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Anabela Martins

Wlicorrizacdo in vitro

de plantas micropropagadas
de castanheiro

(Castanea sativa Mill)

Resumo

A cultura de Castanea sativa Mill, nas zonas temperadas
assume uma grande importéncia, quer pela producao de castanha, quer
pela de madeira. A micropropagagao afigura-se como uma boa técnica
de propagagdo vegetativa, uma vez que as técnicas convencionais se
revelam muito dificeis com esta espécie. A aclimatagiio de plantas
micropropagadas € normalmente, um problema que pode ser minimizado
com a micorrizagio das raizes dessas plantas.

A micorrizagdo in virro fol induzida em germinantes e em
plantas micropropagadas de Castanea sativa Mill, obtidas a partir de
darvores adultas, pelo método de Feij6 (1989), e mantidas em cultura
durante cinco semanas apds a indugfo de enraizamento.

Foram testadas quatro espécies de fungos micorrizicos:
Amanita muscaria, Laccaria laceata, Piloderma croceum e Pisolithus
tinctorius.

Os castanheiros foram mantidos em contacto com o fungo,
sob condigdes axénicas, em substrato de Sphagnum, Perlite e meio
MMN modificado, segundo duas metodologias: inoculagdo simultinea
de fungo e plantas e inoculacio prévia dos substratos com cada um dos
fungos.

Dos fungosemensaio, s6 P. tinctorius foi capaz de estabelecer
umaassociagioestivelcom C. sativa. L. laccatae A. muscaria formaram
um manto em cerca de 209% ¢ 10% de raizes laterais, respectivamente.

EDICAG DO INSTITUTO POLITECMICO DE BRAGANGA - 1997




Anabela Martins

Contudo, em L. laccata, o crescimento apical nio foi acompanhado pela
associagio flngica e A. muscaria nio apresentou capacidade para
formar rede de Hartig em muitas das raizes que exibiam manto.
Piloderma croceum nio foi capaz de estabelecer micorTizacio com as
raizes de C. sativa Mill., apesar de se ter verificado ramificacio
dicotémica dessas raizes.

O processo de micorrizagio foi acompanhado por
estereomicroscopia, microscopia dptica e electrénica.

Os pardmetros fisiolégicos e resultados de aclimatagio em
plantas micropropagadas de C. sativa Mill., foram realizados em
plantas micorrizadas com P, tinctorius, por ter sido este o fungo que se
revelou mais eficaz na micorrizacio

A aclimatacio de plantas micorrizadas foi comparada com a
de plantas testemunha, em termos de sobrevivéncia e de crescimento
(altura e drea foliar). Foram ainda determinados os parimetros
fisiolégicos, como teor de pigmentos fotossintéticos e de proteinas,
taxas fotossintéticas e respiratorias e actividade da RuBisCO. Os
valores desses parimetros obtidos para as plantas micorrizadas indicam
que amicorrizagio aumenta o crescimento e a produtividade, facilitando
ainda o processo de aclimatacio das plantas micropropagadas de
Castanea sativa Mill.
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Abstract

Castanea sativa Mill. is a very important species in temperate
regions due to the production of chestnuts and wood. Micropropagation
seems to be a very good technique for vegetative propagation, since
conventional techniques are very difficult to use with this species,
Weaning of rooted micropropagated plants is a major problem that can
be minimized if these plants are mycorrhizal.

In vitro mycorrhization was induced on micropropagated
plants of C. sativa Mill. obtained from adult trees following the method
described by Feij6 (1989), and maintained in culture for five weeks after
root induction.

Four different species of mycorrhizal fungi were tested:
Amanita muscaria, Laccaria laccata, Piloderma croceumand Pisolithus
tinctoris.

The chesnut plants were maintained in contact with the fungi
under axenic conditions using a substrate of Sphagnum, Perlite and a
modified MMN medium using two different methods: simultaneous
inoculation of fungus and plants or previous inoculation of substrates
with the fungus.

From the fungi tested only P. tincrorius established a stable
association with C. sativa. L. laccata and A. muscaria formed a mantle
around 20% and 10% of lateral roots respectively. However the apex
growth was not followed by the fungal association. P. croceum was not
able to establish mycorrhization with chestnut roots in spite of the
dichotomous root branching that has been induced.

The mycorrhizal process was followed by stereomicroscopy
and also by light and electron microscopy.

The physiological data as well as the weaning process of
chestnut micropropagated plants concern the experiments with P.
tinctorins mycorrhization.

