naturais @ quando assocliados
4s plantas, o0s 1solados de P. tinctorius, que apresentaram
maior atividade da RN poderiam contribuir para maior
eficiénecia do sistema, aumentando a capacidade de reducio
do nitrato pelas raizes. As outras esSpeciles, que
apresentaram menor atividade da RN mas que produziram
maior massa micelial, provavelmente podem compensar essa
menor capacidade de reducdo de N pelo aumento do volume de
solo explorado, em raz3o da malor guantidade de micélio

extramatricial produzido no solo ou substrato de
crescimento do hospedeiro

0 fornecimento de N-NO4y como fonte dnica de N ao
meio de cultive aumentou a producio de massa micelial de

Sclerpderma Sp (Quadro 3}, indicando que para esta



especie fingica o nitrato € capaz de Suprir as
necessidades de N. Isto parece contrariar a expectativa de
crescimento da maioria das espécies de fungos
ectomicorrizicos que apresentam maior crescimento em melo
MNM, contendo N apenas na forma de ambnio. Resultados
semelhantes, mostrando maiores taxas de crescimento em meio
contendo nitrato, foram também relatados por PEELERS e
MULLINS (1982) para Pisolithus tinctorius e por SCHEROMM et
alii (1990) para Hebeloma cylindrosporum

A massa micelial produzida por Scleroderma sp.
apresentou uma tendéncila a ser malior gquando este se
desenvolveu em meio contendo as duas formas de N do que
quando na presenca de exclusivamente amonio. Este estimulo
foi também observado para P tinctorius crescido em melo
com ambas as formas de N (PEELERS e MULLINS, 1982). O
aumento no crescimento micelial tem sido atribuido a maior
absorcio de aménio, em razioco do nitrato auxiliar na
manutenc3o do pH do meio (PEELERS e MULLINS, 1982)

Apds o periodo de crescimento, os menores valores de
pH final no meio foram observados para Pisglithus
tinctorius isolado RS27 e Paxillus involutus, quando
crescidos em H-NH4+ (Quadro 4), Para Sgcleroderma SPp a
reducio do pH final no meio de cultivae contendo apenas
H-HH4+ pode ter causado efeito adverso sobre o
desenvolvimento do fungo, como sugerido por LITTKE et alia

{1984) para Hebeloma crustuliniforme Estes autores ndo

observaram diferencas na producio de massa micelial do

fungo entre a forma de N—HH4+ e N-NO5~ em meio nio
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fungo entre a forma de N-NH," e N-NO53  em meio nio
tamponado , enguanto gue em meic tamponado, aos melhores
resultados foram obtidos com a forma de N-NH,* Para o
isolade de P . tinctorius ISB3, embora tenham ocorrido
diferencas significativas entre os meios em relac3o aos
valores de pH final, nio se verificou influéncia destes

sobre a producio de massa micelial (Quadros 3 e 4).

QUADRO 4 -~ Reduc3o do pH Inicial dos Meios Contendo
Diferentes Formas de N, Apods o Crescimento
dos Fungos

. s - S S T - P ———

REDUCAD DE pH

Fantes de e U e e i o o i

N Pt-1583 Pt -RS27 PI sc1 1/

R —— S 2SS S e

HH" 2,0 Ca 2,8 Aa 2,7 Aa 2,5 Ba
NH4 #NO5™ (1:1) 1,7 Cb 2,38  2,54b {,8 Cb
Hﬂa- 8.6 Cc 9.4 Cc 2.9 Ac ®,? Bc

PE———————— TS i e e e T e

Médias seguidas da mesma letra maiuscula, nas linhas, e
mindscula, nas colunas, nd3o diferem entre si, pelo teste de
Student Newman-Keuls (P) @,05)

1/Pt-1583 e Pt-RS27 = isolados de Pispolithus tinctorius,
Pi = Paxillus involutus; Scl = Scleroderma sp

pH inicial sempre igual a 5,4% @,2.

0 peso de micelio dos fungos parece ter uma relacido
inversa com o pH final dos meios de cultivo, sugerindo que

a maior producdo de massa micelial, decorrente de uma maior

absorgio de nutrientes do meio, possa ter ocasionado esse

efeito



De moda geral, as maiores reducdes no pH foram

obtidas nos meios contendo N—NH4+, seguidos pelos meios
contendo N-NH4*/NO;™ e por dltimo para os meios contendo
apenas N-NO5 . Isto ja era esperado uma vez que a absorgio
de H-NH4+ pelo fungo € acompanhada pela liberacioc de H'
para a solugc3o, enquanto a absorcio de N-Nﬂa' acarreta uma
liberacio de OH . Em meios contendo duas formas de N
provavelmente ocarre certo tamponamento da acidez,

principalmente se a absorc¢3o destes i1ons ocorreu mais ou

menos ha mesma propor¢io
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4 2. Colonizac8o Ectomicorrizica

Apenas nas doses de 75 e 200 mg de N-Nﬂa'fkg de
solo, as plantas inoculadas com Pisplithus tinctorius (Pt)
e isolado IS83 apresentaram maiores valores de colonizac3o
micorrizica do 9que as plantas inoculadas com o isolado
RS27 da mesma especie (Quadro 5). Esse comportamento
diferencial entre isolados de Pt ji havia sido relatado
por outros autores para outras espécies vegetais (MOLINA,
1979, MARX, 1981; MITCHELL et alii, 1984; MENDONCA, 1991) e
também para Eucaluptus spp. (AMORIM, 198B8; COMERLATOD,
1992). As raizes das plantas nido inoculadas (controles)
n3c apresentaram colonizag3o pelo fungo, demonstrando que a
fumigacio efetuada no substrato eliminou os possiveis
fungos ectomicorrizicos presentes neste substrato.

0 P.tinctorius € wum fungo muito comum em
plantacBes de Eucaluptuys spp. no Brasil, como constatado
por (BARROS et alii, 1978, YOKOMIZO, 1981, ZAMBOLIM e
BARRDS, 1982); SCHWAN, 1984) .

Apesar da maipr afinidade dessa espeécie fungica para
com o hospedeiro em condigcdes de casa-de-vegetacdio e em
condicles naturais, constatou-se neste trabalho nitida
influéncia das doses de N aplicadas ao solo na forma

nitrica para a formac3o de ectomicorrizas (Figura 1).

BOWEN (1973), HARLEY e SMITH (1983); MARX et alii (1977b)
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admitem que condicBes nutricionais do solo efou substrato
de produc3io de mudas , principalmente elevados teores de N

e P, diminuem a colonizacio micorrizica

QUADRO S - Colonizacio Ectomicorrizica de Raizes de Mudas

de Eucalyptus grandis Inoculadas ou Nao com

Pigolithus ftinctorius, em Func3o de Doses de
Nitrato

Doses de Nitrato COLONIZACXO ECTOMICORR:iZICA 1/

Pt-1583 Pt-RS27 Controle

) SREEEEEN R N X =mm—mmmcmm————

o 14,0 A 17,8 A )

50 31,3 A 14,0 A ?

