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Resumo

Apresenta-se uma breve retrospectiva dos estudos de micorriza-
cao in vitro e ex vitro de plantas de castanheiro micropropagadas e ger-
minantes e os efeitos fisiologicos e quimicos da micorrizagdo. Pretende-
se ainda perspectivar os estudos em vias de desenvolvimento no domi-
nio da micorrizacao, dos mecanismos e sinais de associagao raiz-fungo e
dos efeitos comparativos com associagdes patogénicas do castanheiro.
Estudos de biodiversidade de macrofungos associados ao castanheiro e
a aplicacé@o de fungos nativos em programas de micorrizagao controlada
serao também apresentados.

Palavras chave: Castanea sativa Mill., castanheiro, Pisolithus
tinctorius, micorrizas, micropropagagao, inoculagao.

Abstract

A general retrospective of the studies of in vitro and ex vitro
mycorrhization of chestnut tree micropropagated plants and seedlings are
shown. Physiological and chemical effects of mycorrhization are also
referred. We intend to perspective the developing studies of chestnut
mycorrhization in terms of mechanisms and signals of root-fungus asso-
ciation and of the comparative effects with chestnut pathogenic associa-
tions. Biodiversity studies of macrofungi associated with chestnut eco-
systems and the use of native fungi in mycorrhizal inoculations are also
presented.

Key words: Castanea sativa Mill., chestnut tree, Pisolithus tincto-
rius, mycorrhizas, micropropagation, inoculation.

Introdugao

O castanheiro, Castanea sativa Mill. & uma espécie agro-florestal
de grande importéancia econémica em Portugal, quer pela produgao de
fruto quer de madeira, sendo a sua cultura conhecida desde o tempo dos
Romanos.

A maioria das espécies vegetais possui micorrizas, associagoes
mutualistas altamente evoluidas entre fungos do solo e raizes de plantas.
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As simbioses acompanharam a evolugdo da biosfera, sendo um dos
casos de cooperagao entre genomas de organismos diferentes. As micor-
rizas constituem as infecgbes fungicas mais frequentes: todas as
Gimnospérmicas, 83% das dicotiledéneas e 79% das monocotiledéneas
sao micorrizicas.

A simbiose fornece nutrientes minerais a planta hospedeira e o
fungo obtém compostos de carbono, que contribuem de forma conside-
ravel para a biomassa do solo. O aumento da disponibilidade de nutrien-
tes minerais, da resisténcia a agentes patogénicos e da tolerancia a
metais pesados e a secura, sao algumas das vantagens especificas des-
tas associagoes.

C. sativa, tal como a maioria das espécies, estabelece micorrizas
com numerosas espécies de fungos. Problemas conhecidos de sobrevi-
véncia e de produgao de plantas de castanheiro levaram ao inicio de pro-
gramas de propagagao in vitro e ao estudo da melhoria das condicdes de
aclimatagao através da micorrizagao controlada. Os trabalhos prossegui-
ram com o estudo da micorrizagdo controlada de castanheiro, nos seus
aspectos fisiolégicos e quimicos, quer em condigdes in vitro, quer ex
vitro.

Plantas de C. sativa e o fungo Pisolithus tinctorius foram produzi-
dos in vitro. Avaliaram-se parametros de crescimento, teores de alguns
nutrientes minerais, teores em proteina, quantidades relativas e evolugéo
da compartimentacao de fosfatos por 3'P-RMN, actividades de algumas
enzimas (SOD, APX, GR, PO, PPO, lacase, PAL e ?-glucosidase).

Ao longo de trés anos, a micorrizagao de germinantes ex vitro per-
mitiu quantificar e avaliar as taxas de germinacao e crescimento, os teo-
res de azoto e fosforo total e as taxas de sobrevivéncia a aclimatacao.

Fazemos uma breve retrospectiva dos estudos de micorrizagéo Jjn
vitro e ex vitro de plantas de castanheiro micropropagadas_e germinan-
tes realizados, assim como dos efeitos desta nos seus aspectos fisiologi-
cos e quimicos. Pretende-se ainda perspectivar os estudos em vias de
desenvolvimento no dominio da micorrizacao, dos mecanismos e sinais
de associagéo e dos efeitos comparativos com associacdes patogénicas
da mesma espécie. Questdes ligadas a biodiversidade de macrofungos
associados ao castanheiro e & aplicagdo de fungos nativos em programas
de micorrizagao controlada serdo ainda abordados.

Propagacao de castanheiro

A multiplicagéo de castanheiro constitui um problema quando se
trata de variedades de produgéo de fruto. As plantas para producao de
madeira sao obtidas exclusivamente por via seminal. As dificuldades de
multiplicagdo vegetativa desta espécie (recalcitrancia no enraizamento
de estacas) e uma grande sensibilidade das variedades de plantas pro-
dutoras de fruto as doengas transmitidas por microrganismos do solo, faz
com que elas tenham de ser enxertadas numa planta porta enxerto que

apresente um bom sistema radicular e apresente melhor resisténcia a
essas doengas (Breisch et al. 1995).

