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Resumo

A producao de Eucalyptus globulus enfrenta desafios consideraveis no contexto florestal
portugués, especialmente durante a fase de transplante do viveiro para o campo,
momento em que ocorre o denominado choque de transplante. Esse fendmeno
compromete frequentemente o enraizamento, a sobrevivéncia e o crescimento inicial
das plantas, principalmente em solos pobres ou sujeitos a stresse abidtico. Uma
alternativa sustentavel e promissora para mitigar este problema consiste na utilizagao
de fungos micorrizicos arbusculares (AMF), que estabelecem simbioses benéficas com
as raizes das plantas. Os AMF promovem melhorias fisioldgicas e nutricionais, como a

eficiéncia na absorcao de fésforo, a tolerancia ao stresse hidrico e a fotossintese.

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da micorrizacdo precoce em mudas
de eucalipto produzidas em viveiro, por meio do uso de plantas “Developer’ (Lolium
multiflorum e Ornithopus compressus), capazes de desenvolver uma rede micelial
extrarradicular (ERM) no solo antes da introducdo das estacas de eucalipto. Foram
comparados cinco tratamentos distintos que variaram quanto a presenca de diferentes
plantas “Developer’, e apds a destruicdo da sua biomassa aérea, a perturbagao ou nao
para verificacdo o efeito do ERM na colonizacéo das jovens plantas de eucalipto e seu
desenvolvimento. Para além da taxa de colonizagdo micorrizica, avaliaram-se varios
indicadores morfoldgicos (altura e peso seco das plantas, comprimento e peso fresco
das raizes) e fisiolégicos (Fv/IFm, indice de performance fotossintética e teor de

clorofila).

Os resultados mostraram que os tratamentos com micorrizagao precoce, especialmente
aqueles em que o ERM foi mantido intacto (sem perturbagdo do solo), apresentaram
maiores valores nos parametros fisioldgicos, indicando plantas mais bem preparadas
para suportar condigées adversas. No entanto, os melhores resultados morfoldgicos
foram observados no tratamento controlo, sem qualquer tipo de micorrizagéo, sugerindo
que os beneficios fisioldgicos da simbiose ainda ndo se haviam traduzido em ganhos de

crescimento visivel no curto prazo.

Este trabalho evidencia o potencial da micorrizagao precoce para fortalecer a resiliéncia
das plantas e destaca a importancia da manutencao da integridade do solo e da rede
micelial no sucesso da inoculagdo. A sua aplicagdo em viveiros florestais pode
representar uma estratégia ecoldgica eficaz para aumentar a sustentabilidade, reduzir

o uso de fertilizantes e melhorar a taxa de sobrevivéncia das mudas apds o transplante.



Abstract

The production of Eucalyptus globulus seedlings faces considerable challenges in the
Portuguese forestry context, especially during the transplanting phase from the nursery
to the field, when the so-called transplant shock occurs. This phenomenon often
compromises the rooting, survival and initial growth of plants, especially in poor soils or
those subject to abiotic stress. A sustainable and promising alternative to mitigate this
problem is the use of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), which establish beneficial
symbiosis with plant roots. AMF promote physiological and nutritional improvements,

such as phosphorus absorption efficiency, water stress tolerance and photosynthesis.

This study aimed to evaluate the effects of early mycorrhization on eucalyptus seedlings
produced in a nursery, through the use of ‘Developer’ plants (Lolium multiflorum and
Ornithopus compressus), capable of developing an extraradicular mycelial network
(ERM) in the soil before the introduction of eucalyptus cuttings. Five different treatments
were compared, varying in the presence of different ‘Developer’ plants, and after the
destruction of their above-ground biomass, with or without disturbance to verify the effect
of ERM on the colonisation of young eucalyptus plants and their development. In addition
to the mycorrhizal colonisation rate, several morphological (plant height and dry weight,
root length and fresh weight) and physiological (Fv/Fm, photosynthetic performance

index and chlorophyll content) indicators were evaluated.

The results showed that treatments with early mycorrhization, especially those in which
the ERM was kept intact (without soil disturbance), had higher values in physiological
parameters, indicating plants that were better prepared to withstand adverse conditions.
However, the best morphological results were observed in the control treatment, without
any type of mycorrhization, suggesting that the physiological benefits of symbiosis had

not yet translated into visible growth gains in the short term.

This work highlights the potential of early mycorrhization to strengthen plant resilience
and emphasizes the importance of maintaining soil integrity and the mycelial network for
successful inoculation. Its application in forest nurseries may represent an effective
ecological strategy to increase sustainability, reduce fertilizer use, and improve seedling

survival rates after transplantation.
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Introducao

A exploracao de Eucalyptus globulus representa uma das principais atividades do setor
florestal em Portugal, com impactos significativos a nivel econémico, social e ambiental.
Esta espécie constitui a base da industria nacional de pasta e papel, na qual Portugal
assume uma posig¢ao de destaque a nivel europeu. Neste contexto, a The Navigator
Company desempenha um papel central enquanto um dos principais operadores
industriais do setor. O cultivo desta espécie integra-se numa cadeia de valor estratégica,
que alia a producédo florestal a transformacéo industrial e a internacionalizacdo dos

produtos derivados (The Navigator,2025).

