INFLUENCIA DE MATERIA ORGANICA NO'CRESCIMENTO
'DOS FUNGOS ECTOMICORRIZICOS PISOLITHUS TINCTORIUS
' E THELEPHORA TERRESTRIS!
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RESUMO - Foram avaliados os efeitos dos extratos aquosos de lodo de esgoto, torta de filtro, esterco )
de curral e aciculas de Pinus nas concentragdes de 1, 10, 100 ¢ 1.000 ppme 1,2,3,4,5,10,15¢
20% (v/v} em MMN-agar (meio de Melin - Norkrans, modificado por Marx}, sobre o crescimento mice-
lial dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius e Thelephora terrestris. Nas concentragfes
inferiores a 1% ndo houve efeito significativo de todos os extratos sobre o crescimento dos fungos. Em
concentragdes superiores a 1,000 ppm o extrato de acfculas de Pinus reduziu o crescimento tanto de P.
tinctorius como T, terrestris. Lodo de esgoto reduziu o crescimento de P, finctorius nas concentragdes
acima de 1.000 ppm. O crescimento de T, rerrestris foi também diminuide por lodo de esgoto, mas 56
em concentragdes acima de 3%. Torta de filtro ndo afetou o crescimento de P. tinctorius em qualquer
concentragdo e esterco de curral somente a 20%, reduzindo-o. Esterco de curral e torta de filtro dimi-
nuitam e grescimento de 7, fefrestris em concentragdes acima de 4%.

Termos para indexagdo: extratos aquosos, lodo de esgoto, torta de filtro, esterco de curral, Pinus.

INFLUENCE OF ORGANIC MATTER ON THE GROWTH OF THE ECTOMYCORRHIZAL FUNGI
PISCLITHUS TINCTORIUS AND THELEPHORA TERRESTRIS

ABSTRACT - The effects of water extracts of sewage sludge, filter cake, manure and pine needle
mulch on the mycelial growth of Pisolithus tinctorius and Thelephora terrestris were evaluated at the
concentrations of 1, 10, 100 and 1.000 ppm and 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 and 20% (v/v) in MMN-agar
(Melin-Norkrans medium, modified by Marx}, There was no significant effect of the organic matters
tested at concentrations below 1%. At concentrations above 1.000 ppm, pine needle mulch decreased
the growth of both fungl tested. Sewage sludge reduced the growth of P. tinctorius at concentrations )
above 1.000 ppm. Growth of T, terrestris was also reduced by sewage sludge, but at concentrations
higher than 3%. Filter cake had no effect on P, tinctorius, whereas manure reduced growth of this

fungus at 20% only. Filter cake and manure decreased growth of T, terrestris at concentrations higher

than 4%. . : '

Index terms: water extracts, sewage sludge, filter cake, corral manure, Pinus.

- INTRODUGAOD

Entre os viros fatores que podem afetar o
desenvolvimento de ectomicorrizas em mudas de
Pinus infectadas com fungos especificos, como
Pisolithus tinctorius e Thelephora terrestris, encon-
tra-se a matéria orginica do substrato de cultive.
Este efeito depende, em grande parte, da fonte de
matéria organica e do seu teor (Bettiol 1984).

Uma das formas de atuagZo da matéria orginica
sobre os microorganismos € através da liberaggo de
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substincias presentes nos seus extratos, como, por
exemplo, os 4cidos orgdnicos e os compostos fend-
licos. Burges & Latter (1960) verificaram que os
dcidos hfimicos sio fontes de alimento e encrgia
para muitos microorganismos. Foram isolados
por Mathur & Paul (1966) e Neelakantan et al.
(1970), representante dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Streptomyces, que podiam ter os

_ dcidos himicos como dnica fonte de carbono.

No entanto, McLoughlin & Kuster (1972} verifi-
caram que a fragdo himica nio influi na respi-
ragdo e crescimento de Candida utilis,

Entre os fungos ectomicorrizicos, o Pisalithus
tinctorius foi estudado por Tan & Nopamornbodi
{1979), que avaliaram o efeito de dcidos filvicos
no seu desenvolvimento. Esses autores verificaram
que 3.200 ppm de 4cido fiilvico em MMN, com
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pH 4 e 7, inibia o fungo, enquanto 320, 640 e
1.600 ppm estimulavam o crescimento radial das
coldnias, Avaliando o peso de matéria seca, nota-
ram um incremento em relagdo i testemunha para
as concentragdes de 320, 640 e 1.600 ppm de
icido fiilvico no meio mantide a pH 7, sendo que
em pH 4 apenas 640 ppm de 4cido filvico superou
a testemunha, Esses autores sugerem que os dcidos
filvicos, sendo produtes da decomposigdo, estio
presentes nos solos em soma maior que os agticares.
Portanto, se forem utilizados como fonte de ali-
mento por determinados microorganismos, esses
sdo menos suscetivels 4 competigio do que aqueles
que somente se utilizam de agiicares,

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito do extrato de lodo de esgoto, esterco de
curral, torta de filtro e acfculas de Pinus sobre o
crescimento micelial de P. tinctorius e T. terrestris
em meio de cultura.