75 41,3 A 30,0 B )

100 30,9 A 35,0 A 2

260 21,1 A 3.8 B 2

R S ———— e e e T T T S ———

Médias seguidas de uma mesma letra, em cada linha, nd3p
diferem, pelo teste F (P)2,03)

1/Pt-1583 e Pt-RS27 = isolados de Pisolithus tinctorius

0 aumento desses nutrientes ne solo pode estar relacionado
4 diminuicS3c de carboidratos na raiz das plantas e a
aumentos no pH da rizosfera, que segundo esses autores
influenciam negativamente na colonizacio micorrizica. A
reducliio na porcentagem de colonizacdo micorrizica
constatada neste experimento, nas maiores doses de N
aplicadas ao solo, pode estar refletindo essa condig3o.

0 maior grau de colonizac3o para os dois isolados
foi obtido com a aplicac3o de doses intermediarias de N,

indicando que o equilibrie N/P no solo possa propiciar a
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planta melhor utilizacd3o desses nutrientes, aumentando a
formac3o de carboidratos, que seriam utilizados pelo fungo
na raiz, como sugerido por MARX et alii (1%977b) Esta
situac3oc pode ser sncontrada em condicBes de campo, onde
o fungo € capaz de produzir proteases que transformam o
N-orgi3nico em formas mals prontamente assimildveis e/ou

facilita sua translocac3o via hifa fdngica para as plantas

{(MARTIM et alii, 1987:. READ et alii, 1989). Isto, associado
ao0s baixos niveis de P disponivel observados na mailoria dos
solas, resultaria numa relag3o N/P favaravel ao

desenvolvimenta da associacio

IS TS0 00 0 - 0009 012 N
- PRS2 Y= 1S90+ 4,07 X - 0,409 Kmn 992 T

o T T T T T T T T T
0 20 40 B0 BO 100 120 140 160 1BO 200

doses de N (ppm)

FIGURA 1. Colonizac3o Ectomicorrizica de Raizes de Mudas
de Eucalyetus grandis Inoculadas ou N3o com
i 1 tinctoriys Isolados (Pt-1S83) e
{Pt-RS27), em Funcio de Doses de N Aplicadas
ao Solo.



31

A menor porcentagem de colonizac3o nas menores doses de N,
por outroc lado, sugere que a reduc3oc na relacdo N/P
influencia negativamente o estabelecimento da simbiose,
provavelmente pela diminuici3o do contelido de carboidratos

nas raizes

A porcentagem de colonizagd3oc micorrizica aumentou
quadraticamente com as doses de M, passando por um maximo
em 91 e 108 mg de N-NO5 para os isolados Pt-RS27 e Pt-
1583, respectivamente (Figura 1) A diminuicao na
colonizacio nas doses mais elevadas de N aplicado estd de
acordo com as generalizacdes feitas quanto aos elevados
teacres de N e P no solo serem capazes de Suprimir a
micorrizacio (DANIELSON et alii, 1984) Corroborando
com os resultados do presente estudo, wvasta literatura
demonstra nitida tendéncia de reducd3o na formagio de
associacdes ectomicorrizicas em diversas espécies
florestais, a medida que se elevam os niveis de N no
substrato de crescimento dessas mudas (MARX et alii, 1977b;
BECKJORD et alii, 1980; MARONEK et alii, 1982, MARX et
alii, 1982, BECKJORD et alii, 1983; EKWEBELAM e REID,
1983; BECKJORD et alii, 1984; RUEHLE e WELLS, 1984, TORBERT
et alii, 1986, GAGNON et alii, 1988). A adicdo, em solo
com 8,5 ppm de P disponivel pelo extrator Mehlich-1i, de 70
mg de N/kg de solo na forma de NH5(S0,), em cobertura, em
trés parcelas, resultou em 39,2% de raizes de E. grandis

micorrizadas por P tinctorius isolade IS83 (SOARES. 199@),

valor este proximo ao obtido no presente experimento



Entretanto, porcentagens de colonizacio mais elevadas tém
sido obtidas para condicBes semelhantes as descritas no
presente estudo (VIEIRA e PEREZ, 1988)

A formac3oc de ectomicorrizas em mudas de E. grandis
depende, portanto, dentre outros fatores, do nivel e da
forma dos nutrientes utilizados na produc3o dessas mudas,
principalmente P & N, bem como da maior afinidade das
especies e/ou 1solados fungicos para com a espécie

hospedeira

4.3. Produc3o de Mateéria Seca da Parte Aérea e Raiz

A matéria seca da parte aérea (MSPA) das plantas
inoculadas com os isolados de P tinctorius (Pt) nSo
diferiu significativamente daquela apresentada pelas
plantas do tratamento controle (Quadro &). Isto sugere nio
ter havido limitag3o na absorcio de N em razio,
provavelmente, da alta mobilidade da forma de N utilizada
aliada ao tamanho reduzido dos vasos de cultivo e a alta
densidade das raizes produzidas por essa espécie. Nesta
situacio, o movimento de nutrientes para as raizes pode ndo
ter sido limitante e assim foili pouco expressiva a
contribuic3o do micélio fungico colonizando as raizes Por
outro lado, os isolados de P. tinctorius utilizados parecem
nio ter atuado como dreno de nutrientes, reduzindeo o
crescimento das plantas, como relatado por MOLINA (1982) e

SHAW et alii (19B82), uma vez que as plantas controle, de



modo geral, produziram oS menores valores de HSPA .
Resultados semelhantes foram também obtidos para outras
espécies florestais associadas a fungos ectomicorrizicos
(MARX et alii, i982; DANIELSON et alii, 1984; ; BECKJORD et
alii, 1984), embora, neste caso, as plantas tenham sido
desenvolvidas em turfa e vermiculita A MSPA aumentou com
as doses de N aplicadas ao solo (Figura 2), sugerindoe nio
Eer ocorrido ainda saturacdo do sistema de

absorcio/assimilac3o desse nutriente pelas plantas.

