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RESUMO

O eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) ocupa uma extensa area da exploragao florestal em Portugal, sendo utilizado,
principalmente, na industria da producao de pasta e papel. De entre os desafios que a sua exploracao enfrenta, contam-
se os da necessidade de reduzir o uso de fertilizantes minerais, sem perda de produtividade, e preservando a fertilidade
e a biodiversidade do solo. Sendo conhecidos os beneficios para o setor agricola do uso de biofertilizantes, ha interesse
em avaliar o seu uso no setor florestal. Neste ambito, foi estabelecido um ensaio com indculos comerciais, um contendo
um fungo formador de micorrizas arbusculares, Glomus iranicum, e outro baseado em bactérias solubilizadoras de
fésforo inorganico, Pseudomonas putida e P. fluorescens, individualmente e em conjunto, sendo avaliado o seu efeito no
crescimento e fisiologia do eucalipto, em condi¢des de adubacao diferenciada de fosforo (100, 70 e 40% da adubacao de
referéncia para esse tipo de solo). Dez semanas de crescimento apds transplante, observou-se um efeito significativo
da inoculagdo bacteriana no indice relativo de clorofila (p<0,05), sendo as plantas inoculadas com bactérias as que
apresentaram maiores valores para esse parametro, enquanto a inoculacdo com fungos teve um efeito significativo
no numero de folhas nas plantas (p<0,05), sendo as plantas micorrizadas as que apresentaram um menor nimero de
folhas. Estes resultados preliminares sao promissores, mas o estudo prossegue, de modo a avaliar o comportamento do
eucalipto em situagdes de necessidades crescentes de fésforo.

Palavras-chave: fungos micorrizicos arbusculares (AMF), bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPB), euca-
lipto, fésforo, biofertilizantes.

ABSTRACT

Eucalyptus (Eucalyptus globulus Labill.) occupies an extensive area of forest in Portugal, being used mainly in the pulp
and paper industry. Among the challenges faced by its production, is the need to reduce the use of mineral fertilizers,
without loss of productivity, and preserving soil fertility and biodiversity. As the benefits of using biofertilizers for
the agricultural sector are known, there is interest in evaluating their use in the forestry sector. Within this scope, an
experiment was established with commercial inoculants, one containing the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus
iranicum, and another based on inorganic phosphorus-solubilizing bacteria, Pseudomonas putida and P. fluorescens,
individually and in combination. Their effect on growth and physiology of eucalyptus, under conditions of differentiated
phosphorus fertilization (100, 70 and 40% of the reference fertilization for this type of soil) was evaluated. Ten weeks
of growth after transplantation, there was a significant effect of bacterial inoculation on the relative chlorophyll index
(p<0.05), with the plants inoculated with bacteria having the highest values for this parameter, while inoculation with
fungi had significant effect in the number of leaves on the plants (p<0.05), with the mycorrhizal plants having the lower
number of leaves. These preliminary results are promising, but the study continues, in order to evaluate the behavior
of eucalyptus in situations of increasing phosphorus needs.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), plant growth promoting bacteria (PGPB), eucalyptus, phosphorous,
biofertilizers.
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INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (AMF) e
as bactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB) sao microrganismos que habitam quase
todos os solos, inclusive os solos florestais e de
agroecossistemas. Formam simbioses mutualis-
tas com as raizes das plantas, ajudando-as a au-
mentar a absor¢ao de nutrientes e agua, o cresci-
mento e a tolerdncia ao stress por meio de varios
mecanismos, diretos e indiretos (Smith & Read,
2008; Backer et al., 2018). Por isso mesmo, algumas
espécies com efeito cientificamente demonstrado
encontram-se comercializadas como biofertilizan-
tes (Backer et al., 2018; Ribeiro, 2021), e a legislagao
sobre matérias fertilizantes integra o seu uso, dei-
xando bem claro o tipo de produtos que pode ser
classificado como um biofertilizante, devendo ser
“um produto cujo principio ativo sao microrganis-
mos vivos, (...) que favorecem a nutri¢ao e, ou, o
desenvolvimento das plantas, sem afetar a diver-
sidade biolégica do solo e do ambiente” (Decre-
to-Lei No. 30/2022 e Portaria n.? 185/2022). Existe,
de facto, uma diversidade de microrganismos que
pode ser utilizada, sendo que a legislacdo referida
ja contempla produtos com: (i) bactérias fixadoras
de azoto, (ii) bactérias solubilizadoras de fésforo, e
(iii) fungos micorrizicos (Portaria n.? 185/2022).