A castanha resultante da reproducao sexuada entre dois genétipos
quase sempre desconhecidos leva a uma elevada heterozigotia respon-
savel por uma heterogeneidade, nao previsivel, das populagdes obtidas
por germinagao da semente. A dificuldade em inferir as caracteristicas
silvicolas e/ou agricolas das plantas obtidas levou a um enorme investi-
mento na multiplicacao vegetativa da espécie.

Do ponto de vista pratico, a propagagao por semente implica a
recolha das sementes, a conservagao no frio, a estratificacdo durante o
Inverno, a sementeira em Margo ou Abril e a manutengéo dos germinan-
tes em viveiro até terem dimensdo que permita a enxertia (um a dois
anos). As vantagens desta técnica s@o a sua simplicidade e o baixo
custo, sendo vérios os inconvenientes: Problemas de conservagao da
semente; a grande heterogeneidade das plantas obtidas, que obriga a
uma triagem antes da utilizagcao; a sensibilidade a tinta, das plantas de
C. sativa.

A propagacao por via seminal de C. sativa, sensivel a Phytophtora
levou ao crescente desenvolvimento de hibridos de C. sativa com espé-
cies resistentes. Por serem resistentes, as espécies C. crenata e C. mol-
lissima, revelaram-se importantes para a produgéo de hibridos (C. sativa
x C. crenata; C. sativa x C. mollissima). Estes hibridos podem ser utiliza-
dos em programas florestais. A sua utilizagdo como porta enxerto para
variedades produtoras de fruto apresenta problemas de incompatibilida-
de a enxertia e de adaptacdo edafocliméatica (Breisch et al. 1995).

A multiplicacdo vegetativa de porta enxertos ou de variedades
produtoras directas & efectuada recorrendo a trés tipos de técnicas: a
mergulhia com amontoa de rebentos de touga, a estacaria de material
semi-lenhoso e a micropropagagéo (Breisch et al. 1995).

As dificuldades de enraizamento do castanheiro devem-se, entre
outros factores, a existéncia de dois inibidores, um de crescimento e um
de enraizamento (Vieitez et al. 1986). Qualquer das técnicas de enraiza-
mento de estacas tem, por consequéncia, uma baixa taxa de sucesso, a
excepgao de material hibrido, no qual essa inibicéo parece ser mais facil-
mente ultrapassada.

Varias tentativas tém sido feitas no sentido da obter e clonar varie-
dades resistentes as doengas da tinta e do cancro. A micropropagagéao
conta-se entre as que melhor podem permitir atingir este objectivo.

O castanheiro foi uma das primeiras espécies lénhosas a ser usada
para iniciar culturas in vitro. Jacquiot (1947) comegou a cultura de teci-
do cambial de arvores adultas, e obteve a formacgao de tecido indiferen-
ciado (calli) (Vieitez et al. 1986).

A micropropagacac de plantas do género Caslanea, tem sido
objecto de numerosos trabalhos quer utilizando material juvenil (Vieitez
et al. 1975; 1978 a, b 1981, 1983, 1986; Vieitez & Vieitez 1980, 1983;
Biondi et al. 1981; Rodriguez 1982; San José et al. 1984, 2001, Chévre
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et al. 1983, Strullu et al. 1986; Mullins 1987) quer utilizando material
adulto (Biondi et al. 1981; Feijo 1989, Martins et al. 1996).

A micropropagacao do castanheiro compreende varias fases
(Fig 1): estabelecimento em cultura dos clones seleccionados pelas suas
caracteristicas silvicolas e/ou agronémicas (nao apresentada na figura);
a) multiplicagéo das microestacas; b) alongamento dos enlrends e endu-
recimento do caule; c) e d) enraizamento; e) aclimatagao com inocula-
¢ao micorrizica; f) e g) aclimatagao a condigdes ex-vitro.

Os problemas de enraizamento, frequentemente encontrados tam-
bém nas plantas multiplicadas in vitro sdo, por vezes, acompanhados de
dificuldades de aclimatagao (Martins 1992, Martins et al. 1996). Tais pro-
blemas devem-se a baixa funcionalidade do sistema radicular ou ao
pequeno tamanho das plantas enraizadas que necessitam de um longo
processo de aclimatagao até poderem passar para o campo (Breisch et
al. 1995). Apesar destes constrangimentos, a micropropagagao de
alguns clones esta em curso, e o recurso a micorrizagao, tem vindo a per-
mitir aumentar significativamente a taxa de sucesso na aclimatagao das
plantas micropropagadas, evidenciando os aspectos promissores desta
técnica de propagacao vegetativa com espécies consideradas dificeis
como o castanheiro (Martins et al. 1996).