The weaning process of mycorrhizal plants was compared
with control ones in terms of survival and growth parameters (height and
leaf area). Physiological parameters such as pigments and total protein
contents, photosynthetic and respiratory rates and RuBisCO activity
were also determined.

The results obtained for those parameters in mycorrhized
plants indicate that mycorrhization increases growth and productivity
and facilitates the weaning proccess of micropropagated plants.






I - Introducao

1 - O Castanheiro

Castanea sativa Miller, o castanheiro europeu, € uma das
espécies do género Castanea que, com os géneros Castagnopsis, Fagus
e Quercus, constitui a familia das Fagaceae. Ao género Castanea,
pertencem ainda outras espécies de elevado valor econémico como, C.
dentata Borkh (castanheiro americano), C. mollissima Blume (casta-
nheiro chinés) e C. crenata Sieb e Zuce. (castanheiro japonés), além de
outros com valor econémico inferior ou menos conhecido como: C.
henryi Rehd e Wils, C. seguinii Dode, C. davidii, (provenientes da
China), C. pumila Miller, C. ashei, C. paucispina, C. alnifolia, C.
floridana Ashe e C. ozarkensis (provenientes do continente americano).
Apresentam porte varidvel incluindo o arbustivo (C. davidii, C. paucis-
pina, C. alnifolia), até aos 25-35 metros (C. dentata, C. henryi, C. sativa)
(Bergougnoux & Verlhac, 1978).

O castanheiro existe na Europa desde o final da era Mesoz6i-
ca, ou mais seguramente desde a era Cenozoéica, €poca em que se deu a
sua expansdo (in Maia, 1988). Estudos Paleoboténicos, fazem referén-
cia a folhas fésseis idénticas as do castanheiro, do ponto de vista de
nervura e recorte, tendo sido ainda identificados pdlens que remontari-
am a épocas anteriores iis iltimas glaciacdes (Bergougnoux & Verlhac,
1978). A implantacio de C. sariva Mill. na Europa € tio longinqua, que
é dificil distinguir os povoamentos de origem espontanea dos de origem
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cultural, importados de Leste ¢ que cresceram de alguma forma no
estado selvagem (Bergougnoux & Verlhac, 1978).

Os primeiros indicios da existéncia de castanheiro em Portu-
gal, remontam ao Miocénio. C. sativa Mill., por seu lado, é cultivadano
nosso Pais desde o tempo dos Romanos, aparecendo nas dreas naturais
do carvalho negral e do carvalho roble, oriunda da regiio mediterranica
ortental. Referéncias a sua presenca, aparecem ja em inquiricoes nos
anos de 1220 e 1258, em plena idade média (Dicionario da Histéria de
Portugal in Maia, 1988).

A distribuiciio europeia do castanheiro, faz-se actualmente na
Bacia Norte do Mediterrineo, com especial incidéncia em Portugal,
Espanha, Franga, Italia, Grécia, Turquia e Jugoslavia (Bergougnoux &
Verlhac, 1978; Oliveira & Alves, [987).

A cultura do castanheiro em Portugal estd disseminada por
todo o Pais, mas principalmente em Trds-os-Montes e Beira-Alta. A
area total ronda os 30 000 ha (Loureiro, 1991). Hd ainda algumas
manchas delimitadas no Fundao, Portalegre, Monchique e Alcobaga
(Monteiro Alves, 1988).

Em Portugal, o castanheiro tem uma larga distribuicio, apa-
recendo como areas de distribuicio natural de C. sariva Mill., a Terra
Fria de Tras-os-Montes, o Minho, Beira Baixa e asregioes de Portalegre
e Monchique, ocorrendo a Norte do paralelo 39”7 N, na drea de expansio
de Quercus robur e Quercus pyrenaica (in Maia, 1988).

A refer€ncia a importincia do castanheiro, quer como produ-
tor de fruto, quer de madeira, é tio vasta, quanto € vasta a referénciaaos
problemas que esta espécie tem tido ao longo do tempo. A doencga da
tinta causada por fungos do género Phytophtora, fez enormes devasta-
coes de soutos e castingails desde finais do século XIX, havendo
conhecimento da existéncia de outras graves crises em Itilia, nos
séculos XVIe XVIIL, que se suspeita pederem ter sido caunsadas também
pela doenga da tinta (Bergougnoux & Verlhac, 1978).

