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RESUMO

Micorrizas arbusculares associam-se comumente a raizes de plantas herbaceas,
arvores tropicais e subtropicais. Associagdes com raizes do pinheiro brasileiro ja foram
constatadas. No entanto, os beneficios para a nutrigdo e crescimento da Arawcaria
angustifolia , e as espécies de fungos que tipicamente se associam a esta espécie s30 pouco
conhecidos. Também, as técnicas comumente utilizadas para analise de infec¢ao micorrizica
ndo foram ainda ajustadas para a espécie em questdo. Este trabalho tem por objetivos:
identificar as espécies de fungos micorrizicos que comumente se associam a A. angustifolia,
adaptar técnicas de clareamento e coloragdo de raizes da espécie, visando analise da
presenga de micorrizas e contribuir para o conhecimento dos efeitos dessa associagdo sobre
o crescimento de plantulas. Para tanto, foram feitas coletas de solo na Floresta Nacional de
Sao Francisco de Paula, com posterior separagio (peneiramento imido) e identifica¢do dos
esporos presentes. Foram identificados um total de 9 espécies de fungos endomicorrizicos,
destacando-se o género Glomus e as especie G. geosporum e G. macrocarpum. A partir de
raizes coletadas na natureza, foram testadas diferentes técnicas de clareamento e coloragéo,
sendo que a mais apropriada foi a clareamento com KOH 10% em autoclave durante 20
min, imersdao em H,0, alcalino por 20 min, imersdo em HCl 1% por 10 min e coloragdo com
Tripan Blue. Para estudar os efeitos da associagdo, foram conduzidos dois experimentos
preliminares comparando o crescimento de plantas cultivadas em um substrato contendo
solo de mata nativa com A. angustifolia e plantas cultivadas no mesmo substrato, porém
autoclavado para eliminar a presenga de esporos viaveis. Ao final dos mesmos, as raizes dos
dois grupos de plantas foram clareadas e coradas, ndo se verificando nenhuma infecg¢do
micorrizica nos dois grupos. Para isto, Ao longo do experimento, foram feitas medidas
periodicas de altura e finais de massa seca. A partir destas pesagens, foram calculados
parametros de alocagdo de biomassa, como razdo raiz/parte aérea e razdo raiz
lateral/principal. Os dois experimentos mostraram que o Unico efeito consistente da
inoculagdo foi o fato de que raizes crescidas em terra infectada alocaram mais biomassa
para as raizes laterais em detrimento da raiz principal. A priorizagdo de raizes laterais
possivelmente resultou de algum tipo de sinalizag@o por parte do fungo, com a finalidade de
aumentar a superficie radical para colonizagdao. Novos experimentos serdo realizados

aumentando a concentrag¢do de esporos no solo a fim de maximizar os resultados obtidos.



INTRODUCAO

Conhecida como pinheiro Brasileiro ou pinheiro-do-Parana, Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze pertence a familia Araucariaceae. Sua distribui¢do no Brasil limita-se
principalmente a parte leste ¢ central do planalto meridional, abrangendo os estados do
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, ocorrendo ainda, como manchas esparsas, no
sul do estado de Sdo Paulo, na Serra da Mantiqueira em Minas Gerais e no Rio de Janeiro.
Entre as latitudes 25° 30" e 27° sul, o pinheiro passa para a Provincia Argentina de Misiones
(Koscinski, 1934; Oliveira, 1948; Hueck, 1953; Backes, 1988; Reitz, 1988). O clima onde
se encontra a espécie ¢ geralmente subtropical de altitude, onde a precipitagao média anual
é relativamente elevada (acima de 1300 mm), e a temperatura média anual esta entre 10°C e
20°C (Ferreira, 1990). A altitude de ocorréncia do pinheiro € maior quanto menor for a
latitude (Hueck, 1953). No Rio Grande do Sul, a A. angustifolia ocorre em altitudes médias
entre 600 e 800 m e, em alguns lugares, chega a 1000 m. A distribui¢do da espécie em
questdo neste estado se da principalmente no planalto, sendo encontrada nas bordas
abruptas dos seus vales, em sua margem meridional, e, geralmente, nos cursos dos rios. A
espécie ndo forma florestas densas, mas mosaicos de floresta e campo, formando os
chamados “capdes” em todo o planalto (Rambo, 1951). Backes (1988), apos analisar
numerosos dados de clima, chegou a conclusdo de que a area de ocorréncia atual representa
um refiigio da A. angustifolia, a qual esta confinada a locais onde o clima € desfavoravel as
espécies tropicais, pois a capacidade competitiva da conifera em questdo € menor do que a
das espécies latifoliadas. Segundo o mesmo autor, a dispersdo da espécie € desfavorecida
pelo elevado peso das sementes. Se as sementes de A. angustifolia ndo forem transportadas
e, cairem no interior da mata latifoliada, as plantulas ndo sobreviverdo neste ambiente.
Portanto, a distribui¢do atual do pinheiro Brasileiro nio esta em fungdo direta dos
condicionamentos ambientais, mas € determinada, em parte, pelos sistemas de latifoliadas
com as quais compete. A espécie destaca-se por sua importancia, tanto pela quantidade
como pela qualidade da madeira produzida, assim como pelo valor nutritivo da semente e
sua extraordinaria beleza paisagistica. Devido a essa importdncia, muitas destas arvores
foram cortadas para extragdo de madeira, diminuindo muito sua area de ocupagdo. As
matas com o pinheiro Brasileiro, no inicio do Século XX, ocupavam no Brasil, 200.000

km’. Hoje, extensas formagdes de floresta sdo quase inexistentes, restando apenas 3% da
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vegetagao original. Em 1947, por exemplo, a exportagdo total de madeiras brasileiras foi de
629.000 toneladas; destas, 476.400 toneladas eram de pinheiro (Aubreville, 1949).

