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Resumo

As especies florestais, nomeadamente as pertencentes ao género
Pinus sp., estdao normalmente dependentes da simbiose micorrizica para
o seu desenvolvimento.

Foi objectivo deste trabalho estudar a capacidade do fungo ecto-
micorrizico, Pisolithus tinctorius formar ectomicorrizas com germinantes
de Pinus pinaster, em condicées in vilro, e avaliar o efeito da micprriz_av
cao no crescimento das plantulas. Durante o processo de micorrizacao
évalioufse o desenvolvimento de estruturas micorrizicas, manto e rede de
Hartig. Avaliou-se igualmente o efeito da micorrizagao nas taxas de crejs-
cimento das plantas, pela determinacéo de pesos frescos e secos, ao fim
de 90 dias de inoculacao.

Os resultados aqui apresentados revelam que o fungo apr.es:entqu
capacidade de formacao de estruturas micorrizicas, em condlt;oes. 1f1
vitro. Apos 10 dias de inoculacao & possivel observar um manto e o ini-
cio do desenvolvimento da rede de Hartig. Para os tempos do presente
estudo, nao se registaram diferencas significativas, em termos de peso
fresco e seco, entre plantas inoculadas e nao inoculadas.

Palavras-chave: Pinus pinaster, Pisolithus linctorius, micorrizagao
in vitro, estudo histologico

Abstract

Forestry species, namely species belonging genus Pim._zs, .are ngr-
mally dependent on the establishment of mycorrhizal symbiosis for its
development.

The present work intends to study the capacity of the ec_tomy?orr—
hizal fungus, Pisolithus linclorius to establish symbiosis with Pinus pinas-
ter roots, under in vitro conditions, and to evaluate its effect in the growth
of plants. The mycorrhizal process was monitored at regular time periods
in order to evaluate the mantle and Hartig net formation. The growth rates
of mycorrhizal and nonmycorrhizal plants, in terms of fresh and dry
weights, were also determined after 90 days of inoculation..

(nder in vitro conditions F. tinclorius showed capacity to develo-
ped mycorrhizal structures. After 10 days a mantle can be observed and

a Hartig net is forming. For the times under study, no significant differen-
ces were found between mycorrhizal and nonmycorrhizal plants in terms
of fresh and dry weigths.

Key-words: Pinus pinaster, Pisolithus tinctorius, in vilro mycorrhi-
zation, histological study

Introducao

Nas Gltimas décadas, tem-se assistido a um aumento da pratica
da micorrizacao controlada de espécies florestais, verificando-se uma
procura crescente de plantas inoculadas junto de viveiros florestajs.

O efeito benéfico da micorrizacéo traduz-se no aumento da sobre-
vivéncia das plantas no momento da transplantagao para local definitivo,
na sua resisténcia a condigées de campo desfavoraveis e no aumento da
producao vegetal, devido & maior disponibilidade de agua e nutrientes.
Contudo, os estudos de micorrizacdo, efectuados em pinheiro bravo
(Pinus pinaster), sdo escassos em relacao aos de outras especies flores-
tais. Estes baseiam-se essencialmente na descricdo morfolégica de
micorrizas que surgem em condicdes naturais (Garcia, 1998) e no desen-
volvimento de técnicas de producdo de micélio fungico, para ulterior apli-
cagao em micorrizagao controlada no viveiro (Garbaye, 1991). As espe-
cies fungicas, normalmente utilizadas nesta pratica, sao diversificadas.
destacando-se Pisolithus tinctorius, Scleroderma citrinum, Suillus grantt-
latus, Amanila phalloides e Hebeloma cylindrosporum, por terem
demonstrado aptidao para formar micorrizas e por permitiremn uma
melhoria das condigoes fisioldgicas das plantas hospedeiras em condi-
¢oes de viveiro (in Quinteiro, 2005).

Em Portugal, sdo poucos os estudos efectuados ao nivel da
micorrizacao de . pinaster e seus efeitos na planta hospedeira. A dimi-
nuigao das areas florestadas por P pinaster a que se tem vindo a assis-
tir nos ultimos anos, e o crescente interesse por parte dos viveiristas flo-
restais pela utilizacao da pratica de micorrizacao, tem fomentado a rea-
lizacao de estudos nesta area. O trabalho aqui apresentado pretende
avaliar os efeitos desta associacao ao nivel do crescimento de plantulas
de P, pinaster, quando micorrizadas com Pisolithus tinctorius. Neste sen-
tido, acompanhou-se o processo de micorrizacdo in vitro destas plantu-
las, e estudou-se: i) o desenvolvimento das estruturas micorrizicas
(manto e rede de Hartig), por observacao esteromicroscopica e micros-
copica e ii) o efeito da micorrizacao nas taxas de crescimento das plan-
tulas, pela determinacao de pesos frescos e secos, ao fim de 90 dias de
inoculacao.