Figura 1 - Fases da micropropagacao de castanheiro: a) fase de multiplicagao;
b) fase de alongamento dos entrends; c) e d) fase de enraizamento e) fase de
micorrizagao; f) fase de pré-aclimatagéo e micorrizagao; g) fase de aclimatagao
(Adaptado de Martins et al. 1996).

O transplante e adaptacao de plantas micropropagadas as condi-
¢oes de viveiro ou campo € uma fase critica da técnica de cultura in vitro.
Esta etapa do processo de micropropagagao, designada por atempa-
mento, compromete a sobrevivéncia de plantas frageis produzidas em
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meios de cultura estéreis. O stresse ambiental que as plantas sofrem, ao
sair dos contentores de cultura in vitro é devido nao so6, ao ja referido,
pobre desenvolvimento radicular mas também a auséncia de cuticula
responsavel por uma elevada perda de agua foliar que as torna mais sen-
siveis ao ataque por agentes patogénicos. O objectivo fundamental do
atempamento é a aclimatagao das plantas as condigdes naturais, com as
maiores taxas de sobrevivéncia possivel. A formagao de um sistema radi-
cular funcional e a criacao de uma microflora rizosférica benéfica sao fac-
tores importantes para esse aumento da sobrevivéncia (Guerrero et al.
1996). Castanea sativa Mill., 2 semelhanga da maioria das espécies, €
micorrizica, sendo conhecida a sua associag@o a numerosas espécies de
fungos.

A inoculacao de fungos micorrizicos pode contribuir para o esta-
belecimento de uma comunidade microbiana na rizosfera no mormento
do transplante de um substrato estéril (in vitro) para outro ndo estéril
(viveiro ou campo), contribuindo para ultrapassar o conhecido bloqueio
de crescimento apical que as plantas micropropagadas sofrem quando
transferidas para condigdes ex vitro, devido a falta de fitorreguladores
exdgenos, que &, directa ou indirectamente, equilibrada pela presenga de
fungos micorrizicos (Guerrero et al. 1996).

A capacidade das micorrizas aumentarem a tolerancia ao stresse
hidrico pode aumentar a scbrevivéncia das plantas ao processo de acli-
matacao, viabilizando o processo de micropropagagao (Duddridge et al.
1980, Boyd et al. 1986, Meyer 1987, Feil et al. 1988, Marx & Cordell
1989, Dosskey et al. 1991, Guehl et al. 1992, Garbaye & Churin 1997,
Mushin & Zwiazek 2002, Shi et al. 2002). Também o aumento da resis-
téncia a agentes patogénicos é referenciado para a micorrizagao de plan-
tas (Marx 1969, 1974, Marx & Davey 1969 a, b, Azevedo 1973, Perrin &
Garbaye 1983, Perrin 1985, Vrot & Grente 1985, Duchesne et al. 1988a,
b, Mayer 1988, Kope & Fortin 1990, Stenstrém et al. 1997, Ursic et al.
1997).

A micorrizagao in vitro foi induzida em germinantes e em plantas
micropropagadas de C. sativa obtidas a partir de material adulto (Fig. 2)
. Foram testadas quatro espécies de fungos micorrizicos: Amanita mus-
caria, Laccaria laccata, Piloderma croceum e Pisolithus tinctorius (Martins
1992, Martins et al. 1996, 1997).

Dos fungos em ensaio apenas P. tinctorius foi capaz de estabele-
cer uma associagéo estavel com C. sativa (Fig. 2). L. laccala e A. mus-
caria formaram um manto em, respectivamente, 20% e 10% das raizes
secundarias das plantas. Contudo o crescimento apical nao foi acompa-
nhado pela associagdo fungica em L. laccata e A. muscaria nao apre-
sentou capacidade para formar rede de Hartig em muitas das raizes que
exibiam manto visivel. Piloderma croceum nao estabeleceu micorrizagao
com as raizes de C. sativa apesar de se ter verificado ramificagéo dicot6-
mica dessas raizes (Martins 1992, Martins et al. 1996).
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Fig. 2 — Micorrizas de castanheiro com Pisolithus tinctorius
(a) e (b) - Imagens de raizes micorrizadas in vitro observadas a lupa,

(¢) a (f) - Fotografias de micorrizas em microscopia optica com contraste
interferencial de Nomarski. (e) — Raiz com alongamento transversal obliquo das
células epidérmicas entre as quais se encontra a rede de Hartig. (d)

e (f) - O manto observa-se a branco (d) e destacado das células epidérmicas

(). (Adaptado de Martins 1992, Martins et al. 1996).

A aclimatacao de plantas micorrizadas foi comparada com a de
plantas testemunha, em termos de sobrevivéncia e de crescimento
(Martins et al. 1996). Foram ainda determinados alguns parametros fisio-
légicos, como o teor de pigmentos fotossintéticos e de proteinas, as taxas
respiratérias e fotossintéticas, o ponto de compensagéo do CO, e a acti-
vidade de algumas enzimas do metabolismo fotossintético (RubisCO e
PEPcarboxilase) (Martins et al. 1997). Os resultados obtidos indicam que
a micorrizacao com P, tinctorius aumenta o crescimento e a produtivida-
de de plantas de castanheiro germinantes e micropropagadas, facilitan-
do ainda o processo de aclimatagdo das plantas micropropagadas
(Martins et al. 1996, 1997).

