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ABSTRACT - The effecls of sewage sludge and pine needle mulch incorporated in Lhe soil at the concentra
tions of D, 2, 4, 6, 8 and 10%(v/v)on the formation of ectomycorrhizae were studied by inoculating Pinus
caribaea var.hondurensis with Pisolithus tinctorius and Thelephora terrestris.For substrates infested
with T.terrestris,the sewage sludge and pine needle mulch did not affect significantly the formation of
ectomycorrhizae,neither the seedling growth,evaluated by the dry matter total weight.There was, however,

a tendency of the seedling growth to be greater when the organic matter concentration was increased. For
substrates infested with P.tinctorius, sewage sludge, at all concentrations, caused inhibition on mycor-
rhizal formation. This inhibition increased with the concentration of the organic matter. The effect of
pine needle mulch was also inhibitory, but only at the concentrations of 2 and 10%. The formation of
ectomicorrhizae was inhibited more strongly by sewage sludge than by pine needle mulch. There was no
effect of treatments on seedling growth. There were less ectomycorrhizae formed in the pine seedlings
which were cultivated subsequently in the same substrates after the harvest of the first trial. It was
also evaluated the surviving capacity of the fungi in the soil that was kept in the greenhouse without
watering for approximately three months, after the harvest of the second trial. Thelephora terrestris
was capable of infecting P.caribaea var, hondurensis, although in low incidence. Pisolithus tinctorius
infected only one seedling.

RESUMO - Foram estudados os efeitos de lodo de esgoto e de aciculas de Pinus incorporados ao solo nas

concentragdes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10% (v/v) sobre a formagdo de ectomicorrizas em mudas de Pinus caribaea

var. hondurensis, inoculadas artificialmente com Pisolithus tinctorius e Thelephora terrestris. Nos subs
tratos infestados com T.terrestris, o lodo de esgoto e as aciculas de Pinus n3o afetaram significativa--
mente a formagsio de micorrizas nem o crescimento das mudas, avaliado pelo peso de matéria seca total. No

entanto, houve tendéncia do crescimento das mudas ser maior com o aumento na concentragdo de matéria or-

gdnica. No ensaio onde os substratos foram infestados com P.tinctorius foi verificado que o lodo de esgo
to inibiu a formagdio de micorrizas, em todas as concentrag@es testadas, acentuando-se a inibig3io com o

aumento nas concentragBes. Para aciculas de Pinus, foi observada inibigdo somente 3s concentragdes de 2

e 10%. A formacdo de micorrizas foi inibida mais acentuadamente por lodo de esgoto do que por aciculas

de Pinus. N3o houve efeito no crescimento das mudas de Pinus. Houve queda na porcentagem de micorrizas

formadas, quando se efetuou cultivo com P.caribaea var. hondurensis no mesmo substrato, logo em seguida

a avaliagd3o do primeiro cultivo. Apds o segundo cultivo, foi avaliada a sobrevivéncia dos fungos, deixan
do-se o substrato sem hospedeiro e sem regas por aproximadamente 3 meses, e efetuada nova semeadura. Ve-

rificou-se baixa infecgdo por T.terrestris nas mudas e apenas uma muda com P.tinctorius.

INTRODUCAO | cultivo do género Pinus em vérios locais do mundo

Todos os representantes da familia Pina-  Onde € introduzido (BRISCOZ, 1959).

cea s3o ectomicorrizicos (MEYER, 1973) e a ausén- Trabalhos de inoculagdo com fungos ectomi
cia dos fungos micorrizicos é fator limitante no corrizicos em Pinus vém sendo conduzidos principal
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mente com os fungos Pisolithus tinctorius e Thele-
phora tecrestris, devido a grande capacidade de
adaptagdo em condigBes adversas, facilidade de cul
tivo in vitro, grande capacidads reprodutiva, dis-
seminagdo eficiente e grande eficiéncia na associa
cdo micorrizica (MARX, 1975; MARX & BRYAN,  1975;
MARX, 1976 e KRUGNER & TOMAZELLO, 1980).