MATERIAL E METODOS

Os isolados 185 de P. tinctorius e 201 de T. terrestris
obtidos de Pinus teedas, cedidos pelo D1, Donald H. Marx,
do Instituto para Pesquisa e Desenvolvimento de Micori-
zas, Athens, Georgia, EUA, foram empregados como
fungos-testes. O indculo utilizado estava em pleno desen-
volvimento em MMN (Marx 1969}, com 20 dias de incu-
bagfo a 26°C, no escuro. Discos de 0,5 cm de didmetro
da extremidade da colnia foram retirados e transferidos
para o centro das placas com os respectivos substratos,
num total de cinco repeti¢Ses (placas) por tratamento. As
placas foram incubadas por 20 dias a 26°C no escuro.
O crescimento foi avaliado através de medigdo do diime-
tzo da coldnia.

Extratos das matérias orgdnicas estudados (Tabela 1)
foram obtidos por autoclavagem durante uma hora, a
120°C e filtragem em algoddo cons auxilio de bomba de
vicuo. Antes da autoclavagem, as matérias orginicas
foram misturadas com dgua na proporgfio 1:1 (v/v),

Viarios ensaios foram conduzidos, todos eles com
MMN como meio. Nos ensaios 1 ¢ 4 os extratos foram
acrescentados ao meio de cultura nas proporgdes 5, 10,
15 e 20% (v/v). Nos ensaios 2 e 5, os extratos foram acres-
centados ao meio de cultura nas proporges de 1, 2,3 e
4% (v/¥); e nos ensaios 3 e 6, nas proporgSes 1, 10,100 e
1.000 ppm. Em todos os ensaios, a acidez foi corrigida
para pH 6,0 antes de sua esterilizagfo por autoclavagem.

RESULTADOS

No ensaio 1, o lodo de esgoto e as aciculas de
Pinus em todas as concentragdes (5, 10, 15 e 20%)
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apresentaram uma forte inibigfo ao crescimento
micelial de P. tinctorius, quando comparadas com
a testemunha (Tabela 2). Também foi observada
inibigdo de P. tinctorius pelo esterco de curral na
maior concentragio, sendo as demais concentragdes
semelhantes i testemunha, A torta de filtro nio
influenciou o crescimento micelial do fungo.

Para todas as concentragdes testadas no ensaio 2
{1, 2,3 e 4%), tendo como fontes esterco de curral
e torta de filtro, excegdo da dose 1% desta dltima,
nio fol encontrada diferenga significativa no cres-
cimento micelial de P. tinctorius (Tabela 3). No-
entanto, lodo de esgoto e aciculas de Pinus inibi-
ram o crescimento, mas com menor intensidade
que nas doses empregadas no ensaio 1,

No ensailo 3, com excegio da concentragio
100 ppm de aciculas de Pinus, os demais trata-
mentos nio diferiram entre si. As concentragdes
testadas neste ensaio (1, 10, 100 e 1.000 ppm),
nio houve influéncia das fontes de matéria orgénica
sobre o crescimento micelial de P. tinctorius (Ta-
bela 4).

Com relagio a T. terrestris, verificou-se no
ensaio 4, que, exce¢do feita & concentragio de 5%
do extrato de lodo de esgoto, que nio diferiu do
meio padrio, as demais fontes e concentragBes
mostraram efeito inibitério sobre o crescimento do
fungo (Tabela 5). O efeito menos acentuado foi
dado pelo esterco de curral, O efeito inibitério das
matérias orginicas foi diretamente proporcional is
soncentragdes empregadas. Nas concentragdes
intermedidrias testadas no ensaio 5 ocorreu ainda
forte inibi¢do dada pelas aciculas de Pinus, enquan-
to as outras fontes de matéria orgdnica nio deter-
minaram efeito significativo (Tabela 6). Nio ocor-
reram efeitos significativos nas menores concen-
tragBes testadas, para todas as matérias orginicas

(Tabela 7).

