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Resumo

O Eucalyptus globulus ¢ uma espécie florestal de grande relevancia econOmica e
ambiental em Portugal, destacando-se como principal matéria-prima da indistria da papel
e celulose. Contudo, a sua expansao levanta desafios, como o impacto sobre os recursos
hidricos, risco de incéndios e a sustentabilidade do solos. A simbiose com fungos
micorrizicos arbusculares (AMF) ¢ fundamental para o crescimento do eucalipto,
melhorando a absor¢do de nutrientes, a tolerancia a stresses e¢ a saude do solo. Este
relatorio teve como objetivo analisar o efeito da estratégia baseada na utilizagdo de
developers na promo¢ao de uma micorrizagdo precoce, em plantas de eucalipto em
viveiro. Foram testados diferentes tratamentos como o corte ¢ deposito superficial da
biomassa dos developers, com ou sem disturbio do solo, comparando-se com um controlo
sem developers. Os resultados deste estudo demonstram que, em viveiro, a presen¢a de
fungos micorrizicos arbusculares (AMF) promoveu a colonizagdo eficiente das raizes de
eucalipto, especialmente apds a pré-instalacdo de plantas developer como serradela e
lollium e a conjugacdo dos dois, melhorando o potencial de absor¢do de nutrientes.
Observou-se elevada sobrevivéncia em todos os tratamentos € uma evolugdo positiva do
crescimento das plantas, com destaque para tratamentos com maior diversidade funcional
e solo perturbado, embora no controlo as plantas tenham apresentado maior crescimento
inicial. Apesar de todos os tratamentos terem mantido capacidade fotossintética
adequada, os sistemas mais biodiversos revelaram tendéncia para maior eficiéncia na
absorcdo de fosforo. Conclui-se que estratégias de micorrizacdo precoce e gestdo
cuidadosa do solo e das plantas developer sdo fundamentais para otimizar o crescimento,

a resiliéncia e a qualidade do Fucalyptus globulus em viveiro.
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Abstract

Eucalyptus globulus is a forest species of high economic and environmental relevance in
Portugal, standing out as the main raw material for the cellulose and paper industry.
However, its expansion raises challenges such as the impact on water resources, fire risk,
and soil sustainability. Symbiosis with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is essential
for eucalyptus growth, improving nutrient uptake, stress tolerance, and soil health. This
report aimed to analyze the effect of the strategy based on the use of developers to
promote early mycorrhization in eucalyptus plants in nurseries. Different treatments, such
as cutting and surface deposition of developer biomass, with or without soil disturbance,
were tested and compared to a control without developers. The results of this study show
that, in nursery conditions, the presence of AMF promoted efficient colonization of
eucalyptus roots, especially after the pre-installation of developer plants like serradella
and azevém and their combination, improving nutrient absorption potential. High survival
was observed in all treatments and positive evolution in plant growth, with emphasis on
treatments with greater functional diversity and disturbed soil, although control plants
showed greater initial growth. Despite all treatments maintaining adequate photosynthetic
capacity, the more biodiverse systems tended to higher efficiency in phosphorus uptake.
It is concluded that early mycorrhization strategies and careful management of the soil
and developer plants are fundamental to optimizing the growth, resilience, and quality of

Eucalyptus globulus in nursery conditions.
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Introducio

A cultura de eucalipto (Eucalyptus globulus) em Portugal ¢ um fenomeno de enorme
relevancia histérica, econdmica e ambiental, com grande influéncia na transformacao da
paisagem e do tecido socioecondémico do pais. Originalmente vindo da Australia, a sua

introducao no nosso pais deu-se entre 1854 (Coutinho,1886 como citado em Alves et al.,
2007) ou 1859 (Pimentel, 1859 como citado em Alves et al.,2007) e era algo atrativo

devido a caracteristicas como o crescimento rapido e troncos aprumados e esguios sendo
uma fonte facil e acessivel de madeira para uso nas exploragdes agricolas € como
combustivel. Porém, a expansao do eucalipto deveu-se durante muitos anos, 4 curiosidade
botanica em propriedades privadas sendo utilizado para o embelezamento de parques e
jardins e pelas suas propriedades medicinais. O primeiro destino de produgdo comercial
do eucalipto foi a producdo de travessas de caminhos de ferro sendo as primeiras
planta¢des com essa finalidade efetuadas pela Companhia Real dos Caminhos de Ferro
Portugueses, através da instalagdo definitiva nas areas reservadas das estacdes, casas de
guarda e ao longo das linhas. Entretanto, observa-se um periodo em que o recurso ao
eucalipto ndo tem aumentos importantes e s6 a partir da década de 1940 é que se torna
numa importante fonte de matéria-prima para a producao da pasta para papel (Alves et

al.,2007).

A época torna-se uma espécie de grande importincia em Portugal, sendo a principal
matéria-prima da industria de celulose e papel, tendo sido Portugal o pioneiro a nivel
mundial na utilizacdo desta espécie para a producdo de papel, devido a sua elevada
capacidade produtiva em grande parte do territorio nacional e as excelentes propriedades
da madeira para a pasta de celulose. Além da industria papeleira, a madeira de eucalipto
¢ utilizada na construcdo civil, no fabrico de postes, estacas, bem como para fins
energéticos. Esta espécie também contribui para a maior e melhor producdo de matéria-
prima para a bioeconomia circular sendo que as respostas e solugdes que podem nascer
da floresta de eucalipto vao desde aditivos alimentares a biocompositos e de
biocombustiveis avangados a nanocelulose, substituindo materiais de origem fossil em
setores como embalagens, materiais de construgcdo, téxteis, bioenergia, produtos

farmacéuticos e componentes de automdveis (My Planet, 2024).

A produtividade do eucalipto depende do clima, do solo, das praticas de gestao adotadas

e também do investimento em melhoramento genético e da das técnicas silvicolas
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aplicadas. Esta conjugagdo de fatores assegura a competitividade do setor e posiciona
Portugal como um dos lideres europeus na produgdo de celulose de fibra curta (Manta et

al., 2021).

A nivel econdmico a fileira do eucalipto ¢ um importante motor da economia portuguesa,
destacando-se pela criacao de valor em todo o tecido socioecondmico nacional. Segundo
a Biond-Associagdo das Bioindustrias de Base Florestal, em 2022, a fileira do eucalipto
registou vendas anuais de 4.008 milhdes de euros, o que representa cerca de 1,7% do PIB,
sendo mais de 4.000 milhdes de euros destinados 4 exportacdo e assegurando
aproximadamente 5% do total das exportagdes portuguesas e 56% das exportacdes
florestais. O setor ¢ fortemente ancorado em produgdo nacional, com um coeficiente de
Valor Acrescentado Nacional (VAN) superior a 80% nas exportagdes, reflexo da
utilizacdo de matérias-primas portuguesas e de mao de obra local. A The Navigator
Company, por exemplo, € a terceira maior exportadora do pais e aquela que mais valor
acrescenta, contando com 73% de fornecedores nacionais em 2023. Portugal ¢ entdo o
maior produtor europeu de papel e cartdo nao revestido(UWF), com uma cota de 20,9%
e a marca de papel “Navigator” lidera mundialmente no segmento premium de papéis de
impressdo e escrita. O impacto da fileira na economia rural ¢ igualmente expressivo,
promovendo anualmente a transferéncia direta de 325 milhdes de euros para os 18
distritos do continente, abrangendo aquisi¢des de madeira, rendas fundidrias e contratagdo
de servicos florestais a mais de 200 empresas especializadas (Produtores Florestais,

2024).

Um dos principais desafios desta espécie esta ligado aos recursos hidricos, ja que os
eucaliptos tém grande influéncia sobre os recursos hidricos subterraneos por serem
plantados em regime muito denso. Num clima quente na esta¢do seca e numa floresta
densa, a evapotranspiragdo ¢ muito mais elevada do que a infiltragdo, o que contribui
grandemente para o empobrecimento do solo em agua e para uma reducao significativa
da mesma na zona de 4gua subterrdnea. E esta influéncia que é claramente corresponsavel
pelo desaparecimento dos caudais das nascentes (Lima et al., 1998). Os dados obtidos
diretamente da populagdo reforgam a ideia de que uma floresta densa tem fortes
implicagdes sobre os recursos hidricos, isto ¢, causa a diminui¢do ou perda total das
reservas hidricas subterraneas que dao origem as captagdes mais superficiais sobretudo
numa zona quente e seca (Lima et al., 1998). Ja relativamente ao solo, as plantagdes de