No entanto, a instalacdo e manutencao das plantacdes de eucalipto enfrentam desafios
relevantes, sendo o choque de transplante um dos mais criticos. Este fendmeno,
caracterizado pela elevada mortalidade e fraco enraizamento apds a transferéncia das
plantas do viveiro para o campo, é particularmente agravado em solos pobres e sujeitos
a stresse abidtico como seca, salinidade ou deficiéncia nutricional. Neste contexto, a
associagao simbidtica com fungos micorrizicos arbusculares (AMF), tal como descrito
por Abdel Latef et al. (2016), revela-se uma estratégia promissora para atenuar os
efeitos negativos do choque de transplante. Os AMF promovem uma melhor absor¢céo
de agua e nutrientes, aumentam a tolerdncia ao stresse oxidativo, fortalecem o
crescimento radicular e melhoram a integridade das membranas celulares — fatores
cruciais para o sucesso do estabelecimento das mudas em ambientes adversos. Assim,
a inoculagdo micorrizica pode ser uma ferramenta ecoldgica e eficaz para melhorar a
adaptacao do eucalipto ao campo, aumentando a taxa de sobrevivéncia e o vigor inicial
das plantas (Abdel Latef et al., 2016).

Neste contexto, as micorrizas arbusculares (MA) assumem um papel central na
promoc¢ao da sustentabilidade e produtividade dos sistemas florestais e agricolas. As
MA sao simbioses estabelecidas entre fungos do filo Glomeromycota e as raizes da
maioria das plantas terrestres, caracterizando-se pela formagdo de estruturas
especializadas denominadas arbusculos no interior das células radiculares. Estes
arbusculos constituem o principal local de troca de nutrientes entre o fungo e a planta,
permitindo ao fungo fornecer nutrientes a planta, sobretudo os pouco méveis no solo,
como o fésforo, bem como agua, em troca de compostos carbonados e lipidos derivados

da fotossintese da planta hospedeira (Parniske, 2008; Brito et al., 2008).

A rede micélio extrarradicular dos AMF pode atingir mais de 100 metros por centimetro

cubico de solo, aumentando consideravelmente o volume de solo explorado pelas raizes



e, consequentemente, a eficiéncia na absor¢do de nutrientes e agua (Parniske, 2008).
Esta simbiose é particularmente relevante em condi¢bes de limitagcdo nutricional,
secura, salinidade ou toxicidade por metais pesados, situagdes frequentes nos solos
portugueses onde se instalam plantag¢des de eucalipto (Abdel Latef et al., 2016); (Brito
et al., 2008).

A micorrizagdo arbuscular contribui, assim, para a melhoria do crescimento e
desenvolvimento das plantas, promovendo uma série de beneficios: maior aquisi¢ao de
nutrientes, especialmente fésforo, aumento da tolerdncia a stresses abidticos
(salinidade, seca, temperaturas extremas, metais pesados), protegdo contra patégenos
do solo, melhoria da estrutura do solo através da estabilizacdo dos agregados e
aumento da sua capacidade de retencao de agua (Brito et al., 2008);(Abdel Latef et al.,
2016)(Parniske, 2008).

A integridade do micélio extraradicular (ERM) dos AMF é um fator determinante para a
precocidade no estabelecimento da simbiose micorrizica em sistemas agricolas, Brito,
et al. (2012) demonstraram que a perturbacao do solo, ao romper a estrutura do ERM,
reduz significativamente a colonizacao inicial da planta hospedeira, assim como, a
diversidade das comunidades de AMF que a colonizam, o que pode comprometer sua
funcionalidade. Em estudos subsequentes, verificou-se que a presenga de um ERM
intacto, previamente desenvolvido por plantas micotréficas e a que se chamou
“Developer’, favoreceu a colonizagdo mais precoce e eficaz das raizes de culturas como
trigo, trevo subterrdneo, milho e tomate (Brito et al., 20221) tendo-se traduzido na

protecdo destas culturas contra stresses bidticos e abidticos.

A micorrizagao precoce, ou seja, o estabelecimento da simbiose micorrizica ainda em
viveiro, antes do transplante para o campo, pode revelar-se fundamental para o sucesso
das plantagdes de eucalipto. A presenca no solo de uma rede ERM intacta no momento
da instalagdo das estacas em viveiro permite uma colonizagdo mais rapida e eficaz das
raizes das plantas jovens, facilitando a absor¢do de nutrientes e agua e reduzindo

significativamente os efeitos negativos do choque de transplante (Rietveld, 1989).

Estudos experimentais demonstram que, em culturas como trigo, trevo-subterraneo e
milho, a micorrizagao precoce proporciona aumentos expressivos na biomassa, maior
eficiéncia no uso de fésforo e reducdo da acumulagdo de metais téxicos, como o
manganés, nos tecidos vegetais (Brito et al., 2021; Alho et al., 2015). Por exemplo, no
caso do trigo, a colonizagdo precoce permitiu uma biomassa aérea 2,7 vezes superior
e uma redugao de 45% na concentragdo de manganés nas folhas; no trevo-subterraneo,

a biomassa aumentou 4,7 vezes e a concentragdo de manganés nas raizes diminuiu
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30%. No caso do milho, mesmo com aplicacdo de doses elevadas de fésforo, a
colonizagdo manteve-se elevada (até 58%), permitindo maior eficiéncia no uso do
nutriente e crescimento 6timo com menores doses de fertilizante (Brito et al., 2013b).
Estes resultados evidenciam o potencial da micorrizagdo precoce para aumentar a
resiliéncia das plantas a diversos tipos de stresse, incluindo défices nutricionais e
toxicidade por metais, e apontam para a sua aplicagdo vantajosa em eucalipto, onde o

choque de transplanteo € uma das principais limitacdes ao sucesso das plantagoes.

