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RESUMO

Tuber aestivum, Tuber floridanum E FOSFORO NA PRODUCAO DE MUDAS
DE NOGUEIRA-PECA

Autor: Darlyng Oliveira Santos
Orientadora: Prof. Dra. Zaida Inés Antoniolli
Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Josemar Seminoti Jacques

A nogueira-peca [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch, Juglandaceae] possui
importancia econémica em diversos paises, incluindo o Brasil, onde as
condicbes mais favoraveis de desenvolvimento dessa cultura se encontram na
Regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste com solos com baixos teores de fésforo,
mineral altamente demandado durante a fase inicial do crescimento de nogueira-
pecd. A nogueira-peca forma diversas associacdes mutualisticas com fungos
ectomicorrizicos do solo, resultando em maior crescimento ao vegetal. O
presente trabalho teve como objetivo obter informacdes sobre o uso de fungos
ectomicorrizicos e fosforo na producdo de mudas de nogueira-peca. O
experimento foi realizado em casa de vegetacéo e o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado. Os tratamentos foram arranjados com quatro doses
de fésforo (0, 50, 100 e 150 mg.kg?'), e duas inoculagbes com fungos
ectomicorrizicos (Tuber aestivum e Tuber floridanum) e a testemunha,
totalizando 12 tratamentos com cinco repeticdes. Avaliou-se a altura das plantas,
o diametro do caule, a massa fresca e a massa seca da parte aérea e do sistema
radicular, a associacao ectomicorrizica e o teor de nutrientes nos 6rgdos das
plantas. Os resultados mostraram que os inéculos de fungos T. aestivum e T.
floridanum possuem capacidades de colonizar as raizes das mudas de nogueira-
pecd. As doses mais elevadas de fésforo em estudo (100 e 150 mg.kg™ de P)
ndo comprometeram a associacdo ectomicorrizica de nenhuma das espécies de
fungos, sendo Tuber floridanum o in6culo com maior porcentagem de
associacdo com a planta (94,94%). O comprimento das raizes das mudas
diminuiu linearmente com o aumento da dose de P. A massa fresca da parte
aérea foi maior em mudas com doses de 50 e 150 mg.kg*de P. O inéculo T.
floridanum apresentou maior concentracdo de P nas raizes das mudas na dose
50 mg.kg*. Na dose 150 mg.kg*de P, a maior concentragdo de P foi nas mudas
inoculadas com T. aestivum. Nas folhas, a maior concentracdo de P foi nas
doses intermediarias de P (50 e 100 mg.kg*de P) com o inéculo T. floridanum.
A dose de 150 mg.kg! de P apresentou maior concentracdo de potassio. As
plantas obtiveram menor concentracdo de manganés nas maiores doses de P.
Os in6culos T. aestivum e T. floridanum s&@o promissores em um programa de
ectomicorrizagcdo controlada de nogueira-peca. A associagdo ectomicorrizica
nao foi inibida pelo aumento das doses de fosforo, porém, as doses
intermediarias 50 e 100 mg.kg* de P mostraram-se mais adequadas para o
crescimento das mudas. A concentracdo de alguns nutrientes nos 6rgaos das
plantas foi diretamente influenciada pelos inoculos e pelas doses de P.

Palavras chaves: Ectomicorrizas. Nutriente. Simbiose. Desenvolvimento de
plantas.



ABSTRACT

Tuber aestivum, Tuber floridanum AND PHOSPHORUS IN THE PRODUCTION
OF PECAN SEEDLINGS

Author: Darlyng Oliveira Santos
Advisor: Prof. Dra. Zaida Inés Antoniolli
Co-advisor: Prof. Dr. Rodrigo Josemar Seminoti Jacques

The pecan tree [Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch, Juglandaceae] has
economic importance in several countries, including Brazil, where the most
favorable conditions for the development of this crop are found in the South,
Southeast and Midwest, regions of soils with low levels of phosphorus, a mineral
highly demanded during the initial phase of the pecan tree growth. The pecan
tree forms several mutualistic associations with ectomycorrhizal fungi in the soll
that result in greater plant growth. This study aimed to obtain information on the
use of ectomycorrhizal fungi and phosphorus in the production of pecan
seedlings. The experiment was carried out in a greenhouse and the experimental
design was completely randomized. The treatments were arranged with four
doses of phosphorus (0, 50, 100 and 150 mg.kg-1), two inoculations with
ectomycorrhizal fungi (Tuber aestivum and Tuber floridanum) and the control,
totaling 12 treatments with five replications. The height of the plants, the stem
diameter, the fresh and dry mass of the shoot system and root system, the
ectomycorrhizal association and nutrient content in the plant organs were
evaluated. The results showed that the inocula of fungi T. aestivum and T.
floridanum are capable of colonizing the roots of pecan seedlings. The highest
doses of phosphorus under study (100 and 150 mg.kg-1 of P) did not compromise
the ectomycorrhizal association of any of the fungal species. Tuber floridanum
showed the highest percentage of association with the plant (94.94%). The root
length of the seedlings linearly decreased with the increase of P dose. The fresh
mass of the shoot system was higher in seedlings with doses of 50 and 150
mg.kg-1 of P. The inoculum T. floridanum showed the highest concentration of P
in the roots of seedlings at the dose 50 mg.kg-1. At the dose of 150 mg.kg-1 of
P, the highest concentration of P was in the seedlings inoculated with T.
aestivum. In the leaves, the highest concentration of P occurred in intermediate
doses of P (50 and 100 mg.kg-1 of P) with the inoculum T. floridanum. The dose
of 150 mg.kg-1 of P presented the highest concentration of potassium. The plants
had lower concentration of manganese at the highest doses of P. The inoculums
T. aestivum and T. floridanum are promising in a controlled pecan
ectomycorrhization program. The ectomycorrhizal association was not inhibited
by the increase of phosphorus doses, however, the intermediate doses 50 and
100 mg.kg-1 of P proved to be more adequate for the seedling growth. The
concentration of some nutrients in the plant organs was directly influenced by the
inoculums and by the doses of P.

Key words: Ectomycorrhizas. Nutrient. Symbiosis. Plant development.
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1 INTRODUCAO

A nogueira-pecé Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch, Juglandaceae é
uma castanheira nativa da América do Norte, das planicies do Rio Mississipi
sendo uma planta cultivada em distintos continentes, como América do Norte e
do Sul, Europa e Asia (GARDEA et al., 2011; POLETTO et al., 2018). Possui
importancia econdmica em paises como Africa do Sul, Brasil, Argentina,
Australia, China, Estados Unidos, Israel, México e Peru (SULZBACHER et al.,
2017; FRONZA et al., 2018; BILHARVA et al., 2018). Os paises da América do
Sul, como Argentina, Brasil e Uruguai, possuem condic¢des climaticas positivas
para o crescimento e desenvolvimento da cultura. No Brasil, os locais com as
condicBes mais favoraveis encontram-se nos estados da Regido Sul, mas ha,
também, pomares presentes nos estados de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul
(POLLETO et al., 2014).

O aumento de pomares de nogueira-peca no Brasil ocorreu entre as
décadas de 60 e 70, devido aos incentivos fiscais governamentais (ROVANI;
WOLLMANN; MONTEIRO, 2015). Atualmente, hd& um novo crescimento do
cultivo desta castanheira devido ao seu retorno econdmico e a grande procura
pelo consumo do fruto.

Apesar do Brasil ser referéncia na producao de varias espécies frutiferas,
isto ndo acontece com a cultura da nogueira-pecd, onde a producao de frutos
ndo é suficiente para atender toda a demanda do consumo interno. A fim de
suprir essa falta, o produto é fornecido por outros paises, tanto que houve um
aumento de 40% nos gastos com importacdo da nogueira-peca nos ultimos 10
anos (BILHARVA et al., 2018).

Além da producdo de seus frutos para a alimentacdo de pessoas,
considera-se que a espécie tem mais de um proposito, dentre os quais pode-se
citar a possibilidade de usa-la como espécie florestal para a exploragéo e uso da
madeira, e para fornecer sombras que proporcionam conforto ambiental a
ornamentacgéo ou aos animais (MARTINS et al., 2017).

Considera-se que essa espécie traz outros beneficios, como a simbiose
com os fungos ectomicorrizicos (ECM), o que resulta em maior crescimento da

cultura e da colonizacéo fungica no solo, somando a melhorias na ciclagem de
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nutrientes, na agregacgao do solo, entre outros fatores. Esse mutualismo pode
favorecer a producédo de frutos (GREBENC; KRAIGHER, 2007; GRUPE et al.,
2018).

Juntamente com a cultura da castanheira (Castanea spp. / Fagaceae) e
das avelads (Corylus spp / Betulaceae), a nogueira-pecd é umas das poucas
espécies arboreas comercialmente cultivadas conhecidas por formar
ectomicorrizas tanto na natureza como em pomares (BENUCCI et al., 2012). No
Brasil o estudo do uso de inoculantes de fungos ECM para a producao de mudas
de nogueira-peca é recente. O uso de trufas do género Tuber € uma abordagem
pouco presente na literatura especializada, sendo que, h& poucos anos, esse
género foi descoberto no estado do Rio Grande do Sul (SULZBACHER et al.,
2017; GRUPE et al., 2018).

As frutiferas, em geral, s@o culturas que demandam alto custo por unidade
de éarea, principalmente no uso de defensivos agricolas e trabalho manual. Um
estabelecimento inicial bem-sucedido de um pomar vai depender de varios
fatores antes da implantacdo das mudas, como a qualidade, a calagem e a
adubacao das mudas (BRUNETTO et al., 2016). Com essas praticas, melhoram-
se os indices de sobrevivéncia e ha reducéo de gastos com o replantio (SILVA
et al., 2014).

Considerando todos o0s minerais necessarios para um bom
desenvolvimento e uma boa qualidade de mudas, os solos das regides tropicais
necessitam de muita atencdo, pois possuem baixos teores de fésforo, que €
altamente demandado durante a fase inicial do crescimento de plantas perenes
(NOVAIS; SMYTH, 1999; PRADO; VALE; ROMUALDO, 2005). Os viveiristas
querem produzir mudas saudaveis, com crescimento e produtividade. Por essa
razdo, diferentes doses de fésforo correlacionadas com o desenvolvimento de
micorrizas devem ser estudadas, visando a maior sobrevivéncia e a melhor
qualidade das mudas quando transplantadas a campo, reduzindo, assim, 0 custo
de producéo.

Embora o Brasil seja considerado um grande produtor de nogueira-peca,
ainda ha poucas pesquisas sobre seu cultivo e poucos estudos que englobam a
diversidade fangica associada a adubacdo fosfatada (BRAUNA, 2016). As
plantas podem crescer normalmente quando sdo supridas com elementos

guimicos essenciais, mesmo que estas nao estiverem micorrizadas. Porém, se
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tais nutrientes estiverem presentes em gquantidades limitadas, as plantas nao
micorrizadas podem apresentar baixo desenvolvimento (SOUZA et al., 2006).
Isso ocorre porque as hifas dos fungos micorrizicos sdo, em geral, muito mais
eficientes na aquisi¢do e no transporte de fosforo do solo até as raizes do que o
proprio sistema radicular das plantas (BERBARA et al., 2006; SMITH; READ,
2008).

Diante da falta de algumas informacgGes enunciadas nas hipoteses a
seguir sobre a presenca de fosforo e a associagcao ectomicorrizica (trufas) em
cultivo de nogueira-peca efetuou-se esse trabalho.