QUADRO & - Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e das Raizes

(MSRA) de Mudas de Eucalyptus grandis Inoculadas
ou Ni3o com Pispglithus tinctorius,em Fungdo de

Doses de Nitrato

E——————— e ettt b ]

MSPA MSRA

Doses de N r~———r—m————=SSSssssmmss e e s mm—————

Pt-1S83 Pt-RS27  Contr Pt-1SB3  Pt-RS27 Contr 1/
"--;;;* ;;-Planta ************************
) 5,58 5,89 5,81 2,34 2,13 2,24
50 11,21 10,09 9,45 3,85 3,04 2,57
75 12,08 11,23 11,87 3,21 3,23 3,16
100 12,26 13,67 10, 48 3,87 3,01 2,53
200 17,09 17,83 16,47 4,42 4,09 2,77
Nedime | 1564 1174 10,90 3,424 3,10AB 2,658

o o - - S S S S S S

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, em cada
linha, nio diferem, pelo Teste de Student Newman-Keuls
(Py@&,03)

PT-1S83 e Pt-RS27 = isolados de Pispolithus tinctorius

Contr. = controle
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Na maior dose de N aplicado ao solo, verificou-se um
actimulo de MSPA de 14,7, 18,5 e 16,6 9 para as plantas
inoculadas com Pt-1S83, com Pt-RS527 e o controle ndo
inoculado, respectivamente (Figura 2).

Em plantas de Pinus taeda inoculadas com
P tinctorius, TORBERT et alii (1984) constataram,
também, aumentos lineares para producio de MSPA em funcio
do aumento dos niveis de N aplicados ao substrato de
producdo dessas mudas

Trabalhos realizados por VIEIRA e PEREZ (1988), em
solo e em condicOes de casa-de-vegetacdo, por outro lado,
mostraram que a inoculac3o de P tinctorius em mudas de E.
grandis resultou em menor producdc de MSPA, sobretudo nas
doses de P e N semelhantes as aplicadas no presente
experimento

As plantas inoculadas com Pt-1S83 produziram maior
massa radicular MSRA do que as plantas nSo inoculadas,
embora ndo estatisticamente superior a das plantas
inoculadas com Pt-RS27 (Quadro &). 0 Pt-1583 foi1 utilizado
tambem por AMORIM (198B) como 1ndculo para mudas de
E grandis, em condicOes semelhantes as deste experimento,
proporcionando as maiores massas radiculares quando
comparade as outras espécies fungicas testadas. COMERLATO
(1992), entretanto, ndo verificou diferenca significativa
para producio de MSRA de E. grandis entre os isolados de
P tinctorius testados e outras espécies fungicas inoculadas

quando comparados as plantas ndo inoculadas
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FIGURA 2. Matéria Seca da Parte Aerea de Mudas de

Eucalyptus grandis Inoculadas ou N3o com

Pisplithus tinctorius Isolados (Pt-1883)
e (Pt-RSE27), em Funcio de Doses de N

aplicadas ao Solo.

A MSRA aumentou com as doses de N aplicadas ao solo
gomente nas plantas 1noculadas com os 1soladeos de Pt
{Figura 3) Os maiores valores de MSRA das plantas
inoculadas foram, também, alcancadas na maior dose de N
aplicade ao solo. Este efeito negativoe também verificado
para esta mesma especie, porém nio inoculadas com fungos
micorrizicos (LDCATELLI, 1984, FERREIRA, 1984), e
resultante, provavelmente, de uma condicdo mais

equilibrada na absorcio de nutrientes, e por consequéncia
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malior crescimento e desenvolvimento desta, proporcionados
pela participacie do fungo ectomicorrizico. Sugere-se,
assim, que plantas 1inoculadas com BESSES isnolados
fungicos, em condigcoes de campo, tém maiores chances de
sabreviver a situacdc da baixa disponibilidade de

nutrientes & de agua do que as nao inoculadas

- =
H'lm T = Erm # .r.i' Ill '1?1 P’-_{ms
asd o otz emtSiamam 40 el
Coatrole Y =X =2,565 th
PI-RS27
x| _ A

g
g

mat. seca ralz(g)

O 20 40 650 B0 100 120 140 160 180 200

doses de N (ppm)

FIGURA 3. Mateéria Seca de Raizes de Mudas de Eucaluptus
grandis Inoculadas ou Nao com Pisolithus
i ] Isolados (Pt-ISB3) e (Pt-RS27), em

Funcido de Doses de N Aplicadas aoc Solo.

4 Atividade da Redutase do Nitrato

A atividade da redutase do nitrato (RN}, na parte
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aérea de mudas de Eucalyptus grandis 1inoculadas com
Pt-RS27, foi superior aquela inoculada com Pt-ISB3 e
plantas controle ndc inoculadas (Quadro 7). No miceélio de
Pt-RS27 e Pt-IS83, em condicOes de cultura pura, com
nitrato como fonte de N, a atividade desta enzima foi de
1,03 e 1,15 umoles de HHE-.Q_lﬂﬁ.hwi, respectivamente
({QUADRO 2). Estes valores, superiores aos encontrados na
parte aérea das plantas, s3o semelhantes aos obtidos para
outros 1isolados de P. tinctorius relatadaos por HENRIGUES
et alii (1992).

Acredita-se que os maiores valores de atividade da
RN obtidos nas folhas das plantas inoculadas com Pt-RS27,
provavelmente, nic estejam refletindo completamente a
modificacio introduzida no sistema planta-fungo com a
colonizacio das raizes mas, talvez, seja apenas o
resultado da maior absorcio do nitrato por estas plantas
Ji a menor atividade da RN na parte aérea das mudas
inoculadas com Pt-ISB3 pode ter sido causada por reducio
desse ion pelo sistema radicular. Como o experimento foi
conduzido em solo, em face da forte pigmentacdo das raizes,
principalmente nas micorrizadas, n3o se determinou a
atividade da RN no sistema vradicular Em futuros
trabalhos a determinacio da eficiéncia de reducio do
nitratno, no sistema radicular colonizado pelo fungo,
parmitird esclarecer, entre outros aspectos, se o aumento
na atividade da RN da parte aérea ocorre porque a reducido
do nitrato se faz preferencialmente nessa parte ou se

houve saturacio da capacidade de reduclio do nitrate no

sistema radicular.