Dentre os fatores que afetam o crescimento e estabelecimento de espécies arboreas,
destacam-se as propriedades fisicas do solo, regime luminoso e hidrico, competi¢do,
nutri¢do, e presenga de micorrizas. As micorrizas (mico = fungo, riza = raiz) sao
associagdes mutualisticas de fungos com raizes das plantas, auxiliando no estabelecimento,
fase importante para sobrevivéncia das plantulas. Nesta fase um auxilio na obten¢do de
nutrientes € vital para a competi¢ao radical em busca de nutrientes. O micélio extra-radical
aumenta o volume de solo explorado pela planta para absor¢do de nutrientes. A extensdao
deste micélio dependera da espécie de fungo, situado geralmente em torno de 12 a 15 cm’
por cm de raiz e podendo chegar a um extremo de 200cm’ por cm de raiz, sendo o micélio
o principal meio de obteng@o e translocagdo de nutrientes e agua para planta (Sieverding,
1991). Portanto, uma associa¢gio micorrizica significa uma maior produtividade em
biomassa vegetativa (Janos,1980), sementes e frutos (Stanley ef a/., 1993). A importéancia
desta simbiose poderia ser explicada simplesmente pela sua abundéncia ¢ distribuigdo
(Allen, 1991), pois a maioria das plantas terrestres estdo associadas as micorrizas: briofitas,
pteridofitas, gimnospermas e angiospermas. Portanto, € mais facil listar as familias ou
géneros que nao formam micorrizas (Harley & Smith,1983). Segundo estes autores, familias
que possuem pouca ou nenhuma dependéncia das micorrizas sio as Cyperaceae
(cosmopolitas), Juncaceae (ambientes encharcados), Urticaceae (ruderais), Chenopodiaceae
(ruderais, xerofiticas e halofiticas), Caryophyllaceae (ruderais) e Cruciferae (cosmopolitas
ou ruderais). Um género que € pouco suscetivel a micorrizagdo € Lupinus, da familia
Fabaceae.

Existem sete tipos de micorrizas: endomicorrizas (micorrizas arbusculares),
ectomicorrizas, ectendomicorrizas, arbutdides, monotropdides, ericoides e orquiddides.
Cada associagdo possui caracteristicas proprias e plantas “hospedeiras” especificas. As
endo- e ectomicorrizas sdo mais estudadas por serem mais abundantes € por se associarem a
maioria das plantas arboreas, herbaceas e arbustivas. As ectomicorrizas sd0 comuns em
espécies arboreas temperadas, como, por exemplo, aquelas dos géneros Pinus, Eucalyptus,
Picea, Castanea, Bawhinia e Betula, entre outras. Por outro lado, as endomicorrizas sdo
comuns em plantas tropicais, como, por exemplo, as dos géneros Araucaria, Podocarpus,
Agathis, Fraxinus, Lolium, Allium, Trifolium, Medicago, entre outras (Harley & Smith,

1983). A diferenga morfologica entre estes dois tipos de fungo € que, no caso de



ectomicorrizas, o fungo forma um micelio denso no exterior da raiz, semelhante a uma
manta e um micélio no interior do cortex radical, que nunca penetra a parede celular das
células. Ja nas endomicorrizas, o micélio extra-radical ndo é tdo denso, e o micélio intra-
radical penetra na parede das células do cortex da raiz. Ndo sO o micé€lio penetra nas
células, mas também estruturas chamadas de vesiculas e arbusculos. As vesiculas possuem
lipidios para reserva do fungo, e os arbusculos estdao envolvidos na troca de nutrientes. Os
fungos do tipo endomicorrizicos, 0s quais se associam a espécie em questdo, pertencem a
divisdao Zygomycotina, ordem Glomales, familia Endogonaceae, que possui seis géneros:
Glomus, Acaulospora, Gigaspora, Sclerocystis, Scutellospora, Entrophospora (Morton &
Benny, 1990). Esta simbiose € obrigatoria para o fungo, mas facultativa para a maioria das
plantas, e a dependéncia da micorriza ¢ uma propriedade intrinseca de cada espécie de
planta, podendo esta ser obrigatoria ou facultativa, dependendo da sua habilidade de crescer
com ou sem fungo a diferentes niveis de fertilidade do solo (Harley and Smith, 1983,
Brundrett, 1991; Sieverding, 1991 & Isaac, 1992).

O beneficio da infecgdo micorrizica dependera das condi¢des do local: se o solo for
muito fértil, ndo havera necessidade da planta em associar-se com o fungo e, assim,
economizara a energia que serviria para sustenta-lo (West ef al., 1993). Portanto, a
fertilizacdo com N ou P reduz a colonizagdo micorrizica e a freqiiéncia dos fungos
(Alexander & Fairley, 1983; Sylvia & Neal, 1990). A taxa de infecgdo decresce conforme
aumenta o nivel de P na solugdo do solo e, por conseqiiéncia, a medida que melhora o
estado nutricional da planta. Esse decréscimo na micorrizagdo se torna maior, quanto menor
for a dependéncia da planta a micorrizagdo. O alto desenvolvimento de fungos no solo e,
por conseqiiéncia, a alta infec¢do, estdo correlacionados com a alta exudagéo radical de
aminoacidos e acucares, usados como fontes de carbono para o fungo no seu
desenvolvimento inicial. Essa exudagido parece ser mediada pela permeabilidade da
membrana celular, a qual é regulada pelo nivel de fosforo celular; desta forma, a planta
regula a primeira fase de infecgdo (Koske & Gemma, 1992). Entdo, haverd uma maior
quantidade de vesiculas, arbusculos e micélio na raiz da planta hospedeira sob situagao de
estresse nutricional (Cooke ef al., 1992; Manjunath & Habte, 1992).

