ASSOCIACAO ECTOMICORRIZICA ENTRE Suillus luteus (L. ex. FR.) S. F. Gray
E Pinus elliottii Engelman var. elliottii*

RESUMO

Identificou-se o basidiomiceto Suillus
luteus (L. ex. Fr) S. F. Gray como simbionte
micorrizico no sistema radicular de Pinus elliottii
Engelman var. elliottii, localizado em Campos do
Jorddo, SP. As micorrizas sdo tipicamente ecto-
troficas, apresentando morfologia bifurcada nos
estadios jovens e tuberculada na maturidade.
Caracterizam-se por apresentar um manto que varia
de 3,59 a 33,66 um de espessura, inclusive no tipo
tuberculado, onde encontram-se até 11 apices de
raizes reunidos num tnico tubérculo. A rede de
Hartig permeia-se por uma camada de até trés
células epidermais, com penetragdo do micélio no
espago intercelular de 0,29 - 0,76 pm. Obtidos em
meio de cultura Modified Melin Norkrans (MMN),
os isolados de micorriza e de basidiomas apre-
sentaram as mesmas caracteristicas culturais.
Sintese de micorrizas em condigdes axénicas, a
partir de isolados de micorrizas € de basidiomas,
apresentaram ectomicorrizas  bifurcadas, com-

rovando o carater micorrizico de Suillus luteus em
inus elliottii var. elliottii.

Palavras-chave: ectomicorriza; micorriza; Pinus
elliottii var. elliottii; Suillus luteus.

1 INTRODUCAO

A micorriza ¢ a simbiose entre as raizes
de plantas com fungos que, reciprocamente inter-
cambiam agua ¢ nutrientes do solo, beneficiando
ambas as partes. Trata-se de fendmeno freqiiente
em todos os ecossistemas naturais (SODERSTROM,
1992), sendo que as espécies que ndo estabelecem
este tipo de associagdo na natureza sio excegdes.
Em espécies de Pinus, a simbiose micorrizica ¢ de
vital importincia, uma vez que estas ndo
sobrevivem sem a presenga do fungo micorrizico.
Este fato foi observado por ocasido das primeiras
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experiéncias com espécies coniferas, que invariavel-
mente falhavam ou apresentavam desenvolvimento
insatisfatorio, até o momento em que se introduzia
um fungo micorrizico adequado (MIKOLA, 1980).
Esta dependéncia, que relaciona a presenca de micor-
rizas ao bom desempenho das arvores, € resultante
dos efeitos da simbiose como: maior capacidade de
absor¢io de agua e nutrientes como nitrogénio, fos-
foro, potassio, calcio entre outros; maior capa-
cidade no desdobramento de complexos minerais €
de substincias orgdnicas, pelos fungos micorrizicos,
que os transferem para as arvores; melhor desem-
penho da planta na resisténcia a extremos de acidez,
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temperatura ¢ ataque de patdgenos;, maior tole-
rincia a poluigdo; aumento na taxa de sobre-
vivéncia apds transplante ¢ indugdo a longevidade
das raizes. A simbiose micorrizica oferece ainda
outros beneficies, como o aumento da agregagio do
solo através do micélio extra-matricial € o aumento
da diversidade das plantas, que potencializam seu
uso em programas de recuperagdo de areas
degradadas e controle de erosio (HARLEY, 1991 ¢
DODD & THOMSOM, 1994).

Em solos de florestas, observa-se a ocor-
réncia de basidiomas de fungos, cujo micélio, em
geral, estabelece a associagio simbiodtica com o
sistema radicular das arvores. Assim, a ocorréncia
freqiiente e sistematica desses basidiomas em deter-
minada area, pode indicar a existéncia de asso-
ciagdes micorrizicas. E o que ocorre com basi-
diomas com aparéncia de Suillus, de alta freqiiéncia
em talhdes de Pinus do sudeste brasileiro. Além disso,
o sistema radicular das espécics de Pinus apresenta
formagdes com aspecto de ectomicorrizas. Estes
fatores indicam a existéncia de uma associagdo
entre o sistema radicular de Pinus ¢ o micélio vege-
tativo de Suillus.