A doenca da tinta € descrita em Portugal, como tendo apare-
cido no Minho, em 1838, passando ao Distrito de Braganga, cerca do ano
de 1900 (in Maia, 1988). O problema causado pela Phytophtora, foi
abordado em 1945 por Vieira da Natividade, e mais tarde em 1961 por
Fernandes, que nfo sé tiveram a preocupacio de fazer o levantamento
da situagfio no Pais, como ainda de elaborar um plano tendente 4 sua
resolucdo (in Maia, 1988).

O aparecimento ulterior do cancro de castanheiro, provocado
por fungos do género Endothia, (importado juntamente com os casta-
nheiros asidticos e responsdvel pelo quase desaparecimento do casta-
nheiro americano, C. denrata), veio agravar os problemas da cultura do
castanheiro. Na Europa, foi detectada a sua presenca em Itdlia (cerca de
1950), e depois na Suiga, Franca e Espanha (Vieitez et al., 1986), nio
tendo Portugal ficado alheio, uma vez que também nos nossos Soutos
surge jaeste problema. Depois do desaparecimento quase total (95%) do
castanheiro nos Estados Unidos (C. dentata), a producido mundial de




Micorrizagiio in vitro de plantas micropropagadas de castanheiro ... 17

fruto é essencialmente de origem europeia (Bergougnoux & Verlhac,
1978).

Virias tentativas tém sido feitas no sentido da obtencio e
clonagem de variedades resistentes as doengas referidas. A existéncia
de espécies resistentes, pertencentes a0 mesmo género, tem despertado
o interesse de muitos investigadores, para a criacdo de hibridos entre
elas (C. sativa x C. crenata; C. sativa x C. mollissima), pois os hibridos
sfio resistentes as doengas, o que nio acontece com C. safiva. Bstes
hibridos, no entanto, tém problemas de adaptagio edafoclimatica.

A importincia de trabalhos com esta espécie florestal estd
patente nas palavras de Maia (1988): “Reconhecidaa implantagdo da C.
sativa Mill, em Portugal, ¢, muito em especial, na Terra Fria Transmon-
tana: considerando as dreas disponiveis a serem arborizadas com esta
espécie, mais de 53921 ha, de acordo com o estudo do Grupo Coorde-
nador do Projecto Florestal Portugués (1986); considerando ainda a
importincia que representa nos campos ambiental, social, econémico,
agronémico e florestal, impde-se que os problemas suscitados pela sua
cultura sejam abordadoes™.

2 - Micropropagacao

Conhecidas as dificuldades da multiplicacio vegetativa desta
espécie, por métodos tradicionais: dificuldade de enraizamento de
estacas, provocado segundo Vieitez et al. (1981) por dois inibidores (um
de crescimento e um de enraizamento, (Vieitez et al., 1986)); clevada
heterozigotia da semente, resultante do facto de se tratar de um género
protindrico, quase completamente autoestéril, com polinizagio anemo-
fila efou por vectores animais (Feijo, 1989), houve necessidade de
recorrer a métodos nio convencionais de propagagio, a cultura de
tecidos e orgiios in vitro.

A cultura de castanheiro in vitro, foi uma das primeiras a ser
tentada em espécies lenhosas. Com efeito, Jacquiot (1947) iniciou a
cultura de tecido cambial de drvores adultas, tendo tido como resposta
a formacdo de tecido indiferenciado (calli) (Vieitez ef al., 1986).

A micropropagagiio compreende trés fases: a) estabelecimen-
to das culturas, b) regeneragiio das plantas e ¢) trinsferéncia das plantas
de cultura para o solo (Bajaj, 1986). A regeneragfio in vitro pode ser 1)
directa, a partir de explantes como segmentos nodais, gemas, meriste-
mas e outros, e 2) indirecta, com formacio intermédia de callus.
Enquanto o primeiro método assegura a manutengio dos clones, o
segundo, resulta geralmente em variabilidade genética (Bajaj, 1986).

Sendo uma técnica de massificacio da propagacio de algu-
mas espécies, a micropropagagiio ¢ com frequénciadificil de realizar, no
caso das espécies florestais. Tecidos colhidos de drvores adultas, sendo
preferiveis aos de material juvenil (sementes e embrides), pois o
potencial genético para desenvolver as qualidades pretendidas sio jd
conhecidas (Bonga, 1987), sio também os de mais dificil implantacio
em cultura. Por esse motivo, Bonga (1987) recomenda que se usem



18

Anabela Martins

como explantes, os tecidos mais juvenis da drvore adulta seleccionada,
e que se eliminem os testemunhas de correlaciio dos tecidos circundan-
tes, usando o explante mais pequeno possivel.

