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Efeito de inoculante ectomicorrízico produzido por fermentação semi-sólida
sobre o crescimento de Eucalyptus dunnii Maiden(1)

João Rogério Alves(2), Ozair de Souza(3), Pablo Angel Sanchez Podlech(4),
Admir José Giachini(5) e Vetúria Lopes de Oliveira(5)

Resumo � O crescimento de Eucalyptus é favorecido por fungos ectomicorrízicos (FECM).
De ocorrência comum nas plantações florestais, os FECM diferem, entretanto, em infectividade e efi-
ciência. O objetivo deste estudo foi testar a compatibilidade e a eficiência do inoculante ectomicorrízico
produzido por fermentação semi-sólida, em relação a Eucalyptus dunnii Maiden. Neste sentido, o
inoculante de Pisolithus sp., produzido por fermentação semi-sólida em vermiculita-solução nutritiva,
foi aplicado ao substrato turfa-vermiculita (30:70, v/v) nas concentrações de 0, 1, 3, 5 e 10% (v/v) que
foi semeado com E. dunnii, e mantido em casa de vegetação. A inoculação proporcionou colonização
radicular e aumento da matéria seca da parte aérea e do conteúdo de P em razão da concentração do
inoculante. O peso da matéria seca das plantas com 1% de inoculante não diferiu do peso das testemu-
nhas. A 3% e 5%, a matéria seca aumentou 62%. O maior valor foi obtido com 10% de inoculante,
onde o peso das plantas foi 73% superior ao das testemunhas, e o teor de P, 130%. Resultados seme-
lhantes foram obtidos em relação à raiz. Altura e diâmetro foram positivamente afetados pela inoculação,
mas não a relação raiz/parte aérea. As doses mais eficientes de inoculante foram aquelas de 3% ou
superiores. Este método de produção deverá ser testado com outros FECM, e sua eficiência, avaliada
em viveiro e no campo.

Termos para indexação: Pisolithus, inoculação, eficácia, fósforo, absorção.

Effect of ectomycorrhizal inoculum produced
by solid state fermentation on growth of Eucalyptus dunnii Maiden

Abstract � Growth of Eucalyptus can be improved by ectomycorrhizal fungi (ECMF). Although wide-
spread in forest plantations, ECMF differ in infectivity and effectiveness, hence the need of selection of
compatible and efficient ECMF and the establishment of inoculum production methods. The objective
of this study was to test compatibility and efficiency of the ectomycorrizal inoculum produced by solid
state fermentation, in relation to Eucalyptus dunnii Maiden. For this purpose, inoculum of Pisolithus sp.
was produced by solid state fermentation in vermiculite + nutrient solution and applied to peat:vermiculite
(30:70 v/v) at 0, 1, 3, 5 and 10% (v/v). Seeds of E. dunnii were sown and kept in a glasshouse. Inocu-
lation promoted root colonization, plant growth and phosphorus (P) uptake depending upon inoculum
concentration. Plant dry matter with 1% inoculum did not differ from that of the controls. At 3% and
5%, plants had 60% more dry matter than the controls. At 10%, inoculum shoot dry weight (dw) was
70% higher, and P content was 130% higher than that of the controls. Similar results were obtained in
relation to root dw. Height and diameter were also positively affected by inoculation. Root:shoot ratios
were not influenced. The most efficient doses were those at 3% inoculum or higher. This method of
inoculum production needs to be tested with other ECMF and its efficiency must be evaluated in the
nursery and in the field.

Index terms: Pisolithus, inoculation, efficiency, phosphorus, absorption.
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Introdução

O Brasil apresenta o maior programa de reflores-
tamento do mundo (ca. 6 milhões ha). Espécies dos
gêneros Eucalyptus e Pinus são as mais importantes
nesse programa (Lima, 1993; Sociedade Brasileira
de Silvicultura, 1994). A partir dos anos 60, os
eucaliptos passaram a ser intensivamente utilizados
nas regiões Sul e Sudeste.