As hipdteses séo: associacdo ectomicorrizica com as espécies de fungos
Tuber aestivum e T. floridanum favorece o desenvolvimento de mudas de
nogueira-pecd, da cultivar Barton; plantas ectomicorrizadas apresentam
condi¢Bes nutricionais favoraveis ao crescimento e desenvolvimento de mudas
de nogueira-pecd e a associacdo ectomicorrizica com T. aestivum e T.
floridanum é influenciada pelo teor de fésforo disponivel no solo, na cultivar

Barton de nogueira-peca.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Obter informac@es sobre o uso de fungos ectomicorricos Tuber aestivum
e Tuber floridanum em interacdo com fésforo na producdo de mudas de

nogueira-peca, da cultivar Barton.

1.1.2 Objetivos especificos

[) Analisar o comportamento da associagao ectomicorrizica das espécies de
fungos Tuber aestivum e Tuber floridanum em interagdo com fosforo nas mudas
de nogueira-peca, cultivar Barton.

II) Avaliar a massa seca da parte aérea, a massa seca da raiz, a matéria seca
total, a altura de planta, o didametro do caule e os teores de nutrientes nos 6rgaos
da planta na presenca de fosforo e dos fungos ectomicorrizicos em nogueira-

peca, cultivar Barton.
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[11) Quantificar o conteudo dos nutrientes nitrogénio, fésforo, potassio, calcio,
magneésio, manganés e zinco na parte aérea e nitrogénio e fosforo nas raizes

das plantas, submetidas a associacéo ectomicorrizica e ao uso de fosforo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NOGUEIRA-PECA

A nogueira-peca (Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch) € uma espécie
de arvore caducifélia, perene, monoica, pertencente a familia das Juglandaceae
(FRONZA; HAMANN, 2016), nativa das regides temperadas do hemisfério norte,
do sul dos Estados Unidos da América até o México (SULBACHER et al., 2010).
O nome do cultivo tem origem indigena, a palavra “Pakan” significa “a noz que
requer uma pedra para romper-se”. O fruto, a noz, era a principal fonte de
alimentacéo durante o equindcio de outono para as tribos indigenas dos Estados
Unidos e México (DORESTE, 2011; MADERO; FRUSSO; BRUNO, 2012).

A evolucao global do cultivo da nogueira-peca pode ser observada na
Figura 1, com inicio no século XV até o século XXI (DORESTE, 2011; MARTINS
et al., 2019). Os primeiros potenciais econdmicos comecaram a ser observados
no final do século XVIII por agricultores espanhdis e franceses que viviam no
Golfo do México (MADERO; FRUSSO; BRUNO, 2012). Nos Estados Unidos, a
nogueira-peca comecou a ter importancia econémica no inicio do século XX, nas
regides sul e sudeste do pais (DORESTE, 2011; MARTINS et al., 2019).
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Figura 1 - Evolugéo global da nogueira-pecd, entre os séculos XV e XXI.
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nogueira-peca.
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de manejo no de mudas enxertadas.
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Fonte: Adaptado de DORESTE, 2011.

A producao mundial de noz-pecéd vem aumentando ao longo dos anos
(Figura 2). No ano de 2004, a producdo foi de aproximadamente 68 mil
toneladas, chegando em 2017 a uma producao superior a 124 mil toneladas de
nozes, representando um acréscimo de 74%.

Mesmo com as varia¢des produtivas que ocorreram de maneira evidente
nessa espécie, percebe-se uma estabilizacdo da producédo nos ultimos quatro

anos (2014 a 2017), com producdes acima de 110 mil toneladas de nozes.
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Figura 2 - Evolugéo da produgdo mundial de noz-peca (toneladas) no periodo de
2004 a 2018.
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Fonte: Adaptado de Global Statistical Review 2017-2018.

A nogueira-peca foi introduzida no Brasil por meio de sementes, material
vegetativo (ramos) e mudas em meados de 1910 por imigrantes vindos dos
Estados Unidos da América, que se estabeleceram em algumas regifes do
estado de S&o Paulo, como Americana, Santa Barbara e Piracicaba (AGUIAR,
2009). A pecanicultura passou a ser explorada com fins econédmicos na década
de 1970, quando muitos pomares foram implantados principalmente nos estados
do sul do pais, como o Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana (RASEIRA,
1990). Isso aconteceu devido aos incentivos fiscais propostos a
empreendedores florestais nesse mesmo momento de acordo com a Lein®5.106
de setembro de 1966 e, posteriormente, com a Lei n°® 1.134 de 1970 (ROVANI;
WOLLMANN; MONTEIRO, 2015; AMORIM et al., 2016). Nos anos posteriores,
perdeu espaco no campo para o crescimento de culturas anuais, como soja e
milho. Devido ao alto valor agregado das améndoas, atualmente, a cultura voltou
a ter posicionamento no mercado produtivo. Empresas privadas comegaram a
investir na producao de mudas e no auxilio técnico de manejo e de implantacéo
dos pomares (ROVANI; WOLLMANN; MONTEIRO, 2015).

Com o crescimento da producdo da cultura da nogueira-peca, dados
atuais mostram que, na safra de 2016 e 2017, os estados do Ri Grande do Sul,
Parana e Sao Paulo obtiveram uma producdo média de 5.453 toneladas, sendo
0 RS responsavel por 41,48% da produgdo nacional, com 2135 hectares
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destinados a colheita (IBGE, 2018) (Figura 3). Na regiao sul do Brasil, os frutos
de nozes representam uma importante fonte de renda para aproximadamente
1100 familias, que cultivam mais de 40 cultivares, incluindo a conhecida espécies
Barton (FRONZA et al., 2018; EMATER, 2019).

Figura 3 - Evolucao da producéo de nogueira-peca em toneladas por hectare, no
periodo de 2009 a 2018, nas diferentes regifes do Brasil.
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Fonte: IBGE: Producéo agricola, 2018.

Em comparacéo, a area colhida no ano de 2009 foi de 1.648 hectares e
no ano de 2018 foi de 3.044 hectares (IBGE, 2018), mostrando, assim, que essa
cultura é altamente difundida no RS, ocupando uma média de 140 hectares por
ano.

Os principais paises importadores das nozes-pecds sdo 0s Estados
Unidos da América (57%), Canada (10,4%), Holanda (7,1%), Inglaterra (6,2%) e
México (4,1%). Esses paises representam mais de 80% do mercado mundial de
nogueiras-peca (MARTINS et al., 2019). O Brasil ndo se destaca na importacao
internacional de noz-pecad. No pais, as informagBes sobre importacdes séo
descritas como “nozes” e a noz-peca faz parte, mas estima-se que a importacao
seja predominantemente de Juglans regia (noz-europeia). Os principais paises
gue o Brasil importa nozes sdo Argentina, Chile, China e Estados Unidos
(MARTINS et al., 2019).

Os vérios fins da producdo de frutos da nogueira-pecéd incluem a

alimentacdo humana, a exploracdo e uso de sua madeira, a arborizacdo de
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jardins e bosques, e o0 abrigo térmico para animais e plantas (GATTO, 2006;
MARTINS et al., 2017). O consumo de améndoas ajuda a manter os niveis de
lipideos equilibrados (MCWILLIAMS, 2013). J4 as cascas das nozes-peca sao
utiizadas para fazer cha medicinais que ajudam a prevenir e combater
problemas de salude (RECKZIEGEL, 2011).

Muitos fatores sdo importantes na producédo de frutos de nogueira-peca,
mas a escolha das cultivares ocupa papel prevalecente, ou seja, para se ter uma
melhor producdo de mudas, diferentes cultivares de nogueira sao estudadas e
melhoradas geneticamente. E importante conhecer sobre as variedades de
nogueira-pecd, as caracteristicas especificas e regides de cultivo, focado nas
variedades adaptadas as condi¢cdes de clima e solo no Brasil (Tabela 1). Essas
variedades possuem caracteristicas diferentes quanto a precocidade na
producéo, a resisténcia a patdgenos e quanto a formas de polinizacdo (POLETO
et al., 2012). Além de conhecer sobre as variedades, também é primordial ter o
conhecimento sobre as caracteristicas do fruto quanto ao seu rendimento, sua
qualidade e seu tamanho, conforme o mercado consumidor (FRONZA;
POLLETO; HAMANN, 2016).

Tabela 1 - As principais variedades de nogueira-peca com suas caracteristicas
especificas e local de cultivo, focadas nas culturas produzidas no

Brasil.
(continua)
Variedades de Local de
) Caracteristicas especificas )
nogueira-peca cultivo Autores
OJEDA-BARRIOS et
Rendimento da améndoa de al., 2009; DORESTE,
57% e média de 120 nozes por Brasil e 2011; MURRIETA,
Barton kg; brotagéo tardia na primavera; 2012; DIVINUT,
mais cultivada do RS; e México. 2013; FRONZA,
tolerancia a algumas condicdes POLETTO,
climaticas. HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
al., 2009; DORESTE,
Nozes apresentam casca fina; 2011; MURRIETA,
Exigéncia a irrigacéo e Brasil 20122 DIVINUT,
fertilidade do solo; Ar en’tina 2013; FRONZA,
Mahan baixa resisténcia a sarna e Urﬁguai e, POLETTO, _
antracnose; rendimento de Méxi HAMANN, 2016;
améndoa de 57,12%; e média exico. INTA, 2013.
de 128 nozes por kg.
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(continuacao)

Variedades de Caracteristicas especificas Local de Autores
nogueira-peca cultivo
OJEDA-BARRIOS et
Améndoas de tamanho médio a al,, 2009; DORESTE,
. 2011; MURRIETA,
pequena, com formato oblongo; !
Importada Aproximadamente 137 nozes Brasil 2012; DIVINUT,
P proxi . : 2013; FRONZA,
por kg; e rendimento de POLETTO
améndoas é de 55,24% ’
’ ’ HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
al., 2009; DORESTE,
Améndoas pequenas, com 2011; MURRIETA,
Monevmaker | C2Sc@ grossa e dura; rendimento 2012; DIVINUT,
y da améndoa é de 47,36%; e Brasil. 2013; FRONZA,
média de 137 nozes por kg. POLETTO,
HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
N f I OJEDA-BARRIOS et
ozks com dormat‘? O e d al., 2009; DORESTE,
;eSf;/!mem; etame” oas e de 2011; MURRIETA,
Choct 70 rtes's enl € asarna, Brasil e 2012; DIVINUT,
octaw exigente a solos e manejos MEXICO. 2013 FRONZA,
adequados para obter producéo;
A imad te 81 POLETTO,
kprOX|ma amente 81 nozes por HAMANN, 2016:
9- INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
Nozes médias e grandes, de al., 2009; DORESTE,
formato ovaloide; rendimento de 2011; MURRIETA,
Imoerial améndoas é de 54,49%; nozes Brasil 2012; DIVINUT,
P de facil descascamento; e & ' 2013; FRONZA,
preciso 100 nozes para somar POLETTO,
um Kkg. HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
al., 2009; DORESTE,
. . . 2011; MURRIETA,
Rendimento de améndoas e de | g, o 2012: DIVINUT,
Shawnee 58%; precocidade média; e . !
média de 106 nozes por kg Mexico. 2013; FRONZA,
’ POLETTO,
HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
Nozes sao médias a grandes; al., 2009; DORESTE,
; . 9 2011; MURRIETA,
variedade registrada no Brasil; '
. . 2012; DIVINUT,
Melhorada aproximadamente 107 nozes por | Brasil. !
. . A p 2013; FRONZA,
kg; e rendimento de améndoas é
de 55 24% POLETTO,
’ ) HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
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(conclusao)