QUADRO 7 - Atividade da Redutase do Nitrato na Parte
Agrea de Mudas de Eucalyptus grandis
Inoculadas ou N3o com Pisolithus tinctorius.

em Funcio de Doses de Nitrato

L ————————————— R e i

PN ST UG e o e et ol o S
Pt-1S83 Pt-RS27 Controle 17

~1-] umoles de HDEKQ MS h =-=——=—-

"] 0,20 0,22 0,19

50 @,05 e,21 6,19

73 @,21 8,256 e,21

LOG 8,21 0,25 0,14

200 ®,14 0,21 9,14
Medias 0,146 B 2,23 A 2,18 B

o T o o T —

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, em cada
linha, nioc diferem, pelo teste de Student Newman-Keuls

(P &,@5)
1/ Pt-ISB3 e Pt-RS527 = Isolados de Pisglithus tinctorius

Em Pinus caribaea colonizado por P tin ri
isolado 303, a atividade da RN no sistema radicular além de
ter sido trés vezes maior do que no micélio do fungo em
cultura pura fol malor do que nas raizes de plantas ndo
colonizadas. MNa parte aérea, aleém da atividade da RN ter
sido bem menor Qque no sSistema radicular, ndo foi
influenciada pela micorrizaciao (HENRIQUES, 1991) Assim, o
aumento na eficiéncila de aquisicio de N-ND4 pelo sistema
simbidtico ndo € apenas causado pelo aumento das raizes,

mas também pela maior capacidade das raizes micorrizadas
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de reduzir o nitrato (France, 1982, citade por FRANCE e
REID, 1983); VEZINA et alii, 1989, SARJALA, 1994). A
identificac3ic de isclados fdngicos com maior capacidade
de reduc3o do nitrato é, certamente, interessante para a
obtencio de sistemas simbidticos aque apresentem maior
eficiéncia na utilizagio do nitrogénio na forma de
nitrato

As doses de N aplicadas somente afetaram a
atividade da RN na parte aérea das plantas 1noculadas com
o isplado Pt-IS83 (Quadros 7 e 8) Essas plantas
apresentaram reducio na atividade da RN, na dose de 50 mg
de M/kg de solo, aumento nas doses de 75 e 100 mg de N/kg
de splo e, novamente decrescimo na dose de 200 mg de N
aplicade ao solo, fato evidenciado pelas equagBes de
regressdo cubica raiz ajustada (Quadro B8) Esperava-se
que a atividade da RN aumentasse continuamente com as doses
de N aplicadas ao solo, uma vez que essa enzima e induzida
por nitrato (BEEVERS e HAGEMAN, 1983) Contudo, sabe-se que
o nitrate disponivel para a reducdoc na parte aerea @
oriundo do sistema radicular, sendo translocado via wxilema
(SMIRNOFF e STEWART, 1985), e que sua localizacd3o na
célula ¢, também, de grande importdncia para a sintese da
RN FERRARI et alii (1973). No presente estudo, o periodo
de iluminacdo, bem como a concentracdo do nitrato utilizada
para induzir o sistema enzimitico, podem ndo ter sido
suficientes para saturar a nivel de raiz, o que pode ter
ocasionado uma baixa translocac3c do nitrato para a parte

adrea, culminando com uma baixa atividade da RN nesta parte
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da planta (ANDREWS, 1984, OAKS, 19Bé&).

Aumentos na atividade da RN na parte aeérea, em
func3ic de maior concentracio de nitrato na solucSo, foram

observados em Pinus sylvestris 1inoculadas com fungos

ectomicorrizicos (SARJALA, 1991), em Brachiaria spp nao
inoculadas com fungos micorrizicos em condiches de solo
(FERNANDES e FREIRE, 1974) e em E. grandis nd3o inoculadas

em solucio nutritiva (COSTA, 1984) A reducio do nitrato
em plantas de E. grandis. pode ocorrer tante na raiz quanto
na parte aérea, contudo numa proporcic ainda ndo bem
definidaCOSTA (1984) encontrou maior atividade desta
gnzima na parte aérea das plantas, enquanto que FERREIRA
(1986) ndo detectou a presenca de N-NO5 no exsudato do

wilema, quando esta forma de N foi1i fornecida exclusivamente

na soluc3o de cultivo das plantas

QUADRO 8 - EquacOes de Regress3o Ajustadas, para Atividade
da Redutase do Nitrato (Y), em Funcio de Doses
de N (X), para Dois Isolados de P tinctorius

Caracteristica Fungos */ Equacdes Re

Atividade da  Pt-1583 Y = 0,198 - 0,158 x®:5 4 9,008 x - 90,0013 X! 5w @87
Redutase do Pt-RS27 Y =X =9,229
Nitrato Controle Y =X = 8,1B!

¥4 Significativo, pelo teste F (P)0,05)
1/ Pt-ISB3 e Pt-RS27 = 1isolados de Pisglithus tinctorius

A atividade da RN para E. grandis encontrada neste

trabalho # bem menor do que aquela relatada por COSTA
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(1984) para plantas dessa mesma especie, poreém
desenvolvida em solucido nutritiva. Plantas de Eucalyptus
spp obtidas em condicOes de campo (ADAMS e ATTIWIL, 1982a;

POKRHIAL e RATURI, 19B4), por outro lado, apresentaram

atividade semelhante a obtida no presente trabalho

4.5 Contetdo de N-NO5 , N-Total e P da Parte Aérea das
Plantas
As plantas inoculadas com o isclado ISB3 de

P tinctorius acumularam maior quantidade de N-ND5~ na
parte aerea do que as plantas ndo inoculadas, mas nAao
diferiram das inoculadas com Pt-RS27 (Quadro 9). As
malirores diferencas no acumulo de N-Nﬂj* entre os
tratamentos i1noculados e nao inoculados foram wverificadas
nas maiores doses de N aplicadas ao solo 0 conteudo dessa
forma de N aumentou com as doses de N tanto nas plantas
inoculadas gquanto naquelas n3o i1noculadas (Figura 4). Para
estas dltimas, o acdmulo maximo de N-NO;~ ocorreu com a
aplicac3o de 43 mg de N/kg de solo. As plantas inoculadas
com Pt-1583 apresentaram aumento mais acentuado no conteiddo
de N-Hua' nas menores doses de N aplicadas, passando por
um mdximo em 189 mg de N/kg de solo, ocorrendo
@estabilizacdo ate a maior dose. Ja as plantas inoculadas
com Pt-RS27 tiveram aumentos crescentes no conteddo de N-
NO,~ até 167 mg de N aplicado/kg de solo e, ent3o,
decresceram ligeiramente O maior acumulo de N-NO45~ pelas

plantas inoculadas pode ter ocorrido em razdo do melhor



tamponamenta do pH rizosferico, pela presenca fungica,

favorecendo a absorciao desse elemento pela planta, como

sugerida por RYGIEWICZ et alii (1984b). Alem disso, o

N-Nna' acumulado na parte aérea das plantas micorrizadas

QUADRO 9 - Conteudo de N-NO4 na Parte Aérea de Mudas

de Eucalyptus grandis Inoculadas ou Nio com
Pisolithus tinctorius, em Fung3c de Doses

de Nitrato

L . . ) . .

Doses de N —————————————— e
Pt-1583 PT-RS27 Contr Pt-1SB3 Pt-RS27 Contr !/
ppm = —em—e——- mg/pl —=======s  em————.— X e
2] 1,33 i,2% 1,30 @,0824 9,021 9,023
5@ 2,31 1,93 2,83 a,021 8,819 9,021
166 2,24 2,34 1,73 9,018 @,017 0,014
200 2,44 2,52 i.72 @,015 8,814 8,010
Meédias 2,23A 2, 83A8 1.848 @,0204 28,8188 @, 8148
Medias seguidas de pelo menos uma mesma letra, em cada

linha, naoc diferem, pelo teste de Student MNewman Keuls
(P>@,05)
1/Pt-15S83 e Pt-RS27 = isolados de Pisglithus tinctorius

i/ Contr = controle n3oc inoculado

pode significar uma forma de reserva de N passivel de ser
utilizada em condicBes de baixa disponibilidade deste
nutriente no meio.