Os resultados aqui apresentados poderdo contribuir para esclare-
cer a importancia da utilizacao de fungos micorrizicos em inoculagoes
controladas em viveiros ou florestacoes, permitindo dar uma resposta
mais eficaz as necessidades actuais de mercado de especies florestais
para plantagao.
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Material e métodos

Material vegetal

As sementes de P, pinaster, foram postas a germinar em placas de
Petri (14 cm de diametro), contendo meio Melin-Norkans modificado
(MMN) e incompleto (sem casaminoacidos e extracto de malte). Todo
este processo decorreu em condigoes de assepsia, em camara de fluxo
laminar.

A desinfeccao das sementes foi efectuada em lixivia comercial,
durante 30 minutos, seguida pela passagem em agua destilada estéril.
Ulteriormente foram imersas em agua oxigenada, a 3% (v/v), durante 10
minutos, seguida novamente por trés lavagens em agua destilada esteril.

As placas de Petri, com 4 sementes cada, foram mantidas no
escuro, em condicoes ambientais controladas (25 °C), tendo al perma-
necido durante 1 més sem qualquer intervencao, até ocorrer germinagao
e desenvolvimento da parte aérea. Ao fim do tempo referido anterior-
mente estas plantulas foram utilizadas para os ensaios de micorrizagao.

Cultura de fungos micorrizicos

O fungo micorrizico utilizado foi Pisolithus tinctorius, dada a larga
gama de hospedeiros com que consegue associar-se € ainda por se tra-
tar de um fungo pioneiro na sucessao micorrizica.

As culturas axénicas do fungo P, tinclorius foram mantidas em cai-
xas de Petri contendo meio MMN modificado (Martins, 2004). A sub-cul-
tura do fungo efectuou-se com intervalos de trés semanas, sendo esta
realizada por transferéncia de 4 inoculos de 0,8 cm de diametro retirados
da regiao periférica das culturas em crescimento activo e colocados
sobre meio de cultura fresco. A incubacao das culturas de fungo foi feita
no escuro, a uma temperatura de 23 - 25 °C.

Micorrizacao in vitro

A inoculacao micorrizica foi realizada em placas de Petri, contendo
germinantes cuja raiz apresentava um comprimento meédio de 4 cm, em
condicoes de assepsia, na camara de fluxo laminar. Perto da raiz de cada
germinante foi colocado um inéeulo de fungo P tinctorius com 0,2 cm de
diametro, retirado da regiao periférica das culturas em crescimento activo.

As placas de Petri foram envoltas em papel de aluminio na zona
radicular das plantas e foram postas, em posi¢ao vertical, em condigoes
ambientais controladas (fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa
de 100 pE m” s, temperaturas de 25 °C durante o dia e 19 °C durante a
noite), tendo ai permanecido durante o processo de micorrizagao. Foram
testadas 30 germinantes por ensaio.

Como controlo destes ensaios utilizaram-se germinantes que
foram sujeitos as mesmas condi¢ées, mas que nao foram inoculadas
com qualquer fungo.
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Observacao do estado de micorrizagao das raizes

O desenvolvimento dos germinantes foi observado ao longo de
45 dias apos inoculagao. A monitorizacdo das raizes foi realizada
macroscopicamente, a lupa e ao microscopio. A observacao esteromi-
croscopica foi realizada, numa lupa binocular Nikon SMZ-U, com
maquina fotografica incorporada (Nikon FX-35DX). A observacao
microscopica das raizes foi realizada em secgdes transversais, feitas a
mao, de material fresco, branqueado com hipoclorito de sodio 0,5%
(cloro activo). Os cortes foram observados e fotografados em diferentes
ampliagées num microscopio optico Leitz laborlux 12.

Determinacao dos pesos frescos e secos

Os pesos secos e frescos das plantas micorrizadas e nao micorri-
zadas foi determinado, na parte aérea e na parte radicular para plantas
com 90 dias de micorrizagao. O material fresco foi pesado e posto a
secar a 60 °C. Apos 48h de secagem efectuou-se a sua pesagem e deter-
minou-se a relagao entre o peso seco e o peso fresco. A relagao entre os
pesos secos e frescos de plantas micorrizadas e nao micorrizadas foram
também determinados.