eucalipto explorados intensivamente, sobretudo em regime de talhadia, em povoamentos
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de elevada densidade e em rotagdes curtas, conduzem a elevada imobilizacao de
nutrientes na biomassa e nos horizontes organicos do solo (Poore & Fries, 1985; Florence,
1986; Hopmans et al., 1993 como citado em Madeira et al., 2007). Neste regime, a
continuidade do povoamento ¢ garantida pelo aproveitamento de rebentos de parte da
arvore que permanece agarrada ao solo apds o abate ou de raiz como definido no Decreto-
Lei n°.169/2001 de 25 de maio. Considera-se também que os eucaliptos se adaptam a
solos com baixo teor de nutrientes, o que € consubstanciado pela numerosa ocorréncia de
simbioses radicais (micorrizas) € pelo uso de limitada quantidade de nutrientes para a
producao de biomassa, em resultado de um eficiente ciclo interno de nutrientes, sobretudo
no que toca ao fosforo (P) e ao azoto (N) (Crane & Raison, 1980; Florence, 1986 como
citado em Madeira et al., 2007). Por isso, os eucaliptos poderdo melhorar a qualidade dos
solos, especialmente aqueles que ocorrem em areas degradadas (Davidson, 1985 como
citado em Madeira et al., 2007). Nas areas de plantacao, a produgao e valores como a
biodiversidade devem coexistir, podendo esta simultaneidade trazer inclusivamente
beneficios a produtividade e a manutencao destas florestas tendo como exemplo a ajuda
no controlo de pragas. A politica europeia tem criado convengdes e acordos para garantir
a implementacdo e manutencdo das boas praticas florestais tais como o o Programme for
the Endorsement of Forest Certification (PEFC) e o Forest Stewardship
Council® (FSC®) que consistem em certificagdes atribuidas por entidades independentes
e adotadas voluntariamente pelas empresas, comprometendo-se estas com a gestdo
responsavel das florestas, respeitando critérios em termos ambientais, sociais e
econOmicos. Para garantir uma producao sustentdvel durante os curtos ciclos de produgdo
de espécies como o Eucalyptus globulus , salvaguardando a biodiversidade e a resiliéncia
da plantacdo ¢ necessario gerir responsavelmente a floresta sendo um trabalho continuo
e que requer a presenca no terreno. Dependendo do regime de exploragdo e da presenca
ou ndao de sobcoberto, existem caracteristicas que se refletem na diversidade e
complexidade floristica e faunistica e nas espécies observadas em dada plantacdo de
eucalipto como por exemplo como acontece no caso da The Navigator Company, onde
se aguarda 12 anos até ao primeiro corte e depois ¢ feita uma exploragdo em talhadia,
com um ciclo de 12 anos e de até trés rotagdes. Em relagdo 4 flora, a preservacao dos
valores naturais da floresta esta assegurada nos eucaliptais geridos de forma sustentavel,
que coexistem lado a lado em zonas de interesse para a conservagdao, como bosques
ripicolas, manchas de vegetacdo autdctone, matos mediterraneos (por exemplo

medronhais) e bosques naturais, como os compostos por carvalhos, azinheiras e sobreiros
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e nas plantagdes recentes, em que o sol incide diretamente no solo e ocorrem tojos (Ulex
europaeus) ou urzes (Calluna vulgaris), espécies pioneiras importantes, estabilizando e
protegendo o solo da erosdo e as arvores jovens de ventos e geadas, que tinham sido
anteriormente sido removidas, na preparagao do terreno para a plantagdo. Esta vegetagao
aumenta a riqueza organica na superficie do solo, essencial para a retencao de nutrientes,
reduzindo a sua perda por lixiviagdo e diminuindo a quantidade que percola no solo. O
eucalipto permite também a criacdo de condi¢des para a sucessdo ecoldgica de outras
espécies nativas, como o sobreiro e algumas espécies de carvalhos, que ocorrem dentro
dos eucaliptais, caso as praticas de gestdo florestal as favorecam, bem como outras,
arbustivas ou subarbustivas e espécies perenes com raizes mais profundas. Obtendo-se
um solo visivelmente menos coberto mas nem por isso menos rico. Relativamente 4 fauna,
a floresta plantada de forma uniforme convidara um leque nao tao variado de espécies a
nela viver, ja que durante a maturacdo do eucaliptal, o tipo de habitat que constitui esta,
também ele, em evolucdo, impactando as espécies que passam a ocorrer neste espago.
Contudo, mesmo no inicio deste ciclo, representam um papel importante de interligacao
entre areas de floresta natural e ainda como habitats complementares, utlizados como
espécies que nao ocorrem apenas em habitats abertos. Funcionam ainda como um tampao
entre areas agricolas e florestas naturais. Com o avangar de alguns estudos dedicados ao
tema em Portugal continental, realizados pela Universidade de Aveiro e pela Faculdade
de Ciéncias de Lisboa, verifica-se que o eucaliptais sdo utilizados por vertebrados como
veados, javalis, lebres, pequenos mamiferos entre outros e podem ter um papel na
conservagao sobretudo quando sao mantidos espagos naturais no interior ou nas zonas
limitrofes das plantagdes (Biodiversidade,2024). Por exemplo a raposa (Vulpes vulpes)
utiliza os eucaliptais, sobretudo na fase madura, quando este se assemelha mais 4 floresta
natural. Devido ao crescimento aprumado dos eucaliptos e a auséncia de suporte
adequado a constru¢@o de ninhos, as plantacdes de eucalipto sdo pouco usadas por aves
de rapina para nidifica¢do. No entanto, a 4guia-de-bonelli (4quila fasciata), espécie com
estatuto “Vulneravel”(VU), pode utilizar grandes eucaliptos para a nidificagdo, assim
como ja pontualmente se observou com outras aves de rapina como no caso do agor
(Accipiter gentilis) e da dguia-de-asa-redonda (Buteo buteo). Para proteger estas espécies
no periodo da reprodugdo e evitar atividades impactantes no terreno sao definidas zonas
tampdo 4 volta dos ninho, definidas caso a caso. Ja no caso de ecossistemas ribeirinhos,
estd bem documentado que a plantacdo de eucaliptos nas galerias ripicolas tem efeitos

negativos, com impacte sobre o funcionamento destes ecossistemas, alterando a

4
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quantidade, qualidade, sazonalidade e taxa de decomposic¢ao dos detritos e reduzindo a
diversidade das comunidades de invertebrados. No entanto, as medidas de gestao florestal
como a constituicdo de buffers de protecao a estes cursos de d4gua onde ndo se promove a

plantacao produtiva evita este impacte negativo (Biodiversidade, 2024).

Em relagdo ao risco de incéndios florestais o facto de o regime de fogo nao ter sido
influenciado pela extensao das florestas de eucalipto do pais ndo significa que ndo o venha
a ser no futuro. A preocupagao reside nas consequéncias dos mega-incéndios dos tltimos
anos, propiciadores de abandono do espago rural e conducentes a paisagens florestais
mais continuas e estruturalmente mais simples. As solucdes técnicas sao conhecidas e
implicam gestdo ativa e profissional e um incremento significativo da gestdo do
combustivel e da silvicultura preventiva (Fernandes & Guiomar, 2018). A legislagdo
portuguesa tem procurado responder a estes desafios, alternando entre periodos de
liberalizacao e restri¢do de plantagcdo. Destacam-se o Decreto-Lei n® 175/88 de 17 de
maio, que criou restricdes 4 expansao do eucaliptal em Portugal, proibindo a conversao
de montados de sobro e azinho em eucaliptal e limitando a criagdo de grandes areas
continuas desta espécie, com o objetivo de proteger a biodiversidade e os ecossistemas
autdctones, o Decreto-Lei n® 96/2013 de 19 de julho, que estabeleceu um novo regime
juridico para a arborizagdo e rearborizacdo, facilitando a plantacdo de eucalipto ao
simplificar os processos de autoriza¢do e comunicagdo prévia, e revogando o Decreto-Lei
n°® 175/88 de 17 de maio resultando num aumento significativo da area plantada com esta
espécie e a por fim a Lei n® 77/2017 de 17 de agosto que alterou o Decreto-Lei n°® 96/2013
de 19 de julho e reforgou as restrigdes & expansdao do eucaliptal, proibindo novas
plantagdes em areas onde a espécie ndo existia previamente, exigindo projetos e
autorizagdes para novas plantagdes e promovendo a substituicdo por espécies autoctones,

com vista 4 sustentabilidade e a reducao do risco de incéndio.

Os fungos micorrizicos arbusculares (AMF), pertencem ao Filo Glomeromycota e classe
Glomeromycetes (glomeromicetos). Sao um dos principais componentes da microbiota
do solo e representam uma das simbioses mais abundantes, uma vez que formam relagdes
simbidticas com a maioria das plantas terrestres, colonizando raizes (Ceola,2015). Este
tipo de fungos proporciona uma grande variedade de beneficios para a planta hospedeira
como facilitar uma maior aquisi¢cdo de nutrientes, particularmente o fosforo e outros
elementos de difusdo lenta, pela extensa rede de micélio extra-radicular (ERM) que

amplia significamente o volume do solo explorado pelas raizes das plantas (Harrison &
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Vanbuuren, 1995; Jansa et al., 2003 como citado em Brito et al., 2021), estar associado
ao transporte de agua até 4s raizes (Piischel et al., 2020 como citado em Brito et al.,
2021), aumentar o vigor € o crescimento sobre stresses bidticos (por exemplo doencas
transmitidas pelo solo) e abidticos (toxidade proveniente dos metais) quando bem
colonizado (Brito et al., 2021), alterar a regulagdo da expressao genética e producao de
hormonas pela planta hospedeira (Cameron et al., 2013; Harrison, 1999; Poulsen et al.,
2005 como citado em Brito et al., 2021). Para além disso proporcionam beneficios
indiretos como a agregacao fisica das particulas do solo e melhoria da sua estabilidade
estrutural (Rillig & Mummey, 2006 como citado em Brito et al.,2021) e através do ERM
proporcionam nicho de habitat para outros microbios do solo, especialmente bactérias
(Toljander et al., 2008 como citado em Brito et al., 2021). Quando bem instalada, a
colonizagdo micorrizica proporciona a planta hospedeira bio-protecdo contra stresses
bioticos e abiodticos (Brito et al., 2021). Todos estes beneficios contribuem para o
crescimento das plantas hospedeiras permitindo um melhor e mais réapido

desenvolvimento das mesmas.