Variedades de Caracteristicas especificas Local de
nogueira-peca P cultivo Autores
OJEDA-BARRIOS et
Nozes grandes; ndo é resistente . al., 2009; DORESTE,
ao frio e sensivel a sarna; Arge.ntma, 2011; MURRIETA,
Desirable aproximadamente 108 nozes por Brasil, . 2012; DIVINUT,
ka: . N . | Uruguai e 2013; FRONZA,
g; e rendimento de améndoas é Chil POLETTO
de 48,92%. e- ’
k HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
al., 2009; DORESTE,
Nozes grandes; rendimento de 2011; MURRIETA,
SuCcess amén_doas é de 54%; Arge.ntina e 2012; DIVINUT,
aproximadamente 82 nozes por | Brasil. 2013; FRONZA,
kg; e resistente a sarna. POLETTO,
HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
Arvore de facil manejo; nozes de al., 2009; DORESTE,
. ) . 2011; MURRIETA,
tamanho intermediario; Argentina, !
. . 2012; DIVINUT,
Stuart aproximadamente 115 nozes por | Brasil e '
kg; e rendimento de améndoas é | Uruguai. 2013; FRONZA,
de 47%. POLETTO,
HAMANN, 2016;
INTA, 2013.
OJEDA-BARRIOS et
al., 2009; DORESTE,
Fruto de boa qualidade e 2011; MURRIETA,
Shoshoni precoce; resisténcia ao frio; Argentina e 2012; DIVINUT,
frutos grandes; e resisténcia Brasil. 2013; FRONZA,
intermediaria de sarna. POLETTO,
HAMANN, 2016;
INTA, 2013.

No Brasil, as variedades mais cultivadas sao de origem americana, sendo
as mais relevantes Mahan, Success, Moneymaker, Barton, Shamnee, Cape
Fear, Chickasaw, Choktaw, Desirable, Melhorada, Imperial,
Shoshone e Stuart (MARTINS et al., 2019; EMBRAPA, 2018; POLETTO et al.,

2012). As regides com destacados potenciais produtivos de améndoas de

Importada,

nogueira localizam-se em latitudes que variam entre 25 e 35 graus em ambos os
hemisférios, incluindo, portanto, o estado do RS (Figura 4) (OJEDA-BARRIOS et
al., 2009).
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Figura 4 - Area localizada no hemisfério sul, com as latitudes entre 25 e 35 graus.
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Fonte: SANTOS, 2021.

Um estudo realizado na cidade de Cachoeira do Sul / RS, com frutos
provenientes de um plantio de nogueira-peca com diferentes cultivares, concluiu
gue as nozes procedentes das cultivares Shawnee e Barton apresentaram 0s
maiores rendimentos de améndoas, seguido da cultivar Choctaw
(MOKOCHINSKI, 2015). A cultivar Barton € a mais plantada em pomares
brasileiros. Essa variedade € o resultado do cruzamento das cultivares Moore e
Sucess no ano de 1937, no pomar de John Barton no Texas — EUA. Apresenta
alta resisténcia a sarna (Venturia effusa (G. Winter) Rossman & WC Allen), mas
€ sensivel a antracnose (Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld. & Schrenk)
(HAMANN et al., 2018). A variedade Shawnee foi o resultado do cruzamento
entre Scheley e Barton, em 1949. E caracterizada por ser sensivel a sarna
(Venturia effusa), sendo de muita importancia o manejo sanitario para obtencao
da producgédo. A Choctaw é originaria do cruzamento entre as cultivares Mahan e
Success no ano de 1946, nos EUA (EMBRAPA, 2018).

Estudos de Freiberg et al. (2021) mostraram que a espécie Barton,
juntamente com a espécie Importada sao hospedeiros adequados para as

espécies de fungos ectomicorrizicos Tuber aestivum e T. brumale. Ambas as
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espécies de nogueira-peca também apresentam alto potencial para o cultivo de
trufas nas condi¢des subtropicais do Sul (FREIBERG et al., 2021).

De acordo com estudos feitos pela Emater-RS (2017), a cultura da
nogueira-pecd esta sendo cultivada para fins econébmicos em mais de 148
municipios, representando aproximadamente 30% dos municipios do estado,
com uma extensao que se aproxima dos 5 mil hectares e mais de mil agricultores
envolvidos. Os municipios com maiores producdes dessa cultura sdo Anta Gorda
e Cachoeira do Sul, seguido de municipios centrais, como Santa Maria, Minas
do Ledo, Sentinela do Sul, Cangucu, Rio Pardo e General Céamara
(EMATER/RS, 2017).

2.2 FUNGOS ECTOMICORRIZICOS E NOGUEIRA-PECA

Os fungos sdo microrganismos heterotréficos, ou seja, ndo possuem a
capacidade de absorver energia para sintetizar aminoacidos a partir de gas
carbdnico, mesmo possuindo pigmentos responsaveis por suas variadas cores.
A nutricdo desses organismos por absorcao ocorre pela liberagdo de enzimas
(pectinases, celulases, amilases, entre outras) no ambiente onde se
desenvolvem. Estas enzimas liberadas decompdem as moléculas maiores, que
podem ser de procedéncia animal, vegetal e até mesmo flngica, em moléculas
menores que poderdo ser absorvidas pelos fungos na sequéncia (STAMETS, et
al., 2005; ALMEIDA, 2015).

Acredita-se que as micorrizas surgiram ha cerca de 400 milhdes de anos,
a partir de uma condicdo micorrizica arbuscular ancestral, quando os vegetais
davam os primeiros passos no ambiente terrestre (BRUNDRETT, 2002). A
expressao “micorriza” foi apresentada pelo botanico alemao Albert Bernard
Frank, no ano de 1885, de origem grega, em que “mico” significa fungo e “riza”,
raizes (FRANK, 1885). Os experimentos de Frank, em 1894, revelaram que esse
tipo de associacgéao tinha atuacao na nutricdo e no desenvolvimento das plantas,
caracterizando, assim, uma relacdo mutualistica. Até entdo, eles eram vistos
como de natureza parasitica (SIQUEIRA; FRANCO, 1988; BONNASSIS, 2007).

Os fungos micorrizicos sdo classificados de acordo com a sua
morfoanatomia, como  endomicorrizas  arbusculares,  ectomicorrizas,

ectendomicorrizas, endomicorrizas ericoides e endomicorrizas orquidoides
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(Figura 5). As ectomicorrizas sdo fungos que penetram o cértex da raiz
intercelular, formando a rede de Hartig. Ectoendomicorrizas sdo associacdes
parecidas com as ectomicorrizas, porém com penetracao intercelular, mantendo
as hifas externas na raiz (TEDERSOO et al., 2010). Ja as endomicorrizas sao
caracterizadas pela penetragéo inter e intracelular e pela auséncia de mantos
externos. Esse grupo apresenta trés tipos de diferenciacbes: as ericoides
(associacdes das raizes de plantas da ordem ericales com os fungos dos
géneros Pezizella e Clavaria), as orquidoides (associacbes das orquideaceae
com fungos pertencentes aos géneros Rhizoctonia e Armillaria) e as
arbusculares (formacdo de um emaranhado denso, muitas vezes em forma de
bobina, dentro das células) (LOPES, 1986; ZAMBOLIM; SIQUEIRA, 1985;
TEDERSOO et al., 2010). Essa forma de bobina origina uma estrutura chamada
de arbulsculos ou vesiculas (TORRES, 2010).

Figura 5 - Endomicorrizas arbusculares (A), Ectomicorrizas (ECM) (B),
ectendomicorrizas (C), Endomicorrizas ericoides (D) e
Endomicorrizas orquidoides (E).

Fonte: Adaptado da University of Coimbra, 2009.

O termo “ectomicorrizas” (do grego, ektos = externo; mykes = fungo; rhiza
= raiz) foi sugerido numa pesquisa realizada pela Universidade Estadual de
Oregon, Estados Unidos, por Bruno Peyronel (PEYRONEL et al., 1969). Esses

fungos evoluiram de forma paralela e independente das micorrizas conhecidas
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como arbusculares. A coevolugédo entre os fungos e as plantas tem auxiliado
para a diversificacdo de espécies tanto do vegetal hospedeiro quanto das
ectomicorrizas simbidticas (WANG; QIU, 2006). As associacdes ectomicorrizicas
(ECM) ocorrem em aproximadamente 6.000 espécies de plantas, principalmente
em culturas arbéreas (VAN DER HEIJDEN et al., 2015). Nessas culturas, ja
foram identificadas mais de 20 mil espécies de fungos ectomicorrizicos
(TEDERSOO; MAY; SMITH, 2010).

Um dos primeiros registros fosseis do surgimento das ectomicorrizas €
datado em 50 Ma (Eoceno) e, mesmo ndo sendo possivel datar precisamente a
sua origem, acredita-se que a associagao tenha ocorrido bem antes, em 200 Ma,
juntamente com o aparecimento dos basidiomicetos ressupinados (CAIRNEY,
2000).

Os fungos ECM pertencem aos mais diversos filos, mas a maioria deles
faz parte dos Basidiomycotas e Ascomycota, sendo assim, um grupo polifilético
(SMITH; READ, 2008). No processo reprodutivo, tem-se duas estruturas
possiveis e ndo-intercambiaveis para a producdo, protecdo e dispersdo dos
esporos do fungo. Existem os fungos epigeos, que produzem estruturas acima
da superficie do solo, com denominacao popular de cogumelos e os fungos
hipégeos, que produzem sua estrutura reprodutiva abaixo do nivel do solo
(Figura 6), onde pode-se encontrar as trufas (PEGLER; SPOONER; YOUNG,
1993; SULZBACHER, 2017). Algumas espécies de fungos ECM hipdgeos séo
classificadas como comestiveis, como por exemplo o género Tuber, com alta
valorizacdo de mercado (BONITO; BRENNERMAN; VILGALYS, 2010;
BENUCCI et al., 2012).
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Figura 6 — A) Aspectos da colonizagdo ectomicorrizica: corpo de frutificagéo
epigea e hipogea. B) Morfologia de uma trufa (hipégeo) da espécie
Tuber aestivum. C — Peridio externo de um corpo frutifero de Tuber
aestivum. D— Secdo transversal de um corpo de frutificacdo
mostrando gleba marmorizada, caracteristica de tubérculo de Tuber

aestivum.
A)
Corpo de Corpo de
frutificacéo frutificacéo
Epigeo (Trufa)
(Cogumelo) Hipégeo
Fonte: Santos, 2016.
B)

Fonte: Joice Aline Freiberg.