Em ensaios ulteriores, plantas micropropagadas de Caslanea sati-
va foram transferidas para caixas de Petri, previamente inoculadas com
o fungo micorrizico Pisolithus tinctorius, apés enraizamento in vitro.
O processo de micorrizagéo foi monitorizado em intervalos regulares no
sentido de avaliar a formacdo do manto e rede de Hartig assim como o
crescimento das plantas em termos de altura, didmetro a nivel do colo,
comprimento da maior raiz e comprimento total das plantas e ainda de
pesos fresco e seco até aos 90 dias. As taxas de crescimento por unida-
de de tempo (Ax/At) e relativas (TCR) foram determinadas de modo a
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avaliar o efeito da micorrizacédo nas taxas de crescimento das plantas
independentemente do seu tamanho e/ou peso iniciais (Martins, 2004).

As raizes das plantas apresentam hifas aderentes a sua superficie
24 horas apés a transferéncia das plantas para as caixas com meio. Aos
20 dias ja se observa um manto estruturado e uma rede de Hartig em for-
magao, ainda que sem alteracao da morfologia das células epidérmicas.
Aos trinta dias a rede de Hartig encontra-se bem desenvolvida e com
alongamento das células epidérmicas. As plantas micorrizadas apresen-
tam taxas de crescimento em altura e diametro a nivel do colo mais ele-
vados do que as plantas nao micorrizadas a partir dos 50 dias de con-
tacto raiz - fungo. O comprimento da maior raiz & superior em plantas
nao micorrizadas a partir dos 40 dias. Os pesos fresco e seco de plantas
micorrizadas séao mais elevados a partir dos 30 dias. As taxas de cresci-
mento das plantas micorrizadas de castanheiro estao de acordo com o
desenvolvimento morfolégico das estruturas micorrizicas observadas em
cada um dos tempos de micorrizagao. O estabelecimento da simbiose
pressupde a formacdo de um manto e de uma rede de Hartig que ja se
encontravam bem desenvolvidos aos 30 dias quando se verificam dife-
rencas de peso fresco e seco entre plantas micorrizadas e nao micorriza-
das (Martins, 2004).

Em conclusdo, podemos dizer que, em condigoes in vitro, a
micorrizagdo comeca a manifestar os seus efeitos, nomeadamente no
crescimento das plantas, a partir dos 20 dias. Aumenta as taxas de cres-
cimento em termos de pesos fresco e seco e em altura e diametro a nivel
do colo, diminuindo o crescimento da maior raiz das plantas micorriza-
das (Martins, 2004). '

Nutricao mineral

Os efeitos positivos das associagdes ectomicorrizicas sdo nume-
rosos, contando-se o aumento da disponibilidade de nutrientes minerais
como o mais importante. A nutricdo de plantas pode ser definida como
o conjunto de interacgdes que a planta estabelece com elementos quimi-
cos e compostos disponiveis, quer na planta, quer na sua interface com
o ambiente externo. Os beneficios nutricionais tém sido, tradicionalmen-
te, atribuidos ao efeito quantitativo do micélio extrarradicular na absor-
¢ao de nutrientes em solugao no solo (Smith & Read 1997). ). A rede de
hifas interligadas, ou os seus agregados, constituem o6rgaos especializa-
dos, os rizomorfos. Estes formam um compartimento supracelular res-
ponsavel pelo transporte de nutrientes desde os locais de absorcao, até
aos locais de utilizag@o e transferéncia (Chalot et al. 2002).

No sentido de proceder aos estudos de nutrigao, produziram-se
plantas de C. sativa por micropropagacao e o fungo micorrizico
Pisolithus tinctorius por cultura in vitro em meio solido e liquido. A micor-
rizagao foi induzida num sistema axénico, em caixa de Petri, no qual os
simbiontes foram postos em contacto, apos um periodo de crescimento
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inicial do fungo no meio de cultura. O desenvolvimento da micorrizagao
e das plantas foi acompanhado desde o primeiro dia de contacto planta-
fungo, até aos 90 dias, tendo sido avaliados, em plantas micorrizadas
(M), ndo micorrizadas (NM) e fungo, ao longo do processo de micorriza-
¢do, os teores dos seguintes nutrientes minerais: 1) azoto (total, aménio
e nitratos); 2) fosforo (total, orgénico e inorganico); 3) potassio; 4) cal-
cio; 5) magnésio; 6) ferro; 7) manganésio; 8) cobre; 9) zinco; 10) sédio;
e ainda 11) teores de proteina e 12) quantificagéo relativa e evolugéo da
compartimentagao de fosfatos, em raizes de plantas M, NM e no fungo,
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, 3'P-RMN (Martins
et al. 1999, Martins, 2004).

