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RESUMO

ASSOCIAGAO ECTOMICORRIZICA DE Pisolithus tinctorius (PERS.)
COKER E COUCH COM ESPECIES DE Eucalyptus L'HERITIER

Nilse Kasue Shimura Yokomizo

Orientador : Tasso Leo Kilgner

Caracterizou-se a freqliencia, forma e os componen
tes estruturais de basidiocarpos de ocorrencia natural de Piso-
lithus tinctorius, provenientes de povoamentos de EFucalyptus et
triodora, E. grandis, E. saligna e E. viminalis, das localidades
de Itapetininga - SP, Itirapina - SP, Mogi Mirim - SP e Tres

Barras =~ SC.

As micorrizas observadas nessas especies apresen-
taram uma organizacao estrutural uniforme, coloracao amarela ,
morfologia do tipo piramidal aberto ou ramiforme, sendo tipica-
mente ectotrofica, com manta de espessura variavel ( 11,5 -
92,0 pm) mas homogenea do tipo sinenquima. A rede de Hartig a-
presentava penetracao intercelular das hifas do fungo ate pro-

xima as celulas da endoderme.

0 metodo de isolamento de P. tinctorius a  partir
de peridiolos, utilizando meio modificado de Melin Norkrans
(MMN), mostrou-se eficiente, com obtengao de 75% de culturas do
total dos peridiolos implantados. O mesmo nao ocorreu para d

metodo de isolamento do fungo micorrizico a partir da manta

das micorrizas, que apresentou apenas 0,6% de culturas. A com-



Lvid

paracao de culturas obtidas em ambos os isolamentos permitiram

a identificacao do fungo micorrizico como P. tinctorius.

O0s isolados de P. tinctorius de talhoes de Eucalyptus,
comparados com o mesmo fungo de procedencia de Pinus taeda no}-
te americano, apresentaram diferencas em vigor e coloracao. Em
condicoes de casa de vegetacao, atraves da infestacao do solo
com inoculo vegetativo de ambos os isolados, avaliou-se as res-
pectivas capacidades de formagao de micorrizas em mudas de Euca
lyptus saligna e Pinus taeda. As micorrizas de P. tinctorius fo
ram detectadas unicamente em P. taeda, qQue cresciam em solo in-
festado com P. tinctorius isolado de pinus, demonstrando a espe

cificidade deste isolado para com o hospedeiro de origem.

Basidiosporos e inoculo vegetativo, obtidos a partir
de basidiocarpos de P. tinctorius de eucalipto foram wutiliza -
dos na infestacao do substrato de mudas de Pinus elliottii var.
elliottii e Eucalyptus citriodora, nao sendo detectados efeitos
desta infestacao nas caracteristicas de associacao do fungo na

forma de micorrizas, altura da copa e peso seco total das mudas.
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SUMMARY
ECTOMYCORRHIZAL ASSOCIATION OF Pisolithus tinctorius
(PERS.) COKER & COUCH WITH Eucalyptus L'HERITIER SPECIES

Nilse Kasue Shimura Yokomizo

Adviser : Tasso Leo Kriligner

Basidiocarps of Pisolithus tinctorius (Pers.)
Coker & Couch formed naturally in association with Eucalyptus
ecittriodora, E. grandis, E. saligna and E. viminalis were examined
and described with respect to their frequency, form and

structural components.

The mycorrhizae observed on these species of
Eucalyptus showed only one type of structural organization,
yellow colour, and open pyramidal or ramiform type of morphology,
being typically ectotrophic. The hyphal mantle was variable in
thickness (11,5 - 92,0 um) and of the synenchyma type. The
Hartig net presented intercellular hyphal growth to near the

endoderm.

The isolation technique of P. tinctorius from
peridioles, using the modified Melin Norkrans medium (MMN),
was efficient, 75% of the peridioles placed in agar yielding
P. tinctorius cultures. Recoverage of this fungus from mycorrhizae
was very low (0,6%). Comparasion between basidiocarps and
mycorrhizae isolates demonstrated that the mycorrhizae were

formed by P. tinctorius.
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P. tinctorius isolate from eucalypt differed
from the isolate from pine in vigour and colour. Under
greenhouse conditions, through artificial infestation of the
soil, the eucalypt isolate did not form mycorrhizae with
Eucalyptus saligna, as well as with P<nus taeda. The pine
isolate form mycorrhizae only with P. taeda, demonstrating
the specificity of P. tinctorius with respect to its capacity

of forming mycorrhizae with different host genera.

Basidiospores and vegetative pure culture
inoculum obtained from basidiocarps of eucalypt P. tinetorius
were also used to infested the soil substrate for growth of
Pinus elliottii var.elliottis< and Eucalyptus citriodora seedlings. There
was no formation of mycorrhizae on the seedlings of both
genera. Differences in growth of the seedlings were also not

observed between inoculated and no inoculated treatments.



1. INTRODUCAO

A maioria das frutificacoes de fungos, comumen
te encontradas na superficie de solos de matas e florestas ,
mantem com as arvores, alguma forma de associacao. Segundo
HACSKAYLO (1972) estas frutificacoes, em sua maioria,resultam
de associacoes na forma de micorrizas e se originam de um ex
tensivo sistema de hifas que se ramificam no solo e sao liga-

dos as raizes das arvores.

Esta conexdao com as raizes sao determinadas por
uma caracteristica especifica da arvore e do fungo, que per-
mite a penetracao das hifas do fungo nas raizes das arvores.
Esta condicao de especificidade entre a arvore e o fungo e
que explica a afinidade de certos fungos com.determinadas es

pecies de arvores.

Nas condigoes brasileiras, a presenca constan
te de basidiocarpos com caracteristicas de Pisolithus tincto
rius {Pers.) Coker e Couch em talhoes de diversas especies de

Fucalyptus , aliada a reconhecida capacidade de P. tinctorius



em associar-se na forma de micorrizas com diversos generos flo
restais, conforme a revisao de MARX (1977), sugere a existen-

cia de uma associacao micorrizica entre ambos.

Alem das frutificacoes do fungo, o sistema ra
dicular do eucalipto, nestes talhoes, apresentam formacoes
com aspecto visual de micorrizas, que reforcam os indicios da

existencia desta forma de associacao.

Baseado nestas consideracoes, o presente traba

lho tem como objetivos:

a) o conhecimento das estruturas que compoem o

basidiocarpo do fungo e sua identificacao;

b) o conhecimento da morfologia e anatomia das

micorrizas do eucalipto;

c) a identificacao do fungo simbionte na asso-

ciacao micorrizica em eucalipto;

d) o estudo comparativo das caracteristicas de

Pisolithus tinctorius isolados de pinus e de eucalipto;

e)averificacao atraves de inoculacao cruzada ,
da especificidade dos isolados obtidos de pinus e eucalipto

na formacao de micorrizas e

f) a avaliagao dos efeitos da infestagao do so

lo com P. finctorius,iyﬂado de eucalipto, na formacao de mi-



corrizas e crescimento de mudas de pinus e eucalipto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Micorrizas em especies de Fucalyptus

2.1.1. Associacoes com fungos simbiontes em geral

Muitos fungos se associam ao sistema radicular
do eucalipto na forma de micorrizas. Samuel, citado por PRYOR
(1956b), detectou micorrizas ectotroficas em E. rubida,sem con

tudo identificar o fungo simbionte.