A forma nitrica correspondeu a aproximadamente 1% do
N-total, participacS8oc essa que foi menor nas plantas
inoculadas com o isolado RS27, para o qual foram tambem

verificados os maiores wvalores de atividade da RN

{Quadro &) .
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FIGURA 4. Conteudo de H-N03* de Partes Aéreas de Mudas

de Eucaluptus grandis Inoculadas ou N3o

com Pisglithys Ltinctorius Isolados (Pt-IS583)
e (Pt-R527), em Func3o de Doses de N Aplicadas

ao Sclo.

0 maior acumulo de N-NO5 constatado na parte aérea
das plantas inoculadas com Pt-ISB3 pode ter acorrido devido
a uma maior translocacio deste para a parte aérea,
provavelmente em raziao de maior saturacdo da RN no sistema
radicular dessas plantas, como sugerido por (BEEVERS e
HAGEMAN, 1983; ANDREWS, 1984).

0 contelddo de N-total das plantas inoculadas ndo foi
diferente daquelas que nao foram inoculadas, para as doses
de @ a 75 mg de N/kg de solo (Quadro 1@) Na dose de 100 mg

de N, o conteudo de N-total das plantas 1noculadas com



Pt-RS27 +foi superior ao das plantas controles, mas n3o
foli superior ao das plantas inoculadas com Pt-1I583.

De acordo com MARTIN et alii (1987), READ et alii
(1989) fungos ectomicorrizicos contribuem para a nutricdo
nitrogenada de seu hospedeiro pela absorcdo e translocacdo
de compostos de N do solo para as raizes e pela conversido
de formas de N no soclo em outras mais facilmente
utilizaveis pelas plantas. Ma dose de 260 mg de N/kg de
solo, entretanto, a colonizacio foi bastante reduzida
(Quadro S) e as plantas controle apresentaram maiaor
conteudeo de N-total do que as inoculadas, em fungio das
doses de N aplicadas ao soleo, (Figura S). Na maior dose de
M, os conteudos de N-total foram de 328, 349 e 429 mg,
respectivamente, para as plantas inoculadas com Pt-IS83,
Pt-RSE7 e para as do controle

Os teores meédios de N-total na parte aerea de plantas
inoculadas com Pt-IS83 e Pt-RS27 foram de 1,48% e 1,58%,
respectivamente, engquanto que o controle apresentou {,74%
(Quadro 1@)

Aumentos no conteddo de N, proporcionados pela
colonizacio micorrizica, tém sido relatados para diferentes
espécies de coniferas (BLEDSDE e ZASOSKI, 19683, RYGIEWIEZ
et alii, 1984a e b, BOXMAN e ROELOFS, 1988, HENRIQUES,

1991, MENDONCA, 1991) e para Eucalyptus grandis (SO0ARES,
1984; VIEIRA e PEREZ, 1988).
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QUADRDO 10 - Conteddo de M-Notal na Parte Aérea de Mudas de
Eucalyptus grandis Inoculadas ou MNEo com
Pisolithus tinctorius, em Func3c de Doses

de Mitrato

- — v

CONTEGDO E TEOR DE N-TOTAL

Doses de M - i
Pt-1583 Pt-RS27  Contr Pt-1583 Pt-RS2? Contr 1/

(U == agiMlamty - iyt [ e

@ 58,76 A 68,50 A A7 .47 A 1.85 & 1,18 4 1,154

50 136,29 4 133,284 151,854 1,21 8 1,33 A8 (.57 A

i | 187,734 179,994 197,794 1,36 &4 1,68 4 1,56 A

100 264,00 AR 233,76 A 180,99 D 1.11A 1.74 A 1,78 A

208 M7.82C 34,528 433,30 4 1,86 B 2,86 B 2,69 A
Medias spguidas de pelo menaos uma mesma letra, em cada

linha, n3o diferem, pela teste de Student Newman-Keul
(P @,035)
1/ Pt-1S83 e Pt-RS27 = i1solados de Pisglithus tinctorius

1/ Contr = controle ndo i1noculado

Contudo, no presente trabalho, em virtude da forma de N
utilizada ser o nitrato, este pode ter reduzido, em parte,
a beneficio da presenca fungica, em razio da sua elevada
mobilidade e da grande densidade de raizes produzidas por
essa especie vegetal

Acredita-se Qque o0 rapido crescimento do eucalipto
em nossas condicDes naturais esteja relacionado com a
capacidade dessa especie de absarver e utilizar tanto
H-HH4+. quanto H*ND3+ LOCATELLI (1984), entretanto, n@o
verificou diferencas significativas entre fertilizantes
nitricos e/ou amoniacals aplicados ao solo no crescimento
de plantas de E grandis, sob condicBes de casa-de-

vegetacio
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450
1=
P-ISE3 Y=73,28+ L7 In % eire
4007  prgsor v = 48,004 + {50 18 8.5 F~S83
Controle Y =76.979 + L,803 X + 0,084 X o I
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FIGURA S. Conteudo de N-Total de Partes Aéreas de Mudas
ﬂg Eg;il:ﬂiui.ﬂnanﬂiﬂ Inoculadas ou Nio com
Pisolithus tinctorius Isolados (Pt-1S83) e

(Pt-RS27), em Func3o de Doses de N Aplicadas
ao Solo.

Em soluc3io nutritiva, a maior producio de matéria seca foi
obtida quando o N foi fornecido na forma de uma mistura de
N-NO5~ e H-HH4+ na proporgido de 50/5@, evidenciando a
plasticidade desta espécie em utilizar satisfatoriamente
as duas formas de N

0s teores de N-total na parte aeérea das plantas
inoculadas e nd3o 1i1noculadas foram maiores que 1,2%,
considerados como criticos para Pinus spp (TORBERT et

alii, 1984), e para Eucaluyptus grandis (Kaul et alii,
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1948, catados por BARROS e PRITCHETT, 1978B) Assim,
considera-se que a utilizacdo de nitrato para producioc de
mudas de Eucalyptus grandis apresente bons resultados,
sobretudo utilizando-se 1solados fungicos com maior
capacidade de absorver e assimilar o nitrato