A micropropagagio de plantas do género Castanea, tem vindo
a despertar interesse crescente, havendo numerosos trabalhos neste
dominio em matenal juvenil (Vieitez er al., 1975; 1978 a, b, 1981;
Vieitez & Vieitez, 1980, 1983; Biondi er al., 1981; Rodriguez, 1982;
San José et al., 1984; Chevre et al., 1983, Strullu ef al., 1986; Mullins,
1987) e também em material adulto (Biondi, 1981; Chauvinetal., 1988;
Feijo, 1989), embora nem sempre com sucesso. Os problemas de
enraizamento, frequentemente encontrados nas plantas obtidas in vitro,
sio ainda acrescidos com dificuldades de aclimataciio, devidas a baixa
funcionalidade do sistema radicular (Bonga. 1977; Flick et al., 1983).

Ultrapassadas com sucesso as primeiras dificuldades (im-
plantagio em cultura, multiplicacdo e enraizamento), (Feijo, 1989),
havia que obviar uma segunda, a aclimataciio das plantas micropropa-
gadas, de molde a reduzir as taxas de insucesso no processo de
aclimatagdo (Martins, 1992, Martins et al.,1996).

3 - Micorrizas

Asmicorrizas sio assoctacdes mutualisticas altamente evolu-
idas entre fungos do solo e raizes de plantas. Os parceiros desta
associagdio sdo membros do reino Fungi (Basidiomycetes, Ascomyce-
tes ¢ Zigomycetes) e a maioria das plantas vasculares (Brundrett et al.,
1996). Na literatura da especialidade, o termo simbiose € [requente-
mente utilizado para descrever estas relacdes mutualisticas altamente
interdependentes, nas quais a planta hospedeira recebe os nutrientes
minerais, enquanto o fungo obtém compostos carbonados de origem
fotossintética (Harley & Smith 1983; Harley, 1989; Brundrett et al
1996; Smith & Read, 1997).

E cada vez mais reconhecido que a associagio simbidtica ao
nivel dos organismos mais complexos ¢ uma regra e nio uma excepgio.
Estes sistemas mutualistas simbidticos de cardcter benéfico, com uma
origem relativamente recente, tais como os existentes entre algas e
fungos, nos liquenes; planta e fungo nas micorrizas; algas e celentera-
dos, nos corais; e bactérias e angiospérmicas nos nodulos fixadores de
azoto, tém um papel particularmente mmportante nos ecossistemas
naturais, e alguns podem ser de enorme importincia também, nos
sistemas bioldgicos criados pelo Homem (Harley & Smith, 1983; Smith
& Read, 1997).

As primeiras descricoes de associacdes entre fungos e plantas,
devem-se a Fries (1832), que terd pela primeira vez reconhecido a
natureza fingica da camada envolvente das raizes de Monotropa
(Hatch, 1937 in Barroso, 1988); e a Reissek, que em 1847 se refere a
presenca de hifas no interior das células de algumas angiospérmicas, e
especificamente nas das Orchidaceae (in Harley & Smith, 1983). Em
1882, Kamienski descreve a associa¢do de Monotropa com fungos,
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referindo a formacio de uma camada de hifas envolvendo as raizes. Este
autor € o primeiro a afirmar que as substancias absorvidas pelaplantaa
partir do solo, tém necessariamente que passar pela camada de fungo
que envolve as raizes ( in Harley & Smith, 1983).

Porém. sé em 1885 terd sido dada por Frank (I1887), a
designagiio de micorriza destrutura radicular observadaemespécies dos
géneros Fagus, Quercus, Castanea, Pinus e Betula, formada por duas
componentes distintas: uma zona central, constituida pela raiz propria-
mente dita, e uma periférica, intimamente associada aquela, constituida
por hifas de fungo. Esta estrutura constituiria uma unidade funcional,
semelhante aum talo de liquene. Mais tarde, Frank (1887), verificou que
se formavam também micorrizas nas raizes de plantas, nas quais nio se
detectava a presenca de fungo, apresentando-se este disperso pelo
parénquima cortical da raiz (in Barroso, 1988; Smith & Read 1997).