A dependencia por micorrizas em algumas especies
de eucalipto foi demonstrada por PRYOR (1956a,b), que inoculou
esporos de Scleroderma flavidum em solo esterilizado. No solo
inoculado, E. dives, E. pauctflora e E. macrorrhyncha, todas
pertencentes ao grupo Renantherae apresentaram crescimento Vi
goroso e desenvolvimento de micorrizas em suas raizes. As mu-
das do solp nao inoculado mostraram-se cloroticas, pouco vigo-
rosas e com total ausencia de micorrizas. Nas mesmas condicoes,
E. bicostata, pertencente ao grupo Macrantherae, nao respondeu

a inoculagao, apresentando crescimento vigoroso e total ausen-
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cia de micorrizas. Ficou provado desta maneira, que a dependég
cia por micorrizas e sua formagao nao sao generalizadas, den-

tro do genero Fucalyptus.

Na India, a incidencia de micorrizas em eucalip-
to foi estudada por BAKSHI (1966) que encontrou frutificacoes
de Sceleroderme DT o U, conpectados a raizes
de F. deglupta, E. camaldulensis, E. torelliana, E. rudits, E.
grandis, E. punctata, E. kirtoniana, F. tereticornis, E. odora
ta, E. pantculata, E. robusta, E. gomphocephala. E. citriodo-
ra e numa forma hibrida de Eucalyptus. As raizes apresentavam
micorrizas ectotroficas, porem sua presenca nao estava associa
da a um crescimento vigoroso das plantas. E. odorata e E. gom-
phocephala apresentavam falhas, cuja mortalidade, nao pode por

tanto, ser atribuida a ausencia de micorrizas.

Em outro levantamento, no sul da India, realiza-
do por SINGH e KUMAR (1966), durante a estagao seca, quando o
desenvolvimento das micorrizas e mais escasso, foram detecta -
das micorrizas em E. grandis, E. citriodora e numa forma hibri
da de Fucalyptus, provavelmente E. tereticornis. A nota inte-
ressante foi a incidencia maior de micorrizas em solos pobres

gue nao sofreram tratamentos complementares com fertilizantes.

ANDERSON {1965) detectou na Italia central 8 ti
pos distintos de micorrizas em E. grandis e 4 tipos em E. glo-

bulus e E. camaldulensis. Observou tambem uma reduzida especi-



ficidade dos hospedeiros quanto aos fungos simbiontes. Estes
nao foram identificados, mas o autor associou algumas das mi
corrizas de E. grandis a Cenococcum grantiforme, Boletus edu-
lis, Tricholoma tigrinum, Amanita phalloides e Lepiota proce-

ra.

Devido as variagoes detectadas nas estruturas de
micorrizas nas especies de eucalipto igualmente observadas por
BAKSHI (1966), THAPAR et ali< (1967), na India, classificou -
as em dois tipos distintos, conforme a coloragao e distribui
cao das hifas da superficie externa da micorriza. 0 autor dis

tinguiu ainda 4 fungos simbiontes, Scleroderma verrugosum >

S. eepa e mais dois fungos nao identificados.

Outra classificacao foi dada por ANDERSON (1968),
que observando mudas de eucalipto de 17 especies, dividiu as
micorrizas em 4 formas distintas. As especies nas quais obser
vou a presenca de micorriza foram: E. blakelyZ, E. bicostata,
E. bridgesiana, E. camaldulensis, E. camphora, E. cinerea, FE.
globulus, E. gontocalyx, E. leucoxylon, E. macarthuri, E. ova
ta, E. polyanthemos, E. populifolia, E. rubida, E. sideroxy -

lon, E. x-trabutit e E. viminalis.

No entanto a classificacao mais aceita tem sido
a de CHILVERS (1968) que caracterizou as micorrizas de euca -
lipto em 8 tipos distintos, de acordo com a estrutura da man

ta, caracteristica das hifas e organizacao das rizomorfas as-



sociadas.

Nao obstante as inumeras tentativas de classi-
ficacao dos diversos tipos micorrizicos, experimentos condu-
zidos por CHILVERS (1973), mostraram nao haver nenhuma corre
lacao aparente entre 0s grupos taxonomicos de Eucalyptus e O
tipo de formacao micorrizica. 0O autor concluiu tambem que as
condicoes do solo desempenham importante funcao na determina

cao do tipo de flora micorrizica que se desenvolve.

Outro fator que determina o tipo de micorriza
foi observado por ASHTON (1976) em algumas micorrizas de E.
regnans, cuja forma se alterava com a idade do fungo. Hyste-
rangium inflatum durante o inverno desenvolvia uma micorriza
branca, racemosa, que se transformava em marrom escuro quan
do havia formacao de corpos de frutificacao e parte do mice-

lio morria.

Alem de Hysterangium inflatum, ASHTON (1976)0b
servou associacoes micorrizicas de £. regnans com Amanita gri
sea, (Cenococcum grantforme, Clavaria formosa, Clitocybe aus-—
traliana, Cortinarius austrovenetus, C. flagilipes, C. ochra
ceus, C. purpurascens, C. radicatus, C. subcinnamomeus, Flam
mula eucalyptorum, Gymnoglossum violaceum, Hebeloma mesopha-
eum, Hygrophorus coccineus, Hypholoma fasciculare, Inocybe
granulosipes, I. olivaceo-fulvus, Mesophellia arenarta, Psal
liota xanthoderma, Tricholoma coarctata, Russula purpureo-

flava e Hydnum repandum, sendo as duas ultimas do tipo ecten



dotrofico e as demais ectotroficas. Crescimento micelial Timi
tado apenas a superficie da raiz foi também observado pelo

autor.

CHILVERS (1973) observou a presenca de micorri-
zas em Fucalyptus bridgesiana, E. dalrympleana, E. delegaten-
sits, E. dives, E. fastigata, E. leucoxylon, E. macrorrhyncha,
E. maculata, E. manntifera, E. polyanthemos, E. pauctiflora, E.
radiata, E. sieberi, E. st-johnii, identificando alguns dos
fungos micorrizicos encontrados como Pisolithus tinctorius,(Ce

nococcum grantforme e duas especies nao identificadas, porem

distintas de Boletus.

2.1.2. Pisolithus tinctorius como fungo simbionte

0 primeiro registro de ocorrencia de micorrizas
em Eucalyptus sp, coincide com a constatagao pioneira de Piso
lithus tinctorius no genero. Conforme citado por MULLETTE
(1976), P.A.van der $ijl, em 1917, observou a associacao de Poly
saccum erassipes (sin. Pisolithus tinctorius) em planta-

coes de eucalipto na Africa do Sul.

De acordo com COKER e COUCH (1928), Pisolithus

arenarius, Polysaccum crassipes € Polysaccum pisocarpium Sao
classificacoes sinonimas de Pigcoldthus + 4 ne¢ t o -
» 7 l ) " . . -~ .

touos. MARX 1977} constatou ainda, a existencia de 60

denominacoes genericas diferentes para este fungo.

SMITH e POPE (1934) observaram tambem na Africa



do Sul, a ocorrencia de micorrizas endotroficas em eucalipto

associado a Polysaccum crassipes. TRAPPE (1962) em listagem
de fungos associados a micorrizas ectotroficas, assinala Piso
Lithus Linctoriuc como Simbionte em micorrizas de ‘fucalyptus

Spp.

Neumann, citado por GIBSON (1975), em 1959 refe
re-se a um possivel efeito benefico da inoculacao de P. ¢ine-—
torius em £, camaldulensis introduzidos em Israel. Na mesma
obra, GIBSON (1975) cita um trabalho anonimo realizado em 1964,

na Africa do Sul, onde o autor nao observou nenhum incremento

em £. grandis inoculado com P. tinctorius.

CHILVERS (1973), inoculando <culturas puras do
micelio de P. ¢inctorius em eucalipto, obteve micorrizas asso
ciadas ao sistema radicular de E. maculata. E. fastigata, E.
siebert, F. radiata, E. bridgesiana, E. st-johnii, E. dalrym-
pleana, E. polyanthemos e E. leucoxylon, sugerindo a inexis =
tencia de especificidade do fungo com relacao ao hospedeiro
dentro do genero EFucalyptus, mas aventando a possibilidade de
existencia de mais de um "strain" especifico com relagao ao

genero do hospedeiro.