Solos tropicais possuem pH acido, e por isso, apresentam deficiéncia em fosforo
(P), nitrogénio (N) e potassio (K), pois, nestes solos acidos, estes elementos tém menor
mobilidade, ao contrario do aluminio (Al) (Marschner, 1986). Segundo o mesmo autor, 0

aumento no crescimento por MA (micorrizas arbusculares) ocorre pelo fornecimento de



nutrientes minerais de pouca mobilidade na solug@o do solo, predominantemente o fosforo.
A micorriza vai absorver o nutriente além da zona de deplegdo da raiz, através do micélio
que se prolonga no exterior da raiz. Muitos estudos comprovam que micorrizas aumentam a
absor¢do de nutrientes minerais. No caso do fosforo, esses estudos foram feitos com
espécies ¢ ambientes (ou substratos) diferentes. Todos os experimentos que tiveram boa
colonizagio e conteido apropriado de nutrientes para a formagdo de micorrizas resultaram
no aumento do conteudo de P absorvido pela planta (Koide & Li, 1990; Ikram ef al., 1992;
Mullen & Schmidt, 1993, Guissou ¢7 al., 1998; Jones et al., 1998; Moyersoem et al., 1998).
Eason e¢r al. (1991) compararam a transferéncia de P de uma raiz morta, colonizada por
MA, para outras duas espécies de plantas diferentes, uma MA (micorrizica arbuscular) e
outra ECM (ectomicorrizica). Os autores constataram uma maior eficiéncia de transferéncia
entre plantas de mesmo tipo de micorriza que a doadora (MA). O aumento de absorgdo de
P ocasionado pela associagao resulta para a planta em um aumento na biomassa (Kormanik
et al., 1981, 1982; Daft, 1983; Holden e/ a/., 1983, Khasa, 1991) e fecundidade (Stanley et
al., 1993; Carey et al, 1992) em plantas dependentes de micorrizas. Em menor quantidade,
foram feitos estudos sobre a absorgdo de N pelas plantas micorrizadas, onde foi observado
um aumento no conteudo de N e no acumulo de biomassa nas plantas com micorrizas
(Bledsoe & Zasoski, 1983; Reeves, 1992; Pereira ef al., 1996; Faure ef al., 1998). O maior
beneficio das micorrizas esta no melhor estado nutricional da planta pois o fungo auxilia
também na resisténcia 4 patogenos e drogas. Com um melhor status nutricional a planta
apresenta um maior nivel de fixagdo do CO, atmosférico e, portanto, um aumento na
fotossintese, pois ha um aumento na quantidade de proteinas envolvidas neste processo
(De La Rosa e¢r al., 1998; Klironomos ef al, 1998; Staddon ef al., 1998; Wrigth et al.,
1998), e desenvolve uma maior area foliar (Wrigth ef al., 1998) tendo, como resultado, um
aumento no crescimento.

Quando esses fungos penetram nas raizes da planta “hospedeira”, modificam a
morfologia da raiz, quanto ao nimero e tamanho das ramificagdes. Em Platanus acerifolia,
por exemplo, infectado com Glomus fasciculatum, Tisserant ei al. (1996) obtiveram um
aumento no niumero de raizes de 2", 3" e 4" ordem, resultando num importante aumento na
ramifica¢do da raiz comparada as raizes ndo infectadas. Em Allium porrum (Berta ef al.,
1992), a micorriza arbuscular induziu modificagdes na morfologia da raiz, tornando as
raizes infectadas mais densas, as ramifica¢oes de raizes mais curtas, e com maior diametro,

comparadas com as plantas controle. Os autores colocam que essa diminui¢do no tamanho



das raizes sendo a uma inibigdo na atividade meristematica, provocada, provavelmente, por
hormodnios, tais como citocininas e giberelinas, liberados pelo fungo, pois o fungo, em si,
geralmente ndo ¢ encontrado proximo ao apice das raizes. Milanez & Monteiro (1950)
tambeém observaram raizes curtas em A. angustifolia, semelhantes a nddulos, e deduziram
ser devido a colonizagdo micorrizica. Segundo eles, os pseudo-nédulos se originavam de
um crescimento exagerado do cortex das raizes de 2° e/ou 3" ordem. Varios autores até
1969 ainda acreditavam tratarem-se de nodulos. Bevege (1971) fez um estudo detalhado
sobre micorrizas em Araucaria cunninghamii. Segundo ele, algumas gimnospermas, como
Agathis australis, Podocarpus lawrencei e A. cunninghamii, formam essas raizes curtas
independentemente de um estimulo externo, pois foram detectadas raizes curtas em plantas
sem micorrizas. O autor concluiu que a morfologia das raizes é devido a interagio do
gendtipo com os fatores edaficos, o qual pode interferir indiretamente no crescimento e
absor¢do de nutrientes. Da mesma forma, Sousa e¢f al. (1998) encontraram os chamados
pseudo-nodulos em plantas ndo micorrizadas de A. angustifolia, confirmando as
observagdes de Bevege (1971).

A morfologia da raiz esta relacionada ao grau de dependéncia da associagdo
micorrizica, que serd maior ou menor em diferentes espécies de plantas e fungos (Pope ef
al., 1982). Manjunath & Habte (1990) compararam 4 espécies de Leucaena e 4 espécies de
Sesbania, para relacionar a morfologia radical com a dependéncia de micorrizas. Leucaena
apresentou-se com maior grau de dependéncia a micorriza. Hentrick et a/. (1990) fizeram
estudo semelhante com gramineas de verdo e de inverno; no caso, as gramineas de inverno
possuiam as caracteristicas de menor dependéncia a micorriza¢gdo. Em ambos os estudos
comprovou-se a hipotese de que existem caracteristicas morfologicas no sistema radical que
explicam diferentes dependéncias a micorriza: maior massa e densidade radical, menor
didmetro radical, maior comprimento radical, maior porcentagem de pélos, e, portanto,
maior superficie de contato e maior absor¢do de fésforo (P) sdo caracteristicas associadas
as espécies de menor dependéncia (Hentrick e/ al., 1990; Manjunath & Habte, 1990).
Brundret e/ al. (1989) descreveram caracteristicas do sistema radical de 20 arvores,
concluindo que estas podem ser usadas para identificagdo das arvores até género, e que
espécies de mesmo género usualmente tém o mesmo tipo de micorriza, sendo esta relagio
consistente dentro da familia.