Nos resultados obtidos em plantas micropropagadas de C. sativa
micorrizadas in vitro com P. tinctorius verificdmos que a micorrizagao
influéncia de forma determinante a nutricao mineral das plantas, ainda
que de forma diversa entre os diferentes minerais analisados e a partir de
tempos diferentes de micorrizagao. Assim podemos dizer que em termos
de nutricdo mineral as micorrizas de castanheiro com Pt aumentam a
absorgédo de: N, sobretudo na forma de NH#*, aumentando ainda os teo-
res de proteina; P (Pi e POrg) analisados quimicamente e monitorizados
por 1P RMN; K; Ca; Mg e Na. Relativamente a nutrientes como o Fe e o
Cu, observa-se uma alteracdo dos teores desses nutrientes, nalguns dos
érgaos e/ou em alguns dos tempos de ensaio. Nao se observa qualquer
alteragdo na nutricao de Zn e a nutricdo de Mn é diminuida nas plantas
micorrizadas. Além das diferengas nos teores de nutrientes minerais,
observaram-se ainda diferengas na distribuigao relativa de alguns deles
pelos érgéos das plantas. Os teores de proteina sdo sempre superiores
em plantas M (Martins, 2004).

A quantificagao relativa e compartimentagao de fosfatos no fungo
e raizes das plantas revelou que: os espectros de 3'P-RMN do fungo, quer
em cultura pura, quer em co-cultura com as plantas, mostram a-presen-
ca de ressonancias devidas a uma reserva de ortofosfato vacuolar (Pi) e
a uma reserva de polifosfatos (Poli-P). Nos espectros de raizes nao
micorrizadas observa-se apenas uma ressonancia devida a fosfato inor-
ganico enquanto nas raizes micorrizadas ocorrem também polifosfatos
(-22.3 ppm), resultantes da presenca de fungo (Martins et al. 1999,
Martins, 2004).

Actividades enzimaticas

A evolugdo dos organismos aerdbios deu lugar a um paradoxo,
pois a grande vantagem adaptativa conferida pela produgéo de maiores
quantidades de energia, leva simultaneamente & formacéo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS) que ao serem libertadas, se nao forem rapi-
damente eliminadas, causam importantes danos nas células (Scandalios
1997a, b). Os mecanismos antioxidantes enzimaticos sdo constituidos
por enzimas com a capacidade de remover, neutralizar ou eliminar radi-
cais livres (SOD, CAT, APX, GR entre outros).
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Dentre os agentes de stresse biético contam-se os fungos patogé-
nicos, capazes de, apds infecgao, despoletar a activacdo ou sintese de
novo de enzimas nas plantas infectadas. Nas plantas, a redugao da inva-
sd@o de um agente patogénico verifica-se, com frequéncia, através da
morte das células em redor do local da infecgao. Esta morte é, provavel-
mente, provocada pelas ROS formadas na sequéncia da infeccao
(Wojtaszek 1997, Lamb & Dixon 1997, Bestwick et al. 1998). Os fungos
micorrizicos e o processo de associagao simbidtica obrigam a uma inte-
racgdo raiz - fungo, até agora ndo esclarecida relativamente ao meca-
nismo de reconhecimento dos parceiros simbiéticos e da interacgao, ou
do momento a partir do qual ela é reconhecida como tal.

O conhecimento de que uma das respostas fisiolégicas ao stresse
biético consiste no aumento da actividade de um conjunto de enzimas do
stresse oxidativo (SOD, APX, GR, PO), na produgao de compostos com
actividade antimicrobiana (fendis, quinonas, fitoalexinas) e a activacdo
de enzimas que catalisam as reacgdes de produgdo de compostos que
funcionam como barreiras quimicas ou fisicas (PPO, lacase, PAL e ?-glu-
cosidase) ) (Scandalios 1993, Prasad & Rengek 1998, Shigeoka et al.
2002) levou a avaliagao das actividades destas enzimas ao longo do pro-
cesso de micorrizagao. As lenhinas cuja sintese é regulada pela PO, laca-
se e PAL entre outras, foram também avaliadas em plantas micorrizadas
e nao micorrizadas de castanheiro com o fungo Pisolithus tinctorius.

Os resultados obtidos mostram que nao existem diferencas nas
actividades enzimaticas da SOD, APX e GR entre raizes de plantas M e
NM, pelo que podemos inferir que 0 mecanismo de reconhecimento dos
fungos micorrizicos pelas plantas hospedeiras nao corresponde a uma
resposta a um stresse biético semelhante ao que ocorre em relagées de
tipo patogénico.