Tambem atraves de inoculagoes experimentais,MUL
LETTE {1976) obteve a associacao na forma de micorrizas entre

P. tinctorius e E. gummifera.

Alem destas constatacoes, a revisao de MARX
(1977), assinala ainda a presenca de P. tinctorius em E. gran

dis, E. robusta, E. microcorys € em mais 10 especies, em va-
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. < . . .
rios paises, inclusive no Brasil.

BARROS et alzz (1978) citam Pisolithus spp e

Seleroderma Spp, COMO 0S generos que formam micorrizas em especies
de eucalipto e mais comumente encontrados no centro-leste e leste brasi -

leiro.

Ainda no Brasil, IMANA e PRADO JUNIOR (1979), i
noculando P. tinctorius na forma de esporos, micelio e agua
de lavagem fungica em solo de mudas de E. grandis, nao carac-
terizaram a micorriza, mas sugeriram a possibilidade de forma

cao de micorriza endotrofica.

KRUGNER e TOMAZELLO FILHO (1979) referem-se a
possibilidade de existencia de duas estirpes de P. tinctorius,
uma especifica para Pinus e outra especifica para Euca -
Lyptus, indicando ainda sua ocorrencia natural, nas condi -
¢oes brasileiras, apenas em plantacoes de eucalipto. Esta o -
correncia restrita ao eucalipto, e reafirmada por TOMAZELLO

FILHO (1980).

2.2. Obtencao de micorrizas em eucalipto atraves de jnocu-

lacao artificial com 0s fungos simbiontes

2.2.1. Inoculo vegetativo

SMITH ¢ POPE (1934) utilizando meio de cultura
contendo decoccao de raizes de eucalipto, isolaram Polysaccum

erasstipes (sin. Pisolithus tinctorius). Utilizando as cultu -
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ras puras do micelio do fungo, em experimentos de inoculagao ,
0s autores nao encontraram resultados promissores, justifican-
do a ausencia de micorrizas devido ao crescimento pouco vigoro

so do fungo em meio de cultura.

Na tentativa de isolar fungos micorrizicos a par
tir de frutificagoes de fungos encontrados em povoamentos de
eucaliptos, CHILVERS (1973) obteve poucos resultados. Apenas
duas especies nao identificadas de Boletus e Pisolithus tincto
rius formaram micorrizas apos infestacoes artificiais com ino-
culo vegetativo. P. tinctorius foi especialmente versatil na
formagao de micorrizas com Eucalyptus maculata, E. fastigata ,
E, sieberi, E. radiata, E. bridgesiana, E. st-johni<i, E. dal -
rympleana, E. polyanthemos e E. leucoxylon. Uma das especies de
Boletus formava micorriza com E. st-johnii e E. sieberti e ou
tra apenas com E. st-johni<. Com respeito a intensidade e per-
sistencia de micorrizas, tambem P. tinctorius mostrou-se mais
abundante que Boletus, cujos recipientes se contaminavam apos

a formacgao das micorrizas.

0 mesmo autor, em experimentos de inoculagao cru
zada, utilizando 4 fungos, Pisolithus tinctorius de eucalipto,Sutl
lus granulatus de pinus, FRhizopogon luteolus de pinus e Paxillus in-
volutus de populus, testou a especificidade dos mesmos em Euca-
lyptus st-johnii e Pinus radiata. E. st-johnii associou-se apg
nas com P. tinctorius e P. radiata com S. granulatus e p. lu-
teclus, concluindo que existe especificidade, ao nivel de géng

ro de hospedeiros, para alguns fungos se associarem na forma
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de micorrizas.

ASHTON (1976) cultivando 20 basidiomicetos co -
letados de florestas de F. regnans, obteve seis culturas, das
quais Cortinarius ochraceus, (. radicatus e Hypholoma fascicu-—
lare produziam esporocarpos; Psalliota xanthoderma formava ru
dimentos de estipe e Mesophellia arenaria e Clitocybe austra -
lZana permaneciam na forma vegetativa. Todos esses fungos fo
ram cultivados e inoculados em mudas de E. regnans, produzindo al
guma forma de micorriza. Mudas inoculadas e nao inoculadas a-
presentavam aspecto sadio, indicando que,pelo menos ate este

estagio, a condicao micorrizica nao era essencial para o desen

volvimento de E. regnans.

2.2.2. Esporos

A sintese de micorrizas atraves de inoculagao ar
tificial com esporos foi obtida por PRYOR (1956a,b) em E.dZves,
E, pauciflora e E. macrorrhyncha, COm esporos de Scleroderma fla
vidum, demonstrando ainda que a presenca do fungo era essenci-
al para o desenvolvimento dessas especies, pois em solo esteri
1izado nao inoculado, as mudas apresentavam-se cloroticas e

pouco vigorosas.

Esporos de corpos de frutificacao de Scleroderma
verrucosum foram utilizados por THAPAR et alz7< (1967) na ino-
culagao de substrato de crescimento, previamente esterilizado
de F. grandis. Cinco meses apos a inoculacao as mudas apresen-

tavam micorrizas tipicas e corpos de frutificacao do fungo,
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semonstrando que S. verrucosum e Simbionte na micorriza de E.

grandis,

MULLETTE (1976) desenvolveu com sucesso um meto-
do de sintese de micorrizas de Pisolithus tinctorius em Euca -
lyptus gummifera atraves de inoculacao de esporos do fungo em
um aparato especialmente idealizado para estudos de controle nu

tricional do eucalipto.

(2]
N

.3. Soio naturalmente infestado

Na tentativa de avaliar a especificidade da flo-
ra micorrizica quanto ao hospedeiro, REDDY e KHAN (1972) inocu
laram solos naturais coletados de talhoes de Pinus roxburghii,
Eucalyptus sp e Shorea robusta em mudas assepticamente desenvol
vidas de Pinus patula, P. banksiana, P. kesiya, P. roxburghit,

Fucalyptus sp e Shorea robusta. 0 solo coletado de talhoes de

eucalipto induziu a formacao de micorrizas em Fucalyptus Sp»
Pinus rozburghii, P. kesiya e uma incidencia muito baixa em

Pinus patula e P. banksiana. Mudas de Fucalyptus sp apresenta

ram micerrizas em solos de Pinus roxburghii e FEucalyptus Sp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Ocorréncia natural de Pisolithus tinctorius e ectomicor-

rizas em especies de Fucalyptus.

3.1.1. Basidiocarpos

Basidiocarpos com caracteristicas de Pisolithus
tinctorius (Pers.) Coker e Couch, segundo Coker e Couch (1928),

presentando o peridio intacto, conforme recomendado por HILE

joY]

e HENNEN (1969), foram coletados das regioes constantes na Tabe

la 1.

roram mensuradas in loco as seguintes estruturas
dos basidiocarpos: altura acima da superficie, altura total, di

ametro da frutificacao e altura da estipe, se presentes.

Procurou-se descrever a forma do basidiocarpo e

a coloragao de suas estruturas, conforme MAERZ e REA PAUL (1950).

Basidiosporos gue compoem a parte superior da

gleba, foram coletados e mantidos em dessecador por um periodo
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de dois meses, para secagem e homogeneizacao do teor de umida
de nos esporos. Estes foram examinados em microscopio, a um
aumento de ate 1000x, em laminas montadas com KOH a 5%, con -

forme a metodologia de GRAND (1976).
3.1.2. Micorrizas

As micorrizas foram coletadas atraves de sonda-
gens no solo de plantios de Eucalyptus ate uma profundi-
dade de 0,5 m, junto ao sistema radicular das arvores. As espé

cies de eucalipto e regioes de coleta foram as mesmas referi-

das na Tabela 1.