Como o déficit mundial de madeira até 2010 será
da ordem de 500 milhões de m3 ano-1 (Sociedade
Brasileira de Silvicultura, 1997), o Brasil deverá
aumentar sua produção para atender à demanda. Para
isso, é necessário melhorar a produtividade, pois o
aumento da área plantada é inviável diante das atu-
ais limitações financeiras, políticas e ambientais
(Alvarenga, 1994). Tecnologias alternativas deverão
ser adotadas, para o aumento da produtividade.
Entre elas, encontra-se a inoculação com fungos
micorrízicos selecionados, favorecendo o crescimen-
to das plantas mesmo em solos com baixos teores de
nutrientes.

O termo micorriza (Frank, 1885) denomina uma
associação altamente especializada entre raízes e
certos fungos do solo. Essas associações melhoram
a capacidade de absorção e utilização dos nutrientes
(Bougher et al., 1990; Thomson et al., 1994), de ab-
sorção de água (Levy & Krikun, 1980), de tolerân-
cia a condições desfavoráveis do solo (Wilkins, 1991)
e de resistência a microrganismos patogênicos ou
deletérios (Marx, 1969; Kope & Fortin, 1989;
Newsham et al., 1995).

As micorrizas são classificadas em cinco tipos,
de acordo com a estrutura e os simbiontes envolvi-
dos: micorrizas vesículo-arbusculares, ectomi-
corrizas, ectendomicorrizas, micorrizas orquidóides,
micorrizas ericóides e micorrizas monotropóides
(Smith & Read, 1997). As ectomicorrizas predomi-
nam em plantas das seis famílias mais utilizadas em
silvicultura no mundo. Três dessas famílias
(Fagaceae, Pinaceae e Myrtaceae) são objeto de téc-
nicas intensivas de cultivo. Embora freqüentes nes-
sas plantações florestais, os fungos ectomicorrízicos
variam em compatibilidade e eficiência, dependen-
do das espécies simbiontes e das condições
ambientais (Garbaye, 1990; Smith & Read, 1997),
exigindo estudos prévios para detectar as melhores

combinações fungo-hospedeiro-ambiente. Assim, o
controle dessas combinações, denominado �contro-
le da micorrização� (Garbaye, 1984), pode melhorar
a produtividade das plantações. Resultados expres-
sivos têm sido obtidos pelo controle da micorrização
em diferentes países, mostrando seu grande potenci-
al para o setor florestal (Garbaye, 1990).

O controle da micorrização exige o desenvol-
vimento de métodos de produção de inoculantes em
larga escala (Hung & Molina, 1986; Garbaye, 1990).
Vários tipos de inoculantes ectomicorrízicos
têm sido utilizados, destacando-se os esporos
(Theodorou & Benson, 1983; Marx et al., 1989b) e
o inoculante vegetativo, constituído do micélio em
cultura pura numa mistura vermiculita-turfa-meio de
cultura (Marx et al., 1982; Last et al., 1984).
O inoculante vegetativo permite a utilização de fun-
gos previamente testados quanto à infectividade e
eficiência no crescimento do hospedeiro (Marx, 1980;
Marx et al., 1989a). Além disso, o micélio fica pro-
tegido entre as lâminas de vermiculita, e o fungo pode
sobreviver até a emissão de raízes receptivas
(Garbaye, 1990; Smith & Read, 1997).

Com este método, os fungos Pisolithus tinctorius
(Marx et al., 1989a), Hebeloma crustuliniforme e
Laccaria laccata (Hung & Molina, 1986;
Castellano & Molina, 1989) têm sido  extensivamente
inoculados nas mudas de Pinus spp. e Pseudotsuga
menziesii nos EUA. Outro exemplo é o inoculante
de L. laccata, comercializado na França por uma in-
dústria de inoculantes de fungos comestíveis
(Garbaye, 1990).