Durante o processo de produgdo de plantas micorrizadas, diferentes espécies de fungos
micorrizicos arbusculares devem ser testados em uma mesma planta, sob as mesmas
condi¢des ambientais, para selecionar espécies fingicas eficientes, quanto a capacidade
de promover melhor crescimento vegetativo, melhoria nutricional e fitossanitaria ao seu
hospedeiro (Saggin Junior & Siqueira, 1995 como citado em Lima & Sousa, 2014).
Alguns autores também ja constataram, em plantagdes de eucalipto, que a idade da planta
tem influéncia sobre o tipo de associacdo micorrizica, de modo que, inicialmente, ha
colonizagdo por fungos micorrizicos arbusculares substituida, progressivamente, por
associacdes de fungos ectomicorrizicos (Mello et al., 2006 como citado em Lima &
Sousa, 2014). O conhecimento da eficiéncia simbidtica de espécies de fungos
micorrizicos arbusculares, em diferentes clones de eucalipto, serve como suporte para
otimizar o processo de produgdo de jovens plantas de eucalipto micorrizadas, visando ao
melhor desenvolvimento dos clones, na fase de viveiro e consequentemente melhor
estabelecimento destas plantas em campo, com vistas a reduzir as perdas, durante estas
etapas, € os custos com a aplicagdo de fertilizantes quimicos e pesticidas (Lima & Sousa,

2014).

O fungos micorrizicos arbusculares tem uma grande contribui¢do para o desenvolvimento

de plantas no seu geral mas também em especifico no caso do eucalipto como observado
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pela autora Monica Meinert em 1998 na dissertacdo sobre o Efeito da inoculacao dos
fungos micorrizico arbuscular, Glomus clarum (Nicol. & Schenck) e ectomicorrizico,
Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch, sobre a colonizagdo radicular, crescimento
e nutri¢do de Eucalyptus globulus Labill quando os tratamentos nos quais as plantas que
receberam inoculagdo com micorrizas arbusculares (MA), foram aquelas que
apresentaram em termos gerais: plantas de eucalipto com maior altura, raizes mais longas
e pesadas, melhor relagdo raiz/parte aérea e maior concentracdo de fosforo nas raizes.
Assim como evidenciado por Leonardo Andrade (2023) na dissertacao sobre o Potencial
de utilizagdo de Fosforo de fontes organicas em Eucalyptus grandis e E. globulus:
Influéncia da micorriza arbuscular que concluiu, que Eucalyptus globulus destaca-se pela
sua eficiéncia na utilizacdo de fosforo (P) proveniente de diferentes fontes, incluindo
aquelas menos soluveis. Esta capacidade superior esta associada a elevada atividade de
enzimas fosfatases secretadas pelas raizes, que facilitam a mineralizagdo e absor¢ao do
fosforo. Concluiu também a importancia do contributo da necromassa bacteriana, que
fornece nutrientes essenciais como azoto, fosforo e carbono. Esta matéria organica
estimula a atividade das hifas dos AMF e de outros microrganismos do solo, o que permite
uma maior atividade enzimatica das raizes e, consequentemente, a um melhor

aproveitamento do fosforo disponivel.

A colonizagdo das raizes das culturas, iniciada a partir de um micélio extra-radicular
(ERM) intacto previamente desenvolvido por plantas hospedeiras micotroficas
(Developers), ocorre mais cedo e forma uma associacdo micorrizica geralmente mais
eficaz do que quando iniciada por outros propagulos, como esporos ou fragmentos de
raizes. Em condigdes onde a toxicidade por manganés limitava o crescimento de trigo, a
presenca de ERM intacto resultou numa colonizagdo arbuscular quatro vezes superior
num crescimento da planta 2,7 vezes maior em comparacdo com o solo perturbado em
que a rede de ERM tinha sido destruida. O mesmo padrdo foi observado em trevo
subterrdneo, com maior taxa de colonizagdo micorrizica, maior peso de nddulos
radiculares e maior teor de azoto , sendo que o crescimento da parte aérea nestas plantas
foi 4,7 vezes superior quando o ERM estava intacto do que quando tinha sido fragmentado
por perturbagdo do solo (Brito et al., 2013; Alho et al., 2015), em sistemas agricolas, o
controlo quimico das plantas hospedeiras (em vez da mobilizagdo do solo) preserva o
ERM e permite uma colonizagdo mais rapida e eficiente das culturas seguintes. Estes

resultados demostram que a micorrizacdo precoce, através da manutencdo do ERM
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intacto, ¢ fundamental para maximizar os beneficios da simbiose micorrizica. Outra mais
valia da micorrizagdo precoce de AMF ¢ a redu¢do do choque de transplante, que consiste
na redu¢do temporaria do crescimento e da vitalidade das plantas ap6s serem removidas
do local onde germinaram e estabelecidas em um novo ambiente. Isto porque ao contrario
das raizes, os AMF estabilizam rapido em novos ambientes e consequentemente podem
reduzir o choque de transplante através do fornecimento de dgua e nutrientes 4 planta
servindo como regulador e auxiliando-a a ajustar-se a um novo solo (Huey et al., 2019).
Sendo esta contribui¢do dos AMF comprovada por estudos, como no artigo cientifico
Mycorrhizal Fungi Increase Growth and Reduce Transplant Injury in Avocado cujos
resultados demostram que os abacates ndo micorrizados murchavam ou morriam durante
0 processo de transplante, ao contrario dos abacates micorrizados que, devido a
micorrizacdo, apresentaram uma maior capacidade de absor¢do de dgua e de manter a
humidade adequada, tendo um desempenho significamente maior (John et al., 1978). O
choque de transplante ¢ um dos principais desafios no estabelecimento de novos
povoamentos de eucalipto, representando uma causa recorrente de perdas e insucesso na
fase inicial das plantagdes. Este fendmeno ¢ principalmente causado devido a mudancas
ambientais enfrentadas pela planta e a limitagdo temporaria do sistema radicular até se
estabilizar no novo solo, comprometendo a absor¢ao de agua, nutrientes e resisténcia ao
stress (Close et al., 2005). A importancia de utilizar a populagdo nativa de fungos
micorrizicos arbusculares (AMF) reside na sua elevada biodiversidade e adaptacdo ao
ecossistema local, conferindo vantagens face aos indculos micorrizicos comerciais. Solos
florestais pouco perturbados apresentam comunidades de AMF mais diversificadas,
capazes de estabelecer relagdes simbidticas eficazes e funcionais com as plantas,
melhorando a absorcdo de nutrientes, a tolerancia ao stress e a defesa contra
patogénios. Preservar e promover a microbiota nativa do solo potencia a adaptagdo das

plantas e maximiza os beneficios da micorrizacao dos eucaliptais.

Brito ef al (2021) desenvolveram uma estratégia inovadora baseada na utilizagdo de
plantas hospedeiras micotroficas (Developers), para promover a formagao de uma rede
de micélio extra-radicular (ERM) no solo antes da instalagdo da cultura principal. Esta
abordagem consiste em cultivar previamente plantas como Ornithopus compressus €
Lolium rigidum, e posteriormente eliminar a vegetacao por via quimica ou corte, sem

mobilizacao do solo, de modo a preservar o ERM intacto.
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O objetivo da investigacdo e trabalho realizado ¢ analisar o efeito da estratégia descrita
em Brito e/ al. (2021), na micorrizacdo precoce de plantas de eucalipto produzidas em
viveiro. Em termos préaticos, antes da instalacdo da estacaria de eucalipto, promove-se no
solo o desenvolvimento da rede de micélio extra-radicular (ERM) de fungos micorrizicos
arbusculares (AMF), pelo crescimento prévio de uma planta micotrofica (Developer). Ao
emitir as primeiras raizes, a planta de eucalipto serd mais precocemente colonizada pelos
AMF, o que lhe podera conferir uma série de vantagens comparativas, nomeadamente a
redugdo do choque de transplante. Serao comparadas as plantas de eucalipto na presenca
ou auséncia de uma rede de ERM previamente desenvolvida por plantas de serradela ou
uma mistura de serradela e de azevém, comparando os efeitos dessa associagdo no
desenvolvimento das plantas. Neste estudo foram avaliados os seguintes parametros: taxa
de colonizacdo micorrizica dos Developers, pardmetros fisioldgicos das plantas de
eucalipto que refletem o seu potencial fotossintético, peso seco da parte aérea e altura das
plantas, peso fresco e comprimento das raizes e por fim taxa de colonizagdo micorrizica
dos developers e do eucalipto e foram definidos os seguintes tratamentos, tendo cada um

a sua funcao e objetivo:

Serradela/Corte/solo perturbado (SCD): Avaliou o efeito da introducdo da leguminosa e

da perturbagdo do solo na dindmica dos AMF e nutrientes.