Para potenciar a eficacia da micorrizagao precoce, recorre-se a utilizacdo de espécies
“Developer”, que sao plantas altamente micotréficas e capazes de desenvolver

rapidamente uma rede ERM no solo.

No presente trabalho, foram utilizadas a Serradela (Ornithopus compressus L.), uma
leguminosa adaptada a solos pobres, e o Lolium (Lolium multiflorum), uma graminea de
crescimento rapido. Estas espécies, quando cultivadas previamente no solo e
posteriormente destruidas quimicamente sem mobilizagdo do solo, deixam uma rede
micelial intacta que serve de inéculo eficiente para as culturas subsequentes (Brito et
al., 2013). O conceito de “Developer” baseia-se precisamente nesta capacidade de
preparar o solo, promovendo uma colonizagdo micorrizica rapida e eficaz das plantas
de interesse econdmico, aproveitando a diversidade e funcionalidade dos fungos

micorrizicos indigenas.

A escolha das espécies “Developer” é estratégica, pois permite a manutencdo de uma
rede micelial ativa e funcional no solo, mesmo apdés a eliminacdo das plantas
“Developer’s, garantindo assim uma rapida colonizagédo das culturas seguintes. A
Serradela, enquanto leguminosa, contribui ainda para a fixagdo bioldgica de azoto,
melhorando a fertiidade do solo, enquanto o Lolium, devido ao seu rapido
desenvolvimento radicular, proporciona uma extensa rede de micélio extrarradicular em
pouco tempo (Brito et al., 2013). Esta abordagem permite também reduzir a necessidade
de mobilizagdo do solo, o que, por sua vez, preserva a estrutura do solo e a diversidade

da comunidade micorrizica (Brito et al., 2012).

Os objetivos do presente trabalho centram-se em: verificar a influéncia da micorrizagcao
prévia sobre o vigor inicial de culturas subsequentes, como o eucalipto; analisar a
resposta morfofisioldgica das plantas inoculadas, com especial foco no crescimento
aéreo e radicular; observar se as plantas em estudo saem do viveiro com melhores
condigbes para ir para o campo; e contribuir para o desenvolvimento de praticas de
producdo mais eficientes em viveiros florestais, recorrendo a simbioses micorrizicas

funcionais.
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A importancia deste trabalho reside na possibilidade de aumentar a sustentabilidade e
eficiéncia dos sistemas de producao florestal, reduzindo a necessidade de fertilizantes
quimicos, minimizando perdas associadas ao choque de transplante e promovendo a

resiliéncia das plantas face a condi¢des adversas.

Estes avancgos séo particularmente relevantes para empresas como a Navigator, que
tem investido em praticas florestais inovadoras e sustentaveis, alinhadas com os
principios da bioeconomia circular e da conservagéo dos recursos naturais, procurando
solugdes que aumentem a eficiéncia e a sustentabilidade das suas plantagdes. A adocao
de técnicas inovadoras, como a micorrizacdo precoce e a utilizacdo de espécies
“Developer’, podera inserir-se numa estratégia mais ampla de sustentabilidade, que visa
garantir a competitividade da fileira do eucalipto a longo prazo, minimizando os impactos
ambientais e maximizando os beneficios econémicos e sociais para as comunidades

envolventes. (The Navigator Company, 2025)

Em sintese, a exploracao do Eucalyptus globulus em Portugal enfrenta desafios que
podem ser superados através da integragao de estratégias baseadas na biotecnologia
micorrizica. A micorrizagdo precoce, suportada por espécies “Developer” como a
Serradela e o Lolium, poderd emergir como uma solugédo eficaz para aumentar o
sucesso das plantagdes, promover a resiliéncia das plantas a stresse abidtico e reduzir

a dependéncia de produtos quimicos.

O presente relatério procura demonstrar, com base em evidéncias experimentais e
bibliograficas, a viabilidade e os beneficios desta abordagem, contribuindo para o

desenvolvimento de sistemas florestais mais produtivos, resilientes e sustentaveis.

Metodologia

A metodologia deste estudo foi concebida para avaliar o impacto da pré-micorrizagao
mediada por plantas “Developer’ na colonizagao micorrizica e no desempenho inicial de
mudas de eucalipto, sob diferentes condicdes de solo e plantas “Developer”. O ensaio
decorreu entre 14 de fevereiro e de 20 julho de 2025, utilizando cinco tabuleiros com 60

alvéolos cada, organizados de acordo com os seguintes tratamentos (Figura 1):

Os tratamentos variaram quanto a presencga de plantas “Developer” e a perturbagéo do

solo.