Varios fatores podem afetar o desenvolvi-
mento de micorrizas em mudas de Pinus . inoculadas
com os fungos micorrizicos, encontrando-se, entre
outros, a matéria orginica do substrato de cultivo
(AUER e KRUGNER, 1983; BERRY & MARX, 1976;  BERRY
& MARX, 1977; BETTIOL, 1984; RUEHLE, 1980). Também,
para outras associagdies micorrizicas foi observada
a influéncia da matéria orgdnica (FASSi et :lalii,
1972 e BROWN & MYLAND, 1979) e Shemakhnova (1962)
citado por SLANKIS (1974).

Este efeito depende em grande parte da
fonte de matéria orgénica e do seu teor no substra
to (BETTIOL, 1984 e BETTIOL & KRUGNER, 1986). Es-
ses autores, estudando o efeito de esterco de cur-
ral, aciculas de Pinus, lodo de esgoto e torta de
filtro na formagdo de ectomicorrizas por P.tincto-
rius e T.terrestris em mudas de P.caribaea var.
hondurensis, verificaram que esterco de curral e
aciculas de Pinus na concentragdo de 10% ndo afeta
ram a formag3o de ectomicorrizas, nos sistemas tes
tados. No entanto, as concentragtes de 30 e 50% es
tas matérias orgénicas'reduziram acentuadamente a
simbiose. O lodo de esgoto em todas concentracdes
testadas (10, 30 e 50%) diminuiu largamente a asso
ciagdo.

Como BETTIOL (1984) e BETTIOL & KRUGNER
- (1986) relataram que as fontes de matéria organica
" testadas, em concentrag@es superiores a 10% afeta-
ram negativamente o desenvolvimento micorrizico
nas mudas de Pinus, o presente trabalho teve por
objetivos:

a) estudar o efeito de lodo de esgoto e
de "litter" de aciculas de Pinus em concentragdes
abaixo de 10%, na formagdo de micorrizas em mudas
de P.caribaea var. hondurensis pelos fungos P.tinc
torius e T.terrestris e sobre o crescimento das mu
das em dois cultivos sucessivos no mesmo substrato.

b) avaliar o efeito das matérias - ergani-
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cas utilizadas sobre a sobrevivéncia dos fungos
micorrizicos no solo, na auséncia do hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Pisolithus tinctorius (isolado n2 185) e
Thelephora terrestris (isolado n? 201) da colegdo
do Instituto para Pesquisa e Desenvolvimento de Mi
corrizas, Athens, Georgia (EUA), foram colocados
para crescimento durante 90 dias em frascos de 1

litro, contendo 700 ml de vermiculita do tamanho
médio, 25 ml de esfagno seco em pd e 350 ml de so-
lugdo nutritiva de Melin-Norkrans modificada (MMN)
(MARX, 1969).0 inéculo foi lavado em
dgua corrente por 2-3 minutos, espremido e acondi-
cionado em sacos pldsticos para transporte até a
casa-de-vegetagdo e infestagdo do solo.

As aciculas de Pinus foram coletadas em
povoamento de Pinus caribaea var. hondurensis com
cerca de 25 anos de idade existente na Estagdo Ex-
perimental de Tupi - Instituto Florestal, no muni-
cipio de Piracicaba, SP. Para amostragem, foi reti
rada a camada superficial de aciculas, coletando -
se apenas 0 material em estdgio mais avangado de
decomposigdo. O lodo de esgoto foi obtido na Esta-
¢80 de Recuperagdo das Qualidades das Aguas de Vi-
la Leopoldina, instalada no municipio de Sdo Pau-
lo, SP. Nesta estag@o o processo de tratamento €
fisico e bioldgico, consistindo basicamente de de-
cantagdo, desarenagdo, digestdo e - .centrifugagdo
(BETTIOL et alii, 1983). A composig3o quimica apro
ximada do lodo de esgoto foi relatada por BETTIOL:
(1984). Esta matéria orgénica esteve  armazenada
por um ano antes de ser utilizada.