Serradela/Corte/solo nao perturbado (SCU): Permitiu estudar o impacto da leguminosa

em solos estaveis e manutencdo de comunidades nativas de AMF.

SerradelatAzevém/Corte/ solo perturbado (SLCD): Testou o efeito da diversidade

funcional perante a perturbacdo do solo na promocao e diversidade das AMF.

Serradelat+Azevém/Corte/solo nao pertubado(SLCU): Analisou o efeito sinérgico da

diversidade de plantas e solo estavel nas comunidades de AMF.

Controlo: Serviu como referéncia, avaliando o impacto dos outros tratamentos na

biologia do solo e crescimento do eucalipto.

Este trabalho, realizado no ambito da unidade curricular Trabalho Final, consiste na
compilacdo de dados, experiéncia e conhecimento que tive a oportunidade de ao longo de
varios meses ir adquirindo através do estagio que se realizou no Departamento de
Biologia, no polo da Mitra da Universidade de Evora com orientacio da professora

Doutora Isabel Brito.
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Materiais e métodos

Seguindo a estratégia de Brito el al. (2021) antes da instalacdo das estacas de eucalipto

procedeu-se ao crescimento das plantas Developers, espécies micotroficas semeadas

antes da cultura principal com o objetivo de estimular e manter uma rede ativa de micélio

extra-radicular de AMF no solo, facilitando a colonizacgao rapida e eficiente das raizes

logo que se desenvolvam a partir da estaca de eucalipto.

A Figura 1 ilustra o delineamento experimental utilizado no estudo. Tendo sido instalados

cinco tabuleiros, cada um com 60 alvéolos correspondentes a cada um dos cinco

tratamentos distribuidos da seguinte forma:

Dois tabuleiros com Serradela
Dois tabuleiros com Serradela + Azevém
Um tabuleiro de Controlo

Esta organizagdo dos tabuleiros ¢ essencial e ¢ definida de modo a que se possa
comparar os vdrios tipos de tratamentos em condi¢des variadas. Sendo essa a
razdo para existirem dois  tabuleiros de serradela e dois de
serradela+lollium, permitindo que cada um represente um nivel diferente de
perturbacdo do solo. Um dos tabuleiros de cada developer serd submetido a
perturbacdo do solo apds o crescimento inicial das plantas o que que pode
promover a alteracdo da comunidade de fungos micorrizicos, sendo fundamental
para perceber o efeito dessa perturbagdo na recuperagdo dos AMF. Os restantes
tabuleiros permaneceram nao perturbados, mantendo intacta a estrutura do solo e
o tabuleiro de controlo permaneceu ndo perturbado e sem qualquer tipo de
plantacdo, servindo de referéncia para avaliar a influéncia das praticas sem
mobilizacdo nem plantacdo de developers na preservagdo da biodiversidade de

AMF.

Serradela Serradela serradelasArevém senradels+Azevem Controlo
salo ndo perturbado Salo perturbado Salo ndo perturbado solo perturbado

Figura 1:Esquema dos tabuleiros

10
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Esta definicdo dos tabuleiros, portanto, permite estudar comparativamente:
e O efeito da perturbagdo do solo (perturbado vs. ndo perturbado)

e O impacto da diversidade funcional de plantas (leguminosa vs.

leguminosa+graminea)

e O papel de sistemas sem plantas (controlo).

A serradela (Ornithopus compressus L.) sendo uma leguminosa, fixa azoto atmosférico,
melhora a fertilidade do solo e ¢ altamente eficiente na promogao da atividade dos AMF,
criando uma rede de micélio densa e funcional. O azevém (Lolium multiflorum), por sua
vez, contribui para a estruturacao fisica do solo e para a manuten¢do da rede micorrizica
,protegendo o solo da erosdo e mantendo a atividade do micélio. A combinagdo
serradelat+azevém potencia a diversidade funcional do inoculo micorrizico presente no
solo uma vez que cada espécie vegetal se liga preferencialmente a determinadas espécies
de AMF (Torrecillas et al., 2012), assegurando uma micorrizacdo precoce ¢ eficiente e
oferece sinergias que promovem uma maior produtividade, resiliéncia e sustentabilidade
do sistema florestal, criando condi¢des ideias para o desenvolvimento vigoroso do

eucalipto nas fases iniciais do seu ciclo produtivo.

O primeiro passo deste trabalho consistiu na obten¢do de plantulas de serradela e de
azevém. Assim, no dia 14 de fevereiro de 2025 as sementes de serradela e azevém foram
colocadas a germinar. Como ilustrado nas Figuras 1 e 2, para a germinagdo em
laboratério foi utilizando papel de cozinha humedecido num tabuleiro de metal. E
fundamental criar um ambiente controlado, livre de contaminantes e com humidade
constante, fatores cruciais para a ativacdo metabdlica das sementes e a avaliacao precisa
da sua viabilidade. Este método facilita a observacao direta do processo germinativo, o

que ¢ crucial para garantir a qualidade antes da plantacao tendo as seguintes etapas:

1. Num tabuleiro realizou-se uma “cama” com varias folhas de papel de cozinha;
2. Foi embebido em &4gua destilada como demostrado na Figura 1 pois ¢ a

disponibilidade de 4gua que ativa o processo germinativo.

11
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3. Aplicaram-se as sementes aleatoriamente mas com um espagco minimo entre elas
para que se pudessem desenvolver e posteriormente serem retiradas sem danificar

as radiculas.(Figuras n°2 e 3).

Figura 2:Passo 1 ¢ 2 Figura 3:Tabuleiro com sementes de serradela Figura 4:Tabuleiro com sementes de azevém

Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia

As Figuras 5 e 6 mostram o tamanho das plantulas antes do seu transplante. Quatro dias
depois, a 18/02/2025, procedeu-se & crivagem do solo e & realizagdo da mistura 1:1 de
solo crivado e do substrato utilizado pela Navigator para o enraizamento das estacas de
eucalipto. A mistura foi introduzida nos alvéolos com o cuidado de usar no fundo um
tampao feito com papel de cozinha para evitar a fuga da mistura e de 4gua. Prepararam-
se 5 tabuleiros com 60 alvéolos cada. No dia seguinte, com os tabuleiros preparados foram
colocadas as plantulas de serradela e azevém com o auxilio de pingas e extremo cuidado

devido a fragilidade das plantas neste estado inicial (Figuras 7,8 ¢ 9).

Figura 5: Sementes de serradela germinadas.
Fonte: Mariana Sereia

Figura 6:Sementes de azevém germinadas.
Fonte :Mariana Sereia

Figura 7:Plantacdo da serradela e do azevém
Fonte: Mariana Sereia

12
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Figura 8:Serradela plantada Figura 9:Serradela e azevém plantados

Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia

No dia 26/3/2025, 5 semanas e 6 dias depois da germinagdo no intuito da realizacdo da
taxa de colonizacdo micorrizica dos developers, efetuou-se a colheita de 12 plantas e a
sua preparagdo prévia, que consiste na separacao das raizes das partes aéreas (Figuras 10,
11 e 12). Procedendo-se entdo a4 coloracdo das raizes seguindo o método de Philips e
Hayman 1970. Este método inicia-se com a lavagem e corte das raizes em pequenos
segmentos, que sdo, em seguida, despigmentados com uma solu¢do de Hidroxido de
Potassio (KOH) 10%, na autoclave a 121°C durante 10 minutos (Figura 13), facilitando a
observacdo dos fungos. Apds passar as cassetes por agua, aplica-se o corante azul de
Tripano 0,1% que vai a banho maria a 70°C durante 15 minutos (Figura 14), evidenciando
as estruturas micorrizicas como hifas, vesiculas e arbusculos. O excesso de corante €
removido e as amostras sdo conservadas em glicerol (Figura 15), sendo entdo observadas
ao microscopio para identificar e quantificar a colonizacdo micorrizica. Este
procedimento ¢é particularmente importante nesta fase do processo, porque permite
confirmar se as plantas dos developers possuem uma comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares bem estabelecida antes da plantagao do eucalipto, que € a cultura principal.
Avaliar a taxa de colonizagdo prévia € crucial para garantir que o solo e as plantas estao
a promover a rede simbidtica necessaria ao sucesso da micorrizagao do eucalipto. S6 com
este diagnostico € possivel relacionar, de forma fundamentada, as condig¢des iniciais do
sistema com os resultados observados no desenvolvimento futuro do eucalipto, validando

o efeito dos diferentes tratamentos e praticas de gestao do solo.