A perturbacao mecéanica teve como principal objetivo a destruicdo da rede EMR
preexistente devido & presengca das plantas “Developer’, comprometendo a

continuidade das hifas, proporcionando a reconstrucido das mesmas. Este cenario
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permite testar a eficacia da micorrizacdo precoce na auséncia e presenca de estruturas

micorrizicas funcionais ja estabelecidas.

Ao aplicar o herbicida de forma controlada, procurou-se ainda simular condicoes
passiveis de ser usadas em sistemas de producéao agroflorestal, onde o controlo de das
plantas “Developer” tera que ser feito em larga escala, caso a estratégia se revele util e

possa ser implementada.

Foram testadas duas abordagens de micorrizagdo precoce composta por duas plantas

distintas:

e O uso de Lolium, uma graminea de crescimento rapido.

e A combinacdo de Lolium com Serradela, uma leguminosa que contribui para o
aumento da diversidade funcional do solo, podendo favorecer a instalagao de
AMF.

Os tratamentos aplicados foram os seguintes:

e LHD (Lolium + herbicida + solo perturbado): Onde o eucalipto tera de

restabelecer comunidades micorrizicas num solo mecanicamente perturbado.

e LHU (Lolium + herbicida + solo nao perturbado): A rede ERM preservada,

interacdes bioldgicas pré-existentes e capacidade de micorrizagédo precoce.

e SLHD (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado): Estudo do efeito
combinado de uma graminea e uma leguminosa “Developer” num solo

perturbado.

e SLHU (Serradela + Lolium + herbicida + solo nao perturbado): Com as duas

espécies “Developer’ com o solo e rede EMR preservado.

e C (Controlo — sem plantas “Developer” nem herbicida): Tratamento de

referéncia sem intervengéo, permitindo isolar o efeito das variaveis testadas.

e Lollium; Lollium+Serradela: Controlo da micorrizagao das plantas “Developer”.

13
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Lolium+herbicida Lolium + herbicida Serradela + Lolium+
+ solo perturbado + solo ndo perturbado herbicida + solo
(LHD) (LHU)
Y .
& Controlo A
— Sem plantas ‘developer’ —
Serradela + Lolium + PO e Lolium
s nem aplicacao de herbicida
berbicida + solo plicag ©) ' Lollum+Serradela
n3o perturbado (SLHU)
Figura 1- Tabuleiros com o tipo de tratamento Fonte: Acervo Pessoal

As sementes de Lolium e Serradela foram inicialmente submetidas a germinacdo em
condigdes controladas (Figura 2). Para tal, utilizou-se um tabuleiro forrado com papel
humedecido, sobre o qual as sementes foram distribuidas de forma uniforme. O
tabuleiro foi entdo coberto com pelicula aderente, para manter a humidade necessaria

ao processo germinativo.

Figura 2- Sementes Serradela (Ornithopus compressus L) (Tabuleiro da Direita) e de Lolium (Lolium multiflorum)
(Tabuleiro da Esquerda) a germinar.

Fonta: Ararun Pacanal
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Ap6s a germinagao e desenvolvimento (Figura 3 e 4), das plantulas procedeu-se ao seu
transplante para os alvéolos dispostos em tabuleiros previamente preparados (Figura 6)
com uma mistura homogénea (1/1) de solo crivado (Figura 7) e o substrato normalmente

usado em fase de viveiro pela empresa Navigator.

Figura 3- Sementes Lolium (Lolium Figura 4 - Sementes Serradela (Ornithopus Figura 5- Serradela (Ornithopus compressus L)
multiflorum) germinadas compressus L) germinadas e de Lolium (Lolium multiflorum) plantadas.

Fnnta: Ararun Pacenal Fnnte: Arerun Pacenal Fnnta: Ararun Pacenal

Figura 6- Enchimento alvéolos Figura 7- Crivagéo do solo

Fonte: Acervo Pessoal Fonte: Acervo Pessoal
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As plantas Deveoper foram mantidas em estufa e
devidamente suplementadas, em termos hidricos, e
cresceram durante 43 dias. Nesta altura, foi aplicado um
herbicida polivalente a base de acido pelargonico (43 g/L)
(Figura 8), com o objetivo de eliminar a biomassa aérea das
plantas “Developer”. Em seguida, nos tratamentos LHD e
SLHD, o solo foi sujeito a uma perturbacdo mecanica,
crivagem num crivo com uma malha de 4mm e novamente
colocado nos respectivos alvéolos. Desta forma o ERM
desenvolvido pelas plantas “Developer” foi destruido,

funcionando assim este tratamento como controlo negativo

do efeito da rede de ERM intacta. Nos tratamentos LHU e
SLHU o solo nao sofreu qualquer tipo de perturbacao, pelo  Figuras- Hemicida utiizado.

que o ERM previamente desenvolvido pelas plantas  Fonte:Acervo Pessoal
“Developer” permaneceu intacto e capaz de gerar a colonizagao micorrizica precoce na

planta seguinte.

Antes da introducdo do eucalipto, foram recolhidas amostras de raizes das plantas

“Developer” (Figura 9) com o objetivo de avaliar a colonizagdo micorrizica arbuscular.

q\l
3

Figura 9- Serradela (Ornithopus compressus L) e de Lolium (Lolium

multiflorum), recolha de raizes.