Os fungos ECM possuem células que ndo penetram na parede celular de
plantas e, portanto, ndo causam danos, essa é a razao que os diferencia de
fungos patogénicos. Esses organismos formam uma rede chamada de Hartig,
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gue consiste em uma malha intercelular, formada entre o espaco da epiderme e
do cortex da raiz. Somado a isso, ha um revestimento derivado desta rede em
torno da raiz, chamado de manto (WANG; QIU, 2006). Essa rede aumenta o
tempo de vida, tanto da raiz como das células, funcionando como interface entre
0 vegetal e o microrganismo. Além disso, o manto de hifas possibilita maior
eficiéncia na busca de minerais na solucao do solo, pois os corddes miceliais se
estendem para o solo vizinho. Essas estruturas (Figura 7) possibilitam maior
aproveitamento de nutrientes e agua, ajudando na fixacdo, no crescimento e no
desenvolvimento dessas plantas, mesmo em solos quimicamente pobres e
degradados (SOUZA et al., 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Experimentos realizados por Ashford et al. (1999) mostraram que altas
concentragcbes dos nutrientes P e K permaneceram na rede de Hartig e na
organela vacuolo das células fungicas de Pisholithus tinctorius em plantas de
Eucalyptus pilularis (ASHFORD et al., 1999).

Figura 7 - Corte transversal de uma raiz ectomicorrizada com hifas penetrando
entre as células corticais e formando no seu interior a Rede de Hartig
e 0 manto sob a epiderme.

Hifa extraradicial Rede de Hartig

Manto | I | |

il |
Epiderme  Ceélulas  ppgoderme
corticais

Fonte: Adaptado de Souza et al., 2004.

De modo geral, as espécies arboreas podem ter sua taxa de sobrevivéncia
significativamente influenciada pela associagdo de fungos micorrizicos
(ANDREZZA et al., 2003). Em um trabalho cientifico, que foi comparado o

comportamento agrondmico de quatro espécies de fabaceas em relagdo a
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inoculag&o micorrizica, concluiu-se que as mudas micorrizadas mostraram maior
porcentagem de colonizacdo micorrizica de raizes finas e maior taxa de
sobrevivéncia das plantas (CALDEIRA et al.,, 1997; 1999). Além da maior
sobrevivéncia das mudas, os fungos micorrizicos sdo importantes fixadores de
carbono em solos ocupados por florestas, por meio dos processos chamados
turnover das hifas, aumento da agregacédo do solo, producédo de glicoproteina
(glomalina) e fonte de quitina (BRAGHIROLLI et al., 2012).

No Brasil, a interacdo do fungo ECM com plantas ocorrem de forma
natural, principalmente em espécie das familias Fabaceae, Nyctaginaceae e
Polygonaceae, e também se encontram largamente distribuidas em espécies
arboreas exoéticas, trazidas para o Brasil, como Acacia, Carya, Eucalyptus,
Quercus e Pinus (SULZBACHER et al., 2013). Juntamente com a cultura da
castanheira (Castanea spp., Fagaceae) e das avelas (Corylus spp., Betulaceae),
a nogueira-peca € uma das espécies arboreas comercialmente cultivadas
conhecidas por formar ectomicorrizas, tanto na natureza como em pomares
(WOODROOF 1933; BENUCCI et al.,, 2012; SULZBACHER et al., 2013;
FRONZA et al., 2018). As raizes das nogueiras estabelecem associacdes
positivas com determinados fungos micorrizicos. Essa simbiose desenvolve
frutos saudaveis de um modo mais sustentavel (BENUCCI et al., 2012).

Um dos primeiros estudos de micorrizas na cultura da nogueira-peca foi
estimulado pelo aparecimento da “Doenca de Rossette”, posteriormente, foi
descoberta como sendo causada por deficiéncia de zinco (ALBEN; BOGGS,
1936; WOODROOF, 1933).

A simbiose entre o fungo ECM e a nogueira-peca favorece a maior
produtividade do vegetal, pois se tem maior area explorada de solo, e, com isso,
maior absorcdo de agua e nutrientes, entre eles, 0s macronutrientes nitrogénio
(N), fésforo (P), potassio (K) e micronutrientes zinco (Zn) (VAN DER HEIJDER
et al., 2015). Essa relacdo mutualistica traz outros beneficios, como os
processos de ciclagem de nutriente, a agregacéo e aeracao do solo, a protecao
da planta contra patdégenos indesejaveis e a manutencéo das diversidades de
organismos do solo, que correspondem a micro, meso e macrofauna (SMITH,;
READ, 2008; VAN DER HEIJDEN et al., 2015).
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2.2TRUFAS E NOGUEIRA-PECA

Os fungos ectomicorrizicos, que possuem importancia para a manutencgao
dos ecossistemas naturais e apresentam alto potencial biolégico cada vez mais
estdo sendo estudados. Esses estudos estdo mais voltados para fungos
ectomicorrizicos epigeos, em comparacao aos fungos ectomicorrizicos hipdgeos
(SULZBACHER, 2010). Os esporos dos fungos epigeos (cogumelos) séo
dispersos pelos fendbmenos naturais, como vento e agua da chuva e corregos,
enquanto a dispersdo dos esporos dos fungos hipégeos (por exemplo trufas)
depende de atividades de organismos micofagos, como gastropodes, artropode,
entre outros (CASTELLANO; TRAPPE; LUOMA, 2004; TEDERSOO; MAY;
SMITH, 2010). Essas trufas, quando possuem 0s esporos completamente
desenvolvidos, liberam um odor atrativo para chamar a atencdo desses
organismos. Esses animais ingerem o poro e dispersam nas diferentes camadas
do solo, por meio de fezes (SULZBACHER et al., 2017).

Vérias espécies de fungos ECM sdo comestiveis, com alto valor econémico.
Entre elas, estdo algumas espécies de trufas do género Tuber, que sédo
cultivadas com a finalidade de consumo humano. Essa € uma area da
agricultura, denominada de truficultura (GE et al., 2017).

Com o aparecimento desse fungo em pomares brasileiros, tem-se a
possibilidade de aumentar os estudos e as pesquisas desse género de fungo
para a exploracédo de mercado consumidor. Pesquisas internacionais mostraram
que espécies do género Tuber podem ser comuns em pomares de nogueira-
peca, surgindo entéo perspectivas nesse ramo comercial no Brasil. A associacéo
de trufas com a nogueira-peca forma um sistema de cultivo duplo e varia entre
pomares e regides (BONITO et al., 2010; SULZBACHER et al., 2013; GE et al.,
2017). Somente nos ultimos anos, fungos ECMs foram coletados em pomares
de nogueira-pecd no Sul do pais, no estado do Rio Grande do Sul
(SULZBACHER et al., 2019). Apos essas coletas, foi documentada a ocorréncia
de uma nova espécie de trufa (Tuber floridanum A. Grupe, Sulzbacher e ME
Smith), mostrando, assim, que espécies de trufas associadas a nogueira-peca
podem crescer e produzir frutos em solos subtropicais e condi¢des climaticas,
fora da sua regido de distribuicdo natural (GRUPE et al., 2018; SULZBACHER
et al., 2019).
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O aroma unico e caracteristico das trufas, fez com que se tornassem uma
iguaria gastronémica no mundo todo. Vale salientar que essas trufas séo raras
de encontrar e dificeis de coletar por terem sua frutificacdo abaixo do nivel do
solo. Por tais motivos, o valor do quilo da trufa pode variar de centenas a milhares
de euros, dependendo da época, espécie e qualidade da trufa. Para realizar a
coleta, utilizam-se animais com olfatos agucados, principalmente caes e suinos
treinados para farejar as trufas (REYNA; GARCIA-BARREDA, 2014). Esse
aroma € exalado apenas das trufas maduras, que s&o requisitadas na
gastronomia. Ja as trufas imaturas nao apresentam o odor caracteristico e, com
isso, devem permanecer no solo (CASTELLANO, TRAPPE; LUOMA, 2004;
SULZBACHER et al., 2017).

2.4 RELACAO ENTRE AS ECTOMICORRIZAS E A NUTRICAO DE PLANTAS

A nogueira-peca € conhecida, dentre as espécies frutiferas perenes, como
a que possui maior longevidade, porém um dos fatores que limita o crescimento
e desenvolvimento positivo da cultura € o tipo de solo. Os solos para implantar o
pomar da nogueira-peca tém que apresentar pH 6,0, bem como alta
profundidade e boa drenagem, evitando solos alagados ou que possuam
barreiras fisicas para o crescimento radicular (STELLA; LUCCHESE, 2015;
CQFS-RS, SC, 2016). Sobretudo, a cultura exige alta fertilidade do solo e
disponibilidade de agua, ou seja, os solos devem ter, além de adequados teores
de nutrientes, bons niveis de matéria organica e boa capacidade de retencédo de
agua, promovendo Otimas condi¢cdes para o crescimento das raizes (CALL;
GIBSON; KILBY, 2006; WELLS, 2017). Os solos com elevada umidade e pouco
drenados provocam estresse no sistema radicular das plantas, pois ocorre
diminuicdo na disponibilidade de oxigénio, o que causa redugdo na produgao
e/ou morte das mesmas. Além do mais, as nogueiras-peca sao vulneraveis a
solos salinos (GRAGEDA et al., 2013).

Para que haja boa producéo e qualidade de mudas, séo necessarios solos
que fornecam elementos quimicos especificos como o fésforo (PRADO, 2020).
Entretanto, os solos das regides tropicais, incluindo solos brasileiros, possuem

déficit desse nutriente. Uma atengcdo maior deve se voltar a esse fato, pois
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durante a fase inicial do crescimento de plantas perenes, ha uma alta demanda
de fésforo (NOVAIS; SMYTH, 1999; PRADO; VALE; ROMUALDO, 2005).

Depois do nitrogénio, o fosforo é o elemento mais limitante para o
crescimento das plantas na maioria dos solos. Para a cultura da nogueira-peca,
ele é importante no armazenamento de energia, para a producao de madeira e
nozes (WELLS, 2013). A dose de fertilizante fosfatado a ser adicionado no solo,
para a nogueira-pecd, deve ser ajustada para repor a exportacdo do nutriente
pela cultura e alcancar ou manter um 6timo teor no solo (SANTOS; GATIBONI;
KAMINSKI, 2008). A fertilizacdo da nogueira-pecd, segundo o Manual de
Calagem e Adubacéao (2016), refere-se a adubacéao de implantacédo (pré-plantio),
de crescimento e de manutencdo, que visa incrementar a disponibilidade do
fésforo a partir de doses de fertilizantes recomendadas (CQFS-RS, SC, 2016).

No solo, a disponibilidade de fosforo (P) esta relacionada a diversos
fatores e, entre eles, estao os fatores ambientais que influenciam as atividades
dos microrganismos, que liberam ou imobilizam os ions ortofosfatos, e as
propriedades quimicas, fisicas e mineraldgicas presentes no solo (SANTOS;
GATIBONI; KAMINSKI, 2008). E importante salientar que, nas plantas, o P é um
componente importante nos processos bioquimicos por faz parte de enzimas que
catalisam reacfes quimicas de biossintese e transferéncia de energia nas
plantas. O P também é constituinte dos fosfolipidios das células vegetais, do
acido nucléico e da fitina. Porém, seu conteudo total no tecido da folha da maioria
das espécies vegetais é considerado baixo, variando entre 0,2 a 0,4% da matéria
seca total (BHATTACHARYA, 2019).

Os vegetais absorvem o fosforo na forma de ortofosfatos inorgénicos
(H2PO4", HPO42 ou PO42), mas no solo, esse nutriente, esta presente nas formas
organicas e inorganicas. As formas organicas mais comuns de P no solo sao
fosfato de mioinositol, hexacifosfato, glicose-6-fosfato, fosfato de paranitrofenil e
nucleotideos. As formas inorganicas sdo majoritariamente inseridas no solo
através do uso de fertilizantes comerciais, produzidos por industrias (BRADY;
WEIL, 2013; KOMINKO et al., 2017).