As caracteristicas macroscopicas das micorrizas

foram observadas, em sua forma conforme CHILVERS (1968) e a coloragao

conforme MAERZ e REA PAUL (1950).

Micorrizas recem coletadas, foram lavadas em a
gua corrente e em seguida em agua destilada. Livre de impure-
zas, foram feitos cortes transversais e longitudinais em mi-
crotomo de congelagao, na espessura de 15 um. 0s cortes foram

montados em laminas com lactofenol e suas principais caracte-

risticas observadas sob microsconio, com auxilio de uma ocu-

Tar micrometrica de 7,5x.

3.1.3. isolamento em meio de cultura

0 isolamento do fungo a partir de basidiocarpos

foi obtido, retirando-se assepticamente os peridiolos do inte
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rior da gleba, implantando-os em tubos com agar inclinado con-
tendo meio modificado de Melin Norkrans {MMN), e incubadg§ no

escuro, a temperatura ambiente, que oscilou entre 22 a 289£.

A composigao do MMN foi extraida de MARX (1969),
sendo constituida de 0,06 g de CaCl,; 0,025 g de NaCl; 0,59 de

XHZ?GQ; 0,25 g de (Nﬁq)ZHPO 0,15 g de M95047H 0; 1,2 ml de

4
FeCly a 1%, 100 ug de tiamina cloridrica; 3 g de malte; 10 g de

2

glicose; 15 g de agar e agua destilada ate completar 1000 ml.

0 isolamento do fungo a partir de miccrrizas foi
obtido utilizando-se a técnica empregada por MARX e BRYAN
(19?6) nolisolamento de fungos de micorrizas de gon?feras.4Mi-
corrizas recem coletadas foram selecionadas e colocadasen fras-
cos de plasticos perfurado para evitar sua dispersao durante o
processamento. Foram primeiramente lavadas em égué com deter-
gehte (2 § 3 gotas por 100 ml) e esterilizadas superficialmen-
te em so]ugéo de HgC‘i2 a 100 ppm por 1 a 2 minutos. Para g]imi
nar os residuos da solugao esterilizante que pode inibir o de
senvolvimento ﬁo fungo, as micorrizas foram agitada$ sucessi‘;
vamente em seis "erlenmeyers” contendo 1000 mi de égua destila
da esteritizada, por 10 minutos em cada "grlenmeyer“. Em $egui
~da as micorrizas foram retiradas do frasco p]éstico e iﬁ@ﬁyfgg
almente implantadas em tubos com agar inclinado contendq. MMR,
sendo incubados no escurosa temperatura ambiehte que osti]bu

entre 22 a 28°C.

3.2, Infestagéorartificial do solo com Pisolithus tinctorius  isolado

de eucalipto e seu efeito em mudas de Pinus elliottii var. elliot-

t17 e Fucalyptus citrivodora.
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3.2.7. Ensaios com basidiosporos

Basidiocarpos de P. tincterius, apresentando o
peridio intacto, foram coletados de talhoes de E. citriodora
em Itirapina, SP. Destes basidiocarpos, removeu-se a massa de
basidiosporos da parte superior da gleba gue serviram como i-

noculo.

Utilizou-se de concentracao correspondente a
26 X 107 esporos por litro de solo (0,6 g/1 solo), sendo es-
te numero obtido atraves da contagem de uma suspensao de espo
ros em agua e Tween 80 em hemocitometro. Esta concentracao foi
utilizada por MARX et alZz (1976) para infestagéoide solo com

mudas de especies de Pinus.

0 solo utilizado como substrato foi um Regossol
proveniente de povoamento de E. cZtriodora, da mesma regiao

de coleta dos basidiosporos.

0 solo foi peneirado e para alguns tratamentos,
esterilizado em autoclave, por 3 horas, em 3 dias consecuti -
vos, a 120°C e 1 atm de pressao. A estes solos, natural e es
terilizado, foram adicionados os basidiosporos na concentra-
cao estabelecida, homogeneizados e distribuidos em vasos de
aluminio, onde foram diretamente semeados com Eucalyptus ci -
triodora Hook e Pinus elliottii Engelm var. elliottii, com se-
mentes procendentes de Pederneiras, SP e Mogi Guacu, SP, res-
pectivamente, sendo previamente tratadas com hipoclorito de

calcio a 5% por 5 minutos. A testemunha era constituida de so
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1o nao infestado artificialmente.

Aciculas picadas e esterilizadas em autoclave
por 15 minutos, a 120°C e 1 atm de pressao serviram como co -

bertura nos vasos semeados.

Em cada ensaio os tratamentos foram distribui

1

dos em 8 blocos ao acaso, totalizando 32 vasos para o ensaio

com F. alliottii e 32 vasos com E. citriodora.

0s ensaios foram instalados na casa de vegeta

cao da Divisao de Dasonomia do Instituto Florestal, em Sao Pau

1o, SP, em maio de 1980,

Dois meses apos o estabelecimento dos ensaios re

alizou-se um desbaste, mantendo-se 10 mudas em cada vaso.

Apos seis meses de desenvolvimento, os ensaios
foram avaliados, atraves de amostragem ao acaso de 5 plantas
por vaso, considerando as seguintes caracteristicas: a) forma-
cao de micorrizas, avaliada em porcentagem, atraves de exame
visual de raizes laterais que se associavam a P. tinctorius e
gutros fungos, seguindo a metodologia de MARX et al<i< (1976)
para as mudas de P. ellicotti? var. elliottiZ; b) altura da co-
pa, medida em centimetros desde o colo ate o apice da planta ;
¢) peso secn total em gramas, apos secagem da muda em estufa,

até peso constante.

As micorrizas observadas foram posteriormente
cultivadas em MMN, utilizando-se as tecnicas descritas em 3.1.3.

para tentativa de recuperacao de P. timctorius OU O Ut r 0s
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fungos simbiontes.

3.2.2. Ensaios com inoculo vegetativo

0 inoculo utilizado nestes ensaios foi resultan-
fe do cultivo do isolado 14/79, obtido de basidiocarpo de P.
tinctorius, coletado em talhao de E. edtriodora, em Itirapina,

SP.

Para a producao do inoculo, adaptou-se a metodo-
lcgia prescrita por MARX e BRYAN {1975), utilizando-se fras -
cos com capacidade de 1000 ml, contendo 675 ml de vermiculita,
25 ml de turfa em po e 350 ml de solucao nutritiva de MMN. As
tampas de metal dos frascos foram perfurados na parte central
sendo o orificio preenchido com algodao para permitir trocas

gasosas.

Nos frascos, esterilizados em autoclave a EZGOCB
a 1 atm de pressao por 30 minutos, introduziu-se em quatro pon
tos equidistantes, pedacos de MMN agar com o P. tinctorius en
desenvolvimento. 0Os frascos foram incubados a temperatura am-
biente (20 a 27°C), por um periodo de 3 a 4 meses ate dominio

total da vermiculita pelo micelio do fungo.

De 7 a 12 horas antes da infestacao do solo, 0
conteudo dos frascos foi lavado em agua corrente, para a reti-
rada do excesso de nutrientes do substrato gue pode servir de

fonte nutritiva para microorganismos competidores.
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Na infestacao do solo, empregou-se o inoculo na

proporcao 1 : 6 (v/v), de fungo para substrato.

Os tratamentos com infestacao de micelio, os hos
pedeiros, as condigoes de estabelecimento e a avaliagao, se -
guiram a mesma metodologia adotada nos ensaios com basidiospo

ros (3.2.1.).

3.3. Comparacao entre os efeitos de isolados de Pisolzthus

tincterius obtidos de pinus e eucalipto, em mudas de

Pinus taeda e FEucalyptus saligna.