Fonte: Acervo Pessoal

Ap6s um periodo de sete dias para estabilizacdo e degradagdo dos residuos do
herbicida, as estacas de Eucalyptus spp. (clone 1002), fornecido pela The Navigator
Company, foram colocadas nos alvéolos dos respetivos tabuleiros. As estacas utilizadas
foram obtidas por propagagado vegetativa, uma pratica comum em viveiros florestais.
Esta técnica envolve a utilizagdo de segmentos de ramos jovens com gemas ativas, que

sdo enraizados em ambiente controlado.

Durante todo o periodo experimental, foi mantido um regime de irrigacao didria de modo
a garantir uma disponibilidade hidrica constante e reduzir as variagdes associadas ao

stress hidrico. Complementarmente a rega dos alvéolos, recorreu-se ao humedecimento
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das folhas com pulverizador, com o objetivo de assegurar a manutengéo da humidade
nas folhas de eucalipto por um periodo prolongado Foi igualmente incorporado adubo
de libertacdo controlada, na mesma dosagem utilizada habitualmente em viveiro, de
forma a garantir a disponibilidade gradual de nutrientes essenciais ao desenvolvimento
das plantas (Osmocote Bloom), com uma férmula equilibrada rica em azoto (N), fésforo
(P) e potassio (K), de forma a garantir os nutrientes essenciais ao crescimento das

plantas.

A monitorizagdo incluiu o registo sistematico da taxa de mortalidade das mudas de
eucalipto e dos rebentos formados, variaveis fundamentais, para avaliar o vigor inicial e

a capacidade de recuperacgao poés-transplante.

Para avaliar o estabelecimento inicial das estacas de eucalipto, foi realizada uma
primeira observacgao, (Fig. 10), onde as plantas foram classificadas como: mortas,
duvidosas e vivas. Uma nova avaliagao foi efetuada numa fase posterior, 1 més e 5 dias
apos a plantagao, mantendo-se a divisdo em trés classes, mas com critérios ajustados:

classe 0 (mortas), classe 1 (inferior a 1 cm), classe 2 (superior a 1 cm).

Mortas “Duvidosas” Viva

Figura 10- Classificagao inicial Fonte: Acervo Pessoal

Classe 0 Iasse 1 Classe 2

Figura 11- Classificagao por classes Fonte: Acervo Pessoal
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No dia 7 de julho de 2025, 3 meses apods plantagao, foi realizada a colheita das plantas

de eucalipto, procedendo-se a avaliagado dos seguintes pardmetros:

Peso seco da parte aérea, altura, peso fresco e comprimento das raizes;

e Parametros fotossintéticos;

Colonizag&o micorrizica das raizes de eucalipto, seguindo o protocolo aplicado
também as plantas “Developer”.

)

’) AN
Y 3
4 :
2 -
& T
i
3

o
AR
N s

o

e

A

e

Figura 12- Colheita Eucalipto

Fonte: Acervo Pessoal

Para a medigao dos parametros fotossintéticos, foram utilizados dois equipamentos da
Hansatech Instruments. O CL-01 Chlorophyll Content Meter foi utilizado para quantificar
a clorofila, pigmento fundamental na captagéo de luz pela planta. Ja o Pocket PEA (Plant
Efficiency Analyzer) permitiu a obtencao dos parametros Fv/Fm e PI.

O parémetro Fv/Fm indica a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (PSIl) sob
condigbes de adaptacao ao escuro, sendo amplamente utilizado como indicador do
potencial fotossintético. Esse parametro é essencial para compreender o estado

fisiolégico das plantas, pois mede a capacidade de conversao da energia luminosa em
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energia quimica, oferecendo informacgdes relevantes sobre a saude e a produtividade
das culturas (Wu, Q., et al. 2023). Ja o Pl (Performance Index) é um indice mais
abrangente, que reflete a eficiéncia funcional do PSII, tendo em conta a absorg¢ao de luz
(Cigek, Nuran et al. 2015)

As raizes foram submetidas ao processo de coloragcdo segundo o meétodo de Phillips e
Hayman (1970), com adaptacdes. Inicialmente, as amostras foram lavadas com agua
corrente para remover o solo aderente e, posteriormente, colocadas em cassetes de
histologia devidamente numeradas. Foram clarificadas em solu¢cdo de hidroxido de
potassio (KOH a 10%) (Figura 14) a 121°C durante 15 minutos na autoclave. Apéds a
lavagem com agua, as raizes sado coradas com azul de tripano (0,1%) (Figura 13) em
banho-maria a 70°C durante cerca de 15 minutos. As amostras foram depois

conservadas em glicerol (Figura 15) até observacgao.