Os fertilizantes com P em sua composi¢ao sdo utilizados para atender a
demanda das plantas nas condi¢fes de cultivo e, consequentemente, aumentar
a producédo. A rocha, chamada de fosféatica, é a principal matéria-prima usada

para produzir os fertilizantes. Porém, € um recurso escasso e considerado finito,
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e estima-se que nos proximos anos, sua disponibilidade diminua
acentuadamente. Isso ocorrera devido a grande exploracdo desse elemento
para atuar como insumo industrial na producdo de fertilizantes, explosivos,
pesticidas e detergentes (CORDELL; DRANGERT; WHITE, 2009). Desse modo,
supfe-se que haja um grande desafio para a agricultura e as industrias de
fertilizantes, por consequéncia a disponibilidade suficiente de alimentos em
decorréncia do declinio das reservas de P, demostrando claramente o
desequilibrio entre oferta e demanda pelo elemento (KARUNANITHI et al.,
2015).

Outra possibilidade de grande importancia para manter a disponibilidade
de P no solo é a utilizacéo de fontes organicas de P na agricultura. Esse processo
exige que ocorra a mineralizagdo, ou seja, a conversdo do P imobilizado,
presente nos residuos organicos, em compostos inorganicos simples a serem
utilizados pelas plantas (BRADY; WEIL, 2013). Essa mineralizacdo do fosforo
ocorre pela degradacéo fungica, que dissolvem o fosfato de rochas naturais,
disponibilizando-o para as plantas na forma i6nica por meio da solu¢ao do solo.
A utilizacdo de fungos solubilizadores de fésforo na agricultura pode diminuir o
custo de producdo e maximizar a eficiéncia do uso de fosforo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

A associacao fungica esta intimamente ligada com o estado nutricional da
planta hospedeira (EPSTEIN; BLOMM, 2006). Em solos nutricionalmente
pobres, os micélios externos dos fungos aumentam a estabilidade da relacao
agua-planta e agregados do solo, possibilitam o crescimento da producdo em
solos marginais e facilitam a recuperacao de areas degradadas (CARDOSO et
al., 2010). Com isso, resulta-se na diminuicdo do uso de insumos agricolas e se
adquire aminoacidos e vitaminas das plantas hospedeiras (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Estudos de Farias et al. (2017) apresentaram informacdes
sobre o uso potencial de fungos ECMs para a remediacdo de poluentes
organicos persistentes e de metais pesados. Concluiu-se, nessa pesquisa, que
as possibilidades de uso de micorrizas na biorremediacdo sdo eminentes, com
recuperagcdo de areas contaminadas com o reflorestamento com plantas que
desenvolvam associa¢cdo micorrizica. A utilizacdo de ectomicorrizas, associada
a plantas tolerantes a metais, como a espécie de Eucaliptuss spp. séo

consideradas uma alternativa viavel no processo de fitorremediacédo de solos
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contaminados com metais pesados, principalmente o zinco e o ferro
(ALEXANDRE et al., 2012).

Estudo realizado por Santos (2016), demonstrou que o fungo
ectomicorrizico é eficiente na reducdo do estresse de plantas impostas pelo
metal cadmio. O fungo ECM foi eficaz para induzir fitoprotecdo de plantas de
eucalipto sob alta concentracdo de cadmio via respostas ecofisioldgicas e
biogquimicas (SANTOS, 2016).

E relevante evidenciar que a deficiéncia de nutrientes pode estimular a
presenca de fungos micorrizicos, enquanto que em solos mais férteis, o fungo
obtera carboidratos das plantas hospedeiras e ndo a beneficiard igualmente.
Essas plantas podem passar a liberar substancias antimicrobianas, pois as
mesmas passam a considerar que o fungo micorrizico € um patégeno (EPSTEIN;
BLOMM, 2006).

A simbiose entre planta e fungo €é reputada por nutrir a planta com fésforo,
em contrapartida, o uso exagerado do mesmo provoca impactos negativos sobre
as associagcbes micorrizas (CASTELLANO; MOLINA, 1989; BELLER;
CARVALHO, 1992). A maior parte dos experimentos esta voltada para a
absorcdo de P, o0 mesmo transita pelo manto até a rede de Hartig por fosfato
inorganico (EPSTEIN; BLOMM, 2006). A concentracdo de fésforo ira depender
da planta e do fungo correspondente, ou seja, se 0 solo possuir quantidades
suficientes de P, as ectomicorrizas passam somente a drenar fotossintatos
(KASUYA et al., 2010). Entretanto, plantas ectomicorrizadas possibilitardo maior
absorcdo de P do que plantas ndo colonizadas com esses fungos (SANTOS,
2006).

Estudos mostraram que os elementos quimicos mais absorvidos pelos
fungos micorrizicos sdo 0os macronutrientes nitrogénio, fésforo e potassio do
solo. Segundo Moreira e Siqueira (2006), a absorcao de N pelos fungos resultou
em 50 a 60% de N total absorvido pela planta, para P e K, esses mesmos fungos
absorveram de 80 a 90% de P e 60 a 70% de K do total absorvido pela planta.
Vale salientar que, no estudo, também foi observado que os nutrientes
absorvidos pela colonizacdo fungica ficaram acumulados nos tecidos dos
mesmos e, posteriormente, foram transportados para a planta (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Foi observada a importancia de fungos ectomicorrizicos no

estabelecimento de reflorestamento de Pinus taeda em baixas condi¢cdes de
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fertilizagéo, onde o melhor resultado, em associacdo ECM, foi observado no
tratamento sem aplicacdo de calcario, micro e macronutrientes, comparado ao
tratamento completo com aplicacdo de calagem, micro e macronutrientes
(WINAGRASKI et al., 2013).

Para finalizar, a realizacdo da inoculagédo de fungo ECM ¢ indicada na
producdo das mudas de nogueira-pecd em viveiros, sendo essa pratica
necessaria porque para a producdo das mudas, utilizam-se, na maioria das
vezes, substratos esterilizados para eliminar os possiveis patdégenos. No
entanto, o processo de estabilizacdo do substrato elimina juntamente os fungos
micorrizicos ja presentes na raiz. A maioria das espécies arbdéreas micorrizadas,
incluindo a nogueira-pecd, cresce e se desenvolve mais rapidamente, ficando,
consequentemente, menos tempo no viveiro e podendo ser entregues aos
agricultores mais cedo (SOUZA et al.,, 2006). Somando a isso, as plantas
micorrizadas sdo mais tolerantes ao estresse sofrido no transplante,
apresentando, assim, maior sobrevivéncia no pomar (RIETH, 2012). Essa prética
permite, ainda, reduzir a quantidade e aumentar a eficiéncia de usos de
corretivos e fertilizantes adicionados nos substratos.

Portanto, no Brasil, o uso de fungos ECMs para a producdo de mudas
florestais ainda € recente e a utilizacdo de trufas do género Tuber € uma
abordagem totalmente faltosa na literatura especializada, do qual ha poucos
anos atras o género foi descoberto no Brasil. Esta descoberta, que ocorreu em
2016 em pomares de nogueira-pecd do RS (GRUPE et al, 2018;
SULZSBACHER et al.,, 2019), reforca a necessidade de novos estudos e
levantamentos sobre as associacdes de fungos ectomicorrizicos em mudas de
nogueira-peca, além das condi¢des nutricionais que favorecem o crescimento e
desenvolvimento dos fungos e das plantas e a influéncia dos nutrientes sobre

esses fungos ECMs e quais respostas eles causam nas plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo e laboratorio,

pertencentes ao Departamento de Solos da Universidade Federal de Santa

Maria, Santa Maria, Rio Grande do Sul, no periodo de outubro de 2019 a abril de

2020. A temperatura regulada na casa de vegetacao foi de 26 °C. O trabalho foi

desenvolvido conforme o esquema da Figura 8, onde o tratamento testemunha

representa a nao inoculacao fungica e os tratamentos PO a ndo aplicacdo de

fésforo, P50= 50 mg.kg? de P, P100= 100 mg.kg?*de P e P150= 150 mg.kg* de

P.

Figura 8 — Fluxograma das etapas realizadas na execuc¢éo do experimento (PO
a ndo aplicacdo de foésforo, P50= 50 mg.kg* de P, P100= 100 mg.kg-

1 de P e P150= 150 mg.kg* de P).
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3.1 OBTENCAO DAS SEMENTES E QUEBRA DE DORMENCIA

As sementes foram obtidas através da colheita de frutos maduros da
cultivar Barton, com coloragdo marrom, durante o més de abril de 2019. Os frutos
foram colhidos manualmente. As sementes foram homogeneizadas quanto ao
tamanho, onde foram escolhidas apenas aquelas com massa acima de 10
gramas e umidade de 5 - 6%.

Realizou-se a estratificacdo a frio para superar a dorméncia das
sementes. Para isso, as sementes foram colocadas em areia esterilizada em
autoclave de granulometria em torno de 2 mm de diametro. O recipiente em que
a areia e as sementes foram colocadas possuia furos na base para permitir boa
drenagem, evitando, assim, acimulo de agua no fundo e mantida em geladeira.
As sementes foram colocadas entre duas camadas de areia, com espessura de
5 cm. O periodo da estratificacdo foi por 90 dias. Apds a estratificacdo, a
superficie das sementes foi esterilizada por imersdo em solucéo de alcool 70%
por um periodo de 20 minutos (BENUCCI et al., 2012). Depois das sementes
serem esterilizadas, as mesmas foram semeadas imediatamente, pois corria 0
risco da ocorréncia de dorméncia secundaria (FOWLER; BIANCHETTI, 2000).

3.2 PREPARO E INOCULACAO DAS PLANTULAS

Dois meses ap0s a semeadura em bandejas com substrato areia, as
plantulas de nogueira-pecd foram inoculadas para posteriormente serem
transplantadas para os vasos. As plantulas receberam os fungos aos 60 dias
apos a semeadura, cujo preparo consistiu na maceracdo do inéculo do mesmo,
posteriormente foi adicionada &agua destilada ao in6culo macerado. Apdés
mergulhar as raizes das mudas na mistura agua:indculo, as plantulas foram
medidas e transplantadas para os vasos. Fez-se na camada subsuperficial a
aplicacdo de 1,5 g dos inoculos em estudo. Os fungos utilizados foram Tuber
aestivum Vittad. e Tuber floridanum A. Grupe, Sulzbacher e ME Smith. Além
disso, instalou-se vasos com mudas sem fungos, como tratamento testemunha.

O in6culo de Tuber floridanum foi coletado no més de novembro de 2018
em um pomar da Paralelo 30, localizado no municipio de Cachoeira do Sul — RS.
O indculo de T. aestivum Vittad. foi importado do Instituto Florestal Esloveno/
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Eslovénia. O processo de importacédo seguiu os protocolos da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA sob o numero 4833831026, para finalidades
exclusivamente cientificas.

O substrato utilizado foi areia com vermiculita (70:30, v/v) previamente
lavada e esterilizada (120 °C, durante 60 minutos). A adicdo de vermiculita ao

meio de cultivo favorece a producédo de biomassa fungica (SMITH; READ, 1997).