0 conteilddo de P na parte aeérea diferiu entre as
plantas inoculadas e n3o inoculadas, de acordo com as
doses de N aplicadas ao solo {(Quadro {1) As plantas
inocculadas com Pt-RS27 apresentaram maior conteddo de P nas
doses de 100 e 200 ppm de N, quando comparado aos demais
Eratamentos. Nas menores doses de N adicionadas ao solo, o
conteddo de P n3o diferiu estatisticamente entre os
tratamentos, exceto no caso das plantas inoculadas com Pt-
1583, que apresentaram menor conteddo deste elemento na
auséncia de M aplicado ac soclo € 1nteressante observar,
também, <que o maior acumulo de P verificadoe nas plantas
inoculadas com Pt-RS27 foi1i acompanhado por maior acudmulo
de N, maior producio de matéria seca e maior atividade da
RN Isto, provavelmente, estad indicando a necessidade do
P na parte aérea Para maior producio da energla requerida
na reduciae do nitrato e outros processos metabolicos
(SALSAC et alii, 1987)

0 conteddo de P aumentou em funcio das doses de N
aplicadas ao solo (Figura &) Nas plantas 1inoculadas com
Pt-1583 observou-se aumento no acumulo de P até a dose de
174 mg de N/kg de solo, e a partir dessa dose PErmaneceu

praticamente constante
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Nas plantas inoculadas com o Pt-RS27., entretanto,

este aumento foir linear até a maior dose de M aplicado ao

! salao As plantas controle, tambeém, acumularam P em funcio
das doses de N aplicadas ap solo, porém numa proporcio
muito menor Para estas plantas a dose de N estimada para a
obtenc3c do maior conteudo de P na parte aérea foi de 152

ma de N/kg de solo

QUADRD i1 - Conteudo de P na Parte Aérea de Mudas de
grandis Inoculadas ou NEa com

Eucalyptus
Pisplaithus tinctorius, em Func3o de Doses de
Mitrato

e T T ————

Boses d N s e e e e e e e e e R S T R T -
Pt-1S83  Pt-RS27 Cont Pt-1583 Pt-RS27 Contr 1/
ppm e | Swemlae—— | e e
o 7,41 B 7,45 A 7,78 A 0,06 B 8,13 A 0,13 A
50 11,93 A 10,58 4 11,17 A 0,11 A 0,10 A 9,11 A
75 12,58 A 12,78 A 11,45 A 0,10 A @,11 A 8,09 A
100 12,91 8 16,285 A 12,79B 0,11 A 0,12 A 0,12 A
200 17,47 A 19,82 A 12,48 8B 0.10 A  0.i1 A 2,07 A
Hedias 11,46 13,27 11,21 8,10 8,11 8,11

- T S S e T " " —— T — . — . -

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra,
em cada linha, ndo diferem, pelo teste de Student
Newman—-Keuls (P 19,05)

1/Pt-1583 e Pt-RS27 = 1solados de Pisplatbhus tinctorius

{/Cont = controle n3o inoculado

Os teores mediocs de P das plantas inoculadas com P
nctor I1S83, Pt-RS27 e plantas nio inoculadas foram
2,16, @,11 e 0,11%, respectivamente (Quadra 11i) Estes

valores sd3o semelhantes aos obtidos por NOVAIS et alii
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(1990) para diversas especies de eucalipto, sob diferentes
condigbes de cultive. Em mudas de Pinus taeda inoculadas
com P tinctorius e cultivadas em diferentes niveis de N
foram obtidos aumentos Aquadraticos para teor de P na parte
aérea, com o aumento de N no substrato de crescimento das
plantas ( TORBERT et alii, 1784). WNo presente trabalho,
‘aplicou-se ao solo 7S ppm de P, que vresultou, apds o
periodo de incubac3o, em 9.3 ppm de P disponivel Para
valares proximos a este valor de P disponivel observaram-se
os maiores conteudos desse elemento na parte aérea de

Eucalyptus grandis e Pinus caribaea inoculadas com P
tinctorius (SOARES, 1984, MENDONCA, 1991)

0 20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200
doses de N (ppm)

22 =
2 " | PrS83
18 ) pr—RS27
16 1 =
Cenirole
14+
B | 0000 2w meeeemtmeemeeereeeel A
En
% 10
8
PE-ISE3 YA MR MY - 0,0 B0 095
B M7 Y=7W+31m (R +]
. Controle Y= 7,045 + 0,070 X - 0,00804 Cux 4.9
2

FIGURA &4 Conteudo de P de Partes Aéreas de Mudas de

Eucalyptus garandis Inoculadas ou N3o com
Pisolithus tinctorius Isolados (Pt-1S83) e
(Pt-RS27), em Fung3io de Doses de N Aplicadas

ao Solo.



Fdsforo disponivel acima de 13,3 mg/kg de solo,

entretanto, nioc afetou o conteudo de P na parte aérea de
E. ran inoculadas ou n3ao com P ki ri {SDARES,
1984) . A maior absorc3o de P por plantas de Eucalyptus sp.

inoculadas com funges ectomicorrizicos em relacio ag
plantas n3o 1noculadas tem sido relatada, tambem, em
diversos tabalhos (ASHFORD et alii, 1975; CHILVERS e
HARLEY , 1980; LAPEYRIE et alii, 1984, HEINRICH et alii,
1988) . Apesar de, na maioria das wvezes, o P absorvido ser
armazenado no manto fungico e liberado lentamente para as

plantas (HEINRICH e PATRICK, 1984)

4 4 Eficiéncia de Utilizac3o de N e P na Parte Aérea das

Plantas

As plantas micorrizadas, em média, apresentaram
maior eficiéncia de utilizacd3o de N do que as plantas nido
inoculadas (Quadro 12). Acredita-se que a maior eficiéncia
de wutilizacdo de N pelas plantas inoculadas possa ser
devido a maior absorcd3o deste nutriente pelo micélao
flingico, com pasterior liberacio deste para as raizes das
plantas, ao aumento da capacidade de reducd3o do nitrato,
ou ainda, a melhor utilizac3o de formas orgdnicas de N do
solo (FINLAY et alii, 19B%9; EKWEBELAM e REID, 19B3; France,
1982 citado por FRANCE e REID, 1983)

A eficiéncia de utilizacio de N na maior dose de N

aplicade ao solo (20@ ppm) foir de 927 e 928 HE de MS/g de



N, para as plantas inoculadas com PT-IS83 e Pt-RS27,
respectivamente (Quadro 13J)

Na auséncia de N aplicadoe ae solo, as plantas
inoculadas com Pt-IS83 apresentaram a mais alta eficiéncia
de P, quando comparadas com os demais tratamentos (Quadro
12) Isto pode indicar que as plantas inoculadas com PE-
1583, em condicles de baiwxa disponibilidade de N, seriam
possivelmente mails eficientes na producio de matéria seca
com um menor conteddo de P. MNas dases intermedidarias de N,
esta diferenca na utilizac3o de P desapareceu e na malor
dose de N as plantas controle passaram a apresentar a mais
alta eficiéncia de utilizac3o de P (Quadro 12). Esse valor
foi de 14455, 16721 e 21189 g° MS/g de P para as plantas
inoculadas com Pt-1883, PT-RS27 e controles,
respectivamente (Quadro 13) Isto se deve, provavelmente, a
uma producio de matéria seca semelhante nos trés
tratamentos, mas com menor conteddo de P na parte aerea
das plantas controle.