0 solo empregado foi areia quartzosa com
0,18% de ca:pgno, indice pH 98 5,0 e os tegfes de
fésforo (PO, "), potdssio (K’ ), cédlcio (Ca ), mag
nésio (Mg++§, aluminio (A1**") + Hidrogénio HY)
foram 0,03; 0,04; O,16; 0,38 e 1,37 miliequivalen-
tes/100 g de terra, respectivamente, homogeneizado
com 0,.2, 4, 6, 8 e 10% (v/v) de cada matéria orgd
nica, sendo acrescentados 0,6 g de . fertilizantes
na formula 5:30:30 para cada 1,5 litros da mistura
solo-matéria organica. O substrato foi fumigado
sob lencol de plastico com a formulagdo comercial
de brometo de metila (98% de brometo de metila
mais 2% de cloropicrina) na base de 40 cm®/m?. Se-
tenta e duas horas apGs a aplicagdo, o lengol de
pléstico foi removido para facilitar a aerag3o,per
manecendo ao ar livre por mais 48 horas. Em segui-
da a mistura foi infestada com o indéculo na propor
¢d3o 1/10 (v/v) e transferida para vasos de barro
com capacidade de 1,8 litros.

0 delineamento experimental foi de blo-
cos casualizados, num total de 4 blocos, no esque-
ma fatorial 2x6, para cada fungo testado.

A semeadura foi realizada em 30/10/84 com
sementes de P.caribaea var. hondurensis, proceden-
‘tes de &rea de producdo de sementes no  municipio
de Casa Branca, SP. Cada vaso recebeu 20 sementes,
na profundidade de 1 cm, sendo deixadas apenas 5
plantas por vaso apds a emergéncia. Em 07/01/85
foi efetuada adubag3o nitrogenada em cobertura com
0,22 g de uréia por vaso (diluidas em 50 ml de
dgua).
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Em 14/02/85, as mudas foram retiradas dos

vasos para avaliagdo da formag3o de micorrizas. Es
ta foi feita com base na estimativa visual da por-
centagem de raizes laterais curtas que se apresen-
tavam como ectomicorrizas. Foi também determinado
0 peso da matéria seca das mudas para avadiag3o do
seu crescimento.

Apds a avaliagdo do primeiro experimento,
os substratos foram retornados ags vasos correspon
dentes. Em 23/02/85 foi realizada nova semeadura,
colocando-se 20 sementes por vaso, também proceden
tes de Casa Branca, SP. O delineamento = experimen-
tal foi igual ao do primeiro experimento. Apés a
emergéncia das pléntulas, foram mantidas 4 plantas
por vaso.

Em 27/04/85 foi realizada uma adubagdo ni
trogenada, em cobertura, com 0,25 g de uréia . por
vaso (diluidos em 50 ml de &gua).

Seguindo o mesmo critério descrito para o
primeiro experimento, foi realizada a avaliagdo em
28/06/85. 0 substrato foi novamente retornado aos
vasos, para avaliagdo da sobrevivéncia dos fungos
estudados. Para tanto, o substrato permaneceu até
01/10/85 exposto s condigles da casa-de-vegetag#o,
sem receber dgua até a realizag3io da ultima semea-
dura feita no mesmo padr3o dos experimentos ante-
riores. Em 20/12/85 foi avaliada a presenga ou nao
de ectomlcorrlzas nas-mudas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Lodo de esgoto e aciculas de Pinus nas

doses testadas ndo afetaram a formag3o de .ectomi-
corrizas, nem o desenvolvimento das mudas de P.ca-
ribaea var. hondurensis inoculadas artificialmente
com o fungo T.terrestris. Em relagdio a quantidade
de micorrizas, as médias de tratamentos variaram
de 28,13 a 49,50%, enquanto que para o desenvolvi-
mento as médias de tratamentos variaram de 0,59
a 0,86g de matéria seca/planta.

A formag3io de micorrizas pelo fungo P.tin
ctorius foi inibida pelas fontes de matéria orgdni
ca, em todas as doses testadas, sendo diretamente
proporcional ao teor de matéria orgénica no subs-
trato (Tabela 1). Lodo de esgoto mostrou maior
efeito inibitério que aciculas de Pinus. Apesar
da inibigdo na formag#io de micorrizas, lodo de es-
goto e aciculas ndo afetaram o desenvolvimento das
mudas. As médias de tratamentos variaram de 0,53 a
0,84g de matéria seca/planta.