Koide & Elliott (1989) e Johnson et al. (1997) questionam o fato da micorriza ser

sempre uma associagdo mutualistica. Segundo os autores, isto dependera da relagdo entre
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custo e beneficio, considerada em termos de C e P para a planta, respectivamente. Como 0
fungo € simbionte obrigatorio, o beneficio para ele € grande enquanto o custo é minimo. No
caso de uma planta que se desenvolve em mas condigdes luminosas, por exemplo,
(ocasionando uma limitagdo na produgdo de fotossintatos), o custo de sustentar o fungo
pode exceder o beneficio, pois ndo adiantara uma melhora na obtengdo de nutrientes, que
por conseqiiéncia aumentaria a capacidade fotossintética, se a planta ndo consegue fixar C
por falta de energia luminosa. Neste caso, a micorriza se tornaria parasita, e esse tipo de
assoclagao pode ocorrer quando fatores fisicos, quimicos ou bioticos causam no sistema
micorrizico um aumento excessivo no custo em relagdo ao beneficio. Francis & Read
(1995) inocularam MA em plantas com diferentes graus de dependéncia a micorriza. Os
autores constataram que plantas com dependéncia da micorriza (Plantago lanceolata,
Plantaginaceae) obtiveram um aumento no crescimento, enquanto outras, de familias que
ndo sdo dependentes de micorrizas, (e. g. Arabis hirsuta, Cruciferae; Arenaria serpyllifolia,
Caryophyllaceae e Chenopodium album, Chenopodiaceae) tiveram seu crescimento
drasticamente reduzido, por serem sensiveis a uma grande quantidade de micélio do fungo,
ndo suportando a inativagdo de meristemas laterais. Portanto, o tipo de envolvimento entre
parceiros dependera da espécie de planta e do fungo. Os autores concluem que o
mutualismo ou antagonismo possivelmente tém papel importante na distribui¢do individual
das plantas, influenciando na estrutura natural das comunidades. Um outro importante
aspecto ecologico no estudo das micorrizas refere-se a sazonalidade das mesmas, refletida
na varia¢ao , ao longo do ano, na identidade, nimero e atividade dos esporos de fungos
disponiveis a micorrizagdo. Estabelece-se, entio, uma sucessdo temporal e espacial de
espécies de fungos (Fleming, 1983; Truffem & Bononi, ef al, 1985; Truffem, 1990;
Sanders, 1992; Klironomos e/ al., 1993; Mason ef al., 1993; Brown & Bledsoe, 1996;
Merryweather & Fitter, 1998).

Os estudos envolvendo micorrizas em A. angustifolia sao ainda muito limitados e
inconclusivos, ao contrario do estudo detalhado ja feito com A. cunninhamii (Bevege,
1971). Embora a associagdo da espécies com endomicorrizas ja tenha sido reconhecida
desde a metade deste século (Milanez e Monteiro, 1950), ndo existe, até hoje, uma
definicdo quanto ao grau de dependéncia da espécie em relagdo a esta associa¢do. Na
rizosfera da A. angustifolia, ja foram encontrados esporos de 13 diferentes espécies de
endomicorrizas, segundo um levantamento feito em plantas do Jardim Botanico de Sao

Paulo (Bononi, e/ al., 1989). Em experimentos com a mesma espécie, feitos por Muchovej
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et al (1992), foram inoculadas ectomicorrizas das espécies Rhizopogon nigrescens e
Pisolithus tinctorius e endomicorrizas das espécies Acaulospora scrobiculata e Glonus
mosseae, individualmente e em combinagdes. Houve colonizagdo so6 por endomicorrizas,
mas a colonizag¢do foi baixa, e nao houve diferen¢a nas caracteristicas avaliadas, o que,
segundo o autor, deveu-se ao curto tempo do experimento e a restri¢do do recipiente para
crescimento da raiz.

O trabalho aqui apresentado enquadra-se dentro de um projeto mais amplo, que visa
a caracterizar a importancia das micorrizas para o sucesso no estabelecimento e crescimento
do pinheiro Brasileiro, assim como determinar os mecanismos fisiologicos envolvidos nesta
interagdo. Como contribuigdo a este projeto, este trabalho teve por objetivos caracterizar os
fungos que estdo tipicamente associados com a A. angustifolia na regido do Planalto sul
riograndense e testar as respostas de plantulas da espécie a inoculagao com micorrilzasA A
fim de atender o primeiro objetivo, foram feitas coletas de esporos na Floresta Nacional de
Sao Francisco de Paula, RS, onde a espécie tem ampla distribuigdo. Visando a abordar o
segundo objetivo, foram feitos estudos preliminares, testando algumas técnicas de
inoculagdo de plantulas. A fim de se verificar a presenga ou n@o de colonizagdo, foi também
necessario adaptar as técnicas ja existentes de clareamento e coloragao de raizes a espécie

em questao.



L1

MATERIAL E METODOS

Técnicas testadas para observacio de colonizacio micorrizica em A. angustifolia:

As raizes utilizadas para teste eram provenientes de plantulas coletadas na Floresta
Nacional de Sdo Francisco de Paula, RS. As raizes coletadas foram fixadas em FAA [90%
de élcool (50%), 5% de 4cido acético e 5% de formaldeido(35%)] por 3 dias e depois
conservadas em alcool 70%. A partir da revisdo bibliografica, fez-se um levantamento de
diferentes técnicas de clareamento e coloragdo de raizes, visando a posterior observacio da
colonizagio micorrizica. Serdo a seguir descritas, de forma reduzida, as técnicas utilizadas
por 5 grupos de autores, para diferentes espécies. A técnica mais apropriada para raizes de
A angustifolia resultou de uma combinagdo e/ou adaptagdo destas e sera descrita com
maiores detalhes na segdo de Resultados deste trabalho. As fotomicrografias opticas que
tlustram a técnica e os esporos obtidos foram feitas em um microscopio DIALUX 20 EB da

Leitz.