Experimentos com plantas de E. grandis, inoculadas
com fungos micorrizicos, indicam que grande parte do P
absorvido fica armazenado no manto fungico, resultando em
menor eficiéncia de utilizacio das plantas micorrizadas
(AMORIM, 1968; COMERLATO, 1992) 0O P acumulado no manto
fingico pode ser liberado para as plantas, principalmente
em condicBes de baixa disponibilidade desse nutriente

(HEINRICH e PATRICK, 1986)



ae
QUADRO 12 - Eficiéncia de WUtilizac3ec (EU) de HN-Total e P

de Partes Aereas de Mudas de Eucalyptus

grandis Inoculadas ou N3o com Pisolithus
tinctorius, em Funcdo de Doses de Nitrato

- . S . B . S i e . S e T O O O T T T - ;o

E.U. DE N-TOTAL EU DE P
RUSES DE N e mmimmmms | S i i e e o e o
‘ Pt-15-83 Pt-RS27 Contr Pt-1583 Pt-RS27 Contr
| gE MS/g9 do elemento
| ] 536,48 5i2.4 S04,9 2854 44778 43428
50 934,13 747 .4 415,8 15424 97874 B377a
75 784, 4 711.4 714,7 116254 9954A 121714
100 745,8 803,46 432,90 118494 115e3a n2914
20e 926 .0 a87.9 435,7 148558 142578 221294
Medias 787 .54 736,54 421,4B 12025 16435 11244

. . ] . S o S D S . S S S T . S . . .

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, em cada
linha, ni3o diferem pelo teste de Student Newman-Keuls
(P)o,05)

1/Pt-IsB3 e Pt-RS27 = Isolados de Pisglithus tinctorius
i/Contr = Controle nd3o inoculado

QUADRO {3 - Equacdes de Reagress3o Ajustadas para Eficiéncia
de Utilizac3o de N e P (Y), em Funcioc de
Doses de N (X), para Dois 1Isolados de P

tinctorius
Fungo Y/ Equacdes Re
Nitrogénio
Pt-1583 Y =539+ 267,4 X893 - 43,0 x4 1, 8041050 9,98
Pt-RS2? Y=5%4,8+ 18650 wa 0,77
Controle Y = &21.4
Fosforo
H-lm T = wu;? + 35;5'.' : LL] '.pﬂ
Pt'nﬁz? T = Wf. + 5"-“ I LL] ‘-ﬁ
.92

Controle Y =3930,9 + 86,29 X m

#% Significativo, pelo teste F (P)0,01)
# Significativo, pelo teste F (P)0,05)

Pt-1083 e Pt-RS27 = isolados de Pisplithus tinctorius




35 RESUMO E CONCLUSGSES

A atividade da redutase do nitratoc (RN) foi

determinada em Pisoglitbys tinctorjius isolados Pt-IS83 e
Pt-RS27, Scleroderma sp e Paxillus involutus, crescidos

durante P8 dias na presenca de {H-HH,‘+ ou N-NO3~ ou a
mistura dos dois na proporciaoc 1.1), em cinco repeticbes

Os dois 1isolados de  Pisplithys finctorius

apresentaram uma atividade da RN cerca de sels vezes
maior do que os Ffungos Scleroderma sp e Paxillus
involutys, quando crescidos na presenca de N-NHg* + N-NO4~

Na presenca de apenas N-NO5 a atividade desta enzima nos
1isplados de P tinctorius foram 2.5 e oito vezes maior do
que om Paxillus involutus e Scleroderma SP .,

respectivamente As menores atividades da redutase da RN
foram wverificadas quando os fungos cresceram em meio
contendo exclusivamente N-NH,* A presenca de N-NH,* no
meio de cultivo reduziu a atividade da enzima nos isolados

de P tinctorius, mas n3do nas demais especies Os 1solados

53



que apresentaram os maiores pesos de massa micelial foram

B tinctorius em isolados RS27 e P involutus, em meio
exclusivamente com N-NH;® e Scleroderma sp., em meio
contendo apenas N-NO5 = De modo geral, observou-se relacio
inversa gntre a atividade da RN e produgd3c de massa
micelial. Ds meios contendo N—NH4+ apresentaram as malores
reductes de pH final, sendo estes valores intermedidarios
para os meios contendo N-NH,"' + N-NO5~ na proporcio (1 1) e
menores para os meios contendo apenas N-NO,~

Estudou-se, tambem, o efeito da aplicacio de cinco
doses de nitrato (@, S@, 7S5, 100 e 200 ppm de N) na
colonizac8o ectomicorrizica, atividade da redutase do
nitrato e composicio mineral de mudas Eucaluyptus grandis
inoculadas com dois isolados de Pisglithus tinctorius: IS83
e RS27. Aos 120 dias apos o transplantio, as plantas foram
coletadas e determinadas a porcentagem de colonizacao
ectomicorrizica, O Peso da materia seca, a atividade da RN
e as quantidades de N-HDE". N-total e P. As doses de
Nitrato gque resultaram na maxima colonizac3o foram de 108
e 71 ppm nas plantas inoculadas com P. tinctorius isolados
ISB3 e RS27, respectivamente. Em doses mais elevadas
observou-se, de modo geral, reducio no grau de colonizacio
A produc3o de matéria seca aumentou com as doses de N
aplicadas ao solo, mesmo com a reducdo no grau de
colonizacdo ectomicorrizica. A producdo de raizes das
plantas inoculadas foi1 superior aquela dos controles I
atividade da RN das plantas inoculadas com P tinctorius

isolado RS27 foi superior as inoculadas com o isolado IS83



A

2 plantas controle. As plantas inoculadas apresentaram
maior conteudo de N-NO5 do que as plantas do controle . 0O
acumulo maximo deste elemento foi obtido com a aplicacio de
188,55, 1464,7 e 42,6 ppm de N para as plantas inoculadas com
os isolados 1583, RS27 e plantas do controle,
respectivamente. 0O conteddoc de N-total e P na parte aerea
variaram com a 1noculac3o e doses de N aplicadas ao solo.
0 conteiuddo de N-total das plantas inoculadas com P.
tinctorius isolado RS27 so foi superior ao das plantas
controle, na dose de 10@ ppm, mas n3o houve diferenca entre
isolados. Na dose de 200 ppm, entretanto, o controle
apresentou um conteudo de N-total superior ao das plantas
inoculadas 0 acumulo mdximo de P nas plantas inoculadas
com o isolado 1583 foi obtido com a aplicacio de 1746 ppm
de N. Nas plantas 1noculadas com o 1solado Rs27 esse
aumento foi crescente até a Jltima dose de N As plantas
controle também acumularam P, mas numa proporcido menor Em
média, as plantas inoculadas apresentaram maior eficiéncia
de utiliza¢3o de N, enquanto a eficiéncia de utilizaciio de