Uma técnica mais sofisticada consiste no cultivo
do fungo via fermentação líquida e encapsulamento
do micélio em alginato de cálcio, com base na técni-
ca de imobilização de rizóbios proposta por
Dommergues et al. (1979). Em viveiros, inoculantes
de diferentes FECM produzidos por este método fo-
ram eficientes na colonização e promoção do cresci-
mento de diferentes hospedeiros (Le Tacon et al.,
1985; Maupérin et al., 1987; Kropácek et al., 1990;
Kuek et al., 1992). O micélio encapsulado pode so-
breviver mais tempo no solo, e é de fácil arma-
zenamento e transporte e de maior viabilidade, redu-
zindo, dessa forma, a quantidade a ser empregada
(Kuek et al., 1992). No entanto, o método encon-
tra-se ainda em processo experimental, mesmo após
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mais de uma década de estudos. Dificuldades na mul-
tiplicação dos fungos por fermentação líquida, devi-
das às contaminações freqüentes, comprometem a
qualidade do inoculante, sobretudo na produção em
larga escala (�a�ek, 1990). As operações de lavagem
e imobilização do micélio representam mais riscos
de contaminação, aumentando os custos do processo
(Marx et al., 1989a; Garbaye, 1990).

O controle da micorrização exige, portanto, que a
seleção de fungos seja seguida por mais estudos, para
estabelecer métodos de produção de inoculantes de
alta qualidade, estabilidade, e de baixo custo.

O objetivo deste estudo foi testar a compa-
tibilidade e eficiência de inoculante ectomicorrízico,
produzido por fermentação semi-sólida, em relação
a Eucalyptus dunnii Maiden.

Material e Métodos

Foi empregado o isolado fúngico ectomicorrízico
UFSC-Pt24 (Pisolithus sp.), da coleção do Laboratório de
Ectomicorrizas do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina.
O isolado foi obtido de frutificações colhidas em planta-
ções de Eucalyptus sp. no Estado de Santa Catarina.

Culturas do isolado foram mantidas em meio de cultu-
ra sólido MNM-extrato de levedura [modificação do meio
MNM (Marx, 1969), pela adição de 3 g de extrato de
levedura L-1] (Pradella et al., 1991), incubadas na ausên-
cia de luz, à temperatura de 30±1ºC em incubadora BOD,
com transferências quinzenais para meio fresco de igual
composição. Para inocular o substrato de fermentação, o
fungo foi cultivado em meio MNM-extrato de levedura
líquido, em frascos de 1.000 mL a 30±1ºC. Cada frasco
recebeu dois discos de micélio (ø = 8 mm) provenientes
das culturas em meio sólido. Após 15 dias de incubação
sob agitação contínua e ausência de luz, o micélio foi tri-
turado assepticamente, e utilizado para inocular o substrato
de fermentação.

A fermentação foi realizada conforme o método des-
crito por Souza (1996). Como substrato, empregou-se
vermiculita (tamanho médio), previamente esterilizada em
autoclave (120°C), duas vezes por 60 min, com intervalo
de 24 horas. Após a esterilização, foi adicionado meio
líquido MNM-extrato de levedura (sem tiamina), pH 4,5,
de modo a obterem-se as seguintes concentrações
(g kg-1 de vermiculita): glicose, 240; extrato de levedura,
24; extrato de malte, 24; (NH4)2HPO4, 2; KH2PO4, 1,2;
CaCl2.2H2O, 0,6; NaCl, 0,2; FeCl3, 0,1, procedendo-se à
distribuição em embalagens de polipropileno (30x20 cm)

com 300 mL de meio e 50 mL de vermiculita por embala-
gem. Após mistura do meio com a vermiculita, o pH final
do meio foi de 5,8. Esse substrato foi inoculado com 30 mL
de suspensão de micélio triturado, previamente produzi-
do em meio MNM-extrato de levedura líquido sob as con-
dições descritas anteriormente. A fermentação ocorreu sob
condições de temperatura controlada a 30±1ºC, na obscu-
ridade, durante 60 dias, quando o micélio completou a
colonização do substrato.

Sementes de E. dunnii foram desinfectadas em álcool
(70%) e germinadas em uma solução contendo
CaSO4.2H2O (0,068 g L-1), H3BO3 (0,168 g L-1), glicose
anidra (2 g L-1), pH 5,7 (Thomson et al., 1994), sob aeração
forçada, durante três dias, à temperatura ambiente. Após
esse período, foram retiradas da solução, lavadas em água
destilada esterilizada, e transferidas para o substrato de
plantio.