Resultados

Observacao do estado de micorrizacao das plantas

Ao fim de dez dias de inoculagao foi possivel observar que as rai-
zes contactavam com o micélio, e nalguns casos, apresentavam mesmo
adesao de hifas a sua superficie (Estampa 1 e 2). Depois do primeiro
contacto com o fungo, verificou-se que a taxa de ramificacao de raizes
micorrizadas era superior as das plantas controlo (sem fungo) (Estampa
1 e 2). Nas raizes nao micorrizadas foi possivel observar a formagaao de
pélos radiculares, o que nao ocorreu nas raizes micorrizadas. Ao fim dos
30 dias de inoculagdo o sistema radicular das plantas encontrava-se
totalmente envolvido pelo micélio do fungo (Estampa | e 2).

Estampa 1 - Observacao macroscopica de germinantes de £, pinaster 6, 10 e
30 dias apds inoculagao com P tinctorius (coluna da esquerda) e A. muscaria
(coluna da direita). Apresentam-se igualmente germinantes de P pinaster,
sem fungo, que constituiu a testemunha do ensaio (controlo).
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6 dias 10 dias 30 dias Controlo
10 dias 30 dias 45 dias Controlo

Estampa 2 — Observacao esteromicroscopica de germinantes de £ pinaster 10,
30 e 45 dias apos inoculagao com A. muscaria (coluna da esquerda)

e P linclorius (coluna da direita). Apresentam-se igualmente germinantes
de P pinasler, sem fungo, que constituiu a testemunha do ensaio (controlo).
Ao fim dos 10 dias de inoculacao, observa-se o contacto entre o micélio
¢ o sistema radicular das plantulas. Ao fim de 30 e 45 dias de'inoculacao
o sistema radicular das plantulas encontra-se totalmente envolvido pelo
micélio. Nas plantulas controlo abserva-se a formagao de pélos radiculares que
naa ocorrem nas raizes micorrizadas (setas a cheio).

A observacao microscopica das raizes inoculadas com P Linc-
liius, ao longo do processo de micorrizacao, mostra que a formacao
do manto e da rede de Hartig se inicia apos 10 dias de contacto raiz-
-fungo (Estampa 3). Ao fim dos 30 dias de inoculacao as estruturas
micorrizicas encontram-se bem desenvolvidas, apresentando um
manto com uma espessura superior € uma rede de Hartig peri-epider-

mica multiseriada.

Estampa 3 - Seccoes transversais de raizes de P pinaster 10 e 30 dias apos
inoculacao com A. muscaria (coluna da esquerda) e P, linclorius (coluna da
direita). Apresenta-se igualmente um corte transversal de raiz de P. pinaster nao
inoculado, que constituiu a testemunha do ensaio {(controlo). Ampliacao 400¥.
a) Apos os 10 dias de inoculacao, em ambos os sistemas micorrizicos foram
observadas estruturas micorrizicas, manto (m) e rede de Hartig (seta a cheio)
emn inicio de desenvolvimento. b) Ao fim dos 30 dias de inoculagao, observa-se
urn manto e uma rede de Hartig com uma espessura superior nas raizes
inoculadas com P tinctorius face as inoculadas com A. muscaria.

Parametro de crescimento

Os resultados obtidos em termos de Pf e Ps da parte aérea e radi-
cular das plantas inoculadas de P. pinaster em relacao as nao inoculadas,
mostram que, apesar de nao se verificarem diferencas significativas ao fim
de 90 dias, as plantas micorrizadas apresentam valores mais altos de Pf e
Ps da parte aérea e valores mais baixos da parte radicular (Quadro 1).

As relagoes Ps/Pf da parte radicular e da parte aérea de plantas
micorrizadas e nao micorrizadas, nao apresentaram diferencas significa-
tivas ao fim dos 90 dias de contacto raiz-fungo. Contudo, verificou-se
que esta relacao, apesar de nao ser estatisticamente diferente, era supe-
rior em plantas inoculadas com P. tinclorius comparativamente as plan-
tas controlo (sem fungo). No que respeita aos resultados da parte radi-
cular, porém, sao as plantas controlo as que apresentam mais baixas
relacoes Ps/Pf.

Discussao e conclusoes

A metodologia de micorrizacao de germinantes de P pinaster, uti-
lizada neste trabalho, mostrou-se adequada aos propositos do mesmo.
Ao fim de 10 dias, o micélio de F. tinctorius tinha atingido as raizes das
plantulas, e ao fim dos 30 dias o sistema radicular encontrava-se total-
mente envolvido pelo micélio. A capacidade de crescimente de P tinclo-
rius confirma a sua conhecida capacidade para micorrizacao em condi-
¢oes in vitro, posto que, com o seu desenvolvimento, alinge rapidamente
as raizes das plantas e inicia o processo de associacao.

