Tolerancia de isolados Pisolithus sp. ao glyphosate
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RESUMO: Os fungos ectomicorrizicos possuem
tolerancia diferenciada aos herbicidas. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a tolerancia de isolados
de Pisolithus sp. ao glyphosate em meio de cultura
sélido e liquido. Os tratamentos foram em esquema
fatorial 5x5, sendo os isolados D10, D17, D51, D106
e D118 de Pisolithus sp.e as concentragées 0; 33,3;
66,6; 133,3 e 266,6 pyL L™* de glyphosate, com 9
repeticdes . O crescimento dos isolados foi avaliado
aos 30 dias em meio MNM sdélido pelo diametro das
colénias e em meio liquido pela massa seca de
micélio. Como os isolados possuem velocidade de
crescimento diferente, para comparacao entre eles
foi calculado o indice de tolerancia (IT%), que
representa a porcentagem do crescimento dos
isolados no meio com o glyphosate em relacdo ao
crescimento no meio sem o herbicida. Os isolados
tiveram tolerancia diferenciada ao glyphosate e esta
tolerancia foi dependente das concentracfes e tipo
do meio de cultura usado. Em meio sélido os
isolados foram pouco influenciados pelo glyphosate
e em meio liquido foram muito sensiveis. Em meio
sélido D17 é mais estimulado na concentracdo
inicial e o D106 o mais tolerante em todas as
concentragcdes. Em meio liquido o D10 é o mais
estimulado na concentracdo inicial e o D51 o mais
tolerante.

Termos de indexacdo: Ectomicorriza, herbicida e

fungo ectomicorrizico.
INTRODUCAO

O glyphosate é um herbicida ndo seletivo, pds-
emergente e de acdo sisttmica, com elevada
amplitude de utilizagdo (COX, 2000). E o herbicida
mais usado no controle de plantas daninhas na
cultura do eucalipto (TUFFI SANTOS et al., 2005),
pois exerce efetivo controle de grande numero de
espécies daninhas e com baixo impacto ambiental
(MALIK, et al.,1989). O maior problema do uso
desse herbicida é a deriva acidental (TUFFI

SANTOS, 2005), pois compromete o controle das
plantas daninhas e leva ao aumento compensatério
da dosagem, elevando os gastos e causando
prejuizos as espécies ndo-alvo e ao meio ambiente
(HEMPHILL JUNIOR e MONTGOMERY, 1981). Ha
trabalhos que demostram efeitos inibitérios do
glyphosate sobre micro-organismos em meio de
cultura (QUINN et al., 1988; GORLACH-LIRA et al,
1997).

O uso de herbicidas pelas empresas florestais
pode inibir a formacédo de ectomicorrizas (ILOBA,
1978; CULDLIN, 1983; TRAPPE et al., 1984).
Contudo, alguns estudos demonstram que o efeito
do herbicida sobre os FEM podem ser: nenhum
efeito (WARDLE e PARKINSON, 1990, 1991) e de
estimulacdo (ROSLYCKY, 1982). Esta resposta dos
FEM aos herbicidas é dependente da espécie, do
herbicida e da dosagem (TRAPPE et al. 1984;
MOORMAN, 1989). Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a toleréncia de isolados de
Pisolithus sp. ao glyphosate em meio de cultura
sélido e liquido.

MATERIAL E METODOS

O crescimento dos isolados D10, D17, D106 e
D118 de Pisolithus sp., obtidos de plantacdes de
Eucalyptus spp. na regido do Alto Vale do
Jequitinhonha, foi avaliado em meio Melin-Norkrans
modificado - MNM liquido e sélido adicionados de
concentracdes crescentes do herbicida glyphosate
na férmula do Roudup Originalt®. O Roudup Original
€ um herbicida ndo seletivo de acédo sistémica do
grupo quimico glicina substituida, tem como
principio ativo o sal de aménio de glyphosato e é
medianamente tdxico.