Foram a partir de entao reconhecidos dois grupos distintos de
micorrizas: 1) Ectotréficas, nas quais o fungo se instala maioritaria-
mente no exterior da rafz, constituindo o manto, e nos espagos interce-
lulares constituindo a rede de Hartig e 2) Endotréficas, em que a
infecciio é predominantemente intracelular. Em 1969, Peyronel er al.
propuseram a substituigio destes nomes pelos de Ectomicorrizas e
Endomicorrizas substituindo o sufixo “-tréfico”, dadas as conotagoes
fisiolégicas que este sugeria, para uma classificagio que se referia
somente a aspectos morfoldgicos (in Barroso, 1988).

O grupo das ectomicorrizas, apresenta alguma uniformidade
estrutural. O grupo das endomicorrizas € muito diverso e inclui tipos
estrutural e funcionalmente diferentes. Entre as ectomicorrizas inicial-
mente identificadas por Frank, e as endomicorrizas formadas por fungos
superiores de hifas septadas, foram entretanto descobertos, tipos estru-
turalmente intermédios, como as ectendomicorrizas, que desenvolve-
ram uma bainha extracelular e a capacidade de penetragio inter- e
intracefular, Estes avancos no conhecimento dos virios tipos de micor-
rizas existentes, levaram 2 necessidade de criar uma nova classificagao
(Harley & Smith, 1983; Smith & Read 1997).

Sio conhecidos os problemas de implantagio de espécies
florestais exéticas em habitats onde niio existiam antes (Harley, 1986).
A taxa de inviabilidade de sementes de lenhosas em viveiro, € também
muito elevada, sendo ainda conhecido o acréscimo de viabilidade das
mesmas, em solos provenientes de regides onde existem implantadas
plantas da mesma espécie ou espécies afins. Este conhecimento, aliado
a0 conhecimento do estado de micorrizagiio da maioria das espécies
florestais em condicdes naturais, levou a pensar que a auséncia de
micorrizaciio, poderia ser, em qualquer destes casos, a causa dainadap-
tacio ou inviabilidade das plantas. Com efeito, a inoculacio de fungos
micorrizicos nos solos dos viveiros, ou dos terrenos paraimplantagio de
espécies exoticas, parece ser altamente favordvel ao acréscimo de
sucesso das fases referidas.

A micorrizagio aparece, deste modo, como uma situagio que
proporcionacondigdes mais favordveis ao desenvolvimento de algumas
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plantas. As plantas obtidas in vitro, possuindo um sistema radicular
frequentemente pouco funcional na absor¢do de dgua e nutrientes
(Bonga, 1977; Evans er al., 1983), poderiam numa primeira fase de
adaptagiio as condigdes ex-vitro ter a sua sobrevivéncia facilitada pela
associagdo precoce das suas raizes com um fun 2o micorrizico (Martins,
1992; Martins et al.,1996).

3.1 - Classiticagdo das Micorrizas

A classificaciio aqui apresentada, € a adoptada por Harley &
Smith (1983) e Smith & Read (1997). Segundo estes autores trata-se de
uma classificagdo que ndo pretende estabelecer relagdes morfofuncio-
nais entre os diferentes grupos de micorrizas, pois estas, na maioria dos
casos, nao sio suficientemente conhecidas, para que se possam usar
como caracteristica de classificacio. Classificacdes de micorrizas base-
adas em relagdes morfofuncionais foram propaostas por Lewis (1973,
1975) e por Read (1983) e correspondem também a apresentada no
quadro 1. Neste quadro sio ainda apresentadas algumas caracteristicas
de cada um dos grupos, assim como os taxa dos hospedeiros em que
ocorrem e o grupo de fungo que as constituem.

Quadro 1 — Classificaciio das micorrizas. As caracteristicas estruturais, refe-
rem-se ao estado de maturagiio ¢ ndo ao estado de desenvolvimento ou
senescéncia (Harley & Smith, 1983: Smith & Read, 1997,

Hin Rtawb, VisAb, Fwils Abudds  Maopids Orpidzs
seplados + + - + + + +
Fungos
aseptados (+) . + @ - = =
Hitas intracelulares - + + + + & 4
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Ectomicorrizas

O tipo ectomicorrizas foi o primeiro a ser descrito, dada a
maior facilidade de visualmente ser observada a sua presencga. As
primeiras descri¢oes destas micorrizas, no entanto, ndo foram inicial-
mente consideradas como wma assoclaciio com um fungo. Em 1840,
Hartig descreve pela primeira vez ectomicorrizas em Pinus, nilo reco-
nhecendo, no entanto, a natureza fingica do manto que considerou
como uma periderme persistente. A rede de hifas intercelulares obser-
vada, foi por ele interpretada como uma estrutura peculiar da parede
celular (Hartig, 1840 in Barroso, 1988).