3.3 CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi instalado de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado. Os tratamentos constituiram de um arranjo bifatorial 4x3, sendo
quatro doses de fosforo (PO, P50, P100 e P150 mg.kg?), duas inoculacdes
(Tuber aestivum e Tuber floridanum) mais a testemunha, totalizando 12
tratamentos, e 5 repeticdes, ou seja, 60 unidades experimentais. As doses de
fésforo seguiram as recomendacbes do Manual de Calagem e Adubacao
(CQFS-RS, SC, 2016) e em adubacdes da cultura da nogueira-peca.

Cada unidade experimental foi constituida por um vaso plastico, contendo
1,7 L do substrato e umedecido por sistema de irrigacdo manual a cada 3 dias
com irrigacdo mais frequentemente, a cada dois dias, nas semanas mais

quentes.

3.4 ADUBACAO DAS MUDAS

As mudas da nogueira-peca, apés o transplante para os vasos, receberam
solucéo nutritiva. O protocolo da solucéo foi seguido conforme a indicacao de
Hoagland e Arnon (1950), com adaptacdes para micronutrientes e EDTA. A
composicao quimica da solugcao nutritiva aplicada nas mudas de nogueira-peca
foi: KNO3z (6 mL.L?), Ca (NOs)2 * 4H20 mol L (4 mL.L ), MgSOa4 * 7 H20 (2 mL.L
1), micronutrientes (1 mL.LY) e Fe — EDTA (1 mL.LY). A concentracdo de
nutrientes na solucdo nutritiva foi: N= 196 mg.L*, K= 234 mg.L, Ca= 160 mg.L"
1, Mg= 48 mg.L!, S= 64 mg.L! e micronutrientes Zn= 0,05 mg.Lt. A aplicacdo
consistiu de 10 mL da solucdo por unidade experimental, duas vezes por

semana.
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3.5 PARAMETROS AVALIADOS

Aos 250 dias apds a semeadura, determinou-se: a altura da planta e
didmetro do caule, massa fresca e massa seca da parte aérea e do sistema
radicular, porcentagem de associa¢do ectomicorrizica e teor de nutrientes nos

orgaos das plantas.

3.5.1 Altura da planta e diametro do caule

As alturas das plantas foram medidas utilizando régua graduada de 50
centimetros de comprimento. Esta variavel foi obtida a partir do colo da planta
até a extremidade das Ultimas axilas foliares. O didametro das plantas foi medido

com paquimetro digital.

3.5.2 Massa fresca e massa seca da parte aérea e do sistema radicular

As mudas foram cortadas no colo da planta, em seguida, pesada a parte
aérea, caracterizando o peso da massa fresca. Apos a separacdo das raizes do
substrato areia com vermiculita, as mesmas foram coletadas e pesadas. Apés a
pesagem da parte aérea e da raiz, ambas as partes foram colocadas em sacos
de papel, identificadas e levadas a estufa com temperatura de 65°C, no qual
permaneceram até atingirem o peso constante. ApOs pesou-se novamente,
obtendo-se a massa seca da parte aérea.

Uma quantia de um terco de raizes foi separada do sistema radicular para

ser determinada porcentagem de associacao ectomicorrizica.

3.5.3 Associagao ectomicorrizica

As avaliagbes da associagéo ectomicorrizica foram realizadas em duas
etapas. A primeira etapa se caracterizou por uma identificacéo visual das raizes
sob o auxilio de lupas para observar se havia alteracdes morfolégicas na raiz

provocadas pelos fungos ectomicorrizicos (BRUNDRETT et al., 1996).
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Posteriormente, realizaram-se cortes histolégicos de modo transversal
nas raizes, onde foram avaliados 200 segmentos de aproximadamente 1 cm de
cada planta, colocados em laminas e laminulas para serem visualizadas na lupa.
Analisou-se a ocorréncia da presenca de micélio e outras estruturas do fungo
ectomicorrizico.

Para o calculo da porcentagem de associagcao ectomicorrizica, utilizou-se

a seguinte férmula:

, , . N° de segmentos ectomicorrizados
Associacao Ectomicorrizica (%) = X 100
N° total de segmentos

3.5.4 Teor de nutrientes nos 6rgédos da planta

ApoOs a determinacao da matéria seca, as folhas da parte aérea e as raizes
do sistema radicular foram trituradas para determinar os teores de macro e
micronutrientes (SILVA, 1999).

Para a determinacdo dos teores de nitrogénio (N), fésforo (P), potéassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg), zinco (Zn), e manganés (Mn), o material vegetal
seco e moido foi submetido a solucao nitricoperclérica (JOHNSON; ULRICH,
1959). O P foi determinado pela espectrometria com amarelo de vanadato. O K
foi determinado por fotometria de chama. Os nutrientes Ca e Mg foram
guantificados por espectrometria de absor¢cdo atbmica (AOAC, 1975). Mn e Zn
foram determinados pela espectrometria de emissdo atdmica com inducao de

plasma (ICP).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos parametros avaliados foram submetidos ao teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Bartlett) e quando necessario,
foram aplicadas transformacdes logaritmicas aos dados. A andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de comparacéao de médias foram realizados no software R (R
Core Team, 2019) com auxilio do pacote ExpDes.pt. (FERREIRA et al., 2018).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo com Tuber aestivum e T. floridanum bem como a adicdo de
fosforo (P) promoveram diferencas significativas no crescimento e
desenvolvimento das mudas de nogueira-peca, cultivar Barton. Os resultados de
efeito dos indculos e a interacdo entre dose de P e indculos foi significativa para
a colonizacao (p<0.001) (Tabela 2). Os resultados de efeito da dose de P foram
significativos para o comprimento de raiz e para a massa fresca da parte aérea.
Ja os resultados de efeito do indculo foi significativo para o didmetro de caule
(p<0.05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores de P segundo teste F para os parametros avaliados no
experimento com mudas de nogueira-pecd, -cultivar Barton,
inoculadas com Tuber aestivum e T. floridanum, com 250 dias, em
casa de vegetacao.

Parametros Dose In6culo Dose x Indculo
P value P value P value
Colonizacao 0,036 0,000* 0,000*
Comprimento de parte aérea 0,125 0,161 0,098
Comprimento de raiz 0,034** 0,113 0,234
Massa fresca da raiz 0,146 0,329 0,761
Massa fresca da parte aérea 0,047* 0,114 0,756
Massa seca da raiz 0,226 0,090 0,371
Massa seca da folha 0,102 0,219 0,549
Massa seca do caule 0,300 0,050 0,439
Massa seca da parte aérea 0,199 0,084 0,781
Diametro 0,545 0,001 ** 0,930

* Valores de P volue com p<0.001 no parametro colonizacéo.

** \alores de P volue com p<0.05 nos parametros comprimento de parte aérea, comprimento de
raiz, massa fresca da raiz, massa fresca da parte aérea, massa seca da raiz, massa seca da
folha, massa seca do caule, massa seca da parte aérea e diametro.

A partir da analise das raizes das mudas de nogueira-peca, foi possivel
observar, a olho nu e em lupa, modificagcbes em sua estrutura morfolégica
guando associadas aos fungos ectomicorrizicos T. aestivum e T. floridanum.
Essas modificacdes indicam a presenca de estruturas como: o manto fangico,

composto por hifas que armazenam temporariamente os elementos nutricionais
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absorvidos pelo fungo ectomicorrizico (ECM); e a presenca da rede de Hartig,
responsavel pela troca de elementos, carboidratos, nutrientes entre os fungos e
o sistema radicular do vegetal (SMITH; READ, 2008). As mudas néo inoculadas
ndo apresentaram modificacdo morfoldgica fungica na estrutura da raiz.

As raizes das mudas de nogueira-pecd inoculadas apresentaram
desenvolvimento normal, demostrando indicios de colonizacdo ectomicorrizica
em sua morfologia externa e interna (Figura 9 e 10). A morfologia externa das
raizes foi caracterizada pela presenca de raizes mais curtas e grossas em
relacdo as raizes ndo colonizadas. Modifica¢des do sistema radicular de plantas
ectomicorrizadas com fungos sdo comuns, 0 que mostra uma interacdo
simbidtica entre o fungo e a planta (BENTO, 2020). Dessa forma, observa-se
que as raizes de nogueira-peca formaram associacdo ectomicorrizica com as
espécies de T. aestivum e T. floridanum em condi¢cfes controladas na casa de

vegetacao.

Figura 9 — Morfologia de Tuber aestivum Vittad. em raizes de mudas de
nogueira-peca, cultivar Barton, com 250 dias, em casa de vegetacao
(barra de escala = 6 mm).

radicular com
ectomicorrizas

Fonte: SANTOS, 2021.

Outra caracteristica que p6de ser identificada nas raizes inoculadas com

as especies de T. aestivum e T. floridanum foi a espessura dos apices
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radiculares. Esse espessamento é causado pelo desenvolvimento da estrutura
fungica, chamada de manto, na superficie do sistema radicular das mudas. Esse
manto pode ser visivel a olho nu, dispensando o uso de lupas ou microscopio
(SILVA et al., 2009).

Figura 10 — Morfologia de Tuber floridanum em raizes de mudas de nogueira-
peca, cultivar Barton, com 250 dias, em casa de vegetacéo. (A) barra
de escala = 1,9 mm; (B) barra de escala = 1 mm.

1
|

Ectomicorrizas
ramificadas

(A)

Fonte: SANTOS, 2021.

A andlise e a observacdo da morfologia interna em lupa confirmam a
hip6tese da presenca de fungos ECMs nas raizes das mudas inoculadas de
nogueira-pecd. Observaram-se estruturas caracteristicas de cada espécie de
fungo estudada, diferentemente das raizes nao inoculadas, nas quais nao foi
observado o desenvolvimento de nenhuma estrutura fangica.

As ectomicorrizas da espécie Tuber aestivum (Figura 10) apresentam
estrutura considerada simples, com ramificacdes presentes apdés um padréo
regular, chamado de monopodial-piramidal (BENUCCI et al., 2012). As pontas
das raizes colonizadas pelo fungo ECM apresentaram forma de corpo cilindrico
com alargamento na extremidade. A cor da estrutura vai variar conforme o
estagio de desenvolvimento do fungo (BENUCCI et al.,, 2012). A coloracao
encontrada em lupa dos fungos ECMs estudadas foi a &mbar, caracteristico nos
fungos mais jovens.

A organizagdo da camada externa do manto na nogueira-peca €

pseudoparenquimatosa e a superficie externa do manto é densamente
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espinhosa (BENUCCI et al., 2012). Essas estruturas nao foram vistas na raiz.
Isso pode ter acontecido devido ao curto tempo entre a inoculacao e a coleta das
mudas, ndo ocorrendo o completo desenvolvimento do fungo.

Muitas espécies do género Tuber sdo conhecidas apenas por suas
sequéncias de DNA e né&o descritas taxonomicamente (GRUPE et al., 2018). A
espécie Tuber floridanum é uma espécie recentemente descrita no clado
Maculatum (grupo especioso caracterizado por ascomas pequenos e de cor
clara que possuem esporos reticulados com alveolato). Essa espécie,
anteriormente chamada de Tuber sp. 47, caracteriza-se por apresentar
superficie lisa do peridio, dermatocistidios de dois a quatro esporos (dificilmente
cinco esporos por asco) e ascosporos subglobosos a amplamente elipsoidais
(GRUPE et al., 2018).