DISCUSSAO

Matérias orginicas presentes em altas concen-
tragBes nos substratos para produgio de mudas de
Pinus caribaea var, hondurensis de modo geral
colaboram para seu desenvolvimento, mas podem
reduzir a formagdo de ectomicorrizas pelos fungos
Pisolithus tinctorius e Thelephora terrestris (Bettiol
1984). Tal fato pode ter relagio com os resultados
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ora obtidos, os quais evidenciam que o efeito
inibitério dos extratos das matérias orgdnicas no

crescimento micelial de P. tinctorius e T. terrestris .

foi diretamente proporcional is concentragdes
empregadas,

A inibigdo dada pelo extrato das acfculas de
Pinus em concentragdes superiores a 1,000 ppm no
meio de cultura sobre o crescimento micelial-de
P. tinctorius e T. terrestris {Tabelas 2, 3,5 ¢ 6)
pode ser devida 3 liberagdo em quantidades inibi-
térias de compostos feriélicos existentes nas acicu-
las {Chen & Buijtenen 1980) durante a obtengdo
do extrato a quente. A liberagdo destes compostos
talvez seja mais lenta quando aplicados no sclo, o
que pode justificar os resultados obtidos por
Bettiol {1984), qtie ndo verificaram redugdo na
formagio de micorrizas por esses fungos até con-
centragio de 10% de aciculas no substrato. Este
efeito inibitédo das acfculas, por sua vez, pode
estar relacionado com a auséncia de frutificagdes
destes fungos em povoamentos adultos de Pinus

‘que apresentam uma cobertura de acfeulas sobre |
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o solo, quando outras espécies de fungos, talvez
mais adaptadas a estas condigdes, aparecem com
maior freqiiéncia, como os pertencentes aos géne-
ros Suillus e Scleroderma, Nesta inibigdo, prove-
cada pelo extrato de aciculas, faz-se necessirio

_chamar aten¢do para a concentragio de chumbo

na matéria orginica (Tabela 1), podendo ser um
fator responsavel pela inibigdo.

O efeito 1nibitorio do lodo de esgoto em con-
centragdes superiores a 1.000 ppm (de extrato no
meio de cultura) sobre o crescimento micelial de
P, tinctorius e acima de 3% para T. terrestris pode
ser devido 4 presenga de elementos toxicos em
altas concentragdes, como de cidmio, chumbo,
cromo, niguel, zinco, cobre, manganés e ferro,
entre outros, na composigio do'lodo (Tabela 1).
Virios autores (Henderson 1960, Kendrick 1962)
verificaram que alguns desses elementos inibem o
crescimento de fungos, Bettiol (1984) verificaram
que essa fonte de matéria orginica causou acen-
tuada inibi¢io na foragio de ectomicorrizas em

"mudas de Pinus catibaea var. hondurensis por P,

tinctorius e T. terrestris.

TABELA 1. Caracteriza¢fo quimica das matérias orginicas testadas®.

Determinagdes Lodods Esterco Torta de Acfeula
{base seca) esgoto de curral - filtro de Pinus
pH dgua 50 " 6,2 5,9 4,6
Matéria organica (%) 17.6 228 56 4 71,7
Carbono total (%) 98 12,6 31,3 398
Carbona Oxidavel (%) 64 93 25,0 322
Enxofre total (% S) 081 0,17 < 0,601 0,16
Nitrogénio total {% N) 042 0,74 0,73 0,81
Fésforo total (% PyOg) 2.3 0,81 12 0,18
Potéssio total (% K, 0) 0,37 0,42 069 0,09
Cilcio (% Ca) 18 0,73 15 11
Magnésio {% Mg} 067 0,27 0,21 0,14
Aluminio (% Al} 6,0 25 . 38 1.7
Chumbo (%) 0,084 0,0052 . 0,14 1,1
Ferro (%) - 49 16 25 2,0
Cadmio {ppm} 8,5 <05 <05 <05
Cobalto {ppm) .20 15 3.0 95
Cobre {ppm} 1.274 46 85 26
Cromo (ppm) 565 -15 15 50
Sbdio (ppm) 600 450 150 -
Manganés (ppm) 510 365 619 800
Niguel (ppm) 570 45 30 1,0
Zinco (ppm) 2.948 20 100 115

1

Andlises realizédas no Laboratério de Anédlises Quimicas do CEFER/IPT, S&o0 Paulo, SP.
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TABELA 2. Efeito de fontes e concentragdes de extrato (v/v) de matéria orginica sobre o crescimento micelial {cm) de
Pisolithus tinctorius em meio de MMN (Ensaio 1). .