Foi possivel observar um manto fingico e rede de Hartig que, tal
como referem Smith & Read (1997) nao ultrapassam as células corticais.
A auséncia de pélos radiculares é outra caracteristica morfologica obser-
vada nas raizes micorrizadas (Martins, 2004). Pelo contrario, nas plantas
nao inoculadas estes apareciam abundantemente.

Em relagao aos Pf e Ps obtidos ao fim de 90 dias em partes aéreas
e radiculares de plantas micorrizadas e nao micorrizadas de F. pinaster,
podemos dizer que, tendo em conta que se trata de uma espécie florestal,
os resultados ao fim de 90 dias indiciam crescimentos diferenciais da parte
aérea e radicular, como anteriormente verificado para outras especies
(Martins, 2004). Verificou-se que a parte aérea da planta é positivamente
influenciada pela micorrizagao, acontecendo o oposto em relagao a parte
radicular. Tal efeito, tem frequentemente sido considerado come uma
melhoria fisiologica da planta que, investindo menos energia na parte radi-
cular, consegue, por via da associagao com o fungo micorrizico, explorar
volumes de solo acrescidos, aumentando deste modo a assimilacao de
nutrientes e agua para a planta. Nas plantas de P pinaster micorrizadas
com P tinctorius verificou-se, nao s6, uma alteracao morfelogica do sis-
tema radicular, mas também Pf e Ps inferiores aos de plantas controlo.

As relacoes Ps/Pf determinadas na parte aérea e radicular de plan-
tas micorrizadas e testemunha, ao fim de 90 dias de inoculacao, nao
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ontudo, os valores foram ligeira-
as com P, tinctorius.

Os resultados preliminares obtidos nos ensaios de micorrizagao in
vitro de P. pinaster com F. tinctorius mostram que, & semelhanca do que

apresentaram diferencas significativas, ¢
mente superiores em plantas micorrizad

se verificou com outras associagoes simbiéticas, ocorrem alteragoes
morfolégicas e fisiologicas nas plantas micorrizadas, resultando, fre-
quentemente, num acréscimo de biomassa. A repeticao dos ensaios in
vitro e ex vitro, com quantificacao dos parametros para 0s mesmos tem-
pos de ensaio, estao em Curso no sentido de avaliar as potenciais vanta-
gens da micorrizagao prévia de plantas de P. pinaster.
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Resumo

A Presente comunicagao relata os primeiros resultados visando
o conhecimento de intoxicacées com macrofungos (micetismos) no
Alto Alentejo, e as suas causas. Como ponto de partida estudaram-se
casos classificados como micetismos nos registos do Servico d
Urgencia)do Hospital do Espirito Santo de Evora. Com base noi rc:-3
cessos c‘llnicos, determinaram-se provisoriamente possiveis sindro&es
Fje 1r3tc3xnca;a‘:o, o que teve de complementar-se com a realizagdo de
u:lquentos jl.fnt.o dos individuos atingidos, nos quais se procurou identi-
fl?ar as espécies consumidas e registar outras ocorréncias de intoxica-
¢do com macrofungos, tal como identificar potenciais informadores
A'smm: puderam confirmar-se, esclarecer-se, ou mesmo corrigir-se osl
d!agnosticos baseados nos processos clinicos. A maioria das ocorrén
cias anali§adas esteve associada ao consumo de Amanila ponderosé
Mal. 8 HEIFE'I, e manifestou-se frequentemente com o sindrome faloide
Efsla 1ng¢§Fao concon:ﬂtante de A. verna (Bull.:Fr.)Lamark. Os inquéri-1
. IE:rCrrnc:;Lr:;;:-ambem documentar os habitos de apanha e consumo

4 .Palavras-chavef Micetismo, intoxicacdes, sindromes micofagicos
manita ponderosa, silarca, Alentejo, etnomicologia ‘

Summary

The present communication reports on the first results aiming at
the kngwledge on poisoning with macrofungi in Alto Alentejo, and the
res;?ectnfe causes. As starting point, cases classified as this tyy;e of poi-
soning, in the Emergency Service of the Espirito Santo Hospital (Evora)
a_rchlves, were studied. Based on the clinical files, provisional determina-
tions of possible intoxication syndromes were made, and then comple-
me_ntecfl by enquiries with the patients, from which an identification ofpthe
poisoning species was attempted, along with the recording of similar
occurrences and possible informants. The diagnoses based on the clini-
cal files could thus be confirmed, clarified or even corrected. Most of th
analysed occurrences were associated with the consumpt]on- of Amanitz
ponderosa Mal. & Heim and generally produced the phalloid syndrome
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