A maioria das ectomicorrizas observadas, apareciam em
espécies florestais das familias Pinaceae, Betulaceae e Fagaceae,
ocorrendoem regioes temperadas do hemisfério norte. Sabe-se hoje que
também as plantas das regides tropicais e subtropicais apresentam
ectomicorrizas (Dudridge, 1980 /i Barroso, 1988), sobretudo em dreas
em que, por razdes edafoclimaticas, a actividade vegetativa se restringe
a um determinado periodo do ano. Outras familias de regides tropicais
humidas da Indo-Malasia, como a Dipterocarpaceae, apresentam mi-
corrizas em todas as suas especies (Harley & Smith, 1983).

As ectomicorrizas silo caracterizadas por: 1) uma bainha
fungica ou manto, que envolve a raiz incluindo o dpice, e 2) uma rede
de Hartig que ¢ um complexo de hifas que penetram através da
epiderme daraiz, e envolvem as células corticais. As hitas normalmente
nao penetram nas células. O manto tem uma espessura varidvel entre os
20 e os 100 pm, sendo a espessura mais frequente, da ordem dos 30-40
Lm, o que constitui 25-40% do peso seco da estrutura micorrizica
(Harley & Smith, 1983).

O manto pode apresentar-se liso e sem hifas de ligagdo ao solo,
ou profusamente ligado a hifas extra-radiculares que o ligam ao solo. As
raizes infectadas ndo apresentam pélos radiculares (Cooke, 1977 in
Barroso, [988), e apresentam em Pinus, ramificacdes dicotdmicas,
também descritas noutras espécies, podendo adquirir, por ramificacio
sucessiva, uma conformagio coraléide (Rancillac, 1983) ou piramidal.

As células epidérmicas e corticais mais externas das raizes
infectadas apresentam, frequentemente, um alongamento radial (alon-
gamento transversal obliquo), que confere a raiz um diametro superior
ao das raizes niio micorrizadas correspondentes . Segundo Clowes
(1951), este alongamento resulta do stress provocado pelo acréscimo de
calibre dos vasos xilémicos sem o concomitante crescimento do cértex
e da epiderme (in Harley & Smith, 1983).

As plantas que formam ectomicorrizas possuem, de um modo
geral, dois tipos de raizes: as que tém um ilimitado potencial de
crescimento (raizes longas), e as que possuem crescimento e tempos de
vida limitados (raizes curtas). Quando a maioria das raizes que formam
o sistema radicular, sdo ramificacdes laterais de crescimento limitado,
trata-se de um sistema heterorrizico (Harley & Smith, 1983). Todos os
dpices crescem durante um determinado periodo, e todos podem ser
infectados, de tal modo, que todo o sistema radicular € potencialmente
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micorrizico na maiora das espécies que formam ectomicorrizas. A
micorrizacio de raizes longas e curtas difere apenas no grau de micor-
rizacio (Harley & Smith, 1983), apesar de alguns autores, considerarem
a micorrizacio de raizes longas como um acontecimento excepcional
(in Barroso, 1988). Os dpices, completamente envolvidos porum manto
flingico, sdo infectados logo que emergem do cortex da raiz principal.
Sao habitualmente curtos, ndo possuem coifa, e continuam a crescer
lentamente, dando origem a um sistema de ramificagoes racemosas. Os
que, por outro lado, niio sdo completa e permanentemente envolvidos
por um manto flingico, ou que se mantém nao infectados, continuam o
seu crescimento activo, e sio os dpices responsdveis pelo crescimento
radicular, ou podem ficar dormentes e abortar (Harley & Smith, 1983).

As raizes longas que possuem ramificacdes laterais micorri-
zadas, a intervalos regulares, apresentam frequentemente rede de Har-
tig, que se desenvolve até 5-10 pm do apice da raiz, nio possuindo na
maioria dos casos manto evidente. As células do parénquima cortical
das raizes infectadas, t&m longevidade superior a das células das raizes
nio infectadas (in Barroso, 1988).

