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RESUMO: A sele¢do in vitro & essencial para
verificar a compatibilidade de fungos
ectomicorrizicos com o hospedeiro. Objetivou-se
avaliar isolados de Pisolithus sp. que possam
colonizar e promover o crescimento de plantulas de
E. urophylla in vitro. Os isolados avaliados foram
D10, D15, D63, D95, D243, D244, D252, D253 e
D262 de Pisolithus sp., com cinco repetigcdes. Tubos
de ensaio foram revestidos internamente com papel
de germinacédo, onde foram adicionados 56 cm® da
mistura turfa:vermiculita , umedecido com 10 mL de
agua, adicionado de 10 mL meio de cultura Melin-
Norkrans modificado — MNM e esterilizado. Uma
plantulas de E. urophylla com duas semanas de
idade foi transferida para cada tubo, colocada com
as raizes dispostas entre a folha de papel de
germinacdo e a parede do tubo. O sistema foi
mantido por 40 dias em camara de crescimento a 25
°C e fotoperiodo de 12 horas. Inoculou-se as
plantulas com dois discos de meio de cultura de 5
mm de didmetro cobertos de micélio dos isolados,
sendo distribuidos em cada tubo, um de cada lado
da raiz das plantulas. A altura das plantulas foi
avaliada a cada 10 dias, totalizando quatro
medi¢bes. Os isolados Pisolithus sp. ndo diferiram
quanto a altura das plantulas, massa fresca e
massa seca da parte aérea. A maior porcentagem
de pontas colonizadas foi observada nas plantulas
inoculadas com o D95 (61%). O isolado D95 de
Pisolithus sp. coloniza mais as plantulas de
Eucalyptus urophylla e tendeu a proporcionar uma
maior producao de massa para o hospedeiro.

Termos de indexagdo: fungos ectomicorrizicos,
ectomicorriza, micorrizagao.

INTRODUCAO
A formacdo de micorrizas, associagdo simbidtica

mutualistica entre fungos e raizes de plantas, € uma
importante adaptacdo radicular que auxilia as

plantas na absorcdo de nutrientes e agua do solo
(Herrman et al., 2004).

As associagBes ectomicorrizicas comumente
apresentam especificidade  fungo-hospedeiro,
manifestadas principalmente entre géneros e, em
alguns casos, até mesmo entre espécies (Molina et
al., 1992; Oliveira et al., 1994).

O crescimento de Eucalyptus dunii, E. citriodora,
E. saligna, E. urophylla, E. grandis, E. camaldulensis
e E. cloesiana varia quando mudas dessas espécies
sdo inoculados com diferentes isolados de fungos
ectomicorrizicos dos géneros Pisolithus,
Scleroderma, Paxillus e Amanita (Comerlato,1991).

Os FEM tém capacidade diferenciada em
colonizar e promover beneficios as espécies
vegetais. Em condi¢bes especificas, ha diferentes
respostas, variando em compatibilidade e eficiéncia
(Garbaye, 1990; Sawyer et al., 2003).

O controle da micorriza¢do consiste na inoculagcéo
de fungos especificos do solo em plantas,
baseando-se na relacdo mutualistica entre esses
organismos (Garbaye, 1990). O processo tem inicio
com a selecdo de isolados fungicos mais eficientes
e envolve uma etapa importante que é o isolamento
e a manutencao in vitro de uma colecgdo de isolados
(Garbaye, 1990).

Assim, o estudo teve o objetivo de avaliar FEM
gque efetivamente colonizem e gue promovam o
crescimento de plantulas de E. urophylla por meio
da sintese in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em delineamento em
blocos casualizados, com 9 fungos e 5 repeticdes,
sendo o isolado D15 o tratamento controle.

Os isolados Pisolithus sp. utilizados foram: D10,
D15, D63, D95, D243, D244, D252, D253, D262,
obtidos da colecdo de FEM do Laboratério
Microbiologia do Solo — UFVJM.

Cada isolado foi repicado para placas de Petri
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contendo 15 mL meio de cultura Melin-Norkrans
Modificado sélido — MNM (Marx ,1969) e incubados
a 25 °C por 21 dias.

Sementes de E. urophylla foram superficialmente
desinfetadas em 4alcool 50% e em seguida foram
lavadas em agua destilada esterilizada, imersas em
solucao 0,5 % de hipoclorito de sédio por um minuto
e novamente lavadas trés vezes em agua destilada
esterilizada. Em seguida, as sementes foram
semeadas em placas de Petri contendo trés folhas
de papel de germinacdo umedecido e esterilizadas.
As sementes foram incubadas por duas semanas a
25 °C e fotoperiodo de 12 h.