P variou com as doses de N aplicadas ao solo
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APENDICE A

QUADRO 1A - Resumoc de Analise de Varidncia dos Dados
de Peso Seco de Micelio, Atividade da Redutase
do Nitrato (ARN) & Diferenca de pH dos Meios
Antes e Depois o Crescimento dos Fungos (DpH)

Quadrados Medios
F V. ] e e i e e e e e e o
Peso Miceélio (ARNY 1L/ DpH 2/

Heios (M) e S04 @202 ww 1 5157 w% 13 7842 =%

Fungos (F) 3 10890 BOOGO wxw 1.3447 ux C.B4624 nx

MXF & 581 8340 =» @ 2115 = Q. S7T2B w»

Residuo a8 50 5104 ®. 0780 o 0284

cC.V. % 18 23 71.79 ? 05

#% Significativo, pelo teste F (P<(D,01)

“ Significativo, pelo teste F {(P(B,05)

neg Nio significativeo, pelo teste F (P)®,05).
1/ ARN = Atividade da redutase do nitrato
2/ DpH = pH 1nicial - pH final

&7
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QUADRD 24 - Resumo de Analise de Variipcia des Dades de

Parcentagem de Formac3c Ectomicorrizica de
Mudas de Eucalyptus grandis Inoculadas com
Pisolathus tinctorius Isolades ISB3 e RS27,

em Funcio de Doses de N Médias de Quatro
Repet icbes

L ———————— A e e e e

Fontes Quadrados Médios
de GL @ mmmmmmmmmmmmm e ——————
Variaciao Ectomicorrizas
Blocos 3 115, 14583
Fungos i 248, LABAw
Nitrogénio (4) 802 ,5247%
F/Ng 1 28, 80485
F:"Nﬁa 1 164,3290
F/Ngg 1 253, 1250
F/Nyoo $ 33, 99003
F/Nopa 1 470, 4779 %
F X g 4 155,46374#=
Residuo 27 41, 45509
Cv (%) eg, 71

" - -

# Significancia a 5%, pelo teste F (P (0,05)

QUADRD 3A - Resumo de Andlise de Variiancia dos Dados de
Peso de Matéria Seca de Parte Aérea (MSPA),
Peso de Matéria Seca de Raiz (MSRA) e Atividade
da Redutase do Nitrato (ARN) de Mudas de
Cucaluyptus grandis Inoculadas com Pisglithus
tinctorius Isolados 1583 e RS27, em Func3o
de Doses de HNitrato Médias de Quatro
Repeticdes

e e e L T T penp—

Fontes Quadrados Médios

de L R e
Variacao MSPA MSRA ARN
Blocaos 5| 35,0359 @,2583 ?,009543
Fungos 2 4,2905 ns 02,9180 » 0,0232nm
Nitrogénio 4 199,488B8 #=» 3,460468 ## D,01149m
F XN 8 B,5005 ns 2.46194 ns ®,00510ns
Residuo 42 22,6211 @,46344 @,0032122
VY (%) 14,47 24,07 24,9

D e e e e R R el e E L b b P ———

L Significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade
## Significativo, pelo teste F, a 1% de probabilidade.
ns N3o significativo




QUADRO 4A - Resumo de Anilise de Yaridncia dos Dados de

Conteddo de P,N-NO5 ., N-total e da Parte Aerea
de Mudas de Eu;gl:giui grandis Inoculadas com
Pisglithus tinctorius Isolados 1IS83 e RS27,

em Func2o de Doses de N. Medias de Quatro
Repeticdes

S e e

Fontes Quadrados Médios

de BL = 2 s e o s i e e s sne 1 e ot e e
Variacao P (mg) N-Nﬂ:l- N-taotal
Blocos 3 1,3393 ?,0953 438, 3347
Fungos 2 26,1789%x Q,.8910n 3128 ,0333%x
Nitrogénio 4 179, 0487 wu 2,B354%x 153981, 10%=
F » N 8 17, 3415%% @,2397ns 3504 ,90408ns
Residuo 42 3,e144 @,2354 744 7334
Cv (%) 14,4 24 .0 14,0

- — " " " —

% Significativo, pelo teste F (P(@,601)
o Significativo, pelo teste F (P(®,05)
ns Nio significativo, pelo teste F (P)@,05)

QUADRO SA- Resumo de Andlise de Varidncia dos Dados de
Teores de N-Total, H—MDB' e P de Partes Aereas
de Mudas de Eucalyptus grandis Inoculadas

com Pisolithus tinctorius Isolados ISB3 e RS27,
em Funcd3o de Doses de Nitrato. Médias de Quatro
RepeticBes

L e e I I ———— e e e

Fontes Quadrados Medios

de ] I e
Variacdo N-Total (%) N-NO4 (%) P (%)

Blocos 3 0,085445253 O,000012421046 @, 00030250723
Funaos e 0,3934254x%  P,0000272244%ns 0,001711334u%u
Nitrogénio 4 1,740984nx D,0001516427 %¥ 0,00047 454533
F w N 8 9,1285807«% O, 0200004815044ns O ,00144257 4N
Residuo 42 @,04@32384 @,000008979757 0,0001451107

S ) o T T T T o e

o —— ] — o

L Significativo, pelo teste F (P(9,05)
¥ Significativo, pelo teste F (P(0,01)
ns Nao significativo, pelo teste F (P)®,05)



QUADRO 4A

e —

—— i ——

Fungos

F x N

——————— i — = =

e e

Resumo de Analise de Variancia dos Dados de
tEUY Eficiéncia de UtilizacSo de N e P de
de Partes Aereas de Mudas de Eucaldptus
grandis Inoculadas com Pisolitbhus ftinctorius
Isolados IS83 e RS27, em Funcio de Doses de
Nitrato Médias de Quadro Repetigdes

[ ——— S e et

B0 D e i o e et e e e
(EUY N (EU) P
3 47 .48 17394,70
2 144 70%nn 12417 ,9ns
4 140,55 242705, 7un
8 237, 4ns 19140, Pus
42 o I Er 783@,0@
ce,.3 19.4
* % Significative, pelo teste F (P ( @,91)
" Significativeo, pelo teste F (P ( @,05)

ne Mio significativo, pelo teste F (P » ©,05)