As actividades da PO e PPO por outro lado revelam um decrésci-
mo em raizes e parte aérea das plantas M, que confirma as diferencas de
resposta a presenga de fungos micorrizicos e patogénicos. A supressao
especifica das actividades das PO e PPO sugere que o simbionte fingico
€ capaz de influenciar a reacgdo de defesa do hospedeiro em situagdes
de simbiose micorrizica.

A PAL, a ?-glucosidade e a lacase, por outro lado, apresentam
actividades, respectivamente, acrescidas nas duas primeiras e seme-
Ihantes na terceira, entre raizes de plantas M e NM, podendo os aumen-
tos das primeiras corresponder a actividade do fungo presente nas raizes,
o qual apresenta também elevadas actividades relativas das mesmas.
O papel destas enzimas na sintese de lenhinas e outros compostos da via
dos fenilpropanéides e na activagao dos derivados glicosilados de fitor-
reguladores e de fendis permitem-nos dizer que os fungos micorrizicos
sdo capazes de influenciar o metabolismo das plantas hospedeiras ao
nivel das fungdes destes compostos. O aumento dos teores de lenhina
em plantas M de castanheiro é expressao dessa influéncia, carecendo de
investigagao futura que possibilite a explicagao dos mecanismos de inte-
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racgao planta-fungo. Um melhor esclarecimento passa pela monitoriza-
c@o das mesmas enzimas para tempos inferiores a 24 h, no sentido de
verificar se a resposta ao contacto raiz-fungo passa, em algum momen-
to, por mecanismos de tipo oxidativo que os parceiros controlam em
tempos ulteriores ao reconhecimento.

Ensaios de contacto raiz-fungo para tempos de 1h, 3h, 5h, 10h e
24h mostram que existem efectivamente diferengas entre os niveis de
H,O, em raizes em contacto com fungo e sem contacto com o fungo.
Apos 1h verificava-se um aumento dos niveis daquele composto em rai-
zes em contacto com o fungo, com diminuigéo ulterior. Os mecanismos
subjacentes a esta dinamica de producao - inactivagao de H,0O, sao
objecto de estudo neste momento.

Ensaios de micorrizagdo de germinantes de Castanea sativa
em estufa e viveiro: sobrevivéncia a aclimatagdo e taxas de
crescimento

Frank (1894) demonstrou, pela primeira vez, a necessidade de
micorrizagao de espécies florestais. Arvores de muitas espécies incluin-
do da familia Pinaceae nao se desenvolvem normalmente se nao tiverem
micorrizas. Projectos de reflorestagdo com espécies ectomicorrizicas
falham inevitavelmente na auséncia de micorrizas funcionais (Marx et al.
1991). A micorrizacéo controlada das espécies florestais leva ao estabe-
lecimento da associagao, na estufa ou viveiro, de raizes de plantas jovens
com estirpes flingicas micorrizicas (Le Tacon et al. 1997). A formagéao de
micorrizas em germinantes de espécies florestais no viveiro pode melho-
rar as condigoes fisiolégicas desses germinantes e as suas capacidades
de adaptagdo e crescimento apés transplante (Marx et al. 1991). Apés
transferéncia para o campo, as micorrizas asseguram uma melhor sobre-
vivéncia, um melhor crescimento ou mesmo uma maior resisténcia das
plantas a agentes patogénicos (Le Tacon et al. 1997).

Os primeiros ensaios de micorrizagao controlada em estufas flo-
restais foram realizados na segunda década do século XX, na Australia.
Apos estes trabalhos tém tido lugar muitos outros em varios paises dife-
rentes (Franga, Estados Unidos da América, Espanha, Canada, China e
Filipinas entre outros) (Le Tacon et al. 1997).

A maioria dos trabalhos de inoculagac controlada de fungos
micorrizicos baseia-se em duas premissas (Marx et al. 1991): (1) é pre-
ferivel o estabelecimento de uma micorriza com as raizes de um germi-
nante ou de uma estaca, com um qualquer fungo, do que a nao existén-
cia de micorrizas; (2) algumas espécies de fungos ectomicorrizicos sao
mais benéficas do que outras para determinadas condigées ambientais.
Os fungos mais utilizados em programas de inoculagéo sao Pisolithus
tinctorius e Laccaria bicolor. Estes fungos tém sido produzidos em larga
escala para aplicagdo em programas de reflorestagao.
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Existem diversas razoes para proceder a inoculagao de fungos
micorrizicos num viveiro de produgao de plantas florestais. A desinfecgao
total ou parcial dos solos das estufas e/ou dos viveiros florestais realiza-
se para eliminar agentes patogénicos que atacam os germinantes ou que
provocam necroses radiculares. Esta desinfecg@o, em numerosos casos,
destroi os fungos micorrizicos levando a dificuldades de sobrevivéncia e
crescimento dos germinantes ali produzidos. A reconstituicao do com-
plexo ectomicorrizico apés desinfecgao do solo/substrato é lenta e faz-se
de forma aleatéria. Nestas circunstancias, a heterogeneidade de fungos
que naturalmente se instalam, leva a respostas diversas pelas plantas,
quer em termos de sobrevivéncia, quer em termos de crescimento duran-
te o primeiro ano de vida. Nestas circunstéancias, é desejavel a inocula-
¢ao micorrizica (Le Tacon et al. 1997). Nos Estados Unidos, 95% dos
substratos e solos das estufas e dos viveiros florestais sdo desinfectados
antes da sementeira. A inoculagao de fungos micorrizicos tornou-se uma
pratica comum sendo, actualmente, realizada em grande escala. Em
1990, no Sudoeste dos Estados (nidos, dez milhdes de sementes de
pinheiro (1+0) foram inoculadas artificialmente com Pisolithus tinctorius.
Em 1996 este nimero subiu para dezoito milhdes (Marx 1997 comuni-
cagao pessoal) atingindo dois mil milhdes em 2000 (Lakhanpal 2000).