13
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Figuras 10, 11 e 12: Preparagdo das raizes para o inicio do procedimento
Fonte: Acervo pessoal

[

Figura 14: Células a corar em Azul
Typano 0,1% Figura 15: Células conservadas em Glicerol

Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia

Figura 13: Células em Hidroxido de
Potassio (KOH) 10%
Fonte: Mariana Sereia

Os Developer foram periodicamente regados e mantidos em crescimento durante
semanas. No dia 3/4/2025,6 semanas e alguns dias depois da germinagdo, em metade dos
tabuleiros o solo foi retirado dos alvéolos e crivado (4mm) (Figura 16), de forma a quebrar
rede de ERM previamente desenvolvida no solo pelas plantas Developer. Depois de
crivado, o solo foi novamente colocado nos alvéolos ¢ a parte aérea do Developer
destrogada ¢ deixada a superficie, tal como aconteceu no tratamento em que o solo nao

foi perturbado (Figura 17 e 18).

Figura 16: Esvaziamento dos alvéolos

Figura 17: Solo perturbado Figura 18: Corte da parte aérea dos developers
Fonte: Mariana Sereia

Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia
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No dia 8/4/2025 procedeu-se a instalacdo das estacas de eucalipto (E. globulos, clone
G1202) (Figuras 19 e 20), entretanto fornecidas pelo viveiros da Navigator Company. O
primeiro passo foi o humedecimento do solo para a melhor adaptacdo da estacaria de

eucalipto e logo em seguida a plantacao cuidadosa da mesma.

5

b~

Figura 19:Estacaria de eucalipto Figura 20: Estacas de eucalipto plantadas
Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia

A partir do momento que a plantagao foi concluida, foi necessario um cuidado acrescido
com arega e a que condigdes a que a estacaria estaria exposta. Um dos cuidados prestados,
que ja sido prestado também para os Developers, foi a conservagdo dos tabuleiros numa
estufa, que ao ativar um sistema de refrigeragdo assim que se atingisse 25 graus, protegia
as plantas dos efeitos das altas temperaturas. Outro aspeto essencial foi a rega, com que
foi necessario um cuidado especial e sempre que possivel realizada com agua
desmineralizada, sendo essencial que as folhas estivessem o maior tempo possivel

hiimidas tendo a rega dois passos: a rega dos alvéolos e a pulverizacdo dos mesmos.

Para melhorar que o processo de desenvolvimento das estacas do eucalipto ndo estivesse
limitado pela disponibilidade de nutrientes, no dia 3/6/2025,8 semanas apds a plantagao,
foram adicionadas as quantidades regularmente utilizadas para plantas em viveiro de
adubo (Osmocote Bloom) em cada alvéolo, sendo este essencial devido 4 sua razao NPK

de 2: 1: 3 promovendo o crescimento compacto e saudavel das plantas.

No dia 8 de julho,13 semanas apos a plantacdo, realizou-se a medi¢do dos parametros
fotossintéticos das plantas de eucalipto como a clorofila, o FV e o Pi através dos
equipamentos Chlorophyll Content Meter model CL-01 da marca Hansatech Instruments
e do Pocket PEA Chlorophyll Fluorimeter da mesma marca. Apos a medi¢ao de todos os
parametros necessarios procedeu-se ao esvaziamento dos alvéolos, descarte do excesso

de solo, separagdo da parte aérea e da raiz, armazenamento das raizes em recipientes com
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agua e sacos de plastico e por fim a medi¢ao e o armazenamento da parte aérea das plantas

em cartuchos de papel .

J& no laboratorio, as raizes foram encaminhadas diretamente para o frigorifico para evitar
perdas de dgua por evaporagdo ou decomposi¢do. Isto porque o frio permite manter
intacto o teor de humidade original, garantindo que o valor registado como "peso fresco"
corresponde efetivamente a quantidade real de agua e biomassa no momento da colheita.
J& a parte aérea foi inserida na estufa para garantir a remog¢ao completa de toda a 4gua por
evaporacao sob temperatura controlada (65°C). S6 assim ¢ possivel determinar o chamado
"peso seco", que corresponde exclusivamente a matéria organica e mineral, sem o efeito

variavel da humidade.

Ao longo dos dias, foi realizada a lavagem, medi¢do e pesagem das raizes de todos os
tratamentos, assim como a pesagem da parte aérea das plantas dos mesmos. Com todas
estas etapas realizadas, dia 10 de julho realizou-se a coloracdo das raizes de eucalipto,
permitindo que dia 14 se iniciasse a observagao ao microscopio das raizes coradas e se

desse inicio da realizacdo da taxa de colonizagdo das raizes de eucalipto.

Para a realizagdo das anélises estatisticas foi utilizado o programa SPSS e os testes Post-

Hoc (Turkey).

Resultados

Para avaliar o vigor das plantas de eucalipto, dia 15/5 cerca de 5 semanas da sua plantacao,
definiram-se 3 classes: Classe 0: planta morta, Classe 1: Estado intermédio (duvidosa) e

Classe 2: plantas vivas ou mais desenvolvidas.

LS

Figura 21: Classe 0: Planta morta Figura 22: Classe 1: Estado intermédio (duvidosa) Figura 23: Classe 2: plantas vivas ou mais

Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia desenvolvidas
Fonte: Mariana Sereia
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Estado de vigor das estacas (%)
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Figura 24: Estado de vigor das estacas de eucalipto com cerca de 5 semanas de

plantag:éo de acordo com 3 classes: Classe 0: planta morta, Classe 1: Estado intermédio (duvidosa) e Classe 2:
plantas vivas ou mais desenvolvidas

No dia 13/6/2025, cerca de 9 semanas, apds a plantagdo da estacaria de eucalipto foi
feita uma avaliacdo de desenvolvimento das plantas, considerando 3 classes: Classe 0:

planta morta, Classe 1: planta com rebento até¢ 1cm e por fim a Classe 2: planta com

rebentos superior a 1cm, como mostrado nas Figuras 22,23,24 e 25.

Figura 25: Classe 0: Planta morta Figuras 26 e 27: Classe 1: Planta com rebento até lcm ~ Figura 28: Classe 2 : Planta com rebentos superior a 1em
Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia Fonte: Mariana Sereia
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Figuras 29: Desenvolvimento das estacas de eucalipto 9 semanas apds instalagdo, de
acordo com 3 classes de crescimento: Classe O:planta morta, Classe 1: planta com rebento até lcm e Classe 2:
planta com rebentos superior a 1 cm

No dia 7/7/2025, 13 semanas apds a plantagdo da estacaria, com o intuito de estudar e ter
conhecimento da evolugdo das plantas ao longo do tempo, foi novamente avaliado o

desenvolvimento das plantas.

Classe de desenvolvimento das plantas

(%)
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80%
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40%

- I I I I I

00/0 - .
Controlo SLCD SLCU

EmClasse0 mClassel ®mClasse2

Figura 30: Classe de desenvolvimento das plantas de eucalipto em percentagem realizada 13

semanas ap(')s a plantagéo, de acordo com 3 classes de crescimento: Classe 0:planta morta, Classe 1: planta com
rebento até lcm e Classe 2: planta com rebentos superior a 1 cm
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No momento do levantamento dos developers, estes demostraram-se colonizados sendo
a taxa de colonizagao arbuscular da serradela 26 % e a do azevém 25%. Esta colonizagao
prévia, comprovada por valores significativos de taxa de colonizagdo nas raizes dos
developers, assegura a presenca de uma rede ativa de micélio extra-radicular (ERM) no

solo como pretendido.

Taxa de Colonizacao Arbuscular (%)

35,5

30,5
25,5
20,5
15,5
10,5
5,5
0,5
45 Controlo SLCD SLCU

Figura 31 — Taxa de colonizagdo arbuscular nas plantas de eucalipto com 3 meses em percentagem.
C-Controlo; SCU-Serradela/Corte/Solo ndo perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo
perturbado; SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 32 -Altura das plantas de eucalipto com 3  meses.
C-Controlo; SCU-Serradela/Corte/Solo ndo perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo
perturbado; SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 33 -Peso seco da parte aérea das plantas de eucalipto com 3 meses. C-Controlo; SCU-
Serradela/Corte/Solo n3o perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo perturbado;
SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05).
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Figura 34 -Peso fresco das raizes das plantas de eucalipto com 3 meses. c-Controlo; SCU-
Serradela/Corte/Solo ndo perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo perturbado;
SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05).
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Figura 35 — Comprimento da raiz das plantas de eucalipto com 3 meses.

C-Controlo; SCU-Serradela/Corte/Solo n3o perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo
perturbado; SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 36 — Medicao da clorofila nas plantas de eucalipto com 3 meses. C-Controlo; SCU-

Serradela/Corte/Solo ndo perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo perturbado;
SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05).
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Figura 37 — Medigdo de FV/FM nas plantas de eucalipto com 3 meses.