O eucalipto é uma arvore amplamente instalada
em Portugal, principalmente a espécie Eucalyptus
globulus Labill., utilizada principalmente para pro-
ducao de madeira para a industria da produgao
de pasta e papel (Reboredo & Pais, 2014; Malico &
Gongalves, 2021). Os povoamentos de eucaliptos
sao conduzidos em regime de talhadia (com rota-
¢oes de 10-12 anos), ocupando, atualmente, mais de
844 mil hectares no continente, com rendimentos
anuais de madeira que variam entre 6 e 40 m? ha”,
dependendo das condic¢des edafoclimaticas locais
(ICNF, 2015; Reboredo et al., 2021). De acordo com
o 6° Inventario Florestal Nacional (ICNF, 2015), a
zona ocupada por eucaliptais representa cerca de
26% da floresta continental, o que corresponde a
um incremento sistematico da area ocupada ao
longo dos ultimos 50 anos.

Embora, no setor agricola, o uso de biofertilizantes
ja seja comum, no setor florestal isso ainda nao se
verifica. Porém, os desafios que o setor florestal en-
contra, em particular o da producado de eucalipto,
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sao semelhantes aos da agricultura: reduzir o uso
de fertilizantes e fitofarmacéuticos de sintese, pre-
servar a fertilidade e a biodiversidade do solo, au-
mentar a produtividade, e reduzir o stress bidtico
e abidtico a que os eucaliptos estao sujeitos. Nesse
sentido, ha todo o interesse em avaliar os contri-
butos que a introdugao dos biofertilizantes podem
trazer ao setor florestal nacional, e foi com esse en-
quadramento que foi criado o projeto “Bioma Solo:
melhorar a relagdo solo-planta”, financiado pelo
IAPMEI/PRR. Num dos seus objetivos, este proje-
to pretende avaliar a utilizacdo de biofertilizantes
comerciais, fornecidos pela Hubel® Verde: um ba-
seado em fungos micorrizicos (Glomus iranicum) e
outro em bactérias solubilizadoras do fésforo (P)
do género Pseudomonas, de forma individual e con-
junta, na reducao do uso de fertilizantes minerais
no setor florestal. Por hipdtese, a inoculagao con-
junta destes organismos potenciara os seus efeitos
benéficos para a planta, neste caso, o E. globulus,
permitindo uma reducdo da adubagdo mineral de
P, sem perda de produtividade em biomassa e sem
registo de impacto negativo nos seus parametros
fisiologicos.

MATERIAIS E METODOS

Carateristicas do solo e materiais bioldgicos

Foi selecionado um solo pobre em P (<10 mg kg,
em P,O; extraivel, Egner-Rhiem), recolhido na re-
gido de Pegodes (Concelho do Montijo; 38°39'22,9”"N
8°35'37,3”W). Trata-se de um solo pouco acido
(pH=5,7, razdo solo:dgua 1:2,5 m/v), ndo salino
(condutividade elétrica = 0,02 mS cm™; razao so-
lo:dgua 1:2 m/v), com baixo teor em matéria orga-
nica (0,28%, m/m), e baixo teor noutros nutrien-
tes, e.g., potassio (19 mg kg'!, em K,O extraivel,
Egner-Rhiem).

Relativamente aos biofertilizantes comerciais, foi
utilizado um inéculo bioldgico a base de um fungo
micorrizico (Glomus iranicum var. tenuihypharum;
MycoUp®, Symborg), formulado num substrato
mineral argiloso, com 1,2x10* propagulos/100 mL.
Foi feita uma aplicacdao “a plantagao”, preparando
uma suspensao em agua, e aplicando um volume
de suspensao calculado de modo a fornecer 2 g de

in6culo por planta/vaso.



Foi também utilizado um indculo comercial a base
debactériassolubilizadorasdeP (Pseudomonasputida
108 u.f.c./mL e Pseudomonas fluorescens 108 u.f.c./mL;
u.f.c. unidades formadoras de coldnias; Nati-
phos®, Native HUBEL). Foi feita uma aplicagao “a
plantacao”, com 4 mL de in6culo por planta/vaso,
previamente diluido em agua desionizada.