Baseado nessas consideragdes, o presente
trabalho objetivou a identificagio do género Suillus
associado em plantio de Pinus elliottii var. elliottii,
comprovar a simbiose entre ambas, ¢ descrever as
caracteristicas morfologicas ¢ anatomicas da
micorriza associada.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Basidiomas

Basidiomas com caracteristicas do género
Suillus, e micorrizas associadas foram coletados em
uma area de amostragem constituida de 740 m? de
um talhdo dc Pinus elliottii Engelman var. elliottii,
com 32 anos de idade, no Parque Estadual de
Campos do Jorddo, Campos do Jorddo, SP, latitude
22°44° longitude 45°34°W ¢ altitude de 1630 m. As
coletas foram realizadas mensalmente, durante o
periodo de julho de 1985 a dezembro de 1986,
contando-se todos os basidiomas cncontrados na
area de amostragem.

O isolamento do fungo foi realizado
transferindo-se fragmentos do contexto para tubos
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de ensaio contendo meio agarizado Modified Melin
Norkrans - MMN (MARX, 1969) e incubados em
estufa a 25°C + 2°C, em auséncia de luz.

Exemplares destinados a identificagio
foram embalados e acondicionados em caixas
plasticas com silica gel. Empregou-se as meto-
dologias recomendadas por LARGENT (1977) e
LARGENT et al. (1977), para caracteristicas
macroscdpicas € microscopicas, respectivamente, e
por PEGLER (1977).

2.2 Micorrizas

Da mesma area de coleta dos basidiomas,
coletou-se as micorrizas. Em laboratorio, foram
selecionadas ¢ lavadas sucessivamente em agua
destilada. Exemplares destinados as descrigdes
morfoldgica ¢ anatomica (INGLEBY et al., 1990 e
AGERER, 1991) foram preservados em FAA
(WILCOX, 1982).

Dez amostras de micorrizas de cada coleta
foram destinadas a determinag¢do das caracteristicas
culturais, sendo submetidas ao processo de isola-
mento em meio de cultura (MARX & BRYAN,
1975) e incubadas a 25° + 2°C, em auséncia de luz.

2.3 Sintese de Micorriza

Para a confirmagdo do carater micorrizico
das culturas originadas tanto dos basidiomas como
das micorrizas, utilizou-se o aparato para sintese de
micorrizas de KASUYA (1988). A incubagio foi
realizada em regime de fotoperiodo diario de 12
horas de luz de lampada fluorescente, em tempe-
ratura de 25° + 2°C.

3 RESULTADOS
3.1 Basidiomas

O comportamento ¢ as caracteristicas dos
basidiomas associados a P. elliottii var. elliottii
correspondem a Suillus luteus (L. ex. Fr.) S. F.
Gray (PEGLER, 1977). No periodo de julho de
1985 a dezembro de 1986, em que a area de coleta
de 740 m* foi mensalmente vistoriada, detectou-se
uma flutuagdo na freqiiéncia de ocorréncia de
basidiomas de Suillus luteus (TABELA 1).



75

YOKOMIZO, N. K. S. & RODRIGUES, E. Associagio ectomicorrizica entre Suwillus luteus (L. ex. Fr.) S. F. Gray e Pinus elliottii Engelman

var. elliottii.

TABELA 1 - Ocorréncia de basidiomas (em unidades) de Suillus luteus no periodo de julho/85 a dez./86 em
area de 740 m®, situado em talhdo de Pinus elliottii var. elliottii, em Campos do Jorddo, SP. O
asterisco (*) indica a presenga de basidiomas fora da area demarcada.

Ano 1985 1986

Més jul. [ ago. | set. |_oul. nov. | dez. | jan. | fev. | mar. | abr. malol jun. | jul. | ago. | set. ]out. nov. | dez.
Basidiomas 0 3 2 0 0j]o0 * * 1 * 2 * L 0 * 0 3 *
(em unidades) |

S. luteus ndo apresentou sazonalidade e
possuia habito solitario, ocorrendo junto as aciculas
derramadas no talhdo de P. elliottii var. elliottii,
tanto em plena luz como em locais sombreados. Os
rizéides cram pouco dcsenvolvidos e apresentavam
pouca resisténcia ao ato da coleta. Os prolonga-
mentos dos rizoides eram constituidos de rizo-
morfas, de coloragdo amarela, didmetro variando de
14,38 a 45,90 um. Constituia-se de um feixe de
hifas com diametro variando de 2,37 a 3,79 um.
Apresentava nas hifas externas massa de pigmentos
tipicas do género Suillus (PALM & STEWART,
1984). Estas rizomorfas formavam a trama de hifas
que se disseminavam pelo solo, conectando-sc as
raizes do hospedeiro.