Bevege (1968): Araucaria cunninghamii

>Autoclavagem das raizes em KOH IN por 10min ou mergulhadas na mesma
solugd@o por alguns dias, e posterior lavagem com agua.

>Imersdo das raizes em hipoclorito de sédio acidificado com gotas de acido
hidroclorico SN por 3 a 10min e posterior lavagem com agua.

>Autoclavagem em lactofenol alcodlico e Cotton Blue para colorag¢do das raizes.

Phillips and Hayman (1970): Allium cepa. Esses autores modificaram a técnica de
Bevege (1968). A técnica por eles adotada € a mais utilizada e citada nos trabalhos que os
sucederam.

>Imersdo em KOH 10% a 90°C por 1h e posterior lavagem com agua.

>Imersdo em H;0; alcalina (10 vol.) por 10min a 1h e posterior lavagem com agua.
Segundo os autores, a imersdo em hipoclorito de sddio resulta em raizes pouco coradas.

>Acidificagdo com HCI diluido, neutralizando o KOH, e acidificando o meio para
maior eficiéncia do corante.

>Coloragéo das raizes com trypan blue 0,05% em lactofenol, por Smin, a 90°.



Schenck (1982):

>Autoclavagem das raizes em KOH 10% por 10 min ou a 90°C por 1h, e posterior
lavagem com agua.

>Imersdo em KOH alcalina (94,5 ml H,0 + 5 ml H,O; 0,5 ml NHy) por 10-20 min, e
posterior lavagem com agua.

>Imersao em HCl a 1% por 3 a 4 min.

>Coloragdo com fucsina acida (0,1g).

Koske and Gemma (1989): usando raizes de diversas espécies, pertencentes a varias

familias, incluindo representantes de angiospermas (mono- e dicotileddneas), pteridofitas, e
bridfitas.

>Autoclavagem das raizes em KOH 2,5% por 3min, ou a 90°C por 10 a 30min.
Segundo os autores, KOH a 10% danifica o cortex.

>Imersao em H,0, alcalina 3% por 10 a 45min.

>Imersdo em HCI 1%.

>Coloragdo com trypan blue 0,05 % em uma solug@o de 500ml glicerol, 450ml H,0,

50ml 1% HCI por 3min em autoclave ou a 90°C por 15 a 60 min.

Sieverding (1991):

>Imersdao em KOH 10% em banho-maria a 90°C por 30 a 60 min e posterior
lavagem com agua.

>Imersdo das raizes em H;O, alcalina 10% por 10 a 20 min e posterior lavagem com
agua.

>Imersao das raizes em HCI por 15 min.

>Coloragdo das raizes com trypan blue 0,5%.

Técnica para separacio e identificacdode esporos:

A coleta dos esporos foi igualmente feita em diferentes matas reflorestadas com A.
angustifolia, na Floresta Nacional de S3o Francisco de Paula, RS, em Junho de 1998.

Amostras de solo coletadas em 5 locais diferentes, entre as profundidades de 0 e 15 cm,
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foram reunidas em uma amostra composta, para posterior separacio e identificacio dos
esporos. O peneiramento umido (Gerdemann & Nicolson, 1963) foi a técnica utilizada para
separacao dos esporos. Para tanto, uma amostra de 50ml de solo foi colocada num conjunto
de 3 peneiras, com malhas progressivamente menores, onde a peneira de malha maior ficou
em cima. As malhas das peneiras foram de 710, 106, 53 mm pum™). O detrito das peneiras
de maior porosidade foi descartado, ficando-se apenas com o solo acumulado na peneira de
malha mais fina. Depois de bem lavado, o solo foi centrifigado por 5 min (1200 rpm,
centrifuga Excelsa II, modelo 202 MP), desprezando-se, entdo, o sobrenadante. No lugar
do sobrenadante, foi colocada uma solugdo de sacarose 50%. A amostra foi entdo
centrifugada novamente por 1 min. A seguir, separou-se o sobrenadante, por peneiragem e
lavou-se o material retido abundantemente com 4gua. Os esporos foram separados da
amostra utilizando-se pipeta Pasteur (Colozzi-Filho & Balota, 1994). O esporo separado foi
fixado em lamina no PVLG (16.6g de élcool polivinil + 100ml de H,O + 100ml de acido
latico +10ml de glicerina) ou MELZER (0,5 g de iodo + 1,5 g de potassio iodado + 20 ml
de cloral hidratado + 20 ml de dgua destilada), para melhor observagdo das paredes do
esporo. Com uma leve pressao sobre a laminula, quebraram-se os esporos para contagem e
caracterizagdo das paredes, caracteres utilizados na identificacio taxondmica. Laminas
montadas com esporos foram mandadas para especialistas do Instituto de Botinica de Sdo

Paulo.

Experimentos preliminares para verificacio dos efeitos da inoculacio micorrizica

sobre o crescimento de A. angustifolia:

Foram realizados 2 experimentos preliminares, semelhantes, visando a andlise das
respostas de plantulas do pinheiro Brasileiro a coloniza¢do micorrizica.

Local e condi¢des de cultivo: os dois experimentos foram conduzidos em bancada
junto a janela nas dependéncias do Laboratério de Fisiologia Vegetal. As plantas recebiam
insolagdo direta pela parte da manha e luz difusa pela parte da tarde. O cultivo foi feito em
garrafas plasticas de 500 ml, com altura de 15 ¢m. O substrato utilizado sera descrito no
proximo item. Os experimentos tiveram duragdo de 3 meses, e, durante este periodo, as
plantas foram mantidas com adequado suprimento hidrico, irrigando-se os vasos uma vez
por semana.