Tubos de ensaio de 20 x 2,5 cm foram revestidos
internamente  com papel de germinacdo, e
adicionou-se 56 cm® da mistura turfa:vermiculita na
proporcéo de 1:20 (V:V), umedecido com 10 mL de
agua. O conjunto foi esterilizado duas vezes em
autoclave a 121 °C por 20 minutos. Em seguida,
adicionou-se ao substrato 10 mL meio de cultura
liquido Melin-Norkrans modificado (Marx,1969) e
depois os tubos foram fechados com duas camadas
de papel celofane e novamente esterilizado nas
mesmas condicoes.

As plantulas de E. urophylla com duas semanas
de idade foram selecionadas por tamanho de 0,6 a 1
cm, e transferiu-se uma plantula para cada tubo,
sendo colocada com as raizes dispostas entre a
folha de papel de germinacéo e a parede do tubo, de
modo a permitir a visualizagdo periodica do sistema
radicular. Os tubos foram envoltos em papel
aluminio até a altura do substrato e entdo incubados
por 40 dias a 25 °C e fotoperiodo de 12 h.

Discos de 5 mm de didametro contendo de micélio,
foram retirados das bordas das coldnias com de 21
dias de crescimento e foram dispostos, um de cada
lado da raiz das plantulas, também entre o papel de
germinacdo e a parede do tubo. Os tubos foram
novamente fechados e as plantulas incubadas a 25
°C com fotoperiodo de 12 h. Aos 20 e 30 dias apés o
transplantio das plantulas para os tubos, foram
adicionados em cada tubo 1 mL de solugdo nutritiva
de Clark menos P (Clark,1975). A altura das plantas
foi avaliada a cada 10 dias, totalizando quatro
medicdes.

ApOs 40 dias de incubacdo as plantas foram
removidas dos tubos, a parte aérea foi separada do
sistema radicular pesada para determinacdo da
massa fresca da parte aérea (MFPA) e seca a 65 °C
por 72 horas para determinagdo da massa seca
(MSPA). As raizes foram imersas em um becker
com agua durante alguns minutos, para facilitar a
separacao do substrato de plantio, e entdo lavadas
cuidadosamente utilizando-se de uma pisseta com
agua destilada, em seguida o sistema radicular de
cada planta foi colocada em solucdo de 50 % de
alcool. A colonizacdo ectomicorriza foi avaliada pela
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porcentagem de pontas de raizes colonizadas no
total de pontas (Brundret et al.1996).

Andlise estatistica

Os dados de todas as variaveis foram submetidos
a andlise de variancia e quando significativa, as
médias foram comparadas pelo teste Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A altura, MFPA, MSPA n&o foram influenciadas
pelos isolados flingicos (Figuras 1 e 2). Apesar de
nao significativo ocorreram grandes diferengas para
essas caracteristicas das plantulas inoculadas dom
os diferentes isolados. Para a altura aos 40 dias, as
plantulas inoculadas com o D95 apresentaram a
altura da PA 83 % maior que as inoculadas com o
D243. A MFPA das plantulas inoculadas com o D95
foi 3,8 vezes maior que as plantulas inoculadas com
0 D243. A MSPA das plantulas inoculadas com o
D95 foi 3,7 vezes maior que aquelas inoculadas com
D243.

Os isolados de Pisolithus sp. diferiram quanto a
capacidade de colonizarem as raizes de Eucalyptus
urophylla (Figura 3), sendo que a maior
porcentagem de pontas colonizadas foi observada
nas plantulas inoculadas com o D95 (61%). Estas
plantas apresentaram uma porcentagem de pontas
de raizes colonizadas 3,7 vezes maior do que a
média das plantas inoculadas com o0s demais
isolados. Com a inoculacdo de mudas seminais de
Eucalyptus urophylla e Eucalyptus globulus com
esporos de Scleroderma spp. em condi¢cdes
controladas, observou-se uma colonizacdo de até
100 % das raizes finas (Chen et al., 2006¢).

E interessante observar que as plantulas
inoculadas com o D95, maior porcentagem de
pontas de raizes colonizadas, tendeu a apresentar
as maiores MFPA, MSPA e altura.

CONCLUSOES

O isolado D95 de Pisolithus sp. coloniza mais as
plantulas de Eucalyptus urophylla e tendeu a
proporcionar uma maior producdo de massa para o
hospedeiro.
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Figura 1: Altura aos 10, 20, 30 e 40 dias das plantulas de
Eucalyptus urophylla inoculadas com isolados de Pisolithus sp..
As barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade.

Massa Fresca da Parte Aérea, mg
Massa Seca da Parte Aérea, mg
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Figura 2: Massa fresca e seca da parte aérea, das plantulas de
Eucalyptus urophylla, inoculadas com isolados de Pisolithus sp .
As barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3: Porcentagem de pontas de raizes colonizadas das
plantulas de Eucalyptus urophylla inoculadas com isolados de
Pisolithus sp. As barras com mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
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