O basidioma apresentava estipe central
em forma de garrafa, fibrosa, internamente oca,
com coloragdo branca a levemente amarela, cor-
respondente a prancha 9 B/l da carta de cores
de MAERZ & PAUL (1950). O véu anular apre-
sentava coloragdo branca quando jovem, caindo
facilmente apds a ruptura e exposi¢ido do himénio.
O pileo era convexo, de coloragdo marrom, cor-
respondente a prancha 6 D/11 e apresentava na
superficie externa superior secre¢do viscosa €
brilhante. O contexto era carnoso e apresentava
na superficie inferior himénio tubular, de colo-
ragdo amarela correspondente a prancha 11 H/3,
onde eram produzidos os esporos. A esporada
apresentava  coloragdo marrom, correspondente a
prancha 11 I/7. Os esporos eram elipsoides e
hialinos, com dimensdes de 8-10 pm no maior
diametro.

O isolamento de Suillus luteus a partir de
fragmentos do contexto resultou em colonias com
crescimento radial de 9 cm em 20 dias de
incubagdo. Em placas de Petri, a colonia apre-
sentava elevagdo convexa e aparéncia cotonosa.
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Comparadas com a carta de cores de MAERZ &
PAUL (1950), as culturas apresentavam diferentes
tons de marrom, de acordo com seu desenvol-
vimento, sendo o estadio inicial correspondente a
prancha 17 A/l e o estadio maturo correspondente
a prancha 12 A/12. Apés 20 dias de incubagio a
colonia apresentava 3 faixas distintas de coloragdo
marrom, dos bordos para o centro, correspondendo
as cores 13 D/14, 13 E/15¢ 16 A/18.

Apos a identificagdo, amostras represen-
tativas de Swillus Iluteus foram depositadas no
Herbario D. Bento Pickel do Instituto Florestal
(SPSF) sob niimeros 9664, 9746, 9980 ¢ 10674.

3.2 Coleta e Isolamento de Micorrizas

As micorrizas associadas as raizes de
Pinus elliottii var. elliottii, eram ectomicorrizas
tipicas, com morfologia do tipo nodular ou
tuberculado, conforme terminologia adotada por
ZAK (1973), onde encontravam-se até 11 apices de
raizes reunidos em um unico tubérculo micorrizico.
Os primordios da micorriza eram quase arre-
dondados, com leve depressdo na regido central
superior, como inicio do processo de bifurcagio.
Em estddio mais desenvolvido passavam a
apresentar ramificagdo mais alongada, com com-
primento variando de 0,47 a 0,53 mm contados a
partir do ponto de bifurcagdo. Posteriormente
formavam massa de hifas que se avolumava
resultando na formagio do nddulo ou tubérculo,
cujo didmetro maior era de 1,3 mm. Ana-
tomicamente apresentava o manto de hifas
circundando a superficie da raiz, com penetragio
intercelular das hifas formando a rede de Hartig,
caracterizando tipica ectomicorriza. A primeira
camada do manto era constituida por uma trama
micelial do tipo prosénquima (AGERER, 1991), onde
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as hifas apresentam massa de pigmentos tipicas do
género Suillus (PALM & STEWART, 1984). Uma
segunda camada diferencial foi observada, com
micélio em arranjo sinenquimatoso, onde a maioria
das hifas localizavam paralelamente no mesmo
sentido do comprimento da raiz. O manto, incluindo
prosénquima e sinénquima, apresentavam espessura
que variava de 3,59 pm a 33,66 um, (média de
18,46 pum). Na rede de Hartig o micélio percorria
intercelularmente um espago de 2 a 5 camadas de
células da epiderme, percorrendo raio que variava
de 10,55 a 20,85 pm entre o manto € o cortex da
raiz (média de 14,55 pm). O espago intercelular era
ocupado por um feixe de 2 a 3 hifas, apresentando
espessura que variava de 0,29 pm a 0,76 pm
(média de 0,53 pm) que penetravam, entrelagadas
entre si, até o cortex radicular.