Figura 13- Cassetes em solugéo Figura 14- Cassetes coradas com azul de Figura 15- Cassetes conservadas em glicerol
de hidréxido de potassio (KOH a tripano (0,1%)
10%)

Fonte: Acervo Pessoal Fonte: Acervo Pessoal Fonte: Acervo Pessoal

A quantificacdo da colonizagdo micorrizica foi realizada de acordo com o protocolo de
McGonigle et al. (1990), através do método das intersegbes. Fragmentos de raiz com
cerca de 1 cm foram montados em laminas e observados ao microscépio 6tico com uma
ampliagédo de 200x. A presenga de estruturas micorrizicas (hifas, arbusculos e vesiculas)
foi registada em pontos de intersegao definidos por uma grelha sobre o campo de viséo,
avaliando-se no minimo 100 pontos por amostra. Com base nesses dados, foi calculada

a percentagem de colonizagao micorrizica.

Os dados obtidos foram organizados em Excel e analisados estatisticamente no
software SPSS.
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Foram analisadas as plantas classificadas como classe 1 e classe 2, por se
considerarem estabelecidas com sucesso e com maior relevancia para a avaliagdo do
desenvolvimento.

Para cada tratamento, foram utilizadas 60 repeticdes (1 planta por alvéolo), totalizando
300 plantas nos cinco tratamentos.
Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) do tipo One Way para comparagao dos
tratamentos, seguida do teste de Tukey para identificar diferengas estatisticamente

significativas entre as médias (nivel de significancia de p < 0,05).

Esta abordagem metodolégica permitiu avaliar, de forma integrada e rigorosa, a eficacia
da micorrizacao precoce mediada por plantas “Developer” no estabelecimento inicial de
Eucalyptus spp., tendo em consideracdo as interagdes entre perturbacdo do solo,

composicao vegetal e simbioses micorrizicas funcionais nestes tipos de sistemas.

Resultados:

Nesta etapa do trabalho, sdo descritos os efeitos dos diferentes tratamentos aplicados.
A analise estatistica revelou diferencas significativas entre os tratamentos, permitindo
inferir a eficacia das estratégias utilizadas. Letras diferentes nas colunas dos graficos
indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos,

conforme determinado pelo teste de Tukey apés ANOVA.

45%
40%

35%

a
30%
25% .
20%
a

15% a a
10%

5%

0%

LHD LHU

LSHD LSHU Controlo Lollium Serradela
Figura 16- Taxa de colonizagéo arbuscular.

LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); LHU: (Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); LsHD:
(Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo

perturbado); Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.
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O grafico apresentado na Figura 16 confirma que as plantas 'Developer’, tanto o Lolium
multiflorum como a Ornithopus compressus (serradela), estavam efetivamente
colonizadas por AMF, sendo assim capazes de desenvolver no solo ERM, conforme o

objetivo do ensaio.

100%
90%
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70%
60%
50%
40%
30%
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10% I I
o, [ ] ] ] — |
LHD LHU

SLHD SLHU Controlo

X

B Mortas mDuvidosa M Vivas
Figura 17- Desenvolvimento Parte Aérea, 15/05/2025, 1 més e 7 dias apos plantagéo.

LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); LHU: (Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); LSHD:
(Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo néo

perturbado); Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.
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| Taxa de rebentos Classe 0 ( inexistente)

B Taxa de rebentos Classe 1 (Menos de 1cm)

B Taxa de rebentos Classe 2 (Mais de 1cm)

Figura 18- Desenvolvimento Parte Aérea, 13/06/2025, 2 Meses apds plantagao.

LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); LHU: (Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); LSHD:
(Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo

perturbado); Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.
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B Taxa de rebentos Classe 2 (Mais de 1cm)

Figura 19- Desenvolvimento Parte Aérea, 07/07/2025, 3 Meses apoés plantagao.
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LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); LHU: (Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); LSHD:
(Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo

perturbado); Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.

No primeiro més, (Figura 17) as plantas de eucalipto encontravam-se maioritariamente
em estado vivo e duvidoso, sem grande crescimento. No segundo més, (Figura 18)
registou-se um aumento da Classe 1 em todos os tratamentos, indicando um pico no
desenvolvimento vegetativo, com destaque para o Controlo, que atingiu os valores mais
elevados. No terceiro més, (Figura 19) verificou-se uma inversao desta tendéncia, com
um aumento da Classe 2 e reducdo da Classe 1. Ainda assim, o Controlo manteve o

melhor desempenho geral ao longo dos trés periodos.
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Figura 20- Altura (em cm) das plantas de eucalipto com 3 meses.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo n&o perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

Com base no grafico apresentado (Figura 20) o tratamento controlo apresentou a altura
média mais elevada, superando todos os restantes tratamentos. Seguiram-se os
tratamentos LSHU e LHD. As menores alturas médias registaram-se nos tratamentos
LHU e LSHD.
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Figura 21- Peso seco da parte aérea, 3 Meses apos plantagéo.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

s

O peso seco é o indicador mais confiavel de crescimento real, pois elimina a
variabilidade do conteudo hidrico, refletindo diretamente a eficiéncia na conversao de

recursos em biomassa estrutural.

O Controlo manteve a supremacia também na acumulagéo de biomassa, com todos os
restantes tratamentos apresentando valores substancialmente menores: LHD, LSHU,
LSHD e LHU (Figura 21).
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Figura 22- Peso fresco, 3 Meses apods plantacao.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

Esta associado a capacidade de absor¢ao de agua pela planta. O peso fresco € bastante
equilibrado entre todos os tratamentos, ndo se observando diferengas significativas
entre qualquer dos tratamentos (Figura 22). Destaca-se a grande variabilidade

observada no tratamento LHD.
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Figura 23- Comprimento da raiz, 3 Meses apods plantagao.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo n&o perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

Novamente, o Controlo apresentou o maior desenvolvimento radicular, seguido pelos
tratamentos LHD, LSHD, LHU e LSHU (Figura 23). O padrdo mantém-se consistente

com os parametros anteriores.