Delineamento experimental

Plantas jovens de eucalipto (com aproximadamen-
te 36 semanas), fornecidas pelos Viveiros Alianca
(clone G1202), foram mudadas para vasos de 3,5 L
de capacidade, utilizando o solo referido anterior-
mente. Durante a muda, que ocorreu a 16 de fe-
vereiro de 2023, 12 plantas foram inoculadas com
G. iranicum (Gi), 12 plantas com P. putida e P. fluo-
rescens (Pp), e outras 12 plantas foram duplamente
inoculadas, (Gi+Pp). As doses de aplicagao dos ino-
culos foram as referidas anteriormente, tendo-se
utilizado 12 plantas como controlo - nao inocula-
das (Cont). As plantas foram colocadas a 70% da
capacidade de retengao de agua do solo, fornecen-
do metade da agua no dia da inoculagao, metade
no dia seguinte, e mantidas com esse nivel de dgua
no solo com rega ocasional por controle do peso,
em estufa, no Instituto Superior de Agronomia.

Uma semana apos a muda e inoculagdo, as plan-
tas foram fertilizadas com a mesma dose de N e K,
e com doses diferenciadas de P (100, 70 e 40% da
dose habitual de P, por via mineral, considerando
as carateristicas do solo, pobre em P). Para isso, to-
das as plantas receberam 47,14 g de um adubo de
libertagao controlada (N:P:K 14:11:9), sendo essa a
dose mais baixa de P que foi fornecida (40% de P;
5,2 g P,O,/planta). Nos tratamentos com doses su-
periores de P (70 e 100%), ela foi suplementada por
aplicacdo de superfosfato 18% (3,9 e 7,8 g P,O./plan-
ta, respetivamente, para o tratamento 70% e 100 %).

Decorridas 7 semanas apds o inicio do ensaio, as
plantas foram mudadas para vasos de 50 L de ca-
pacidade, utilizando o mesmo tipo de solo, e foram
colocadas no exterior. A rega ocasional foi manti-
da, a partir dai sem controle de peso.

Parametros fisiologicos e de crescimento da planta

Periodicamente, foram registados varios parame-
tros de desempenho da planta, relacionados com
0 seu crescimento: a altura, o diametro do caule,
o numero de ramos e de folhas. Foram medidas as
taxas de assimilagdo de CO, (A) a transpiracao fo-
liar (E) e a condutancia estomatica (gs) usando o
analisador de gases por absor¢ao de radiagao infra-
vermelha (CIRAS-3 — PP_systems, USA). O indice
relativo de clorofila foi determinado com o sensor
CL-01 Chlorophyll Meter da Hansatech Instrumen-
ts Ltd e o indice fotoquimico de refletancia- PRI, e
o indice de diferenca normalizada da vegetagao-
NDVI (PlantPen PRI 200, PlantPEN NDVI 300) fo-
ram também registados.

Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados foram analisados utilizando estatis-
tica descritiva (calculo de média e desvio padrao)
e submetidos a uma ANOVA a trés vias, para ava-
liar as diferencas estatisticas entre os resultados e
a interacdo entre as variaveis independentes tes-
tadas (Micorriza x Bactéria x dose de fertilizante
fosfatado). Sempre que se observaram diferencas
significativas nos resultados de um parametro
(p<0,05), foi utilizado um Teste de Tukey HSD para
evidenciar as diferencas entre as médias (p<0,05).
Todas as analises foram realizadas com o STATIS-
TICA 7.0 (Software™ Inc., PA, EUA, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os resultados preliminares que se apresentam fo-
ram registados 10 semanas ap6s o inicio do ensaio,
ja com as plantas no exterior (Figura 1). De uma
forma geral, ndo foram visiveis respostas diferen-
ciadas no crescimento dos eucaliptos, mesmo nos
tratamentos em que a adubacao fosfatada foi redu-
zida a 40% da aplicada no controlo.