A presenca dos fungos ECMs ndo depende somente da espécie fangica
e da planta envolvida, mas também de outros fatores, como a disponibilidade de
nutrientes na solucdo do solo. As mudas nao inoculadas néo tiveram presenca
de ectomicorrizica em suas raizes, diferentemente das mudas inoculadas. As
mudas de nogueira-peca inoculadas, tanto com T. aestivum como com T.
floridanum, apresentaram elevada porcentagem de colonizac&o ectomicorrizica,
independente da dose de P utilizada (Figura 11). No entanto, para T. floridanum,
a colonizagdo diminuiu com aumento da dose de P acima de 100 mg.kg™ (Figura
11).

Na dose 0 mg.kg™* de P, houve uma diferenca significativa de médias,
sendo que a espécie T. floridanum apresentou maior porcentagem de
associacao ectomicorrizica comparada a espécie Tuber aestivum (Figura 11). O
mesmo comportamento ocorreu nas doses 50 e 150 mg.kg* de P, onde a T.
floridanum obteve maior porcentagem de associacdo ECM (94,94%). Na dose
100 mg.kg?, ndo foi apresentada diferenca significativa entre as espécies
fungicas (Figura 11). Segundo Grazzioti (2011), isso acontece porque a
capacidade de tolerancia das ECM aos metais pesados ou essenciais em
excesso € conhecida, pois as ligacfes a polimeros da parede celular (quitina
e/ou melanina) e precipitacbes de nutrientes e metais sdo alguns dos
mecanismos adaptativos utilizados pelas ectomicorrizas para sobreviver em
locais com excesso de nutrientes. Essa tolerancia dos fungos ECMs aos metais

e nutrientes difere entre as espécies de fungos e o tipo de elemento, mostrando,
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assim, que a espécie Tuber floridanum é mais resistente a elevada dose de
nutrientes, nesse caso o fosforo.

Todas as doses apresentaram alta porcentagem de associacao
ectomicorrizica. Isso demonstra que os fungos tiveram boa resposta associativa,
independente da dose de fésforo aplicada. Estudos de Vieira e Peres (1990)
mostraram que os efeitos mutualisticos das ectomicorrizas tendem a diminuir
com o aumento do nivel de disponibilidade de fésforo. Porém, esses resultados
ndo foram encontrados nesse experimento, pois todas as doses foram benéficas

para as mudas, com alta colonizacéo fungica.

Figura 11 — Associagéo ectomicorrizica (%) sob efeito das diferentes doses de
fosforo (mg.kg?), em mudas de nogueira-pecd, cultivar Barton, com
250 dias, em casa de vegetacgao.
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O comprimento de raiz e a massa fresca da parte aérea das mudas no
250° dia apds a semeadura de Carya illinoinensis (Wangenh) C. Koch variaram
entre os tratamentos (Tabela 2). Foi observado comportamento linear do
comprimento da raiz em funcédo da dose de P, onde o aumento da dose de P
resultou na diminuicdo do comprimento da raiz (Figura 12). A reducdo do
comprimento radicular para a cultura da nogueira-peca em doses elevadas de
fésforo, como 150 mg.kg?, pode estar associada aos efeitos morfogenéticos
causados pelos fungos ECMs quando associados as raizes, como deformacdes
das raizes e reducdo da dominancia apical.

As plantas inoculadas e adubadas com diferentes doses de fésforo néo

apresentaram diferencas significativas no comprimento da parte aérea em
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relacdo a testemunha. Entretanto, apos o transplante da nogueira-pecéa para o
pomar, a associacao entre planta e fungo pode ser vantajosa (SILVA, 2009).

As mudas ndo apresentaram diferencas estatisticas na massa fresca
radicular entre os tratamentos de inoculacdo e as doses de fésforo. Esse
resultado pode ser justificado pelo espessamento das raizes quando submetidas
a fungos ectomicorrizicos (BRUNDRETT et al., 1996). Quando o fungo ECM esta
presente na raiz da planta, ele pode estar suprindo a necessidade do
comprimento da raiz principal em razéo da presenca do manto flngico.

A massa fresca da parte aérea apresentou comportamento polinomial de
segundo grau em funcéo da dose de P, sendo que as doses de 50 e 100 mg.kg"
! favoreceram essa variavel (Figura 12 B). Doses muito elevadas de nutriente,
em especial o fésforo (150 mg.kg?), podem prejudicar a captagdo de outros

elementos e da agua.

Figura 12 — Comprimento de raiz (cm) submetida as diferentes doses de fosforo
(mg.kg?) (A) e Massa fresca da parte aérea (g) sob efeito das
diferentes doses de fésforo (mg.kg?) (B), em mudas de nogueira-
peca, cultivar Barton, com 250 dias, em casa de vegetagao.
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Na comparacdo das médias, os valores de massa seca do caule e massa
seca da parte aérea (p<0.05) ndo apresentaram diferencas significativas quanto
ao tratamento inoculado com T. floridanum e T. aestivum e ao tratamento nao
inoculado (Figura 13).

As plantas inoculadas ndo apresentaram maior acumulo de massa da
parte aérea. O fésforo € um elemento essencial para a planta, pois € um
componente estrutural dos acidos nucleicos e fosfolipidios e tem fundamental
importancia na fotossintese (LATORRE et al., 2010). Contudo, o fésforo, em alta
concentracéo na solugéo do solo, pode proporcionar alteragbes no crescimento
vegetal em nivel metabdlico e bioquimico, o que pode resultar em perdas no
potencial produtivo do vegetal. A disponibilidade de fésforo esta intimamente
ligada com os fungos ECMs, ocorrendo assim, alta absorcao de fosforo pela
planta com o auxilio dos mesmos. Esse efeito pode explicar, em partes, a
tendéncia da diminuicdo na massa seca de caule e parte aérea das mudas de
nogueira-pecd com a inoculacéo de T. aestivum e T. floridanum. Outra situacao
gue pode explicar a diminuicdo da massa seca de caule das mudas inoculadas
€ o0 estddio de desenvolvimento, ou seja, necessidade de maior tempo de
conducdo do experimento para poder obter maior massa da parte aérea. O
tempo de simbiose pode ter sido curto, pois o in6culo ndo afetou positivamente
as caracteristicas morfoldgicas da nogueira-peca. Os resultados de Gandini et
al. (2015) se assemelham ao desse estudo, onde niveis elevados de P inibiram

os efeitos benéficos das associacfes ectomicorrizicas.
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Figura 13 — Massa seca do caule e massa seca da parte aérea sob efeito das
diferentes espécies de indculos e testemunha, em mudas de
nogueira-peca, cultivar Barton, com 250 dias, em casa de vegetacao.

Massa seca (g)

Testemunha Tuber floridanum Tuber aestivum

B Caule ¥ Parte aerea

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, nédo diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para diametro de caule das mudas apresentaram
diferencas significativas (Figura 14) entre os tratamentos de inoculagdo. As
mudas ndo inoculadas apresentaram maior diametro de caule do que as mudas
inoculadas com T. floridanum e T. aestivum. As mudas inoculadas com T.
floridanum apresentaram maior média de didametro de caule em comparacao
aquelas inoculadas com T. aestivum (Figura 14).

O maior didmetro da planta € considerado efeito benéfico, pois € um
indicador de qualidade das mudas que confere maior resisténcia em condi¢des
de campo, com a reducao da possibilidade de tombamento das mesmas ap0ds
transplante (REIS et al., 2008). Esperava-se que o maior incremento de diametro
de caule fosse ocorrer nas mudas que receberam os inéculos, entretanto, o que
nao ocorreu. O parametro testado ndo apresentou uma interferéncia positiva na
inoculagdo com os fungos Tuber floridanum e Tuber aestivum. E possivel que os
fungos ndo conseguiram estabelecer uma simbiose perfeita com as mudas de
Carya illinoinensis, assim, os efeitos das ECMs nédo foram claramente vistos em
todas as variaveis respostas.

Os resultados de Souza et al. (2012) se assemelham ao desse estudo.

Estes autores constataram que as medidas de didmetro de caule tém pouca
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finalidade para avaliar o efeito da inoculacdo nesta fase inicial de
desenvolvimento do vegetal, pois as primeiras respostas da associacao
ectomicorrizica estdo associadas ao aumento de absorcéo de agua e nutrientes,

tendo, assim, maior rea¢ao no crescimento de ramos e folhas.

Figura 14 — Diametro do caule (cm) sob o efeito das diferentes espécies de
in6culos e testemunha, em mudas de nogueira-pecd, cultivar
Barton, com 250 dias, em casa de vegetacao.
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Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Foram analisados os teores de nitrogénio (N) no sistema radicular e na
massa seca das folhas. Os teores de fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), zinco (Zn) e manganés (Mn) foram analisados na massa seca
da folha (Tabela 3). A digestdo dos tecidos foi realizada no 250° dia de idade,

apés serem secos em estufa.
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Tabela 3 — Significancia dos fatores doses de P, inoculagdo ectomicorrizica e
interacdo entre doses de P (0, 50, 100 e 150 mg.kg?l) e inoculacédo
ectomicorrizica nos parametros quimicos nutricionais de mudas de nogueira-
pecd, cultivar Barton, com 250 dias, em casa de vegetacao.

Variavel p valor

resposta Dose Ectomicorriza Dose*ectomicorriza CV (%)
K (g.kg™) 0.00000* 0.54263 0.68009 29.80
Ca (g.kg™) 0.44237 0.49378 0.32628 24.92
Mg (g.kg™) 0.41509 0.81486 0.02365* 34.87
Mn (mg.kg™?) 0.00719* 0.86299 0.02213* 50.71
Zn (mg.kg?) 0.16500 0.30691 0.39625 12.55
N (folha) (g.kg') 0.26088 0.80703 0.46643 42.20
N (raiz) (g.kg™?) 0.65941 0.52508 0.22734 81.01
P (raiz) (g.kg?)  <0.0010* 0.25721 <0,0010* 34.31
P (folha) (g.kg?') <0.0010* <0,001* 0,00165* 35.68

* Valores de P volue com p<0.05.

As concentracdes de N nos tecidos do sistema radicular e da parte aérea
das mudas ndo apresentaram interacdes significativas em suas médias. As
meédias foram estatisticamente semelhantes no fator dose e no fator inéculo tanto

para o N na raiz como para o N no indculo.

Tabela 4 — Teor de fésforo em raizes e folhas de nogueira-pecéd, cultivar Barton,
apO0s a micorrizacdo com Tuber floridanum, Tuber aestivum ou
testemunha e submetidas a adubacéo de diferentes doses de fésforo
(0, 50, 100 e 150 mg.kg™).

Raizes
. . , Doses de P
Ectomicorriza/Indculo 0 =0 100 150
Testemunha 0.4375184"  0.9844115b 2.672436b 2.06923 b
Tuber aestivum 0.3041245 1.871921 ab 3.052236a 3.970384 a
T.floridanum 0.8732452 2.866986 a 2.300659 b 1.253951 b
Folhas
. . , Doses de P
Ectomicorriza/Inéculo 0 =0 100 150
Testemunha 0.4533876 " 1.060278 b 2.614781 b 1.535814 "
Tuber aestivum 0.6541403 1.330087 b 2.074812 b 2.439353
T.floridanum 0.6207960 3.157025 a 4.16404 a 1.928668

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, nédo diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
ns = nao significativo
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A concentracdo de P nas raizes das mudas de nogueira-peca apresentou
interacao significativa entre as suas médias (Figura 15). Na dose 0, os inéculos
nédo diferiram entre si significativamente (Tabela 4). J4 na dose 50 mg. kg houve
diferencga significativa, onde a espécie T. floridanum apresentou maior média
(2,86 g.kg) comparada a espécie T. aestivum (1,87 g.kg™?) e a testemunha (0,94
g.kg?) (Tabela 4). Na dose 100 mg.kg?! de P a T. aestivum (3,05 g.kg?)
apresentou maior média, seguida da testemunha (2,67 g.kg?) e T. floridanum
(2,30 g.kg?) (Tabela 4). Por ultimo, na dose 150 mg.kg* de P, a maior média foi
apresentada na espécie T. aestivum (3,97 g.kg?), seguido da testemunha (2,07
g.kg™?) e T. floridanum (1,25 g.kg?) que néo diferiram significativamente entre si
(Tabela 4).