1-Controlo 2-LHD 3-LHU 4-LSHD 5-LSHU

Figura 24 - Fv/Fm, 3 Meses apos plantagao.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo nao perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
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LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

Neste parametro é possivel observar (Figura 24) uma inversao significativa do padrao
anterior. Os tratamentos onde houve” Developer’, independentemente da perturbagao
do solo, apresentaram valores muito superiores ao controlo: LSHU, LHD, LSHD, LHU,
enquanto o Controlo apresentou o valor mais baixo. Este é o primeiro parametro onde
os tratamentos com “Developer’ demonstram superioridade. Os valores de Fv/Fm
proximos a 0,82-0,83 nos tratamentos com “Developer” mostram melhor eficiéncia

fotossintética, quando comparados com o controlo.
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Figura 25- Clorofila (chlorophyll contente index), 3 Meses apds plantagao.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

O tratamento LHU registou um chlorophyll contente index de clorofila, em média, mais
elevado entre todos os tratamentos avaliados, destacando-se dos demais, embora nao

de forma estatisticamente significativa (Figura 25).
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Figura 26- Pl (performance index), 3 Meses apés plantagao.

1-Controlo: sem plantas “Developer” nem herbicida.; 2- LHD: (Lolium + herbicida + solo perturbado); 3-LHU:
(Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); 4-LSHD: (Serradela + Lolium + herbicida + solo perturbado); 5-
LSHU: (Serradela + Lolium + herbicida + solo ndo perturbado); Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significativas (p < 0,05).

O PI (performance index), € um indice mais abrangente da performance fotossintética e
mostra resultados diferentes entre tratamentos, ainda que sem diferengas significativas.
Embora o controlo tenha o valor mais alto, a diferenga entre os tratamentos é
relativamente pequena, exceto para LSHD que apresentou valor ligeiramente menor
(Figura 26).

Discussao de resultados

Os resultados obtidos neste ensaio confirmam a relevancia da aplicagao de plantas
“Developer” para a promoc¢do de colonizacdo micorrizica precoce em mudas de
Eucalyptus globulus. Em particular, destaca-se que os tratamentos onde o ERM foi
mantido intacto (LHU e LSHU) demonstraram taxas tendencialmente superiores de
colonizagdo em comparagao com os tratamentos com solo perturbado. Este padrao esta
de acordo com estudos anteriores que indicam que a continuidade do ERM no solo é
crucial para a eficacia da micorrizagdo, uma vez que facilita o contacto direto e rapido

entre as hifas e as raizes das plantas hospedeiras (Brito et al., 2012).
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O tratamento LHU, que utilizou exclusivamente Lolium multiflorum como planta
“Developer”, revelou uma taxa de colonizagdo micorrizica, tendencialmente mais
elevada, acompanhada por um valor também tendencialmente mais elevado de peso
fresco das raizes e teor de clorofila (CCl), em comparacao aos restantes tratamentos,
mesmo que em alguns casos a diferenca ndo seja estatisticamente significativa. Esta
correlagao positiva sugere que a presenca de uma espécie eficiente de “Developer’ e a
presenca do ERM criaram condi¢des ideais para uma simbiose funcional, promovendo
uma maior absorgao de nutrientes e, por consequéncia, uma maior atividade metabdlica
da planta. A literatura confirma esta tendéncia, referindo que as plantas micorrizadas
tendem a apresentar um sistema radicular mais funcional e eficiente na absorcao de

nutrientes essenciais como o fosforo (Parniske, 2008).

Por sua vez, o tratamento LSHU, que envolveu a mistura de Lolium multiflorum com
Ornithopus compressus, também apresentou uma taxa de colonizacao tendencialmente
mais elevada, mas os efeitos fisiolégicos e morfoldégicos foram distintos. Neste
tratamento, verificou-se que a altura das plantas de eucalipto foi tendencialmente mais
elevada, em comparagdo com os demais. Este resultado pode ser atribuido a maior
diversidade funcional dos fungos micorrizicos arbusculares (AMF) associados as duas
espécies “Developer’, conferindo maior amplitude de resposta simbiética. A diversidade
de AMF pode contribuir para a promog¢éo de uma simbiose mais robusta, embora nem
sempre resulte em efeitos aditivos diretos no crescimento morfoldgico inicial (Alho et al.,
2015).

E ainda relevante considerar que o comprimento das raizes foi inferior nos tratamentos
mais micorrizados (LHU e LSHU). Tal fenédmeno, longe de ser negativo, estd em linha
com a teoria ecoldgica da micorrizagao, que afirma que a planta, ao estabelecer uma
relacdo simbidtica eficaz, reduz o investimento energético na expanséo do sistema
radicular, beneficiando da rede de hifas para a absor¢céo de agua e nutrientes (Brito et
al., 2008). Esta redistribuicao de recursos internos pode explicar o maior vigor

observado em outros parametros fisioldgicos, como o teor de clorofila e o PI.