Uma caracteristica marcante das raizes micorrizadas é o seu
crescimento lento, em contraste com as raizes nao infectadas (Harley &
Smith, 1983; Smith & Read, 1997). A infec¢iio do sistema radicular é
permanente, muito embora, as micorrizas em si, possam ter longevidade
curta (de alguns anos ou meses). Chilvers & Gust, (1982 a, b) ao
compararem o crescimento de raizes de eucalipto micorrizadas e nio
micorrizadas, verificaram que, para raizes da mesma categoria hierar-
quica, o crescimento é cerca de cinco vezes superior em raizes nio
micorrizadas. No entanto importa realcar que, apesar das raizes micor-
rizadas crescerem mais lentamente apresentam, um crescimento conti-
nuo, estivel, enquanto as ndo micorrizadas, crescem muito rdpidamente
nos periodos de crescimento intenso, parando de crescer nos restantes
perfodos (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 1997).

Tal como ficou dito, a diferenciagio das raizes faz-se em
orgiaos de dois tipos: os responsdveis pelo crescimento (os eixos
principais da raiz, sobretudo quando nao infectados), e os responsiveis
pela absorpgilo, as micorrizas (raizes laterais, maioritariamente infecta-
das). As raizes principais, mesmo quando envolvidas por um manto,
podem, em determinados periodos, rompé-lo naregido apical, e retomar
o crescimento active até que o fungo consiga envolvé-la de novo. O
mesmo pode acontecer com algumas raizes laterais de maior difimetro.
As micorrizas de ordem hierarquica inferior, nunca rompem o manto,
crescendo simultineamente com o fungo (Harley & Smith, [983).

No sentido de avaliar quais os factores que influenciam a
micorrizagdo, tém vindo a ser realizados estudos in vitro, dadas as
dificuldades que apresentam as abordagens da micorrizacao em condi-
coes naturais. Os métodos de sintese axénica porém, encontraram
muitos criticos e opositores, que achavam que estes poderiam, de algum
modo, interferir nos resultados. O facto de se eliminarem as interac¢des
com outros organismos do solo, e de, em muitos casos, se fornecer uma
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fonte de carbono para permitir o crescimento do fungo antes da infec-
¢ilo; e ainda de se proceder  esterilizacio do substrato, poderiam criar
alteragdes, determinantes da eficiéncia e tipo de [nfecgao (Piché &
Peterson, 1988). Por este motivo procedeu-se, em paralelo, a estudos
usando métodos nido axénicos, como o de Fortin et al. (1980), descrito
por Piché eral. (1982). Com estes métodos foi possivel demonstrar que,
nio hd diferencas significativas entre as ectomicorrizas sintetizadas em
condicoes axénicas e nio axénicas (Piché & Peterson, 1988).

A diferenca entre a sintese axénica e ndo axénica reside,
sobretudo, no tempo de infeccdo (Duddridge er al. 1984). No sistema
estudado, esta era iniciada as trés semanas e completada, entre as 6-8
semanas (sistema axénico); enquanto, em solo natural, era retardado
paraas 11 e 19 semanas respectivamente. Segundo os mesmos autores
(1984b), so existem diferengas morfolégicas nas micorrizas obtidas em
sistema axenico quando se usam meios com quantidades elevadas de
fonte de carbono, constatando-se haver alteragées na interface fungo-
hospedeiro, com (ln,pcmgdo de calose nas pdludes Esta formag(lo parece
dever-se a uma resposta do hospedeiro & infecciio, em consequéncia do
excedente de carbono.

Os sistemas ndo axénicos permitiram estudar com detalhe o
processo de colonizaciio da raiz pelo fungo (Fortin er al., 1983). A
ligagio do fungo a epiderme da raiz do hospedeiro parece dever-se i
secregio de polissacdridos por parte desta (Nylund, 1980). Com efeito,
a chegada de produtos da fotossintese i raiz provoca um aumento da
concentracio de compostos de carbono nos exudados. Estes sio basica-
mente constituidos por aminodcidos, proteinas, glicidos, dcidos orgi-
nicos e fitorreguladores. As coudlg,ou ambientais, nomeadamente o
balanco mineral e as concentrages de fitorreguladores, interferem
directamente na permeabilidade celular, criando um controlo por retro-
acc¢io que, de alguma forma, parece estar relacionado com o mecanismo
de ligaciio do fungo as raizes, quando da infec¢io micorrizica (Barea,
1086).