Quanto a concentracdo de P nas folhas das mudas de nogueira-peca,
verificou-se interacdo significativa entre as suas médias (Figura 15). A dose 0 e
150 mg.kg! ndo apresentaram diferencas significativas entre suas médias,
diferente das demais doses (50 e 100 mg.kg™?). Na dose 50 mg.kg*a espécie T.
floridanum apresentou maior média (3,15 g.kg'), comparado a espécie T.
aestivum (1,33 g.kg?') e testemunha (1,06 g.kg?'), que diferiram
significativamente (Tabela 4). A dose 100 mg.kg' apresentou o mesmo
comportamento da dose 50 mg.kg?, onde a espécie T. floridanum apresentou
maior média (4,16 g.kg?'), seguido da testemunha (2,61 g.kg?) e T. aestivum
(2,07 g.kg).

Na maioria dos parametros avaliados, as diferencas entre os inéculos, ou
entre estes e a testemunha, tenderam a serem maiores nas menores doses de
P em estudo, indicando uma inibicdo do efeito ectomicorrizico em condicdes de
alta fertilidade. Esse comportamento, embora ja observado por outros autores
com diferentes combinacfes de espécies vegetais e espécies de fungos
ectomicorrizicos (HEINRICH et al.,, 1988; BOUGHER et al., 1990; SOARES
et al., 1990), indica que doses intermediarias de P seriam mais adequadas para
compatibilizar uma colonizag&o radicular significativa com um bom crescimento
das mudas de nogueira-peca, cultivar Barton.

Nas raizes das mudas em estudo, a espécie T. floridanum apresentou
melhores resultados na dose intermediaria de P (50 mg.kg?). Nas doses 100 e

150 mg.kg* o melhor resultado foi observado na espécie T. aestivum, seguido
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da testemunha. J& nas folhas, as doses com médias significativas foram as

intermediarias (50 e 100 mg.kg™), com a espécie T. floridanum em destaque.

Figura 15 - Teor de fésforo em folhas e raizes de nogueira-pecd, cultivar Barton,
inoculadas com fungos ectomicorrizicos (T. floridanum ou T.
aestivum) e submetidas a adubacdo fosfatada (0, 50, 100 e 150

mg.kg™).
6 6
A Testemunha o)
: o T. floridanum
5 |— — — - ®T. aestivum ° e 5 -
° o« o o

P - Raizes (g.kg'l)
w
P - Folhas (g.kg1)

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Doses de P Doses de P
Testemunha = -0.0002x2 +0.047x+0.116 R2=0.66 Testemunha = -0.0002x% +0.035x+0.274 R2=0.74
T. floridanum =-0.0003x* +0.047x+0.978 R?=0.91 T. floridanum =-0.0005x% +0.081x+0.535 R?=0.98
T. aestivum =0.024x+0.473 R?=0.98 T. aestivum =0.012x+0.709 R?=0.98

Para o nutriente K, a interacéo dose e inéculo nao foi significativa. O fator
in6culo apresentou as médias significativamente iguais. Ja para o fator dose de
P, as médias foram significativas, a linha de regressdo no grafico abaixo
representa esse efeito (Figura 16). A dose de P de 150 mg.kg apresentou maior
valor comparada as demais doses de P. Mesmo apresentando pouca variacdo
na concentracdo do nutriente K nos tecidos das mudas do presente estudo, o K
teve forte relacdo com a muda micorrizadas (GARCIA; ZIMMERMANN, 2014).
Os autores estudaram a presenca do ion potassio concentrado nas hifas e nas
vesiculas do fungo. H& outras pesquisas que também ndo apresentaram
diferencas entre vegetais micorrizados ou ndo micorrizados para o K, como
aconteceu nos estudos de Dominguez-Nufez et al. (2006), com plantas de

Quercus robur L.
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Figura 16 - Concentracdo de potassio (g.kg') em folhas de nogueira-pecd,
cultivar Barton, ap6s a micorrizagcdo com Tuber floridanum, Tuber
aestivum ou testemunha e crescimento em diferentes doses de
fosforo (0, 50, 100 e 150 mg.kg).

20

..... DoseP) w=2.2852 + 0.0355x
R=0.80 p<0.001

¥
ot

0 50 100 150
Doses (P)

*Linha de regressao refere-se ao efeito significativo do fator “doses de P”.

As micorrizas possuem a capacidade de absorver o célcio, 0 magnésio e
micronutrientes, como 0 manganés e o zinco, além dos nutrientes nitrogénio,
fésforo e potassio (MIRANSARI, 2013).

A concentracdo de Ca nos tecidos das folhas (Figura 17) ndo apresentou
interacdo significativa entre dose e indculo. As médias foram significativamente
iguais para os fatores doses de P e in6culos. O resultado dessa concentracdo
pode ser explicado pela forma como o Ca é translocado do solo para a muda, a
qual é realizada por polifosfatos. A entrada do nutriente Ca pode ser prejudicada
pela necessidade do fungo em manter concentracfes baixas desse nutriente na
regido das hifas, fazendo com que nao difira significativamente entre as doses
de P, que variam de 0 a 150 mg.kg* (MARSCHNER; DELL, 1994).

A concentracao do Mg apresentou interacdo significativa na interagéo dos
fatores dose e inoculo. No desdobramento da dose dentro de cada nivel do
indculo, a testemunha de inéculo e a T. aestivum apresentaram-se semelhantes,
diferente do in6culo T. floridanum, sendo caracterizado por uma curva de
concavidade virada para baixo (a < 0) no grafico (Figura 17). No desdobramento
do inéculo dentro de cada nivel da dose de P, as doses 50, 100 e 150 mg.kg™*
obtiveram médias significativamente iguais. A dose 0 apresentou médias
diferentes, onde a T. aestivum resultou em maior valor, com 7,1 g.kg, seguida

da testemunha com 5,3 g.kg* e da T. floridanum, com 3,2 g.kg.
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Para o micronutriente Mn, o efeito dose e a interagéo dose e in6culo foram
significativas. Essa interacdo é representada pelas linhas de regressao, ambas
linearmente decrescentes (Figura 17). No desdobramento do in6culo dentro de
cada nivel de dose, a dose O de P apresentou médias significativamente
diferentes, onde os maiores valores foram a testemunha (221,8 mg.kg?) e a
espécie T. aestivum (252,7 mg.kg?'), ndo diferindo significativamente, e a
espécie T. floridanum (88,4 mg.kg) de menor valor. Os demais desdobramentos
de in6culo das doses 50, 100 e 150 mg.kg?! apresentaram médias
significativamente iguais (Figura 17).

Figura 17 - Concentragdo de Ca e Mg (g.kg™') e Mn e Zn (mg.kg™) em folhas de
nogueira-peca apoés a micorrizagdo com Tuber floridanum, Tuber
aestivum ou testemunha e crescimento em diferentes doses de
fésforo (0, 50, 100 e 150 mg.kg?).

20 20
HEE Testemunha
3 T. floridanum
I T. aestivum

154 —- (T.H) y=-0.0005x*+ 0.0776x + 3.1763
R*0.99 p=0.00579

0 50 100 150 0 50 100 150

— (Test) y = -0.6996 x + 186.7614 R? 0.60
, P=002344

a T oaeres (T.a)y=-0.8517 x + 197.5943

: g 80 1
R:0.44 p= 000663
300 - P

200 -

Mn (mg.kg"l)

100 A

0 50 100 150 0 50 100 150
Doses (P) Doses (P)

*Linhas de regressdo referem-se ao efeito significativo da interacdo entre doses de P e a
inoculacdo das ectomicorrizas (T.a = T. aestivum, T.f = T. floridanum, Test. = Testemunha).
**Médias seguidas pela mesma letra miniscula comparam o efeito da inoculagéo.
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O Mn é um nutriente que apresenta baixas concentra¢des nos tecidos das
plantas com a inoculacdo com fungos micorrizicos. Isso pode estar ligado com a
relacdo simbiotica do fungo para a nutricdo da planta. Ao aumentar os teores de
fésforo nos tecidos do vegetal, devido a micorrizagdo, a muda consegue manter
as concentracdes de Mn mais baixas por diversos mecanismos, entre eles, o de
protecdo contra toxidade de alguns elementos (NOGUEIRA et al., 2007).

O Zn néo apresentou interacdo significativa entre os seus fatores. A média
dos fatores dose de P e in6culos foram significativamente iguais. Estudos
realizados por Li et al. (2011) mostraram que esse metal em altas concentragdes
€ potencialmente téxico. Essa toxidez em mudas acarreta da diminuicdo de
massa seca da parte aérea, da massa seca do sistema radicular, na morte de
plantulas e na inibicdo de crescimento. Alguns experimentos comprovam a
tolerancia de fungos ectomicorrizicos com o excesso de Zn, ou seja, 0
estabelecimento da associacdo micorrizica ndo € afetado e ainda é capaz de

diminuir a concentracédo de Zn em plantas hospedeiras (LI et al., 2002).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos Tuber aestivum e Tuber floridanum sdo promissores na
associacao ectomicorriza, que favorece o crescimento das mudas de nogueira-
peca, cultivar Barton.

A associagao ectomicorrizica ndo foi inibida pelo aumento das doses de
fosforo. As doses intermediarias 50 e 100 mg.kg?! de P mostraram-se mais
adequadas em compatibilizar a associagdo radicular com o crescimento das
mudas de nogueira-peca, cultivar Barton.

Os in6culos de fungos T. aestivum e T. floridanum e as doses de P em
estudo influenciaram diretamente a concentragao de alguns nutrientes nas folhas
das plantas. Dentre os nutrientes, estdo o P, K, Mg e Mn. Na auséncia de
adubacdo fosfatada, o in6culo T. aestivum obteve maior concentracdo de Mg e
Mn nas folhas.

Os nutrientes N, Ca e Zn nao apresentaram interagdes significativas com
as doses e os in6culos nas folhas das mudas de nogueira-peca.

Nas raizes, a dose de 50 mg.kg* de P apresentou maior concentracéo de
P pelo in6culo T. floridanum, porém, a medida que a dose aumentava (150
mg.kg* de P), a maior concentragdo de P foi caracterizada pelo inéculo T.
aestivum. Nas folhas, obteve-se maior concentracéo de P nas doses 50 e 100
mg.kg? de P, ambas inoculadas com o inéculo T. floridanum.

Ha necessidade de estudos futuros que utilizem estes fungos
ectomicorrizicos visando a producao de trufas, concomitantemente a producao
de nogueira-peca. Além do beneficio que o fungo fornece ao desenvolvimento

da nogueira-peca.
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