0s isolados utilizados neste estudo comparativo
foram: a) P. tinctorius, isolado 16/77, obtido a partir de ba
sidiocarpo do fungo, procedente de talhao de E. saligna, da
regiao de Mogi Mirim, SP e b) P. tinctorius, isolado 185, cedi
do pelo Dr. D. H. Marx, do Instituto para Pesquisas e Desenvol
vimento de Micorrizas, Georgia, EUA, obtido de micorriza de Pz
nus taeda. Os inoculos foram obtidos utilizando-se a mesma tec

nica adotada no item 3.2.2.

0 solo utilizado foi Latossol Roxo, coletado em
Piracicaba, o qual foi peneirado, adicionando-se areia na pro-

porcao de 2 partes de solo para 1 de areia (v/v).

Esta mistura foi fumigada com brometo de metila
na concentragao de 400 m]/m3 da mistura solo e areia.0 fumigan
te foi mantido por 48 horas em cobertura de polietileno e de -

corridas mais 48 horas apos a retirada da cobertura, o solo foi
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infestado com os isolados em estudo.

A infestac¢ao foi realizada, misturando-se 1 par-
te do inoculo para 10 partes do substrato (v/v). A testemunha
constou da incorporacao de inoculo do isolado de pinus, auto -

clavado por 15 minutos a 1 atm de pressao, na mesma proporgﬁo.

A este substrato adicionou-se adubo na propor -

cao de 30 kg N/ha, 100 kg de P/ha e 11 kg K/ha.

Como recipientes foram utilizados caixotes de
madeira, com dimensao de 45 x 30 X 9 cm, que comportavam cerca

de 12 1itros de substrato.

No solo infestado e acondicionado nos caixotes,
foi realizada semeadura direta com sementes de P. taeda L., pro
cedentes de Mogi Guacu, SP e sementes de &. saligna Sm., proce

dentes de Caieiras, SP.

Paiha de arroz fumigada com brometo de metila

serviy como cobertura das sementes nos caixotes semeados.

Para cada tratamento foram empregadas 5 repeti-
coes, cada repeticao correspondendo a um caixote, totalizando

30 parcetas em delineamento inteiramente casualizado.

0 ensaio foi instalado na casa de vegetagao do
Departamento de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultu-

ra "Luiz de Queiroz", em Piracicaba, SP, em julho de 1977.

Uma adubacao adicional de cobertura, na propor-
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cao de 30 kg de N/ha, foi feita com sulfato de amonio, 30 di -
as apos a instalacao, para superar uma eventual deficiencia de

nitrogenio. Aos 100 dias, realizou-se desbaste para eliminar o

numero excessivo de mudas.

A avaliacao foi realizada 130 dias apos a semea
dura, considerando as caracteristicas dos basidiocarpos obti -

dos e a formagao de micorrizas.

0s basidiocarpos foram examinados e as tentati-
vas de isolamento conduzidas conforme a metodologia aplicada

nos itens 3.1.1 e 3.1.3.

A formacao de micorrizas foi avaliada em amos -
tras constituidas de 10 plantas por parcela, colhidas ao aca -
so, visando os 10 centimetros superiores do sistema radicular,
considerando a porcentagem de raizes laterais que se encontra -

yvam com micorrizas, similarmente ao ensaio do jtem 3.2.1.



4. RESULTADOS

4.1. ®correncia natural de PisolZthus tinctorius e ectomi-

corrizas em especies de tucalyptus.

4.Y,1. Basidiocarpos

s basidiocarpos observados encontravam-se a
distancias que variavam desde as adjacencias do tronco do eu
calipto ate cerca de 12 metros. 0Os basidiocarpos mais distan-
tes das arvores se encontravam ao longo das ruas que cortam ou

circundam os talhoes.

Povoamentos mais fechados apresentavam maior
quantidade de basidiocarpos nas bordaduras e ruas, enquanto
que em povoamentos mais novos, a presenca era menos restrita,

com scorrencia de frutificacoes ao longo de todo o talhao.

As medidas das estruturas macroscopicas dos ba-

sidiocarpos examinados encontram-se na Tabela 2.

A forma do basidiocarpo era variavel (Figurala,b).
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De um modo geral era irregularmente globosa ou piriforme ,
podendo apresentar ou nao estipe com altura variavel, encimado
por uma gleba composta de peridiolos com angulos irregulares ,
mas de conformacao definida e envolta por uma mucilagem escu -
ra que desaparecia gradativamente na parte superior, onde se
encontrava uma massa pulverulenta, que constituiam os basidios
poros. A coloracao da gleba guando madura, correspondia a cor
da prancha 13, F/6 da carta de cores de MAERZ e REA PAUL(1950).
No estadio jovem, o basidiocarpo era totalmente envolvido pelo
peridio, onde o amarelo era a cor predominante, podendo apre -
sentar ou nao, manchas, que em sua maioria eram rajadas irregu

larmente de preto. No estadic maduro, o peridio se rompia, per

mitindo a disseminacao dos esporos (Figura 1c).

A fixacao dos basidiocarpos no solo era feito pe
los rizoides que eram secos e frageis quando maduros. Quando Jo
vem, a fixacao era mais solida e a presenca de rizomorfas e
tramas miceliais conectadas aos rizoides eram facilmente visi-
veis. Estes filamentos, montados em laminas e observados ao
microscopio mostravam a presenca de inumeros grampos de cone -

Xao0.

Os basidiosporos eram tipicamente arredondados ,
com a superficie totalmente ornamentada (Figura 1d). Ao micros
copio, mesmo em aumento de 1000x, nao foi possivel distinguir
o tipo de ornamentacao, se espinhos ou verrugas. O diametro

medio dos esporos foi de 9,64 ym e a amplitude de variacao de

5,50 a 13,70 uym sendo estes valores resultantes de medicoes
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de 100 basidiosporos de 260 basidiocarpos. Nao foram notadas

diferencgas entre esporos de basidiocarpos de diferentes locali

dades e especies de eucalipto.

Figura 1 - Pisolithus tinctorius de talhao de Eucalyptus
citriodora, em Itirapina-SP: a) basidiocarpo
piriforme; b) basidiocarpo globoso com man -
chas rajadas; c) basidiocarpo maduro com gle
ba exposta e d) basidiosporos.

As caracteristicas observadas correspondem as
descricoes e ilustracoes de Pisolithus tinctorius (Pers.) Co-

ker e Couch de COKER e COUCH (1928) e GRAND (1976).

4.1.2. Micorrizas
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No ato da sondagem observou-se a presenca de ri-
zomorfas macro e microscopicamente semelhantes em aspecto e
cor aqueles conectados aos rizoides dos basidiocarpos ( Figura
2a). Foram facilmente distinguiveis no interior do solo, mas a
sua distribuicao pelo solo foi dificil de ser levantada, pois
tentativas de seguir esses filamentos nao foram bem sucedidas,
devido a sua extrema delicadeza. Pelos rizoides portanto, nao foi pos

sivel conectar os basidiocarpos an sistema radicular dos euca-

liptos.

Figura 2 - a) Micorrizas e rizomorfas em Eucalyptus vimina-
1Zs; b) micorriza ramiforme em E. viminalis;C)
micorriza piramidal aberta em E. citriodora e
d) corte longitudinal de ectomicorriza em E.gran

dzs.
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A presenca das micorrizas no interior do solo
foram facilmente detectaveis devido a coloracao bastante acen-
tuada, tipica de estruturas de basidiocarpos de Pisolithus tinc
tortus, que as destacavam do solo e do sistema radicular dos
eucaliptos (Figura 2). Sondagens realizadas imediatamente abai

xo dos basidiocarpos de P. tinctortus mostravam maior quantida

de de micorrizas que sondagens casuais ao longo dos talhoes.