As rizomorfas associadas as micorrizas
apresentavam as mesmas caracteristicas das
rizomorfas associadas aos basidiomas, possuindo
cor amarela constituidas por feixe de hifas com
espessura de 7,07 um de didmetro.

O isolamento do fungo a partir das
micorrizas resultou na recuperagio de Suillus
luteus em cerca de 90% das culturas realizadas. As
caracteristicas culturais apresentadas pelo isolado
das micorrizas foram exatamente iguais as das
culturas provenientes de isolamento a partir de
basidiomas, conforme descritas no item 4.1.

3.3 Sintese de Micorrizas

Ambos os isolados, obtidos a partir de basi-
diomas e de micorrizas, apds 2 meses de incubagdo
junto as plantulas, induziram a formagio de ectomi-
corrizas em plantulas de P. elliottii var. elliottii.

Sintetizadas in vitro, as ectomicorrizas
apresentaram a mesma coloragio, forma e anatomia
dos primérdios das micorrizas coletadas em campo.
Inicialmente apresentaram estrutura bifurcada que
se desenvolveu para forma coraloide, apresentando a
forma nodular tuberculada encontrada em
condig¢des naturais.

4 DISCUSSAO

As culturas obtidas de basidiomas e de
micorrizas de Suillus luteus, coletado em talhdes de
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Pinus elliotiii var. elliottii, no Parque Estadual de
Campos do Jorddo, apresentaram as mesmas
caracteristicas. Este fato permite a identificagdo do
fungo simbionte associado as raizes de Pinus
elliottii var. elliottii, como sendo Suillus luteus,
pois, segundo ZAK (1973), a obtengdo desta
semelhanga de caracteristicas culturais é suficiente
para a identifica¢do do fungo simbionte. Além
disso, a sintese de micorriza in vitro vem confirmar
a simbiose entre ambos.

A ectomicorriza resultante da simbiose com-
plementa as informagdes de BONONI e al. (1984),
que também em Campos do Jorddo, SP, registraram
a ocorréncia de S. /uteus, restringindo-se, no entanto,
ao levantamento micoldgico, ndo comprovando a
capacidade de micorrizagda simbidtica da espécie.
Segundo esses autores, S. /uteus foi provavelmente
introduzido na regido, associado as coniferas la
introduzidas.

Os inimeros registros constantes na lite-
ratura mundial sobre a associagdo Pinus/Suillus e
as observagdes de KRUGNER & TOMAZELLO
FILHO (1981), CARVALHO (1984) ¢ VIEIRA &
PERES (1990) nas condi¢les brasileiras revelam a
capacidade de Swuillus em associar-se a diversas
espécies de Pinus, sendo este um requisito favoravel
para torna-lo candidato potencial para estudo como
inoculante destinado a miltiplos hospedeiros.

Para esta finalidade, entre outras, ha neces-
sidade de estudos complementares com respeito a
fungdo de S. /uteus e sua atividade na sucessdo
ecologica no decorrer do desenvolvimento do hospe-
deiro. Considerando que estes dados se referem a
um talhdo de P. elliottii var. elliottii com 32 anos
de idade, pode-se inferir que S. /uteus é fungo
associado a estadios tardios para o hospedeiro em
questdo. Entretanto LAMB & RICHARDS (1970),
na Australia, citaram a associagdo de Suillus
granulatus com Pinus radiata e Pinus elliottii var.
elliottii, a partir de isolamento direto das micorrizas
de plantios estabelecidos, com idade entre 2 ¢ 40
anos. LAMB (1979), na Australia, observou a
associag¢do entre Suillus luteus e Pinus radiata e
Suillus granulatus e Pinus elliottii var. elliottii,
também através do isolamento de fungos
micorrizicos diretamente de raizes coletadas em
campo. LAST et al. (1992) observaram a ocorréncia
de Suillus como micorrizico em condi¢des de
campo para Pinus radiata e Suillus bovinus em
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Pinus sylvestris restritas a intervalo de idade entre
5 a 10 anos. Muito embora neste trabalho as
ectomicorrizas tenham sido observadas também em
plantulas, as condi¢des foram totalmente artificiais,
in vitro, restritas a ambiente livre de competigio,
com todos os fatores ambientais favorecendo a
simbiose, ndo podendo portanto, ser transportadas
para condigdes de campo. Sdo informagdes que
necessitam ser estudadas para determinar se esta
associagdo apresenta especificidade para estadios
Jjuvenis, tardios ou outra ctapa do desenvolvimento
de P. elliottii var. elliottii  (DEACON &
DONALDSON, 1983).