C-Controlo; SCU-Serradela/Corte/Solo n3o perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo
perturbado; SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).
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Figura 38 — Medicao de Pi nas plantas de eucalipto com 3 meses. c-Controlo; SCU-
Serradela/Corte/Solo ndo perturbado; SCD-Serradela/Corte/Solo perturbado; SLCD-Serradela+Azevém/Corte/Solo perturbado;
SLCU-Serradela+Azevém /Corte/Solo ndo perturbado. Letras diferentes nas colunas dos graficos indicam diferencas estatisticamente

significativas (p < 0,05).
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O grafico (Figura 24) mostra que, cinco semanas apés a plantacao, o vigor das estacas de
Eucalyptus globulus era globalmente elevado em todos os tratamentos, com uma clara
maioria de plantas classificadas como vivas e mais desenvolvidas (Classe 2), sempre
acima de 80%, chegando a ultrapassar 90% no Controlo, SCD e SLCD. As estacas
consideradas duvidosas (Classe 1) representam uma fracdo muito pequena, sendo mais
notorias no SCU. A percentagem de plantas mortas (Classe 0) foi residual em todos os
regimes, mostrando que a sobrevivéncia foi excelente. Estes resultados evidenciam que
tanto o controlo como os diversos tratamentos proporcionaram Otimas condi¢des de
arranque, sendo que a grande maioria das estacas revelou elevado vigor, sinal de boa
adaptacdo e capacidade de crescimento logo nas primeiras semanas, independentemente

do tratamento adotado.

Relativamente & classe de desenvolvimento das plantas, no grafico referente ao dia 13/6
9 semanas e 3 dias apo6s a plantacdo (Figura 29), observa-se que, nos diferentes
tratamentos (SCD, SCU, SLCU, SLCD, controlo), a maioria das plantas esta classificada
em Classe 1. A presenc¢a de plantas na Classe 2 ¢ reduzida na maioria dos tratamentos,
com exce¢do do tratamento Controlo, onde se destaca um valor maior nesta classe,
indicando um vigor inicial mais elevado neste regime. A Classe 0 aparece em propor¢ao
minima em todos os tratamentos. Ja no grafico referente ao dia 7/7 13 semanas apds a
plantacao (Figura 30), verifica-se uma mudanga significativa na distribuicdo das classes
de desenvolvimento, existindo um aumento notdrio da percentagem de plantas na Classe
2 em todos os tratamentos, especialmente evidente em SCD, SLCD e Controlo.
Consequentemente, a Classe 1 reduz a sua expressao comparativa a medi¢do anterior,
refletindo a progressdo das plantas para estadios de maior crescimento e a Classe
0 mantém-se residual em todos os tratamentos, o que confirma que poucas plantas

permaneceram com crescimento limitado.

Na taxa de colonizacdo arbuscular do eucalipto (Figura 31), o tratamento SCD exibe o
valor mais elevado de colonizag¢do, mas ndo tem diferengas estaticamente significativas
com os restantes tratamentos, como o SCU e o SLCD que apresentam valores
ligeiramente inferiores ao SCD. Ja os tratamentos controlo e SLCU apresentam valores
de colonizagdo proximos dos restantes tratamentos. Ou seja, apesar da variagdo numérica
observada entre os tratamentos, estas diferencas nao sdo suficientemente consistentes

para serem consideradas significativas do ponto de vista estatistico.
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Na altura das plantas (Figura 32), o tratamento controlo apresentou o maior valor de
altura, destacando-se estatisticamente de todos os outros tratamentos.. Ja os tratamentos
com developers, SCU, SCD, SLCD e SLCU apresentaram todos valores semelhantes
entre si, sendo significativamente inferiores ao controlo. No peso seco da parte aérea
(Figura 33), novamente o controlo revelou o maior valor, sendo significativamente
superior. Todos os outros tratamentos (SCU, SCD, SLCD e SLCU) apresentaram valores
estatisticamente iguais entre si, com médias inferiores a do controlo. Esta diferenca foi
estatisticamente significativa, separando claramente o controlo dos demais tratamentos,
enquanto os tratamentos com developers nao diferiram entre si neste parametro. Para o
peso fresco da raiz (Figura 34), o resultado foi mais heterogéneo verificando-se que os
tratamentos controlo e SCU apresentaram os maiores valores ¢ ndo houve diferencga
significativa entre eles, o SCD ficou num valor intermédio, nao diferindo
estatisticamente nem dos valores maiores, nem do SLCD que teve valor inferior,
situando-se entre os desempenhos moderados e o SLCU apresentou o menor valor, sendo
significativamente inferior aos tratamentos C e SCU.
Desta forma, observa-se diferenca estatistica relevante entre os extremos (C/SCU e
SLCU), existindo posi¢cdes intermédias para SCD e SLCD. No pardmetro do
comprimento da raiz (Figura 35), o tratamento controlo voltou a apresentar o maior valor,
evidenciando-se entre os outros tratamentos. O SCD e SLCU apresentaram valores
intermédios, ndo diferindo significativamente do controlo nem dos valores
menores. SCU e SLCD tiveram os menores comprimentos de raiz e com médias
significativamente inferiores as do controlo. Ou seja, houve clara separagdo entre o maior
valor (C), valores intermédios (SCD, SLCU) e menores valores (SCU, SLCD). No grafico
do indice de clorofila (CCI) (Figura 36), entre os tratamentos (C, SCU, SCD, SLCD e
SLCU) , ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre eles, ja que todos os
valores sdo equivalentes do ponto de vista estatistico. O mesmo se observa para os
resultados da eficiéncia fotossintética (Fv/Fm) (Figura 37), onde se observa a auséncia de
diferencas signifcativas entre os tratamentos, mesmo que haja aparente variabilidade,
especialmente em SCD. Por fim, no grafico do indice Pi (Figura 38) todos os tratamentos
voltam a ndo se registar diferencas estatisticas relevantes entre os cinco tratamentos

analisados.
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Discussao

Em todos os parametros medidos observou-se uma grande variabilidade de resultados
o que deu grande desvios padrao. Talvez uma andlise por classes pudesse minimizar este
efeito. Um maior tempo de crescimento das plantas de eucalipto também permitiria
certamente acentuar diferencas entre tratamentos, que agora se relevam apenas como
tendéncia pelo que a continuagdo do ensaio por um periodo mais prolongado seria

desejavel.

O grafico relativo ao estudo do vigor da plantagao das estacas de eucalipto (Figura 24),
demonstra que a sobrevivéncia e o vigor inicial das estacas de Eucalyptus globulus foram
elevados em todos os tratamentos, independentemente do regime experimental. Estes
resultados explicam-se pelo ambiente de viveiro favoravel, pela qualidade das estacas e
pela adequada gestdo da rega e nutrientes, que minimizaram o stress ¢ favoreceram o

desenvolvimento das plantas.

A andlise dos dois graficos de classe de desenvolvimento do Eucalyptus globulus
evidencia a evolucao do crescimento das plantas ao longo do tempo para cada tratamento.
Na primeira avaliagao (13/6) (Figura 29), predominavam as plantas na Classe 1 (rebentos
até 1 cm) em todos os tratamentos, especialmente em SCU e SLCU, enquanto as de Classe
2 (rebentos superiores a 1 cm) eram menos frequentes, com exce¢ao no controlo, que
também apresentava poucas em plantas em Classe 0 (plantas mortas). Na segunda
avaliacdo (7/7) (Figura 30), observa-se uma clara transicio em todos os regimes:
aumentou de forma expressiva o nimero de plantas em Classe 2, principalmente nos
tratamentos SCD, SLCD e controlo, enquanto a Classe 1 se reduziu substancialmente e a
Classe 0 permaneceu residual. Isto significa que entre as duas datas houve o crescimento
visivel das plantas, associando-se a um progresso positivo no desenvolvimento em
maioria dos tratamentos. J& o SCU manteve uma maior propor¢ao de plantas na Classe 1,

revelando uma resposta mais lenta em termos de alongamento dos rebentos.

A taxa de colonizacdo dos developers serradela e azevém indicam que as
raizes apresentam um nivel elevado de colonizacio AMF. Um valor elevado de
colonizagdao demonstra que o sistema radicular destas plantas conseguiu estabelecer uma

simbiose vigorosa com a comunidade nativa de AMF presente no solo.
Desta simbiose resulta:

e Maior capacidade de absorcdo de nutrientes, em especial fosforo.
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e Potencial para enriquecimento do solo gragas ao efeito positivo dos

developers sobre a atividade microbiologica e sobre o ciclo de azoto.

e Melhoria na estrutura e fertilidade do solo, o que ¢ benéfico para culturas

subsequentes como o Eucalyptus globulus

O elevado nivel de colonizagdo nesta fase inicial confirma que o tratamento cumpriu o
seu objetivo principal de impulsionar e manter popula¢des funcionais de AMF, capazes
de beneficiar ndo s6 os proprios developers, mas também de promover uma rede

micorrizica eficiente para o eucalipto a instalar posteriormente.