O substrato de plantio constou de uma mistura turfa-
vermiculita (30:70, v/v) previamente esterilizada (120ºC,
durante 60 min), suplementada com o inoculante fúngico
e distribuída em tubetes plásticos de forma cônica com
60 mL de volume. A homogeneização da mistura foi feita
sob condições assépticas. A esse substrato foi incorpora-
do adubo de liberação lenta (NutricoteÒ, 0,25 g tubete-1)
com a seguinte composição em nutrientes: 14-8-8 (N-P-K)
e 2% de MgO, 0,15% de Fe, 0,06% de Mn, 0,05% de Cu,
0,02% de B, 0,02% de Mo e 0,015% de Zn.

Antes de ser adicionado ao substrato de plantio, o
inoculante foi lavado três vezes com água destilada esteri-
lizada, para retirada dos nutrientes contidos no meio.
As proporções de inoculante utilizadas foram: 1, 3, 5 e
10%. As plantas-testemunhas (0%) foram produzidas da
mesma forma, porém com ausência de inoculante no
substrato do plantio.

O plantio foi efetuado após a distribuição do substrato
nos tubetes e umidificação com água destilada. Foram
empregadas sementes pré-germinadas, na proporção de 3-4
sementes por tubete, colocadas cerca de 1 cm abaixo da
superfície do substrato. Após duas semanas, foi feito o
desbaste, deixando-se somente uma planta por tubete.

O experimento constou de um delineamento inteira-
mente casualizado, com cinco tratamentos (quatro con-
centrações do inoculante + testemunha não-inoculada),
com 24 repetições (plantas) por tratamento. As plantas
foram mantidas em casa de vegetação, sob condições con-
troladas de temperatura (25±2ºC). A umidade do substrato
foi assegurada pela adição diária de água destilada.

Após 100 dias, as plantas foram colhidas, deter-
minando-se a altura e o diâmetro do caule. Em seguida, o
sistema radicular foi separado da parte aérea e dividido
em duas partes, que foram pesadas para determinação do
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peso de matéria fresca. Uma das partes foi colocada em
FAA (formalina-aceto-álcool, 9:1:1, v/v/v) e utilizada para
determinação da porcentagem de colonização
ectomicorrízica (amostra 1). A outra parte do sistema
radicular (amostra 2), juntamente com a parte aérea, foi
secada em estufa a 75ºC, até peso constante, para determi-
nação do peso da matéria seca. O peso de matéria seca do
sistema radicular foi calculado tomando-se como base o
peso de matéria seca da amostra 2 e o peso de matéria
fresca das duas amostras.

O conteúdo de P nos tecidos foi determinado pela di-
gestão por via úmida com H2SO4 e H2O2 e leitura pelo
método vanadato-molibdato, em espectrofotômetro
(660 nm), conforme o método descrito por Tedesco et al.
(1995), e os valores foram transformados em mg de
P planta-1.

Para quantificar a intensidade de colonização
micorrízica, utilizou-se o método das intersecções descri-
to por Giovanetti & Mosse (1980). Para isso, a amostra
do sistema radicular foi cortada em secções de aproxima-
damente 2 cm, e depositada em placa de Petri (ø = 9 cm)
com a superfície reticulada em quadrados de 1 cm2, e ob-
servada em microscópio estereoscópico (30 X). Foram
observados todos os pontos de intersecção das raízes com
as linhas da placa, anotando-se a presença ou ausência de
raízes colonizadas num total de 1.000 pontos de intersecção
por amostra.

Os dados foram submetidos a análise de variância, e a
influência da dose de inóculo na intensidade de coloniza-
ção radicular (%), na produção de matéria seca (parte aé-
rea, raiz, total e relação R/S), no teor de P, na altura e
diâmetro, foi avaliada pelo teste de Tukey (p£0,05).