Fonte de matéria Concentracfo (%) do extrato de matéria orgdnica no meio!
organica ) Médias
. B . 10 15 20
Testemunha {MMN} 76a
A B B8 B
Lodo de esgoto 49 be 3,1de 29e 3.3ds 36C
Y Y w z :
. .AB A : B . c .
Esterco de curral - 70a 78a 6,2 ab 48 be 6,5 B
X X Y Y
A A A A
Torta de filtro 76a 71a 78a 76a 75 A
X i x X .
. AB AB . . A B
Acfculas de Pinus 40cde 358 cde 41cd 3.2 de 38 C
' Y Y z _ oz
Médias . - 59X . 5.5 XY 53Y 4,72

l Médias seguidas de mesma letra, médias de conceritracﬁes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e

médias de fontes dentro de concentragBes com letras iguais sob as mesmas nio diferem estatisticamente entre si

{Tukey 5%). Para anilise estat{stica os dados foram transformados em \/x + 05 @ os valores foram obtidos da
média de cinco repetigBes. :

TABELA 3. Efeito de fontes e concentragdes de extrato (v/v) de matétia orgdnica sobre o crescimento rnlcehal (cm) de
Pisolithus tinctorius em meio de MMN (Ensaio 2).

] \ . .1
s n do extrato de matéria orginica no meio
Fonta de matéria Concentragdo (%] do e o

s s Médias
organica 1 . o 5 N )
Testemunha (MMN) 7.7 a .
’ ’ A . B AB AB
Lodo de esgoto 6,1 cdef 4949 54 gf 54 fg 5§5C
Y 2z Y Y : :
A A A A
Esterco de curral 7.1 abe 7.3ab - 7,2ab 7,6 ab T3 A
x x x x
A A A A .
Torta de filtro 6,6 bcde 7.2ab 6.9 abed 6.9 abcd 69 A
xy . X X x
A : AB A B
Acflculas de Pinus 8,1 cdef 5,8 efg 6,1 cdef 5,3 fg 588
Y . Y Y Y
Médias 65X . 6,3 X 64 X . 63X’

1 Medias seguidas de mesma letra, médias de concentracBes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e
médias de fontes dentro de concentragSes com letras iguais sob as mesmas ndo diferem estatisticamente entre si
{Tukey 5%). Para an#lise estat(stica os dados foram transformados em +/ X + 0,5 e os valeres foram obtidos da
média de cinco repeti¢es. : . oo : N
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TABELA 4. Efeito de fontes e concentragSes de extrato (v/v) de matéria orginica sobre o crescimento rnic.etial {cm) de
Pisolithus tinctorius em meio de MMN (Ensaio 3).

. - .1
Fonte de matéria Concentragdo {ppm) do extrato de matéria organica no meioa

. Médlas
ergénica 1 10 100 1.000
Testemunha (MMN) 7,0 abe
A A A A
Lodo de esgoto ' . 73 abc . 69 abed 12 abe 7.2 abe 72 A
Xy xy Xy X
A A A A
Esterco de curral © 1.3 abe 7.2 abe 6,5 bed 7,1 abe - 73A
‘ xy X yz x
A A A A
Torta de filtro . 6,7 abed 74 ab 74 ab 7.3 abe 72A
Y x x x
A B B A
Acilculas de Pinus 11a 6,3cd 59d 7,2 abc 688 .
X Y z x
Médias . 73X 7.0 XY "B68Y . 7.2 X%

1 Médias seguidas de mesma letra, médias de concentragBes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e

médias de fpntes dentro de concentragBes com letras iguais sob as mesmas nio diferem estatisticamente entre si

{Tukey B%). Para andlise estatistica, os dados foram transformados em +/X + 0,5 e os valores foram obtidos da
média de cinco repatigBes. ’ :

TABELA 5. Efeito de fontes e concentragdes de extrato (v/v) de matéria orginica sobre o crescimento micelial (cm) de
Thelephora terrestris em meio de MMN (Ensaio 4).