A aplicagdo das bactérias solubilizadoras de fésfo-
ro, Pp, foi o tnico tratamento com um efeito sig-
nificativo no indice relativo de clorofila (p<0,05),
sendo este estatisticamente superior nas plan-
tas inoculadas com a bactéria (Quadro 1), embo-
ra esse mesmo efeito ndo tivesse sido observavel
nos valores do indice de diferenca normalizada
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da vegetacao — NDVI, que também sao proporcio-
nais aos teores de clorofila da planta. Outros au-
tores encontraram efeitos benéficos da inoculacao
com PGPB no teor de clorofila de plantas (Efthi-
miadou et al., 2020). Por outro lado, a inoculagao
com AMF teve um efeito significativo no nimero
de folhas nas plantas (p<0,05) (Quadro 1), sendo
as plantas inoculadas com fungo AMF, com e sem
bactérias, as que apresentaram, tendencialmente,
um menor numero de folhas por planta (Quadro 1).
Embora os resultados, entre si, ndo tenham apre-
sentado diferencas significativas (teste de Tukey,
p>0,05), esta tendéncia evidenciada pela analise de
variancia pode ser explicada pelo facto de a sim-
biose com AMF ter um custo de carbono para a
planta, necessario para a manutencao das estrutu-
ras micorrizicas, principalmente nas fases iniciais
do estabelecimento da simbiose (Mortimer et al.,
2005). No entanto, quando a simbiose fica opera-
tiva, esta redugao no crescimento é compensada,
observando-se um aumento do crescimento das
plantas micorrizadas (Manga et al., 2022).

Nao se verificou nenhum tipo de interacao entre
os tratamentos (Gi, Pp e dose de fertilizante fosfa-
tado) nas variaveis observadas (indice relativo de
clorofila e nimero de folhas), pelo menos nao no
tempo de duracdo do ensaio, nem diferengas sig-
nificativas entre as médias registadas nesta fase do
crescimento (10 semanas; teste de Tukey, p>0,05).
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(B)
Figura 1 - (A) Panoramica das 48 plantas utilizadas no ensaio, em vasos de 50 L, s 10 semanas de crescimento; e (B) pormenor
de uma das plantas.

Quadro 1 - Resultados obtidos para o nimero de folhas, indi-
ce relativo de clorofila e indice de diferenca nor-
malizada da vegetacdo (NDVI) para os diferentes
tratamentos de inoculagdo e fertilizagdo de f6sfo-
ro (média + desvio padrdo, n = 4) e para os valo-
res-p do teste ANOVA fatorial para os efeitos dos
fatores “Micorriza” “Bactérias” e “Fertilizacdo”
e as suas interacdes em plantas de eucalipto,
10 semanas ap6s a inoculacdo e transplante em
vaso (*: significativo a p <0.05). Gi: G. iranicum;
Pp: Pseudomonas; n.s.: ndo significativo

Numero de Indice
Inoculagdo Fertilizagdo folhas relativr.f NDVI
de clorofila
100%P 29+1,4 27,7+2,70 0,490+0,012
N@o inoculado 70%P 30+2,4 24,2+0,92 0,490 +0,020
40%P 30+4,3 23,4+3,79 0,479+0,036
100%P 28+3,4 27,3+1,66 0,489+0,018
Gi 70%P 30+2,9 26,3+3,27 0,485%0,025
40%P 27+7,9 27,7+522 0,491+0,021
100%P 31+1,0 27,1+4,00 0,473+0,044
Pp 70%P 32+1,8 28,8+1,51 0,485+0,023
40%P 32+1,7 285%+2,50 0,480 +0,035
100%P 28+1,6 29,9+4,93 0,490+0,019
Gi+Pp 70%P 27+2,6 30,1+2,78 0,506 0,017
40%P 30+1,3 26,5+1,03 0,477 £0,023
Micorriza * ns ns
Bactérias ns * ns
Fertilizante ns ns ns
Micorriza*Bactérias ns ns ns
Micorriza*Fertilizante ns ns ns
Bactérias*Fertilizante ns ns ns
Micorriza*Bactérias*Fertilizante ns ns ns




No entanto, uma vez que a absorgao de P por parte
da planta continuara, ndo se pode ainda descartar
a hipdtese de, em fases mais avangadas do ensaio,
o efeito da fertilizacao ser mais evidente, especial-
mente nos tratamentos com as doses menores de P.