Resultados e Discussão

A porcentagem de colonização ectomicorrízica nas
plantas dos tratamentos de inoculação variou entre

27 e 40%, sendo maior nos tratamentos que recebe-
ram maior dose de inoculante (5 e 10%) em relação
aos demais tratamentos. Não foi observada coloni-
zação micorrízica nas plantas do tratamento-testemu-
nha (Tabela 1).

As micorrizas corresponderam morfologicamente
às que foram formadas por fungos do gênero
Pisolithus, em outros estudos (Massicotte et al., 1987;
Burgess et al., 1994), e apresentaram manto espes-
so, de cor amarelo-ferrugem, abundante micélio ex-
tra-radicular na forma de cordões e rizomorfas, es-
tendendo-se no substrato, formando intensa massa
de hifas na superfície interna dos tubetes.

A inoculação do fungo ectomicorrízico (UFSC-
Pt24) promoveu aumentos nas variáveis avaliadas.
A intensidade dos efeitos foi influenciada pela por-
centagem de colonização ectomicorrízica, que, por
sua vez, foi influenciada pela concentração do
inoculante no substrato de plantio (Tabela 1). Assim,
os maiores valores de matéria seca da parte aérea
foram observados nas plantas do tratamento conten-
do 10% de inoculante, com 1,07 g planta-1. As plantas
deste tratamento foram 67% superiores às plantas do
tratamento-testemunha. Nas concentrações de 5% e
3% de inoculante, os teores de matéria seca da parte
aérea foram cerca de 62% superiores aos da teste-
munha. As plantas submetidas à inoculação da dose
de 1% não diferiram das plantas-testemunhas em re-
lação a este parâmetro.

Com relação à matéria seca das raízes, todos os
tratamentos de inoculação apresentaram médias su-
periores à das plantas-testemunhas, e obtiveram-se
aumentos da ordem de 84% no tratamento com 10%
de inoculante, 56% no tratamento com 5% de

Tabela 1. Colonização micorrízica, conteúdo de fósforo (P) e crescimento de mudas de E. dunnii em presença de
inoculante do fungo ectomicorrízico Pisolithus sp. (isolado UFSC-Pt24), produzido por fermentação semi-sólida, após
100 dias de crescimento em casa de vegetação. Média de 24 repetições(1).

(1) Em cada coluna, médias seguidas da mesma letra não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. (2) R/PA: relação raiz/parte aérea (peso
de matéria seca de raiz/peso de matéria seca da parte aérea).

Matéria seca (g planta-1)Inóculo
(%)

Colonização
(%)

P
(mg pl-1) Parte aérea Raiz Total

R/PA(2) Altura
(cm)

Diâmetro
(cm)

0 0c 0,46b 0,64b 0,25b 0,88b 0,39b 19,6c 0,18c
1 29b 0,78ab 0,72b 0,38a 1,11b 0,55a 22,5b 0,22b
3 27b 0,89ab 1,04a 0,38a 1,42a 0,39b 26,2a 0,25a
5 35ab 0,98a 1,03a 0,39a 1,42a 0,40b 25,5a 0,24ab

10 40a 1,06a 1,07a 0,46a 1,53a 0,46ab 25,1ab 0,23ab
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inoculante, e 52% nas concentrações de 3% e 1%,
em relação ao tratamento-testemunha.

A relação raiz/parte aérea (R/PA), entretanto, foi
pouco influenciada pela inoculação, e apenas na dose
de 1% do inoculante foi significativamente superior
à testemunha. Tem sido amplamente aceita a idéia de
que a relação R/PA aumenta com a presença do fun-
go na raiz, em decorrência do maior crescimento
desta. Entretanto, Dosskey et al. (1992) observaram
que, na maioria dos casos, essa relação diminui com
a colonização micorrízica, e que os aumentos são
exceções resultantes da contribuição da biomassa
fúngica para o peso final da raiz, que seria de cerca
de 40%, o que poderia representar 8% da biomassa
total da raiz. Diminuição da relação R/PA em raízes
colonizadas foi observada por Guehl et al. (1990).

Quanto à altura das plantas e ao diâmetro do colo,
também houve efeito positivo da inoculação, em to-
dos os tratamentos de inoculação com valores supe-
riores aos das plantas-testemunhas.