A analise da taxa de colonizagao micorrizica em Eucalyptus globulus (Figura 31), reflete
a interagdo entre o tipo de manejo do solo, a presenga e diversidade das plantas developers
e as caracteristicas do solo original no estabelecimento da simbiose micorrizica. Embora
os valores médios de colonizagdo aparecam visualmente distintos, todos os tratamentos
(Controlo, SCU, SCD, SLCD e SLCU) nao apresentam diferencas estatisticamente
significativas. O grafico mostra que o SCD apresenta a maior taxa de colonizagdo
micorrizica do eucalipto, mas também evidencia o desvio padrao mais elevado, sugerindo
grande variabilidade entre amostras. Este padrdo pode ser interpretado no sentido da
presenca inicial da serradela ter promovido um enriquecimento temporario da
comunidade de fungos micorrizicos no solo, aumentando as populagdes e diversidade
funcional desses organismos. Quando a serradela foi retirada e o solo perturbado, ficaram
disponiveis muitos propagulos e estruturas micorrizicas residuais, que facilitaram uma
rapida recolonizagdo das raizes de eucalipto. No entanto, a auséncia da planta hospedeira
apoés a perturbagdo e as diferencas individuais entre as plantas de eucalipto resultaram
numa reestruturagdo heterogénea da comunidade de AMF, explicando assim a grande
amplitude dos valores de colonizacdo observados (refletida pelo desvio padrio
acentuado). Portanto, este cenario demonstra que praticas como a introdug¢do e remocao
de leguminosas, aliadas a mobilizacdo do solo, podem estimular a colonizagdao
micorrizica do eucalipto, mas de forma varidvel entre plantas. O tratamento com o
segundo maior resultado de colonizagdo micorrizica foi SLCU. Este resultado confirma
a estratégia da forte influencia da utilizacdo de developers na formacdo de ERM, que
quando mantido intacto, favorece a colonizagdo da planta seguinte. A presenca de
developers diversificados sendo que a utilizagdo conjunta de serradela (leguminosa) e
lollium (graminea) favorece o desenvolvimento de uma comunidade de fungos

micorrizicos mais diversificada ja& que cada espécie de developer estimula grupos
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diferentes de AMF, enriquecendo a rede de micélio extra-radicular (ERM) no solo, o que
amplia as oportunidades para colonizagdo das raizes do eucalipto. Isto garante que, ao
serem instaladas as plantas de eucalipto, estas encontrem um ambiente com maior
diversidade de AMF e um rede de ERM intacta, prontas para colonizar rapidamente as
jovens raizes de eucalipto. Também o controlo, sem plantas developers nem perturbacao,
apresenta uma taxa de colonizagdo elevada, indicando que o solo contém uma
comunidade nativa de fungos micorrizicos suficientemente ativa para colonizar o
eucalipto mesmo sem suporte adicional de cobertura vegetal prévia. Este aspeto confirma
o potencial natural do solo. De seguida estdo presentes os tratamentos SCU e SLCD que
apresentam os menores valores de colonizagdo. No tratamento SCU que consistiu no uso
exclusivo da serradela como developer, seguida de corte e sem perturbagao de solo, o
baixo valor de taxa de colonizagao pode explicar-se devido a baixa diversidade funcional
de AMF pois essa limitagdo na diversidade de plantas developer traduz-se numa
comunidade de AMF menos variada, o que pode comprometer a oferta de propagulos
eficazes e bem adaptados para estabelecer simbiose com o eucalipto. No entanto, como a
diversidade de espécies fungicas € mais restrita, as raizes do eucalipto sdo colonizadas de
forma eficiente, porém com menor potencial de exploragdo simultanea por diferentes
tipos de AMF, o que pode limitar tanto a taxa de colonizagdo como os beneficios
funcionais da simbiose. Por fim, no tratamento SLCD a sua baixa taxa de colonizagdo
pode se justificar sobretudo pela perturbacdo do solo. Apos o corte dos developers, a
mobilizagdo fisica do solo fragmenta e redistribui a rede de micélio extra-radicular (ERM)
previamente formada. Embora isso possa espalhar propagulos fungicos pelo volume do
solo, também pode desestabilizar a comunidade flngica, resultando em perda de
continuidade das redes simbidticas e menor eficiéncia na colonizagdo imediata das raizes

recém-emergidas do eucalipto.

Em relagdo a altura das plantas (Figura 32), ficou evidente que o tratamento controlo
liderou com os maiores valores médios, distinguindo-se estatisticamente dos tratamentos
com plantas developers, que ficaram agrupados num patamar mais baixo. Esse resultado
pode ser atribuido a auséncia de competi¢do inicial com developers, possibilitando ao
eucalipto o aproveitamento total dos recursos do solo desde o inicio do desenvolvimento,
o que acelera o crescimento em altura nas fases iniciais do ensaio. Nos tratamentos com
developers (SCU, SCD, SLCD, SLCU) a necessidade de adaptagdo ao novo ambiente

microbiano do solo eventualmente mais ativo, retarda o crescimento vertical, ainda que
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possa trazer beneficios fisiologicos e de resiliéncia a médio prazo. O peso seco da parte
acrea (Figura 33), seguiu o mesmo padrdo da altura: o tratamento controlo alcangou o
maior valor médio, destacando-se de forma estatisticamente significativa dos tratamentos
com plantas developer. O crescimento da parte aérea sem competi¢cdo, permite uma maior
acumulagdo de reservas e estrutura foliar, caracteristicas vantajosas para o
estabelecimento inicial. Nos tratamentos com a necessidade de dividir nutrientes com as
plantas preexistentes, aliada a adaptacdo simbidtica do sistema radicular, canaliza
recursos muitas vezes para fungdes de defesa, simbiose e crescimento radicular,
retardando a acumulacao de peso seco na parte aérea. Apesar da suplementacdo com
adubo de libertacdo lenta, esta pode ndo ter sido suficiente para colmatar a deplegdo de
nutrientes ocorrida nos tratamentos em que houve crescimento prévio dos developers.
Relativamente ao peso fresco da raiz das plantas (Figura 34), os tratamentos controlo e
o SCU apresentaram os maiores valores de peso fresco da raiz, indicando que ndo existe
diferenga significativa entre eles e que ambos sdo superiores relativamente aos restantes
tratamentos no parametro analisado. O maior peso fresco da raiz nestes tratamentos revela
que, em ambientes menos competitivos, o eucalipto intensifica o crescimento radicular
como compensa¢do, maximizando a absorcdo de dgua e nutrientes de forma direta. O
SCD apresenta um valor intermédio, significando que, estatisticamente, ndo se diferencia
dos mais elevados (controlo e SCU), mas também nao ¢ igual aos valores mais baixos dos
outros tratamentos O tratamento SLCU apresentou o menor valor de peso fresco, o que
poderd estar associado a micorrizagdo mais intensa que evidenciou e que reduz a
dependéncia do eucalipto de grandes massas radiculares, permitindo que a planta obtenha
nutrientes de forma mais eficiente por via da rede micorrizica, com menor exigéncia de
crescimento radicular proprio, e desta forma canalizar recursos para o crescimento da

parte aérea da planta.
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Figura 35: Tabuleiro com um dos tratamentos,
evidenciando a grande variabilidade de crescimento das .
Nos  resultados 1 plantas dentro do mesmo tratamento (Figura 35) o

tratamento controlo destacou-se com os valores signiticamente superiores aos restantes
tratamentos. A auséncia de competicdo de plantas developers permite ao eucalipto
desenvolver raizes mais extensas, maximizando sua exploracao do solo. A presenca de
uma rede de ERM j4 estabelecida, reduz a pressao seletiva para a expansao extensiva das
raizes, tornando a planta mais eficiente sem necessitar de alcangar grandes extensdes de
solo. Para os indicadores fisiologicos, indice de clorofila (CCI) (Figura 36), eficiéncia
fotossintética (Fv/Fm) (Figura 37) e indice de performance (Pi) (Figura 28) nao foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos. Todos os regimes apresentaram
valores semelhantes, inseridos dentro da faixa considerada 6tima para plantas saudaveis
de eucalipto. Ainda assim, os tratamentos que conservaram maior diversidade funcional
do solo, como o SLCU e, em tendéncias menos pronunciadas, o SLCD, apresentaram
ligeiras elevacdes nos valores de CCI e Pi, indicando potencial beneficio da variedade de
AMF na eficiéncia metabdlica das plantas. Também a eficiéncia fotossintética Fv/Fm
manteve-se dentro dos valores tipicos para plantas sem stresse, porém com alguma
variabilidade individual, principalmente no tratamento SCD, reflexo da maior flutuacdo
criada pela perturbagdo do solo e reorganizagdo simbidtica pos-developer. O Pi, sensivel
a eficiéncia global do metabolismo fotossintético, refor¢a que ambientes simbidticos mais
diversos favorecem, ainda que sem significincia estatistica, respostas fisiologicas mais

robustas.

Conclusao

Ao longo das diferentes fases do ensaio, foi possivel validar um conjunto de aspetos que
refletem quer os beneficios esperados, quer resultados inesperados, sendo ambos cruciais

para o avanco do conhecimento pratico e cientifico na area da silvicultura sustentavel.