Nas observacoes efetuadas na localidade de Tres
Barras, observou-se a presenca abundante de micorrizas no sis-
tema radicular de EFucalyptus viminalis, notadamente concentra-
da na projecao da copa, em quantidades nao observadas em ou-

tros talhoes examinados neste trabalho.

Notou-se que as micorrizas se apresentavam em ma
ior intensidade nos primeiros 4 anos de campo das arvores,quan
do esta intensidade diminuia, coincidindo com a fase em que a
parte aerea do povoamento se fecha.Embora em quantidade bem reduzi

da, as associacbes micorrizicas nao desapareciam totalmente nos
povoamentos velhos. Em Tres Barras, as micorrizas em E. vimina-

1728 com 2 anos de idade eram abundantes, contrastando com ou-

»‘t 5

35

o talhao da mesma especie com 9 anos na mesma localidade que
apresentavam poucas micorrizas. Em ambas as situag¢oes, 0S basi-
diocarpos de P. tinctorius se faziam presentes, embora em quan

tidades wem mais reduzidas no talhao antigo.

As micorrizas nao estavam necessariamente condi-

cionadas a presenca de frutificacoes, pois em algumas observa -



goes, sondagens indicavam a presenca de micorrizas, mas com to

tal ausencia de frutificacoes de fungos na superficie.

A morfologia externa das micorrizas se caracteri
zavam por apresentar um sistema ramiforme ou piramidal aberto
(Figura 2b,c), contendo ramificagoes primarias ate quinarias,e
pela sua aparencia em estereomicroscopio enquadrou-se no tipo
2 da classificagao de CHILVERS (1968). No entanto, o micelio
do fungo nao era caracteristico deste tipo, pois a superficie
da micorriza em estudo era revestida por uma trama de hifas de

paredes lisas e aspecto uniforme.

As medigoes realizadas nas micorrizas mostraram
gque seu diametro medio era de 233,63 um, variando numa amplitu

de de 123,90 a 501,50 um.

As micorrizas seccionadas apresentaram estrutdra
semelhante a apresentada por CHILVERS e PRYOR (1965), configu-
rando uma ectomicorriza tipica, ou seja, a associagao era for
mada pela manta que e a camada micelial que envolve externamen
te a raiz, e a rede de Hartig, onde havia penetracao do mice -
1i0 do fungo entre as celulas da epiderme, conforme mostraaFi
gura 2d. A penetracao do fungo se limitava ate proxima as celu

las da endoderme.

0s componentes do fungo na associacao mostraram
uma coloracgao amarela, tipica de P. ¢imectorius, que se destaca
vam dos elementos da raiz que eram hialinos.,

A manta era homogenea apresentando espessura va-
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riavel de 11,50 a 92,00 um e a formacao deste tecido micelial
era uniforme, do tipo sinenquima, onde nao foi possivel dis
tinguir os espagos interhifalicos. Grampos de conexao e hifas
eram visiveis neste tecido micelial, apresentando espessuras
gue variavam de 3,64 a 8,19 uym nos grampos de conexao e 2,28
a 5,79 um para as hifas. A superficie da manta nao apresenta
va ornamentagoes, mas notou-se a presenca de segmentos de hi

fas e rizomorfas de mesmo aspecto e cor das hifas da manta

que se irradiavam no solo.

A rede de Hartig era composta de ate tres cama-
das de celulas epidermais, cujos espacos intercelulares eram
preenchidos pelo miceilio do fungo, de maneira bem compacta,on
de nao foi possivel distinguir os espacos interhifalicos, tam
pouco o numero de filamentos miceliais que preenchiam esses
espacos. A espessura da rede de Hartig variava de 11,50 a

29,00 um.

A estrutura,morfologia e anatomia das micorri-
zas nao apresentavam variagao nas diferentes especies de euca
1ipto e localidades -de procedencia, nao sendo detectado ne-

nhum tipo de formacao micorrizica distinto deste.

4.1.3. Isolamento em meio de cultura

0 isolamento de Pisolithus tinctorius, a partir
de basidiocarpos, em meio de cultura, comecava a se caracte -

rizar aos cinco dias, quando um tenue crescimento micelial, a



032

ntado, comecava a se desenvolver, sen
junto ac peridiolo, passava a apresentar uma €O

cracao parda, gue se irradiava e acentuava a medida que o mi

relic crescia. Cerca de 75% do total dos tubos implantados re
sultaram em culturas, sendo a maioria das contaminacgoes consti

tuidas de bacterias. 0 crescimente micelial de P. tinctorius e
rficial e aereo e a taxa de crescimento da ordem de 9cm
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A espessuyra do micelio das 93 culturas obtidas

em media de 4,44 ym, variando na amplitude de 1,82 a 6,37

um. Fstes walores foram resultantes de 100 leituras de hifas

de cade cultura chtida, nao sendo observadas diferencas entre

Tturas de basidiocarpos de diferentes localidades e espécies

A cor do micelio em meio de cultura nao era uni-

forme para todos os isolados obtidos, mas em sua totalidade se

aproximavan das coves das pranchas 11 E/3 e 11 E/4 da carta de

Atguns ssolados do fungo apresentavam setores vra

j)

de contorno irregular e coloracao mais

A vecuperagac do fungo micorrizico em meio de cul

turs 3 partiv de micorrizas foi da ordem de 0,6% do total dos
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tubos implantados. Em sua maioria nao se conseguiu obter uma
so cultura do fungo. Quando havia crescimento, este podia ser
notado apos 10 dias quando um tenue crescimento micelial de
cor amarela, superficial e aereo, a partir do pedago da micor-
riza implantada, apresentava coloragao e aspectos iguais das
culturas obtidas a partir de peridiolos de P. tinctorius, no
mesmo meio. Alem dessa semelhanga, a taxa de crescimento tam
bem ocorria na mesma velocidade e o micelio observado microsco
picamente apresentava grande quantidade de grampos de conexao
e as mesmas caracteristicas do micelio de P. tinctorius (Figu-
ra 3). A espessura do micelio obtido ocorria na amplitude de
1,82 a 6,37 um, com media de 4,70 um, sendo estes valores re-
sultantes de medigoes de 17 culturas obtidas a partir de micor
rizas de Eucalyptus citriodora, E. grandis e E. saligna, proce

dentes de Itirapina, Mogi Mirim e Itapetininga respectivamente.

Figura 3. Micelio e grampos de conexdo de
Pisolithus tinctorius isolado de
micorriza de Fucalyptus citriodora.
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Apos o recobrimento completo da superficie do
substrato, tanto os isolados de micorrizas como de basidiocar
pos, passavam a apresentar filamentos miceliais mais espessos,
de coloragao marrom, gue ao micfoscapio mostraram ser feixes
de Tilamentos miceliais, constituindo as rizomorfas. Esta ca
racteristica foi especialmente visivel nas paredes dos tubos
de cultura, onde o crescimento aereo era mais restrito, faci-

litando a sua observacao.

4.2. Infestacao artificial do solo com Pisolithus tincto -

rius de eucalipto, e seu efeito em mudas de Pinus el-

lLiottii var. elliottii e FEucalyptus citriodora.

No decorrer dos ensaios nao se observou a pre -
senga de basidiocarpos do fungo inoculado em nenhum dos trata

mentos testados.

Ao final de seis meses, 0s ensaios com basidios
poros e inoculo vegetativo de Pisolithus tinctorius apresenta
ram resultados similares, como pode ser observado nas Tabe -

las 3 e 4, respectivamente.