A inoculação micorrízica favoreceu, também, a
absorção de P na parte aérea (mg planta-1), princi-
palmente nas doses de 5% e 10% do inoculante, onde
as plantas apresentaram conteúdos superiores aos
observados nas plantas-testemunhas. Os valores ob-
servados estão dentro do intervalo obtido por
Bougher et al. (1990) em plantas de E. diversicolor
que receberam inóculo com diferentes fungos
ectomicorrízicos.

O maior acúmulo de P nas plantas que receberam
inoculação (mg planta-1) reflete, a princípio, o maior
crescimento destas. Entretanto, quando os teores de
P são considerados em relação ao peso da matéria
seca de raiz, verifica-se que a inoculação micorrízica
proporcionou maior absorção de P pelas plantas.
As plantas dos tratamentos 3, 5 e 10% de inoculante
apresentaram uma taxa de absorção variando de 2,3
a 2,51 mg de P g-1 de raiz, contra 1,84 mg de P g-1

de raiz das plantas não submetidas a inoculação, evi-
denciando a maior eficiência das raízes colonizadas
na captação desse nutriente. Efeitos semelhantes fo-
ram observados por outros autores em
Eucalyptus spp. submetidos a inóculos com fungos
ectomicorrízicos (Bougher et al., 1990; Oliveira
et al., 1996).

O efeito da concentração do inoculante
ectomicorrízico na colonização micorrízica e nos

parâmetros de crescimento das plantas também foi
observado por Hung & Molina (1986), quando tes-
taram o efeito de inoculante comercial, produzido
pelo mesmo método, de três diferentes fungos
(Hebeloma crustuliniforme, Laccaria laccata e
Pisolithus tinctorius) em mudas de Pseudotsuga
menziesii.

Estes resultados indicam que a colonização
micorrízica teve influência positiva sobre os
parâmetros de crescimento. Fica novamente eviden-
ciada a influência da inoculação sobre a absorção de
P pelas plantas, já observada por outros autores
(Marx, 1980; Castellano & Molina, 1989; Bougher
et al., 1990; Thomson et al., 1994).

A forma de inoculação, pela mistura do inoculante
com o substrato de plantio, também apresentou-se
eficiente em promover a colonização e o crescimen-
to das plantas. De acordo com Stenström (1990), a
mistura homogênea do inoculante com o substrato
permite uma melhor distribuição deste e uma coloni-
zação mais uniforme do sistema radicular do que
outros métodos de inoculação, como, por exemplo,
a aplicação em camadas, ou a inoculação de suspen-
sões micelianas líquidas na superfície ou no interior
do substrato.

Smith & Read (1997) consideram que a adição de
vermiculita ao meio de cultivo favorece a produção
de biomassa fúngica, pois tal material representa um
suporte particulado para proteção do micélio. �a�ek
(1990) também preconiza o uso de fermentação semi-
sólida para a produção de inoculantes de fungos
ectomicorrízicos. O processo apresenta uma série de
vantagens em comparação com a clássica fermenta-
ção líquida; entre essas vantagens está a redução do
volume de meio por massa de substrato. Embora o
crescimento seja mais lento que na fermentação lí-
quida, os riscos de contaminação por bactérias são
menores, devido ao baixo teor de água livre.

É necessário, porém, testar a eficiência do
inoculante na promoção do crescimento de plantas
nos sistemas comerciais de produção de mudas do
setor florestal, em viveiro e no campo. Também são
necessários novos estudos para testar a eficiência do
método de produção com outros fungos ectomi-
corrízicos selecionados, assim como a sobrevivên-
cia do inoculante durante o armazenamento.
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Conclusões

1. O inoculante do fungo Pisolithus sp. (isolado
UFSC-Pt24), produzido por fermentação semi-sóli-
da, apresenta compatibilidade (infectividade) e efi-
ciência em relação ao Eucalyptus dunnii.

2. O inoculante apresenta potencial para promo-
ver a absorção de P e o crescimento das plantas de
E. dunnii, com efeitos positivos a partir de 3% do
inoculante na composição do substrato.
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