A inexisténcia de relagdo dircta entre a
ocorréncia de basidiomas na superficic ¢ a micorriza
presente nas raizes (GARDES & BRUNS 1993),
pode ser comprovada no presente trabalho, onde
micorrizas tuberculadas eram facilmente obser-
vadas pelo talhdo de P. elliottii var. elliottii inde-
pendentemente da presenga ou nio de basidiomas
de Suillus luteus. A morfologia mais facilmente
detectada nas condigdes do presente trabalho, do
tipo nodular tuberculada ndo ¢ inédita, tendo sido
observada por KELLER (1992), em Pinus cembra
(L.) associada a Suillus plorans (Roll.) Sing. Este
tipo nodular tuberculado favorece a recuperagio do
S. luteus em meio de cultura. O adensamento de
micélio no tubérculo, formado pela coalescéncia dos
mantos de varias micorrizas, forma barreira fisica
que impede a invasdo de outros microrganismos,
facilitando ainda o processo de esterilizagio
supcerficial, mantendo viavel o micélio contido no
interior. Esta caracteristica cxplica a facilidade dc
rccuperagio de Swuillus em meio de cultura, se
comparada as tentativas usuais de rccuperagio de
fungos a partir das cctomicorrizas.

As micorrizas obtidas in vitro apresen-
taram morfologia do tipo coraloide, diferente das cole-
tadas em condigdes naturais, quc apresentavam mor-
fologia nodular tubcrculada. Contudo, os primérdios
das micorrizas coletadas ¢m condigdes naturais
possuiam morfologia do tipo coraldide. Este resul-
tado permite inferir sobre a cxisténcia dc varias
fases na formagdo dos difcrentes tipos micorrizicos
obtidos a partir de um mesmo isolado. Desta forma,
presume-se que Swillus luteus apresenta morfologia
bifurcada simples na fase inicial da associagio
micorrizica, evoluindo para o tipo coraldide, no qual
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a proximidade das micorrizas induz a coalescéncia,
formando micorrizas nodulares-tuberculadas, como
as observadas em condig¢des naturais.

As informagdes disponiveis sobre Suillus
e os resultados obtidos neste trabalho permitem
inclui-lo no rol de fungos potencialmente aptos a
serem utilizados em estudos sobre desenvolvimento
de programas de produgdo de inoculantes
silviculturais, pois pode-se considerar que Suillus
luteus atendeu aos requisitos citados por MARX &
KENNEY (1982) de possuir vasta gama de
hospedeiros ¢ apresentar facil propagagio, pois
apresentou crescimento sem exigéncia de meios de
cultura sofisticados. Também o requisito citado por
KASUYA & MUCHOVEJ (1989), de possuir
habilidade em formar micorrizas, foi atendido.

=

S CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no
presente trabalho, concluiu-se que:

a) os basidiocarpos encontrados em talhdes de 32
anos de idade de Pinus elliottii Engelm var.
elliottii, na regido de Campos do Jordio, bem
como o fungo micorrizico associado ao sistema
radicular desta espécie, tratam-se de Swuillus
luteus (L. ex. Fr.) Gray;

b) a simbiose micorrizica entre Suillus luteus ¢ P.
elliottii var. elliottii em condigbes naturais
resulta em ectomicorrizas de tipo morfologico
bifurcado a tubercular nodulado, ¢

c) a simbiose micorrizica entre Suillus luteus ¢ P.
elliottii var. elliottii sintetizadas in vitro resulta
cm ectomicorrizas de tipo morfolégico bifurcado.
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