A baixa eficiéncia do inéculo disponivel nos solos e substratos de
viveiros e estufas pode ser motivo para se proceder a uma inoculagao
controlada (Grove & Maljczuk 1994). Telephora terrestris € uma espécie
micorrizica com grande capacidade para se desenvolver e produzir car-
poforos em solos sujeitos a manipulacao e desinfecgao como os de estu-
fas e viveiros. Esta espécie é conhecida pela sua elevada tolerancia a
substratos com estas caracteristica mas é, frequentemente, considerado
como um fungo contaminante, uma vez que confere uma baixa vanta-
gem as plantas com que se associa em termos de sobrevivéncia ou cres-
cimento. A incidéncia de fungos como T. lerrestris pode ser diminuida
com a inoculagao de espécies mais eficientes (Grove & Maljczuk 1994).

P. tinctorius tem diferentes caracteristicas que o tornam adequado
para aplicagdo em programas de inoculagdo controlada: (1) € um fungo
com uma vasta distribuicdo geografica e que coloniza uma vasta gama
de hospedeiros; (2) apresenta tolerancia a numerosos stresses ambien-
tais (temperatura, baixa fertilidade p. ex.); (3) pode ser facilmente pro-
pagado em laboratério numa variedade de meios sélidos e liquidos; (4) a
cor das suas hifas (amarelo - dourado — mostarda) facilita a detecgao e
quantificagao de ectomicorrizas nas raizes das plantas; (5) produz abun-
dantes corddes de hifas extramatriciais quer em cultura pura quer nas rai-
zes, podendo, desta forma, aumentar a eficiéncia da absorgao de nutrien-
tes e agua; (6) os carpéforos de P, tinctorius sao facilmente identificados
sem observagéo microscopica, porque os esporos castanho-amarelados
produzidos em compartimentos (peridiolos) sdo uma caracteristica
unica. Este fungo tem um numero de hospedeiros superior a 50 e, em
condigoes naturais, conhecem-se associagoes com outras 25 espécies.
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Foi relatada a sua ocorréncia em 33 paises. Além de existir em locais
com condigdes adversas, foi encontrado em areas urbanas, pomares,
diferentes habitats florestais e, ocasionalmente, em viveiros (Marx et al.
1984, 1991). A sua ocorréncia em povoamentos de castanheiro no nor-
deste transmontano esta inventariada, sendo mesmo relatada a sua
importancia etnomicolégica local, dado que eram usados para tingir 1a e
tém a designagao local de “pintGes”.

Na sequéncia de anteriores trabalhos de micorrizacao de plantas
de castanheiro (Castanea sativa), iniciamos um trabalho de produgao de
inéculo micorrizico tendente a realizagao de inoculagbes em estufa e
viveiro, para avaliag@o do efeito da micorrizagao em condigdes de terre-
no. Para o efeito, iniciou-se um projecto de Conséreio, no sentido de pro-
duzir inéculo micorrizico e micorrizar germinantes de castanheiro em
estufa, com ulterior transferéncia para o viveiro da Empresa. O efeito da
aplicagao de inéculo micorrizico na sementeira foi avaliado em termos
das taxas de germinagao, da sobrevivéncia e do crescimento ao longo do
processo de germinacao e aclimatagao (Fig. 3).