Em Pinus elliottii var. ellicttii, apenas a caracter?sti
ca de formacao de micorrizas foi afetada pelos tratamentos. No solo
natural, independente da infestagao com P. tinctorius, O SisS-
tema radicular de P, elliotti?z apresentava maior quantidade
de micorrizas gue nos solos esterilizados, inoculados ou nao

com o fungo. Mesmo nos tratamentos inoculados com P. tincto -~
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rius, as micorrizas nao eram tipicas do fungo, apresentando-se
em agrupamentos coraloides, de coloragao branca. Nao se conse-
guiu recuperar o fungo simbionte em meio de cultura, nao sendo
identificado. Observou-se apenas o efeito da esterilizacao do
solo, sendo a infestacao do solo com P. tinctorius, tanto na
forma de basidiosporos como de micelio, inocua a formagao de
micorrizas em P. elliottii. As demais caracteristicas, de altu
ra de copa e peso seco total, nao foram afetados por nenhum

dos tratamentos.

Em Eucalyptus citriodora. as micorrizas foram to
talmente ausentes, nao se conseguindo observar nenhum cresci -
mento micelial no substrato, mesmo naqueles infestados com P.
tinctorius. Nao foram portanto detectados efeitos da infesta -
cac do solo com basidiosporos e micelio de P. tinctorius, tam-
pouco da esterilizacao do solo, na formagao de micorrizas, al
tura de copa e peso seco total das mudas de E. eitriodora, nas

condi¢oes estudadas.

4.3. Comparacao entre os efeitos de isolados de Pisolithus

tinctorius,obtidos de pinus e eucalipto, em mudas de

Pinus taeda € FEucalyptus saligna

A caracter?stica de frutificacao de Pisolithus
tincetorius foi manifestada apenas no tratamento com mudas de
Pinus taeda, em solo infestado com o isolado 185, obtido de mi
corriza de pinus. Nos demais tratamentos nao se observou a pre

senca de frutificagoes do fungo.
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Os quatro basidiocarpos obtidos apresentavam con
formagao semelhante aqueles de eucalipto (4.1.1), excegao ape-
nas ao aspecto cor, pois eram mais escuros, tendendo mais para
a tonalidade marrom, que a tonalidade amarela das frutifica -

¢oes encontradas em eucalipto.

0s basidiosporos, examinados ao microscopio, a-
presentavam aspecto semelhante aos de basidiocarpos de eucalip
to, apresentando diametro médio de 9,05 um, variando na ampli-

tude de 15,50 a 13,70 um.

As tentativas de isolamento do fungo a partir des
tes basidiocarpos resultaram em culturas, que apresentavam as-
pecto semelhante aos isolados de eucalipto, porem mais vigoro-
sas e com coloragao mais escura, correspondendo a prancha 13,
F/6 de MAERZ e REA PAUL (1950).A taxa de crescimento foi tambem ma
jor, na ordem de 9 cm (diametro da placa) por 20 dias de incu-
bagao, no escuro, a temperatura ambiente. 0 micelio obtido ti
nha uma espessura media de 3,99 um, variando na amplitude de

1,82 a 6,37 um.

O0s resultados da formagao de ectomicorrizas (Ta-
bela 5) mostram, que nas condigoes estudadas, existe uma espe-
cificidade diferencial entre ambos os isolados com relagao ao
hospedeiro, pois apenas no solo infestado com o isolado 185,as
mudas de Pinus taeda apresentaram micorrizas tipicas de P.tinc
torius. Em Eucalyptué saligna, as micorrizas foram totalmente

ausentes, na presenca de qualquer dos isolados.
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Tabela S.VFGrmagée de ectamicarrizas em mudas de Pinus taeda e
Eucalyptus saligna, em solo artificialmente infestado
com inoculo de pinus e eucalipto. Os valores sao me-
dias de 5 repeticoes, cada repeticao constituida de

media de 18 plantas por parcela.

Micorriza* (%)

Tratamentos Pinus taeda Eucalyptus saligna
Pisolithus outros Pisolithus outros
tingtorius tinctorius "

P, tinctorius
0,00b 7,30 a 0,00 0,00
de eucalipto
». tinctorius
61,40 a 0,00 b 0,00 0,00
de pinus
Testemunha - 0,000 0,98 b 0,00 0,00

* Dados originais, nao transformados. Para efeito de analise estatistica

foram transformados em arc sen V/x + 0,5 .
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5. DISCUSSAD

Os exames e medicoes das estruturas do fungo as
sociado a diferentes especies de egucalipto e
procedéncia mostraram gque as caracteristicas de forma e cor
das estruturas dos basidiocarpos se enquadram nas descrigoes
de COKER e COUCH (1928) e GRAND (1976) de Pisolithus tine -~

torius {Pers.) Coker e Couch.

A fregilencia e caracteristicas dos basidiocar-
pos nao puderam ser particularizados para cada especie de eu
calipto ou regiao estudada. Entretanto, sua presenga parece
ser dependente da idade do talhao, da quantidade de insolagao
e da interdependencia entre ambos, considerando que em ta 7
lhoes mais antigos, o desenvolvimento da copa faz com que se
aumente a densidade das folhas e ramos, reduzindo a inciden -
cia da insolacao no solo e na superficie foliar das arvores.E
notorio o fato de se encontrar maior quantidade de basidiocar
pos em talhoes novos ou na bordadura de povoamentos mais anti

gos de eucalipto. 0 efeito da luz na formacao de frutifica =
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¢tes de fungos que se associam ao sistema radicular das arvo-
res e abordado por HACSKAYLO (1976) que explica a atuagao da
Juz como estimuladora da fotossintese, com consegflente aumen-
to na producao de carbohidratos pela planta. Estes carbohidra
tos, translocados internamente, permitem a formagao e 0 esta-
belecimento de micorrizas. Translocados externamente, via mi-
ceélio do fungo, permitiriam a reproducgao do fungo, atraves da

formagao dos corpos de frutificagao.

Com respeito a forma dos basidiosporos, as ob-
servacgoes realizadas nao permitiram definir o tipo de ornamen
tacao, se verrugas ou espinhos. Segundo COKER e COUCH (1928),
0s esporos de P. tinctorius $Sao espinescentes, mas recobertos
por um material gelatinoso que os fazem parecer VEerrucosos
gquando imersos em agua. As observacoes de GRAND (1976) ao  mi
croscopio eletronico, confirmam a caracteristica espinescente

dos esporos de P. tinctorius.

A obtencao do micelio em meio de cultura a par-
tir dos basidiocarpos, foi bem sucedida, constrastando com o0s
resultados de BULMER (1964), que observou a germinagao dos es
poros do fungo em meio de cultura, somente quando adicionavaa

levedura Rhodotorula mucilaginosa var.sanguinea. HILE e HEN

NEN (1969), apos 7 dias da implantacao dos basidiosporos R
constataram o crescimento de uma levedura, e somente apos 7
semanas obtiveram crescimento micelial de P, tinectorius, gue
tinha bom crescimento apos repicagem em meio contendo extrato

de levedura e malte. Ambos os autores sugerem a existencia de
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um efeito estimulatorio ou de dependencia nutricional pela pre
senga de levedura no desenvolvimento micelial de P. tinctorius.
Entretanto, nas condigoes do presente trabalho, onde utilizou-
se peridiolos, ao inves de basidiosporos, nenhum crescimento di

ferente de P. tinctorius foi observado.

Portanto, as tecnicas empregadas e a composigao
do meio de MMN mostraram ser adequados a obtencao de cultura

de P. tinmctorius a partir de peridiolos do basidiocarpo.