Os dados fisiologicos complementam esta analise. O parametro Fv/Fm, que reflete a
eficiéncia maxima do fotossistema Il (PSll), manteve-se proximo de 0,83 nos
tratamentos com “Developer’ e ERM intacto, o que ¢é indicativo de plantas em condigao
saudavel, sem sinais de stresse fisioldgico relevante. Ja os valores de Pl situaram-se
na faixa de 5 a 15, considerada 6tima para plantas com boa performance fotossintética,

confirmando a influéncia benéfica da micorrizagao sobre o metabolismo fotossintético.
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Outro aspeto importante foi o teor de clorofila (CCl), particularmente elevado em LHU,
atingindo valores na faixa ideal de 20—35 unidades para folhas medianas em eucaliptos
jovens. Este valor reflete uma elevada atividade fotossintética e uma adequada nutrigcdo
azotada, refor¢cando a eficiéncia do sistema simbidtico estabelecido neste tratamento.
Por comparacéo, os valores mais baixos de CCI nos tratamentos com solo perturbado
(LHD e LSHD) indicam uma menor eficiéncia fisioldgica, demonstrando que a destruicdo

da ERM comprometeu o potencial simbiético.

Finalmente, embora os efeitos no crescimento morfoldgico total (altura, peso seco total)
ainda ndo sejam estatisticamente significativos entre os tratamentos, observa-se uma
tendéncia clara de melhoria fisiolégica nos tratamentos micorrizados. Esta tendéncia
sugere que os beneficios da micorrizagdo se manifestam primeiro ao nivel funcional,
como ja indicado por Rietveld (1989), e apenas posteriormente se traduzem em
diferencas visiveis em termos de crescimento estrutural. Assim, o tempo limitado de
crescimento (3 meses) pode nao ter sido suficiente para que estas vantagens se
refletissem plenamente em parametros biométricos, reforcando a necessidade de

continuidade do ensaio.

Conclusao:

O presente estudo confirma que a estratégia de micorrizagado precoce com plantas
“Developer’, associada a manutengdo do ERM, tem um impacto significativo na
colonizagao radicular e na qualidade fisioldgica das plantas de Eucalyptus globulus. Os
resultados foram, de forma geral, coerentes com as expectativas iniciais, demonstrando
que a presengca de uma rede fungica continua e funcional pode acelerar o

estabelecimento da simbiose e potenciar beneficios fisioldgicos relevantes.

O tratamento LHU (com Lolium multiflorum apenas e ERM preservada) revelou-se o
mais promissor em termos de eficiéncia simbiotica, promovendo a maior taxa de
colonizagdo micorrizica, maior peso fresco da raiz e teor 6timo de clorofila. Estes
indicadores apontam para um sistema radicular funcionalmente mais ativo, capaz de
sustentar uma maior capacidade de absorgao e metabolismo fotossintético, mesmo com
menor comprimento de raiz. Este resultado reforga a eficiéncia da micorrizagdo como
ferramenta para reduzir a dependéncia das plantas de estratégias morfoldgicas

extensivas, substituindo-as por mecanismos fisioldgicos mais eficientes.

O tratamento LSHU (mistura de Lolium e Serradela), embora ligeiramente inferior em
alguns aspetos morfolégicos, destacou-se pela maior altura das plantas e indice PI

superior, sugerindo um beneficio mais acentuado sobre o crescimento vegetativo inicial

30



e a performance fotossintética. Tal comportamento pode estar relacionado com a
diversidade funcional de AMF promovida pela combinagédo de plantas “Developer’, o
que sugere que a composi¢cao da comunidade simbidtica influéncia diretamente o tipo

de beneficio observado na planta hospedeira.

A redugdo do comprimento da raiz em ambos os tratamentos com ERM intacta reforca
a hipoétese de que a micorrizacao eficiente permite a planta otimizar os seus recursos,
reduzindo o investimento energético em crescimento radicular extensivo e canalizando-
0 para processos mais estratégicos, como a produgado de biomassa aérea e a atividade
fotossintética. Adicionalmente, os valores 6timos de Fv/Fm (0,83) e de PI (entre 5 e 15)

validam o bom estado fisiolégico das plantas micorrizadas.

Apesar dos beneficios observados, salienta-se que as diferencas entre tratamentos
ainda sdo, em alguns parametros, apenas tendéncias. Esta limitacdo €, em parte,
atribuida ao curto periodo de duracdo do ensaio (3 meses), que podera ter sido
insuficiente para que os efeitos fisiologicos se refletissem em diferencas morfolégicas
significativas. Assim, recomenda-se a continuagdo do ensaio por um periodo mais
prolongado, de forma a avaliar o impacto da micorrizagdo no longo prazo,
nomeadamente apds o transplante para campo, onde o stresse hidrico e nutricional é

maior.

Em suma, os resultados aqui apresentados suportam a inclusdao da micorrizagao
precoce como uma pratica viavel, ecolégica e sustentavel nos viveiros florestais,
contribuindo para a produgédo de mudas mais resilientes, com maior eficiéncia fisioldgica

e potencial de adaptacado a ambientes adversos.
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