Substrato de cultivo e inoculagdo micorrizica: foram estabelecidos, em cada

experimento, dois tratamentos: 1. Controle: neste grupo de plantas, o substrato utilizado foi
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totalmente autoclavado, visando a esterilizagio do mesmo; 2. Substrato infectivo: neste
grupo, o substrato de cultivo continha uma camada infectante ndo autoclavada, com
disponibilidade de estruturas micorrizicas para infecgdo das raizes (Fig. 1). Nos dois
tratamentos, o substrato utilizado foi composto por uma mistura de areia de textura média
lavada e terra preta comercial (1:1; v: v). Para o preparo da camada infectante, foram feitas
coletas de solo em mata reflorestada com Araucaria, localizada na Floresta Nacional de Sio
Francisco de Paula, RS, nos dias 5 de maio (experimento 1) e 2 de setembro (experimento
2) de 1997. As amostras coletadas consistiam de solo e raizes retirados da rizosfera de
plantulas do pinheiro brasileiro. A escolha da rizosfera como ponto de coleta do solo visou
a provavel inclusio de propagulos de micorrizas (esporos e hifas) na amostra. Para cada
experimento, estabeleceu-se uma amostra composta a partir de 5 pontos de coleta distintos,
compreendendo cada uma delas solo e raizes presentes na camada de 0 a 15 cm. As coletas
foram feitas com pa de corte e pa de méo, antecedidas da retirada da vegeta¢do rasteira
e/ou da serrapilheira. Em laboratorio, foram separadas as raizes do solo. A terra foi
colocada para secagem na sombra e depois armazenado sob refrigeragdo (4 — 6°C) com
baixa umidade para manter a viabilidade dos esporos (Colozzi-Filho & Balota, 1994). Essa
terra coletada na floresta compds a camada infectiva do substrato de cultivo e consistiu de
uma camada de 50 ml, colocada a uma profundidade de 3,5 ¢cm da superficie (Fig. 1). Para
as plantas controle, esta camada foi previamente autoclavada. A autoclavagem da terra
coletada e do restante do substrato de cultivo foi feita em 3 periodos de 1 hora cada,
espagados entre si por 24 horas. A analise do substrato utilizado e da terra de mata nativa,
efetuada pelo Departamento de solos da Faculdade de Agronomia encontra-se na tabela 1.

Plantio: as sementes foram coletadas no mesmo local de coleta da terra. Apos terem
sido desinfestadas com hipoclorito de s6dio 3% por 15 min, foram escarificadas e colocadas
para germinar em placas de Petry com papel filtro imido. Apés S dias, ja com a radicula
emergida, foram transplantadas para as garrafas contendo o substrato de cultivo ja descrito.
Foram cultivadas 5 plantas por tratamento nos dois experimentos.

Avaliagdes: o crescimento em altura das plantulas foi acompanhado semanalmente.
As avaliagdes de massa seca foram feitas ao final de cada experimento. Devido &
necessidade de se fixarem as raizes laterais para posterior observagio da colonizagdo
micorrizica, foi medida a massa seca apenas da parte aérea e raiz principal no experimento
I. No experimento 2, foi medida a massa fresca das raizes laterais de todas as plantulas

antes da fixagdo do material, sendo a massa seca das mesmas estimada a partir do contetido
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de agua das raizes laterais de uma planta por tratamento. Este conteudo de agua foi
avaliado através da seguinte equagdo: (massa fresca — massa seca)/massa fresca.
Considerou-se, para fins de estimativa, que todas as raizes apresentavam o mesmo contetdo
de agua nos tecidos. Esta pressuposi¢do baseou-se no fato de que todas as plantulas foram
submetidas ao mesmo regime de irrigagdo. A secagem da matéria vegetal foi feita em estufa
a 80° C por um periodo de 5 dias.

Analise estatistica: a significancia estatistica da diferenga entre médias dos 2
tratamentos foi feita através do teste 7 de Student, utilizando-se um nivel de significincia de

5%. A analise foi feita no programa grafico Sigmaplot, versido 3.0.
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TERRA PRETA: ARELA
(1:1)

solo nativo
AUTOCLAVADO

autoclavado,

NAO INFECTIVO

solo nativo
TERRA PRETA: AREIA

(11 ndo autoclavado,

AUTOCLAVADO

INFECTIVO

Figura 1 - Desenho esquematico da montagem dos experimentos preliminares.
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Tabela | - Analise quimica do substrato de cultivo e camada infectiva utilizados no

cultivo de plantulas de Araucaria angustifolia

Argila pH P K M.O. Aljroe
(%) H0 (ppm) (ppm) (%) cmol L™
Substrato 7 Aot 39 75 3,2 0
de cultivo'
Camada 22 4.2 4,1 82 5,9 5,6
infectiva®
Calispe Mgioc Al+H CIC % Saturagio da CTC
cmol, L™ cmol, L™ cmol, L cmol, L™ Bases Al
Substrato 9,5 0,6 0,8 11,1 93 0
de cultivo
Camada 2.8 0,5 21.7 25,5 14 219
infectiva

" Terra preta comercial + areia (1:1: v:v
P )

?Solo de mata com A. angustifolia da FLONA, Sao Francisco de Paula, RS
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Técnica para clareamento e coloracio de raizes de Araucaria angustifolia :

A técnica mais apropriada para raizes de 4. angustifolia caracterizou-se pelas
seguintes etapas:

> Autoclavagem das raizes em KOH 10% por 20 min.

>Imersdo em H,0; alcalino por 20 min, apos resfriamento das amostras, ¢ posterior
lavagem com agua.