Entretanto, o mesmo meio, utilizado nas tentati-
vas de recuperagao do fungo das micorrizas, nao apresentaram
bons resultados. Deve-se considerar que, alem do meio de cultu
ra, outros fatores como o ambiente e a metodologia empregada
podem ter afetado o fungo, antes mesmo da implantagao de micor
riza no meio. ZAK e MARX (1964), pioneiros nesta tecnica, obti
veram um maximo de 25,6% de culturas a partir de micorrizas de
Pinus elliottii. Esta baixa porcentagem de recuperagao de fun
gos micorrizicos foi tambem constatada por CHILVERS (1968), a-
firmando que ate aquela data, as tecnicas de isolamento direto
do fungo a partir da manta da micorriza, produziam uma taxa re

lativamente baixa de isolados.

As caracteristicas anatomicas das micorrizas de
eucalipto observadas sao semelhantes aquelas descritas por
CHILVERS e PRYOR {1965), que caracterizaram uma raiz de euca-
lipto infectada por fungo micorrizico, sem contudo identificar

o fungo simbionte e a especie hospedeira. Entretanto, a micor-
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riza aqui descrita nao se enguadra emnenhum dos 8 tipos des -
critos por CHILVERS {1968), embora esta classificagao nao se
ja abrangente a todas as formacoes conhecidas de micorriza de

eucalipto.

A morfologia e anatomia das micorrizas observa-
das, mostraram um grau de uniformidade que permite afirmar

3

que existe apenas um fungo nestas associagoes.

A presenca das micorrizas no solo, de maneira

(221

emelhante as frutificacoes de P. tinetorius, parecem sofrer
influencia da idade do hospedeiro, 1levando a crer gue os fa-
tores que exercem efeitos na formacao de basidiocarpos de P,
tinctorius Sa0 0S mesmos que regem o estabelecimento das mi -

ceryrizas em eucalipto.

A comparacao entre as caracteristicas culturais
dos isolados ostidos de basidiocarpos de P. tinctorius e de
micorrizas de eucalipto, mostraram que ambos apresentam a mes
ma identidade em cor, textura, micelio, presenca de rizomor -
fas, vigor e taxa de crescimento. Segundo ZAK (1973), a detec
cao desta semelhanca e suficiente para a identificagao do fun
go, de onde pode se afirmarque, nas condi¢coes do presente es-

tudo, #. 4

‘vz e o fungo simbionte na micorriza de euca-
lipto.
Entretanto, ao comparar as caracteristicas de

P. tinectorius de pinus e esucalipto, notam~-se diferencas acen-
tuadas, desdes a coloracao das estruturas do basidiocarpo, ate

nas caracteristicas culturais, onde o crescimento do isolado
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e
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inus e mais vigoroso, reforgando a hipotese formulada por

<

HILVERS (1973) e KRUGNER e TOMAZELLO FILHO (1979) sobre a e-

xistencia de estirpes especificas para pinus e para eucalipto.

A infestagao artificial com ambos os isolados
em substrate de mudas de Pinus taeda € Eucalyptus saligna con
firmam a existencia dessa variacao intraespecifica de F. tinc
torius, pPois observou-se a especificidade do iselado de pinus
para com P. tageda. Somente neste hospedeiro, o isolado de pi
nus se associou na forma de micorrizas e apresentou frutifica
coes, fato este, nao constatado nos demais tratamentos. Resul
tado semelhante foi obtido por CHILVERS (1973) gue nao obteve
a formacao de micorrizas em P{nus radiata, por isolados de P.

tinctorius ebtidos de Eucalywptus st-johnii.

-

A ausencia de respostas das mudas de pinus e eu
calipte a inocu}agéo com P. timctorius obtido de eucalipto,de
monstra a incapacidade do fungo de se& desenvolver e associar
a0 eucalipto na fase de'mudas ou limitacao da metodo]ogia em
pregada. IMARA e PRADO JUNIOR (1979) tambem nao detectaram e

feitos da infestagao do solo com esporos do mesmo fungo em mu

das de E. grandzs.

0s inumeres fatores artificiais envolvidos como
o vigor do fungo cultivado, a vigbiiidade dos esporos utitiza
dos, a dose de inoculo empregada, a idade e especie das mu -
das, o ambiente de crescimento, podem ter afetado o estabele-

cimento do fungo no substrato, e com isso terem comprometidoa
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formagao das micorrizas. Estes ,fatores foram discutidos por au
tores comp SMITH e POPE (1934) que alegaram que a falha em sua
tentativa de sintese de micorrizas por P. tinctorius em euca -
1ipto era devido ao baixo vigor do fungo cultivado. A eficien-
cia do tratamento do solo antes da infestagao e um adequado po
tencial de inoculo sao fatores citados por MARX et alii (1976)
como necessarios ao estabelecimento efetivo de  P. tinctorius
no solo. MULLETTE (1976) explica que as falhas que normalmente
ocorvem na inducac de micorrizas em eucalipto, provavelmentere
sultam €2 condugao dos testes em condigGes ambientes inadequa-
das ao estabelecimento da associacao. Todos estes fatores, nao
avaliados para este trabalho, sao portanto fundamentais para o
desencadeamento do processo fisiologico que induz e mantem a
formagao das micorrizas. Segundo SLANKIS (1973), existe ainda
um egquilibrio entre os produtos do fungo como os exudatos, vi-
taminas € hormonios de crescimento, e os fatores da planta co
mo o metabolismo dos carbohidratos, auxinas e nivel nutricio-
nal que induzem um ambiente favoravel no qual & possivel o es
tabelecimento da micorrizé, Considerando ainda gue, observa =
coes de mudas das especies testadas, em fase de viveiro, nunca
apresentam formacoes micorrizicas semelhantes aquelas aqui des
critas, e possivel que todos esses fatores, tanto do fungo co

mo do hospedeiro, atuem em funcao da idade do hospedeiro.

Sinteses artificiais de micorrizas por P. tincto
rius, em eucalipto, bem sucedidas, ocorreram experimentalmen

te com CHILVERS {1973) e MULLETTE (1976), mas em ambas as situ
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agbes, os testes foram conduzidos <Zn vitro e entre as especies
que produziram micorrizas nao estao incluidas F. saligna e E.

eitriodora testados neste trabalho.

Pelos dados obtidos observa-se que a associagao
micorrizica entre P. tinctorius e as especies de eucalipto es
tudadas nao se constitui em condigao necessaria ao desenvolvi-

mento dessas especies, pelo menos na fase de viveiro.
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6. CONCLUSDES .

Com base nos resultados do presente trabalho,con

cluiu-se que:

a) os basidiocarpos encontrados com freqgtiencia em
povoamentos de Eacalyptué eittriodora, E. grandis, E. saligna €
E. viminalis, bem como o fungo micorrizico associado ao siste-
ma radicular dessas espécies, pertencem a mesma especie, tra-

tando-se de Pisolithus tinctorius {Pers.) Coker e Couch;

b) as tecnicas de isolamento de P. tinctorius a
partir de peridiolos, utilizando meio modificado de Melin
Norkrans (MMN) como substrato, sao adequados ao cultivo do mi

ceélio do fungo;

c) as micorrizas encontradas nas especies de eu-
calipto observadas apresentam uma unica caracteristica estrutu

ral e sao associagoes do tipo ectotrofico;

d) os isolados de P. tinctorius obtidos de povoa

mentos de eucalipto, diferem do isolado obtido de povoamento
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de pinus em coloragao e vigor, bem como na capacidade de asso
ciacao na forma de micorriza, sendo o isolado de pinus, espe-

cifico para seu hospedeiro de origem;

e) a infestagao do solo com inoculo vegetativo
e esporos de P. tinctorius, obtidos de povoamentos de eucalip
to, nao afetaram o crescimento e nao induziram a formacao de
ectomicorrizas tipicas de P. tinctorius, em mudas de Eucalip-
tus ettriodora e Pinus elliottii var. elliottii, demonstirando
a incapacidade do fungo se associar nesses hospedeiros na fa

se de mudas ou limitagao da metodologia utilizada.
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