A andlise quimica dos substratos infesta-
dos com os fungos em estudo, antes da semeadura
com P.caribaea var. hondurensis, mostrou a existén
cia de um suprimento desequilibrado de nutrientes,

Juntamente com o aumento na disponibilidade de al-

guns elementos apés a incorporagdo de aciculas e
principalmente de lodo de esgoto. Estes fatores po
dem explicar a inibig%io na formag%io de micorrizas

observada neste trabalho (ALLISON, 1973;  MARONEK
et alii, 1982 e MARX et alii, 1977). Pode ser ain-
da levantada a hipétese da presenca de elementos

inorgénicos tdéxicos em niveis inibitérios (HENDER-
SON, 1960 e KENDRICK, 1962), da liberag3o de al-
guns produtos do metabolismo dos organismos do so-
lo e de compostos da decomposig@ic da matéria orgi-
nica (DAVEY & DANIELSON, 1968).

BETTIOL (1984) e BETTIOL e KRUGNER (1986)
verificaram que o lodo de esgoto em concentragdes
de 10, 30 e 50% (v/v), influenciaram positivamente
o desenvolvimento das mudas de P.caribaea var. hon
durensis infectadas com P.tinctorius. No presenf;
trabalho, mesmo observando-se uma tendéncia de
maior desenvolvimento com aumento na concentragdo
de lodo de esgoto, este ndo foi significativo, vis
to que nenhum tratamento que recebeu esta matéria

orgénlca diferiu da testemunha.

A avaliagd@o do efeito residual do lodo de
esgoto e aciculas de Pinus, nas concentragdes estu
dadas, sobre a formag@io de micorrizas e o desenvol
vimento das mudas, demonstrou que para o fungo T.
terrestris houve redugdo na porcentagem total de
micorrizas quando comparados o primeiro com o se-
gundo cultivo. Ndo houve diferenga, no segundo en-
saio, entre fontes e doses das matérias . organicas
testadas quanto a formag3o de micorrizas e o cres-
cimento das mudas. Em relag3o & quantidade de mi-
corrizas, as médias de tratamentos variaram de
12,65 a 31,88%, enquanto que para o desenvolvimen-
to as médias variaram de 0,40 a 0,74g de matéria
seca/planta.

Para o fungo P.tinctorius, também houve uma
redugdo no total de micorrizas para as duas fontes
de matéria orgdnica. A testemunha para 4aciculas,
sem incorporagdo de matéria organica,apresentou pe
quena redugd@o no numero de micorrizas, engquanto
que nas demals concentragdes houve acentuada redu-
¢do (Tabela 2). Para a testemurnha do lodo de esgo-
to esperava-se o mesmo efeito, porém houve .. uma
acentuada redugdo na porcentagem de micorrizas. Es
ta redugdo também ocorreu com 2, 4 e 6%. Com 8 e
10% houve relativo aumento no nimero de micorri-
zas, quando comparado com o primeiro cultivo (Tabe
la 2). O desenvolvimento das mudas, neste segundo
cultivo, foi semelhante para todos os tratamentos
(Tabela 3). A redugdo geral na formag3o de ectomi-
corrizas observado do primeiro para o segundo cul-
vo pode ter sido motivada pela falta de capacidade
saprofitica dos simbiontes e competigZo com outros
microrganismos do solo.
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Esses resultados demonstran que o reapro-
veitamento do substrato, artificialmente infesta-
dos com P.tinctorius e T.terrestris para produgdo
de novas mudas fica comprometido pela baixa forma-
¢do de micorrizas apresentada.