>Imersdao em HCI 1% por 10 min para acidificar o meio.

>Coloragdo com Clorazol Black E ou Trypan Blue por 20 min na concentragdo de
0,05%.

As figuras 2, 3, 4 € 5 ilustram os resultados obtidos pela aplicagdo desta técnica em
raizes de A. angustifolia. Essa técnica mostrou-se adequada para raizes jovens. Para raizes
mais velhas e lignificadas, estas devem ficar em imersdo em KOH a temperatura ambiente,
por 24 h ou mais, dependendo da idade da raiz. Esta necessidade de tempos maiores € tipico
do género Podocarpus e da familia e Araucariaceae, devido & alta deposigdo de taninos,
mesmo em raizes finas (Bevege, 1971). Em A. cunninghamii, polifenois sio depositados na
endoderme, epiderme e na superficie da raiz, obscurecendo todos os detalhes da infec¢ao
cortical por micorrizas. A etapa de imersdo em KOH permite a remog@o do protoplasma
celular, nicleo e polifendis, para posterior coloragdo e observagdo das estruturas
micorrizicas (Bevege, 1971).

Foram testadas diferentes concentragdes de KOH (2, 5, 10, 12%), mostrando que
concentragdes maiores do que 10% desestruturam as raizes. Koske & Gemma, (1989)
recomendam concentragdo de KOH a 2%; no entanto, esta concentragdo nao foi eficiente
para clarear as raizes de A. angustifolia. Também foram testados diferentes tempos de
imersdo: 15 a 60 min em banho-maria e de 10 a 30 min em autoclave. O banho-maria
durante a imersdo em KOH, proposto por Phillips and Hayman (1970), foi excluido, pois
com o tempo utilizado as raizes desintegravam-se; diminuindo-se o tempo, as raizes ndo
clareavam o suficiente, entdo foi adotado a autoclavagem proposta por Bevege por 20 min.
O hipoclorito de sédio e o peréxido de Hidrogénio sdo utilizados para reforgar o

clareamento das raizes. A imersio de raizes em H,O, apds a imersdo em KOH, proposta
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por Phillips & Hayman (1970), em substitui¢dgo ao NaClO, também adequou-se a raizes de
A. angustifolia. O uso deste ultimo resultou em pouca coloragdo das raizes pelo corante,
além de levar a formacdo de bolhas, dificultando a visualizagdo do fungo. Quanto aos
corantes testados, além do Trypan Blue e do Clorasol Black E, foi testado o Cotton Blue.
Este corante nao foi aprovado, pois corava a raiz excessivamente, dificultando a observagao
do fungo. Além dos diversos corantes, diferentes tempos de coloragdo também foram
testados: 10 a 40 min. Estes fatos demonstram a grande necessidade de adapta¢do das

técnicas existentes a cada material estudado.
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Figura 2 - Vesiculas (v) e esporos (e) no cortex radical de Araucaria angustifolia

(escala 10 um) .
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Figura 3 - Vesiculas no cortex radical de Arancaria angustifolia (escala 10 pm) .



Figura 4 - Hifas no interior de células do cortex radical de Araucaria angustifolia

(escala 10 pum) .
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Figura 5 - Esporo de Entrophospora colombiana no cortex radical de Araucaria

angustifolia (escala 10 pm).



Identificacdo de esporos de micorrizas:

As nove espécies de micorrizas encontradas na rizosfera de Araucaria angustifolia,
foram:

Acaulospora scrobiculata Trappe (Fig. 6)

Lntrophospora colombiana Spain & Schenck (Fig. 7)

Glomus clarum Nicolson & Schenk

Glomus etunicatum Becker & Gerdemann

Glomus fasciculatum Thaxter

Glomus geosporum Nicolson & Gerdemann (Fig. 8)

Glomus macrocarpum Tul. & Tul. (Fig. 9)

Glomus microaggregatum Koske, Gemma & Olexia

Glonmus microcarpum Thaxter

Os esporos mais abundantes na amostra coletada foram G. geosporum e G.
macrocarpum. Estes podem ter sido os mais abundantes na época em que foi feita esta
coleta (Junho 1998). Isto ndo significa que estas espécies sejam as mais abundantes ao
longo de todo o ano. Por este motivo, estudos sobre a sazonalidade da distribui¢do dos
esporos devem ser feitos para caracterizar a dindmica temporal dos fungos micorrizicos.
Além disto, as referidas espécies sdo as mais abundantes no local de coleta. A area de
estudo devera ser ampliada para diversas outras areas de ocorréncia de A. angustifolia, para
uma melhor delimitagdo da distribuigdo das espécies de micorrizas. Um outro aspecto
interessante a ser estudado futuramente diz respeito a comparagdo das populagdes de
fungos micorrizicos entre zonas de mata com Araucaria e os campos adjacentes.

Das espécies acima listadas, duas delas foram também encontradas na rizosfera de
A. angustifolia, cultivadas no Jardim Botanico de Sdo Paulo (Bononi ef al., 1989). G.
macrocarpum e G. fasciculatum. A comparagdo das espécies com os esporos encontrados
em associagdo com A. cunninghami por Bevege (1971) e Thapar & Khan (1973) ainda ndo
foi possivel, pois, nesta época, a taxonomia deste grupo de fungos ainda era muito pouco
conhecida, sendo que todos os géneros da familia Endogonaceae eram classificados dentro

de Endogone, com varios tipos, denominados, simplesmente, de A, B, C, etc.



Figura 6 - Esporo de Acaulospora scrobiculata (escala 10 pm).