. . . o1
Fonta de matéria Concentragfo (%) do extrato de matéria orgénica no meio

orgdnica ' ' Médias
5 10 15 20
Testemunha (MMN} 34a
A B BC c
Lodo de esgota - " 24ab 1.5 cdef 1,1ef ' 10f 158
X xy ) y y
A A A A
Esterca da curral . 22bc . 2,0 bed 1.8 bed . 18bed 20A
- x X x x
A A A A
Torta de filtro 1,6 cdet 1,7 bcde 1,5 cdef 1.4 def 168
’ ' Y xy xy Xy
A A . A A
Acreulas de Pinus 1,4 def 1,4 def 1,4 def 1.4 def 14B
: Y Y xy xy
Médias o : 19X 1,7 XY 152 142

1

Médias seguidas de mesma letra, médias de concentragfes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e
médias de fontes dentro de concentragdes com letras iguais sob as mesmas nio diferem estatisticamente entre si
(Tukey 5%). Para anilise estatistica os dados foram transformados em /X + 0,5 e os valores foram obtidos da
média da quatro repetigdes.
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TABELA 6. Efeito de fontes e concentragdes de extrato (v/v) de matéria orginica sobre o crescimento micelial (crn) de

Thelephora terrestris em meio de MMN (Ensaio 5).

. - -1
Fonte de matéria Concentragdo (%) do extrato de matéria organica no meio

A Médias
organica 1 2 3 4
Testemunha [MMN} 34a
A A A 8
Lodo de esgoto 29ab 29 s 2,7 abed 2,1 bed 2,7 A
x X x xy
AB A B C
Esterco de curral 2.8 abe 30ab 2,6 abcd 2,4 abcd 27A
x x x x
A A A A
Tortade filtro 28abc 24 abed 3,0ab 2,6 abed 2,7A
X x X X
- A A A
Acleulas de Pinus 1.7d 18 ¢cd 1,7d 1,7d 1,78
Y Y Y Y
Médias 256X 25X 25X 22Y

1

Médias seguidas de mesma letra, médias de concentracBes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e

médias de fontes dentro de concentragBes com letras iguais sob as mesmas ndo diferem estatisticamente entrg si
{Tukey 5%). Para anilise estat(stica os dados foram transformados em /X + 0.5 e os valores foram obtidos da

média de quatro repetiges.

TABELA 7. Efeito de fontes e concentragdes de extrato (v/v) de matéria orginica sobre o crescimento micelial (cm) de

Thelephora terrestris em meio de MMN (Ensaio 6).

. . L1
Fonte da matéria Concentragio (ppm} do extrato de matéria organica no meio

organica Médias
1 10 100 1.000
Testemunha {(MMN} 2,3 abed
A AB B 8
Lodo de esgoto 2,6 abed 2,4 abed 18cd 1,7d 21B
x Y 4 Y
A A A A
Esterco de curral 2.1 bed 18cd 18 cd 18 cd 19B
X Y Y xy '
B A A AB
Torta de filtro 20cd 32a 2.8 abe 2,7 abed 2,7 A
x x x x
A A A A
Acfculas de Pinus 2,6 abed 2.4 abed 3,0ab 2,5 abcd 26 A
x y x X
Médias 23X 25X 24 X 22X

Médias seguidas de mesma letra, médias de concentragSes dentro de fontes com letras iguais sobre as mesmas e
médias de fontes dentro de concentraces com letras iguais sob as mesmas ndo difarem estatisticamente entre si
(Tukey 5%). Para andlise estatistica os dados foram transformados em /X + 0,5 & os valores foram obtidos da

meédia de quatro repetigSes.
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A torta de filtro e o esterco de curral nio inibi-
ram o crescimento micelial de P. tinctorius, possi-
velmente por seus extratos, nas concentragdes
estudadas, nio possuirem compostos inibidores ao
desenvolvimento do fungo em quantidades inibi-
térias. Contudo, esses extratos nio apresentaram
estfmulo no crescimento micelial do fungo. Jd
para T. terrestris esses extratos em concentragdes
superiores a 4% inibiram o seu crescimento, de-
monstrando o efeito varidvel das fontes orgénicas
em dependéncia dos microorganismos envolvidos.

A inibicio no crescimento micelial de P. tinc-
torius ¢ T. terrestris pelos extratos de matéria
orginica testados pode, ainda, ser resultante da
presenga de compostos orginicos, tais como icidos
falvicos, hiimicos e outros {Tan & Nopamornbodi
1979). Estudo mais detalhado da composigdo dos
extratos testados e do efeito dos componentes
sobre os fungos ectomicorrizicos torna-se, pois,
necessirio, O pH também pode ter intluéncia mar-
cante nos resultados, como demonstraram Tan &
Nopamornbodi (1979). No presente estudo, o
pH foi apenas corrigido antes da autoclavagem e

nio houve acompanhamento do que ocorreu no .

transcorrer dO ¢rescimento do fungo.
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