Os tratamentos foram estabelecidos pelo
esquema fatorial 5x5, sendo os cinco isolados de
Pisolithus sp. e as concentracdes de glyphosate: 0O;
33,3; 66,6; 133,3 e 266,6 pL L*, com nove
repeticGes. As concentracfes do glyphosate foram
estabelecidas pela dose recomendada para a
cultura (5 L ha™') fazendo-se uma extrapolacdo para



a area da placa de Petri (0,006362 m?. As
concentracdes foram obtidas a partir de solucdes
estoques dos herbicidas preparadas com agua
destilada e esterilizada, em camara de fluxo laminar.

A partir de culturas dos isolados crescidas por 29
dias a 25 °C em meio de cultura sélido MNM foram
retirados discos de 5 mm de didmetro das bordas
das colénias de cada isolado. Em seguida
transferiu-se os discos para placas de Petri
contendo 0 mesmo meio e incubados por mais trés
dias sob as mesmas condicbes para permitir a
recuperacdo do micélio danificado durante a
repicagem, confirmar a viabilidade e comprovar a
auséncia de contaminacdes. Este procedimento
inicial foi realizado em todos os ensaios.

Ensaio em meio de cultura sélido

O meio de cultura foi esterilizado e apds ser
resfriado até a temperatura de 45 °C em banho-
maria recebeu aliquotas da solugdo estoque do
glyphosate para produzir as diferentes
concentracdes. Em seguida, 20 mL do meio foram
vertidos em placas de Petri. Apés a solidificacao do
meio de cultura, um disco de 5 mm de diametro,
contendo o micélio previamente crescidos por trés
dias, foi colocado no centro de cada placa de Petri
com micélio voltado para cima e incubado a 25 °C
por 30 dias. Ao final deste periodo, o crescimento
radial das coldnias dos isolados foi avaliado pela
média de dois diametros da col6nia obtidos em duas
direcBes diferentes e célculo do indice de tolerancia
(IT%), multiplicando o didmetro das colénias nos
meios contendo as concentracdes de glyphosate
por cem e dividindo pelo didametro das colénias no
meio sem o herbicida. Essa variavel foi usada para
comparacao entre isolados porque estes possuem
velocidade de crescimento diferente.

Ensaio em meio de cultura liquido

Quarenta e oito mililitros do meio de cultura
foram colocados em Erleynmeyers de 125 mL e
esterilizados e apos o resfriamento, foi adicionado
assepticamente aliquotas da solugdo estoque de
glyphosate para produzir as concentracées finais de
glyphosate. Em seguida, 10 discos de 5 mm de
didmetro das bordas das coldnias dos isolados pré-
crescidos por trés dias foram adicionados aos
frascos e incubados a 25 °C. Os frascos foram
suavemente agitados por trés segundos todos os
dias e, ao final de 30 dias, o micélio foi coletado em
peneira de abertura de malha de 0,053 mm, lavado
com agua destilada e colocado para secar a 60 °C
por trés dias para determinacdo da massa seca de
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micélio e calculo do indice de tolerancia (IT%),
multiplicando a produc&do de massa seca nos meios
contendo as concentracdes de herbicidas por cem e
dividindo pela producdo de massa seca no meio
sem herbicida.

Analise estatistica

Os tipos de meio de cultura foram analisados em
ensaios independentes. Os dados de IT% foram
submetidos andlise de varidncia, e quando a
interacdo foi significativa tentou-se estabelecer
regressoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tolerancia dos isolados em meio  sélido