Figura 7 - Esporo de Fantrophospora colombiana (escala 10 pum).
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Figura 8 - Esporo de Glomus geosporum (escala 10 pm).
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Figura 9 - Esporo de Glomus macrocarpum (escala 10 pum).
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Experimentos preliminares:

A maioria dos parametros de crescimento avaliados nao diferiram significativamente
entre as plantas controle e as cultivadas em solo infectivo, provavelmente devido ao
pequeno tamanho amostral. Desta forma, serdo apontadas e discutidas as tendéncias
observadas. A altura das plantas cultivadas em solo infectivo ndo diferiu significativamente,
mas tendeu a ser maior do que a das plantas controle no experimento 1 (Fig. 10a). No
experimento 2 (Fig. 10b), o mesmo nao foi observado. O actimulo de biomassa nio diferiu
significativamente entre os tratamentos, em ambos os experimentos realizados (Figs. 11a,
b). No entanto, a produgdo de massa seca de raizes laterais, medida apenas no experimento
2, tendeu a ser maior nas plantas cultivadas em solo infectivo do que nas plantas controle
(Fig. 11b). Em termos de comprimento da raiz principal, observou-se um maior
comprimento nas plantas controle em ambos os experimentos (Figs. 12a, b). A partir da
massa seca das raizes laterais e da principal, foi calculada a razio de biomassa entre estas
duas fragdes do sistema radical no experimento 2 (Fig. 13). Esta razdo foi maior no
tratamento com solo infectivo. Apés o desmonte, a analise da presenga de colonizagdo
micorrizica nas plantas cultivadas em solo infectivo mostrou que esta néo havia ocorrido.

Os motivos que levaram aos resultados negativos na colonizagdo radical e aos
reduzidos efeitos sobre o crescimento das plantulas, sob presenga de solo infectivo, podem
ter sido de varias naturezas. Primeiramente, poder-se-ia pensar que a espécie é indiferente a
presenga de micorrizas. No entanto, sabe-se que as raizes do género Araucaria relinem
varias caracteristicas tipicas de plantas com alto grau de dependéncia micorrizica (Hentrick
et al., 1990; Manjunath & Habte, 1990), como baixa densidade e comprimento radical,
grande diametro das raizes e peduena quantidade de pélos radicais, resultando em, reduzida
superficie de contato das raizes com o solo. Também se sabe que, sob condigdes naturais,
ocorre um alto grau de colonizagdo micorrizica na espécie (Milanez e Monteiro , 1950 e
observagdes pessoais). Uma outra possivel causa seria a pequena duragdo do experimento
(3 meses), pois sendo a A. angustifolia uma espécie de crescimento lento, leva mais tempo
para haver colonizagdo. Problema semelhante foi apontado por Muchovej et al. (1992),
onde o experimento com Arauwcaria teve a dura¢do de 4 meses. Por outro lado, os
experimentos realizados por Bevege (1971), com A. cunninghamii, tiveram duragéo de 10 e
23 meses e tiveram resultados positivos. Outro motivo seria a fertilidade do solo. As

analises quimicas dos substratos utilizados revelaram alto conteido de P na mistura de terra
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preta e areia (Tabela 1). A planta pode ter “rejeitado™ a infecgdo micorrizica devido a alta
disponibilidade de P (Sylvia & Neal, 1990; Cooke et al., 1992; Manjunath & Habte, 1992).
Outra questao foi o solo utilizado como camada infectiva. Tratava-se de solo de mata nativa
com Araucaria, diluido ‘em esporos e ndo era o indculo tipicamente utilizado em
experimentos com micorrizas: camada de solo, contendo esporos previamente multiplicados
em planta anual.

No desmonte do experimento, chamou atengdo que, nas plantulas do tratamento da
camada infectiva, as raizes laterais concentravam-se nesta camada. Embora esta tendéncia
ndo tenha sido quantificada, ela pode indicar algum tipo de percepgdo ao tratamento pela
plantula. Uma maior concentragdo de raizes neste local aumentaria o grau de contato das
raizes laterais, tipicamente alvos da coloniza¢do, com os esporos disponiveis. Inclusive,
houve um nitido, embora n3o significativo, encurtamento na extensdo da raiz principal,
resultando numa maior razao entre raizes laterais e principal (Fig. 13). Karabaghli-Dregon
et al, 1998 obtiveram efeitos semelhantes com o fungo ectomicorrizico Laccaria bicolor e
sua hospedeira Picea abies. Estes autores isolaram o sistema radical dos esporos com o uso
de papel celofane e, mesmo impedindo a colonizagdo, detectaram uma maior produgdo de
raizes laterais. Os resultados por eles obtidos foram explicados pela liberagdo de auxina pelo
fungo no substrato, que resultaria numa maior disponibilidade de superficie radical para

colonizagdo.
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Figura 10 - Crescimento em altura de plantulas de Araucaria angustifolia: (a)
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Figura 11 - Aciimulo de biomassa em plantulas de Araucaria angustifolia: (a)
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Figura 13 - Razdo de biomassa entre raizes laterais e raiz principal em plantulas de

Araucaria angustifolia (experimento 2).
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica para a analise de colonizagdo foi adaptada, com sucesso, para a espécie em
questdo. Com isso a quantificagio e observa¢do de colonizagdo micorrizica em futuros
experimentos realizados em casa de vegetagdo ou a campo poderdo ser feitos com sucesso.
Com relagdo a identificagdo dos esporos, pretende-se, futuramente, ampliar as coletas tanto
no espago quanto no tempo. Desta forma, poder-se-a caracterizar a dindmica temporal e
espacial de espécies micorrizicas associadas ao pinheiro brasileiro.

Estudos futuros visando analisar os efeitos das micorrizas sobre o crescimento da
espécie devem ter maior tempo de duragio. O substrato de cultivo devera ser mais proximo
do encontrado no ambiente natural da espécie, para permitir extrapolagdes mais seguras dos
resultados obtidos em casa de vegetagdo para a situagdo de campo. A camada infectiva
devera ser composta por solo contendo alta densidade de esporos, formando o inéculo
propriamente dito. Esta maior densidade podera ser obtida pela prévia multiplicagdo dos

esporos.
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