Os resultados deste trabalho confirmam o papel fundamental dos AMF na fisiologia do
E. globulus e mostra a estratégia de Brito e/ al. (2021) quando foi usada uma mistura de
developers (Azevém e Serradela). Atendendo a elevada taxa de colonizacao micorrizica
nas raizes das plantas de azevém e serradela, confirmou-se a sua utilidade como plantas
developer. O tratamento SLCU resultou em plantas de eucalipto com maior taxa de
colonizagdo, comprovando a contribuicdo de developers na evolucdo e crescimento das

plantas e demostrando que esta contribuicdo aumenta no uso da conjugagdo de dois
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developers neste caso serradelat+azevém, quando aliado a nao perturbagdo do solo. As
analises microscopicas demonstraram que esta estratégia assegura uma comunidade ativa
de AMF nas plantas de eucalipto produzidas em viveiro e desta forma aumentar a
potencial sobrevivéncia das plantas apds transplante, assim como a absor¢ao de nutrientes
essenciais, em particular fosforo, e aumentar a satide e robustez da planta desde uma fase

inicial de instalagdo no campo.

No entanto, um dos resultados ndo esperados foi o crescimento excecional das plantas de
eucalipto no tratamento controlo, ou seja, em solo sem plantas developer nem
mobilizacdo. Apesar da auséncia de praticas intencionais para promover a micorrizacao,
as plantas do controlo apresentaram as maiores médias de altura, peso seco da parte aérea
e comprimento de raiz. Este resultado pode ser parcialmente atribuido a competi¢ao
inicial por nutrientes imposta pelas plantas developer nos outros tratamentos, mas
também sublinha a capacidade do solo, mesmo sem intervengdo, de manter uma
biodiversidade de AMF suficientemente eficaz para garantir boa colonizagdo do eucalipto
e bons niveis de crescimento. Isto constitui um alerta para a importancia de conhecer e
valorizar o estado de base dos solos, ja que nalguns contextos florestais a riqueza dos
AMF nativos pode, por si so, ter um efeito relevante no arranque ¢ evolugao inicial das

plantas.

Outro resultado digno de andlise prende-se com a expressdo dos tratamentos com solo
perturbado, nomeadamente SCD e SLCD. Nestas condigdes, apesar da perturbagdo ter
como objetivo criar oportunidades de colonizacdo menos eficientes para os AMF (por
via da fragmentacdo do solo), observou-se, por vezes, uma grande variabilidade nos
desempenhos das diferentes réplicas, sobretudo em SCD, que apresentou valores de
colonizacdo muito altos mas também desvios-padrao acentuados. A explicacdo possivel
para este fendmeno reside em dois fatores: a presenga temporaria de grandes quantidades
de propagulos vidveis de AMF, deixados pela serradela e pela sua combinacdo com o
azevém, antes da perturbagdo e uma reestruturagdo heterogénea das comunidades
fungicas, que pode favorecer algumas plantas e penalizar outras durante a fase de
estabilizacdo. Apesar disso, ficou claro que a estratégia de promover um pico de biomassa
micorrizica, seguido de uma perturbacdo controlada, pode ser eficaz para acelerar a
colonizagdo micorrizica do eucalipto, sobretudo em solos cuja comunidade nativa ndo

apresenta uniformidade ou elevada densidade de AMF.
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No SCU, a utilizagdo exclusiva da serradela como planta developer favoreceu uma taxa
de colonizagdo micorrizica eficiente mas francamente abaixo dos méximos alcangados no
estudo. A simbiose foi estavel e homogénea, reflexo da preservagdo da rede de micélio
formada pelas raizes da leguminosa. Contudo, a limitagdo a uma uUnica espécie de
developer restringiu a diversidade funcional dos fungos micorrizicos, o que se traduziu
em ganhos moderados no apoio ao eucalipto. J4 no SLCU, a combinagdo de serradela e
lollium como developers, também sem perturbacdo do solo, resultou numa das mais
elevadas taxas de colonizacdao, com grande homogeneidade entre as plantas analisadas. A
diversidade funcional ampliada permitiu a formagao de uma comunidade de AMF variada
e complementar, elevando o potencial de simbiose ¢ promovendo colonizag¢do rapida e
eficiente. Este regime mostrou ainda tendéncia para melhor desempenho fisiologico,
resultado da sinergia entre a preservac¢ao da rede extra-radicular e a variedade dos AMF

potenciados.

Relativamente aos parametros estudados, o maior crescimento em altura e peso seco da
parte aérea observado no controlo confirma que, na auséncia de competi¢do ou intera¢ao
simbiotica induzida, o eucalipto explora intensamente os recursos disponiveis e expressa
todo o seu potencial genético. No entanto, essa vantagem inicial pode ser efémera e menos
relevante para a resiliéncia futura da cultura, ja que ndo beneficia da formagao de uma
estrutura simbidtica adaptativa .Nos tratamentos com developers (SCU, SCD, SLCD,
SLCU), a necessidade de competirem nos primeiros estagios com plantas pré-existentes
introduz uma limitacdo temporaria ao crescimento vertical e a acumula¢do de biomassa
aérea. No entanto, essa limitagdo inicial ¢ compensada pelo estimulo a formacao de redes
micorrizicas robustas, que aumentam a eficiéncia na absor¢cdo de nutrientes, cenario
especialmente evidente na reducdo do peso fresco e do comprimento das raizes em
sistemas mais biodiversos, como no SLCU. Essas plantas tornam-se fisiologicamente
mais eficientes, pois dependem menos do crescimento radicular proprio, beneficiando da

exploracao do solo pela rede de fungos micorrizicos.

Por fim, a manuten¢ao de niveis estaveis e elevados de clorofila, Fv/Fm e Pi em todos os
tratamentos reflete a satide geral e o equilibrio fisiologico das plantas, sem prejuizo do
desempenho fotossintético. A ligeira tendéncia para melhores indicadores nesses
parametros em sistemas biodiversos (notavelmente SLCU) corrobora que a diversidade
funcional de AMF suporta um metabolismo foliar mais eficiente e resiliente das plantas

de eucalipto bem micorrizadas.
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Em suma, estes resultados evidenciam que, embora a auséncia de competicdo oferega
ganhos incrementais imediatos ao crescimento, ¢ a combinacdo entre diversidade
funcional, manuten¢do da estrutura simbiotica do solo e adaptagdo inicial que melhor
prepara o Eucalyptus globulus para desafios futuros, promovendo sistemas florestais mais

sustentaveis e vigorosos.

A validacdo experimental de que a presenga de um ERM intacto, resultante do
crescimento prévio de developers, favorece uma colonizagdo mais rapida e homogénea
da cultura principal, ja nas primeiras semanas apoOs transplante, suporta a adogao
operacional desta abordagem em viveiros e plantagdes. Demonstrou-se ainda que os solos
ndo perturbados, manejados sem mobilizagdo severa e enriquecidos com leguminosas e
gramineas de ciclo curto, conservam comunidades nativas de AMF com elevada
biodiversidade, qualidade funcional e adaptabilidade ecoldgica, superando o desempenho

obtido apenas com indculos comerciais.

A nivel de implicagdes praticas, recomenda-se que, sempre que possivel, sejam evitadas
mobilizagdes agressivas do solo apds producao de developers, dando preferéncia ao corte
e deposicao superficial da biomassa, e que se aposte em developers regionais adaptados
as comunidades de AMF autoctones. A integracdo continua desta estrutura funcional do
solo com praticas de fertilizagdo racional e gestdo ecologica da matéria organica trard
beneficios duradouros em produtividade, resiliéncia e sustentabilidade, minimizando

gastos desnecessarios com fertilizantes e combatendo a degradacgao dos solos florestais.

Evidencia-se, ainda, a necessidade de adaptar a gestdo dos sistemas de producdo de
eucalipto a especificidade dos solos e a variabilidade regional dos AMF. Futuros
trabalhos deverao analisar em detalhe o efeito de diferentes clones de eucalipto, de
combinagdes mais diversas de cobertura e de regimes de irrigacdo, de modo a refinar a
aplicacdo das técnicas de micorrizagdo precoce no terreno € a medir o impacto ao longo

de todo o ciclo florestal.
De forma global, este estudo permitiu concluir que:

e Os fungos micorrizicos arbusculares sdo aliados-chave para o vigor, nutri¢ao,

resiliéncia e adaptagdo do Eucalyptus globulus desde a fase de viveiro.

e A micorrizagdo precoce, assente em praticas de desenvolvimento de ERM através
de plantas developer, contribui para o estabelecimento em viveiro de plantas com

maior potencial para enfrentar choque de transplante.
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e A diversidade natural de AMF presente em solos pouco perturbados supera em
eficiéncia, adaptabilidade e beneficio ecoldgico os indculos comerciais,

geralmente constituidos por apenas uma ou duas espécies de AMF.

Em resumo, a promocao ativa de comunidades micorrizicas funcionais, com apoio de
praticas de developers bem implementadas, emerge como um pilar essencial para a
competitividade, sanidade e sustentabilidade ecologica do setor do eucalipto em Portugal,
respondendo de modo integrado as pressdes de produtividade, protecdo ambiental e

eficiéncia no uso dos recursos naturais.

Em proximos estudos seria de considerar estudar a evolucao apos transplante de plantas

de eucalipto produzidos desta forma assim como testar outro tipo de plantas Developer.
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