Os isolados de Pisolithus sp. que apresentaram
maior crescimento em meio sem a adicdo de
glyphosate foram, em ordem decrescente: D10 =
811,2mm; D51 = 657,9 mm; D118 = 619,4 mm;
D106 = 570,0 mm e D17 = 548,2 mm. O IT% dos
isolados de Pisolithus sp. ao glyphosate foi
influenciado de forma diferenciada entre os isolados
(Figura 1). Os IT% de todos os isolados reduziram
nas maiores concentracbes de glyphosate, mas
para nenhum deles foi observado reducao de 50 %
do crescimento. O crescimento dos D17 e D51 foi
estimulado nas menores concentracbes de
glyphosate. Para o D17 esse estimulo ocorreu com
a adicao de até 35,0 pL L™ de glyphosate, em que o
IT% foi de 107,0 %. O D51 também foi estimulado
com 33,3 pL L™ com IT% de 105,8%. O D10 foi o
mais sensivel, ja decrescendo de forma raiz
guadrada e 0 IT% do D106 reduziu de forma linear,
contudo na maior concentracdo foi o menos
influenciado. Na maior concentracéo os isolados em
ordem decrescente de IT% foram: D106 > D17 >
D118 > D51 > D10. Estes resultado corroboram
com o observado também em meio sélido, para os
herbicidas triclopyr, glyphosate, hexazinone e 2,4D,
gue em concentracdes menores que 100 mg L™ ndo
inibiram o crescimento dos Cenococcum geophilum,
Hebeloma longicaudum e Pisolithus sp. (ESTOK et
al. 1989).
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Figura 1: indice de tolerancia (IT%) para o diametro
de coldnia dos isolados de Pisolithus sp. crescidos
em meio de cultura MNM sélido com glyphosate.

Tolerancia dos isolados em meio  liquido

Para o ensaio em meio liquido os isolados de
Pisolithus sp. apresentaram a seguinte producédo de
massa seca de micélio no meio sem a adicdo de
glyphosate: D10 = 259 mg; D51 = 222 mg; D17 =
209 mg; D118 =198 mg e D106 = 140 mg. O IT %
de todos os isolados de Pisolithus sp. reduziu nas
maiores concentracdes de glyphosate. (Figura 2). A
concentracao que reduziu o crescimento em 50 %
para o D51 foi de 53,08 pL L™, de 28,16 uL L™ para
D118 e de 19,15 pL L™ para o D106. O D10 foi
estimulado na concentracdo de 33,3 uL L™ em que
seu IT% foi de 131%, mas ele ja mostrou-se
sensivel na concentracdo de 66,6 uL L™ com IT% de
43% e o D17 ja mostrou-se sensivel na
concentracao inicial de 33,3 uL L™ com IT% de 31%.
Os isolados avaliados no presente trabalho
demonstraram menor tolerancia ao glyphosate do
gue o Pisolithus sp. que teve sua massa seca de
micélio reduzida em 20 % em uma concentracdo de
250 mg L' de glyphosate em mesmo meio de
cultura liquido, crescido por 30 dias (PAULA JR. et
al, 1995).
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Figura 2: indice de tolerancia (IT%) para massa
seca de micélio dos isolados de Pisolithus sp.
crescidos em meio de cultura MNM liquido com
glyphosate.

Consideracdes finais

Os isolados de Pisolithus sp. tiveram tolerancia
diferenciada ao glyphosate e esta tolerancia foi
dependente das concentracdes e tipo do meio de
cultura usado (liquido e solido). Em meio sélido os
isolados foram pouco influenciados pelo glyphosate
(figura 1) e em meio liquido foram muito sensiveis
(Figura 2). A maior tolerancia em meio solidos de
FEM, pode ser devido a adicdo de agar como
agente solidificante que interferem nos processos
de absorcéo e de translocacéo de ions.

A ocorréncia de estimulo, auséncia de efeito
ou reducdo no crescimento dos diferentes isolados
de Pisolithus sp. em meio de cultura observada no
presente trabalho, foi semelhante ao observado
para diferentes espécies em meio com adicdo de
glyphosate (ESTOK et al. 1989).

CONCLUSOES

Os isolados de Pisolithus sp. diferiram quanto a
tolerdncia ao glyphosate.

Em meio sélido D17 é mais estimulado na
concentracao inicial e o D106 o mais tolerante em
todas as concentragées.

Em meio liquido o D10 é o mais estimulado na
concentracao inicial e 0 D51 o mais tolerante.
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