A inoculagdo do fungo no substrato néo influenciou as taxas de
germinagao. A germinagao deu-se segundo um padrao idéntico quer em
substrato inoculado quer nao inoculado, uma vez que mais de 75% das
sementes se encontravam germinadas aos 10 dias em qualquer dos anos
de ensaio, e as restantes germinaram nos 20 dias seguintes. O cresci-
mento das plantas é influenciado pela micorrizagao, sobretudo no que se
refere a relagao altura/didametro a nivel do colo, evidenciando, nestas
plantas, maior robustez, ou seja um maior engrossamento dos caules
comparativamente com as nao inoculadas. A inoculagao do substrato na
sementeira revelou-se mais favorével ao crescimento das plantas do que
a inoculagéo do fungo quando da plantagéo (Fig. 3). Em termos de peso
fresco e seco, a micorrizagéo influencia a relagao peso seco/peso fresco
das plantas (Ps/Pf). As diferengas nas relagoes Ps/Pf entre plantas micor-
rizadas e ndo micorrizadas revelam uma maior produtividade (expressa
em maior massa seca por unidade de massa fresca) em plantas micorri-
zadas. As plantas micorrizadas instaladas em viveiro infectado com
Phytophtora cinnamomi apresentam maior sobrevivéncia do que as nao
micorrizadas. O uso da inoculacao de P, tinctorius como ferramenta bio-
l6gica para aumentar a sobrevivéncia e crescimento das plantas em solos
pobres e em locais degradados tinha ja sido sugerido por Marx et al.
(1984, 1991). Os resultados de sobrevivéncia de plantas M em solos
contaminados revelam que as micorrizas podem ser utilizadas como fer-
ramenta biologica para ultrapassar estes problemas de contaminacgao.
O aumento de sobrevivéncia que, geralmente, justifica o interesse eco-
némico da inoculagdo micorrizica (Kropp & Langlois 1990, Kuek 1994)
parece poder também aplicar-se a micorrizagao de plantas de castanhei-
ro, desde que se evitem os constrangimentos metodologicos que dimi-
nuem a eficacia da micorrizagao.
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Fig. 3 - Estratificagao (a, b), sementeira (c), germinagao (d, e)
e desenvolvimento de germinantes de castanheiro (f)
em condig¢des controladas (Martins - Estufas da Escola Superior Agraria
de Braganca — Projecto PRAXIS MESOCASMIC).

Estudos em curso e perspectivas futuras

As perspectivas de trabalho no ambito da propagagéao e micorri-
zagao controlada de castanheiro passam pela inventariagao das espécies
de cogumelos que ocorrem nos povoamentos (Martins et al. 2002).
Neste sentido, tem vindo a ser desenvolvido o projecto AGRO 689, do
qual se apresentam os resultados referentes a primeira época de colhei-
ta nas figuras 4 e 5.

Ao longo da época de amostragem de 2004, no souto foram ape-
nas colhidas oito espécies, pertencentes a cinco géneros, sendo os mais
representados Inocybe e Tricholoma. As espécies que surgiram em maior
quantidade (expressa em numero de carpéforos encontrados) foram
Inocybe geophylla, Inocybe flocculosa e Hebeloma crustuliniforme.

Quanto aos grupos funcionais, no souto surge uma clara domi-
nancia dos macrofungos micorrizicos (Figura 4).

Nao micorrizicos
13%

Micorrizicos
87%

Fig. 4 - Percentagem de espécies de macrofungos micorrizicos € nao
micorrizicos, do total colhido no souto, durante o periodo de amostragem.
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Verificou-se um aumento substancial do nimero de espécies
durante o més de Novembro, para depois decair o valor no més de
Dezembro (Figura 5).
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Fig. 5 — Nimero de espécies encontradas no souto durante o periodo de amostragem.

O nimero de carpéforos colhidos, durante o periodo de amostra-
gem, teve um crescimento gradual, atingindo valores elevados no final do
més de Novembro (dia 25), data a partir da qual se registou um decrés-
cimo do seu numero (Figura 6).

A producéo de carpoforos registada no souto ficou aquém do espe-
rado, uma vez que trabalhos anteriormente desenvolvidos (Meireles,
1997; Barrote, 1998, Estevinho, 1998; Martins et al., 2002; Baptista et al.,
2003a, b) tém vindo a demonstrar que, associada a este habitate, existe
uma grande biodiversidade macrofiingica. As condi¢oes climaticas do ano
de 2004, com precipitagdes muito abaixo das normais para a época do
ano e temperaturas inicialmente elevadas (Outubro/ meados de
MNovembro) e muito baixas a partir dai, podem estar na origem destes
resultados. O trabalho de amostragem prolongar-se-a por mais dois anos,
nos periodos de Primavera e Outono, pelo que estes resultados apresen-
tam, além de um caracter atipico, uma natureza meramente preliminar.
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Fig. 6 — Namero total de carpéforos colhidos no souto durante o periodo de amostragem.
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O trabalho associado a este Projecto (Projecto AGRO 689
“Demonstragdo do papel dos macrofungos na vertente agronémica, econo-
mica e ambiental no Nordeste Transmontano. Aplicagao a producao de plan-
tas de castanheiro, pinheiro e carvalho”) passa ainda pelo isolamento dos
fungos micorrizicos autéctones, producdo de micélio e teste de eficiéncia de
micorrizagao in vitro, para avaliacdo da possibilidade de aplicagdo em vivei-
ro. Pretende-se ainda continuar os estudos de reconhecimento dos mecanis-
mos de associagdo simbiética e estabelecer comparagéo com os mecanis-
mos de infecgao planta - patdgeno radicular no sistema castanheiro.
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