No estudo para avaliar a sobrevivéncia no
solo, ndo houve boa germinagdo das sementes utili-

tratamentos com lodo de esgoto ndo - - apresentaram
formagdo de micorrizas tanto com P.tinctorius, co-
mo com T.terrestris. Por outro lado, os tratamen-
tos com aciculas mostraram a ocorréncia de T. ter-
restris em todas as plantas examinadas e de somen-
te uma planta com P.tinctorius. Os resultados apre
sentados mostram pois uma maior capacidade de so-
brevivéncia de T.terrestris em relac3o a P.tincto-

zadas e assim vdrias parcelas foram perdidas. Os

rius.

s

Tabela | - Efeito da concentrag3o de lodo de esgoto e de aciculas de Pinus na formag3o de micorrizas (%)
por Pisolithus tinctorius em mudas de Pinus caribaea var. hondurensis (12 cutivo)l. Piracicaba/SP ,
1986 .
Fonte de matéria Concentragio(% B
orginica 0 I 2 T 4 J 6 [ 3 ] 10 Medias
Lodo de esgoto 48,25 ab 14,75 def 17,55 cdef 4,05 ef 3,10 £ 3,73 1 15,24A
x x y y y y
A B AB AB AB B
Aciculas de Pinus 56,50 a 26,50 bcd 42,00 abc 31,75 abcd 39,00 abcd 25,25 bcde 36,83B
x X X x X X
MEDIAS 52,38X 20,63 YZ 29,78 Y 21,05 YZ 14,49 Z

17,90 YZ

lMédias seguidas de mesma letra, médias de concentra¢Bes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas

e médias de fontes dentro de concentracdes com letras iguais sob as mesmas ndo diferem estatisticamente en
tre si (TUKEY 5%). Para andlise estatistica, os dados foram transformados em arc. sen..,l_"_ +0,5,0s valo-

res s3o médias de 4 repetigdes. ) 1%

Tabela 2 - Efeito de concentra¢Ses de lodo de esgoto e de aciculas de Pinus na forma-
630 de micorrizas (%) por Pisolithus tinctorius em mudas de Pinus caribaea
var. hondurensis (22 cultivo). Piracicaba/SP 1986.
FONTE DE Concentracgo (%)
MATERIA MEDIAS
0 2 4 6 8 10
ORGANICA g ‘ l J l l
AB AB AB B A AB
Lodo de es-
goto 11,00 ab 7,06 b 5,73 b 0,31 b 19,25 ab 10,62 ab 9,00 B
y x X Y X X
A B AB AB AB B
Aciculas de - '
Pinus 44,63 a 12,15 ab 16,54 ab 16,09 ab 15,63 ab 13,75 ab 19,80 A
X X X x X X
MEDIAS 27,82 X 9,61 X 1,0 X 8,20 X 17,44 X 12,19 X

|
Médias seguidas de mesma Ietra, meédias de concentracdes dentro de fontes com letras
iguais sobre as mesmas e médias de fontes dentro de concentragdes com letras iguais -

sob as mesmas n3o diferem estatisticamente entre si (TUKEY 5%). Para andlise esta-
tistica, os dados foram transformados em ’arc.sen. _| _P_ . 0,5

oo .Os valores sd30 mé-

dias de 4 repetigBes.
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Tabela 3 - Efeito de concentragdes de lodo de esgoto e de aciculas de Pinus sobre o peso
total da matéria seca/planta(g) de mudas de Pinus caribaca var.hondurensis ino-
culadas artificialmente com Pisolithus tinctorius (22 cultivo) . Piracicaba/SP

1986.
Fonte de_ma- Concentrag3o (%) .
téria organica 0 ' 2 I s I 6 I 3 | 10 Medias
Ab B Ab B B B B A
Lodo de esgoto 0,67 ab 0,63 ab 0,40 b 0,46 b 0,49 ab- 0,84 a 0,58 A
x x X X y X
AB AB AB B A AB
Aciculas de Pi- :
nus 0,56 ab 0,6/ ab 0,50 ab 0,37 b . 0,73 ab 0,54 ab 0,55 A
x X X X x Ty
MEDIAS 0,62 XY 0,62 XY 043y 0,42 y 0,61 XY 0,69 X

lMedlas seguidas de mesma letra, medlas de concentragdes dentro de fontes com letras
iguais sobre as mesmas e médias. de fontes dentro de concentrag¢des com letras iguais
sob as mesmas nd3o diferem estatisticamente entre si (TUKEY 5%). Para analise esta-
tistica, os dados foram transformados em -{X + 0,5'. Os valores s3o meédias de & repe

tig3es.
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