Situagdes de stress, hidrico ou outras, podem le-
var a uma diminuigdo nos valores da condutéancia
estomatica (gs) e, de uma forma geral, nas trocas
gasosas na planta, avaliadas também através da
medicao da taxa de assimila¢ao de CO, (A) e trans-
piragao foliar (E). Tal nao se verificou no tempo de
duragao do ensaio (Quadro 2), na generalidade dos
tratamentos, sem diferengas significativas entre
tratamentos, por comparagao com o controlo, nao
inoculado. Sabendo que estes parametros sdo in-
dicadores de stresses ou situacgdes de senescéncia
a que a planta possa estar sujeita (Navarro-Torre
et al.,, 2023), a auséncia de diferengas significativas
entre os tratamentos e doses de fertilizante, relati-
vamente a estes parametros, ¢ um bom indicador
de que os eucaliptos nao se encontravam em stress
no tempo decorrido apds o inicio do ensaio. Ha a
registar, no caso da condutancia estomatica, uma
interacao significativa entre os tratamentos (Gi,
Pp e dose de fertilizante fosfatado; p<0,05), o que
indica que os parametros se influenciam mutua-
mente (Quadro 2). No intervalo de tempo que du-
rou o ensaio, a aplicagdo conjunta de bactérias e
fungos micorrizicos permitiu um aumento das tro-
cas gasosas na planta, mesmo com doses reduzidas
de adubacgao fosfatada, o que nao se verificou nas
situagdes de inoculagdo simples.

No final de primeiro ano de crescimento, sera rea-
lizado um controle da coloniza¢do micorrizica, es-
sencial para que se possa aferir se a aplicagao de
indculo de G. iranicum foi eficaz para o estabeleci-
mento de uma simbiose com as raizes do eucalipto,
e serdo também realizadas analises fisico-quimi-
cas e bioquimicas ao solo e a planta.

CONCLUSOES

Os inoculantes avaliados sao promissores, uma
vez que, em apenas 10 semanas de crescimento, ja
se verificaram efeitos significativos dos microrga-
nismos utilizados no crescimento (nimero de fo-
lhas) do eucalipto e no indice de clorofila. Os pro-
ximos meses de crescimento serdo essenciais para

Quadro 2 - Resultados obtidos para a taxa de assimilagdo de
CO, (A), a transpiracao foliar (E) e a condutdncia
estomatica (gs), para os diferentes tratamentos
de inoculacdo e fertilizacdo de fésforo (média
+ desvio padrdo, n = 4) e para os valores-p do
teste ANOVA fatorial para os efeitos dos fatores
“Micorriza” “Bactérias” e “Fertilizagdo” e as
suas interacdes em plantas de eucalipto, 10
semanas apds a inoculacdo e transplante em
vaso (*: significativo a p <0.05). Gi: G. iranicum;
Pp: Pseudomonas; n.s.: nao significativo

T'ax;f de,. Transpiragdo  Condutancia
Inoculagdo Fertilizacao ass(;;n(l:lggao foliar estomatica
(uml 0, m'is*) (mmol ms1) (mmol H,0 m2s-1)
100%P 149+48 6,1+2,1 22167
Ndo inoculado 70%P 21,5+#3,2 7,3%0,8 314+ 40
40%P 19,7+3,2 6,3%0,6 279 +30
100%P 17,5+45 7,2+0,4 30281
Gi 70%P 18,550 7,0£2,6 258 + 55
40%P 17,8+49 6,6+1,6 256+ 75
100%P 19,4+7,1 6,8+0,8 286 + 99
Pp 70%P 185+7,6 6,6%0,3 263 + 62
40%P 17,1+2,4 53%0,8 23059
100%P 15,8+3,3 59+0,8 218+ 44
Gi+Pp 70%P 18,5+2,2 58+0,6 269 +35
40%P 20,3+1,3 6,3%£1,0 284 +54
Micorriza ns ns ns
Bactérias ns ns ns
Fertilizante ns ns ns
Micorriza*Bactérias ns ns ns
Micorriza*Fertilizante ns ns ns
Bactérias*Fertilizante ns ns ns
Micorriza*Bactérias*Fertilizante ns ns *

validar essa avaliacao, uma vez que, em situagao
de escassez nutricional de P, serd expectavel que
os eucaliptos inoculados possam ter uma melhor
capacidade de enfrentar essa escassez.
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