Nio hd consenso quamo 4 causa da dicotomia das raizes
curtas. Segundo Rupp & Mudge, (1985) a produciio de etileno (produ-
zido pelds raizes comao resposta as auxinas do fungo), causa a dicotomia
das raizes, a mibigio de crescimento de pélos mdluulams o alonga-
mento radial das células epidérmicas. Estes resultados sdo apomdos
pelo facto da aplicagdo de um inibidor da accio doetileno provocar uma
inibi¢do de cerca de 35% na resposta da auxina (Rupp & Mudge, 1985).
Barea, (1986) sugere que o efeito das auxinas se deve i mlblgao das
auxina-oxidases, provocada pelo fungo. Este potenciaria a accio das
auxinas pelo impedimento da sua degradacdo. Por outro lado, Faye er
al., (1980), verificaram a dicotomia de raizes de Pinus pinaster na
auséncia de qualquer fungo ou fitorregulador. Slankis (1948-1958),
demonstrou que a morfologia das raizes micorrizadas (producio de
raizes laterais, estrutura dicotémica e inibigio dos pélos radiculares),
cradevidaaacgio das auxinas produzidas pelos fungos, pois aaplicagdo
de filtrados de fungo em raizes, produzia o mesmo efeito que a

23



Anabela Martins

micorriza¢io, o mesmo acontecendo com a aplicacdlo de auxinas puras
as raizes (Harley & Smith, 1983). Conhece-se hd muito a producio de
dcido indol acético (IAA) por fungos, sabendo-se que, em cultura, se di
por desaminaciio oxidativa do triptofano presente no meio. Esta ¢é
também a forma pela qual, os fungos micorrizicos formam os compos-
tos inddlicos, que produzem quando cultivados em meios contendo
triptofano. A produciio de IAA por fungos ectomicorrizicos foi demons-
trada em numerosos trabalhos, tendo sido confirmada em Pisolithis
tinctorius por técnicas analiticas de grande rigor (cromatografia em
camada fina, cromatografia liquida de alta resolugio (HPLC), imunoen-
saio com anticorpos monoclonais (ELISA) e cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS)), (Frankenberger & Poth, 1987).
Verificou-se que a produgio de auxinas em cultura, estd dependente da
presenca de triptofano como fonte de azoto, havendo diminui¢io da
producio, quando existem fontes de mais imediata utilizagao, ainda que
napresencadeste (Harley & Smith, 1983; Frankenberger & Poth, 1987).
A producio de auxinas € muito varidvel entre os fungos ectomicorrizi-
€os, mas pensa-se que € maior nestes que na maioria dos fungos de
outros grupos ecoldgicos (Harley & Smith, 1983). A guantidade de
auxinas produzidas varia, nio s6 com a velocidade da reaccio de
desaminagiio oxidativa do triptofano, como ainda com a presenga de
enzimas que oxidam ou destroem os compostos inddlicos e com a
presenca de fendis ou outras substincias que inibam estas enzimas
(Harley & Smith, 1983). Segundo Gay (1986), estes compostos sio
sintetizados em cultura em menor quantidade quando a concentracio de
glucose é elevada. Gay etal. (1994) verificaram ainda que a micorriza-
ciocomestirpes de Hebeloma eylindrosporum superprodutoras de TAA
apresenta diferencas, nomeadamente na espessura da rede de Harlig. As
estirpes superprodutoras de IAA, induzem a formacio de uma rede de
Hartig muito espessa, composta por camadas multiseriadas de células
de fungo, enquanto as estirpes selvagens, induzem uma rede de Hartig
monoseriada. Hd indicios de uma relacdio entre a formacio da rede de
Hartig e a produgdo de auxinas.

3.2 - Aspectos Fisiolégicos da Micorrizacao

Uma das consequéncias fisiologicas da micorrizagio é o
maior vigor das plantas, sobretudo se estas se desenvolvem em solos
muito pobres. Parece existir uma relagio entre o grau de infec¢ao das
raizes, ¢ a natureza do solo. Nos solos com baixos teores em sais
minerais, a infec¢io ¢ mais intensa (Hayman, 1983),

Em relagdo ds ectomicorrizas, referir-nos-emos a dois aspec-
tos da relacdo tréfica héspede/hospedeiro: O Fungo- fonte de carbono
e beneficios ; A Planta- beneficios especificos que o estado de ectomi-
corrizacdo lhes confere.
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3.2.1 - Beneficios da Associagio Ectomicorrizica
3.2.1.1 - O Fungo

A convicgilo de que a planta hospedeira fornece a fonte de
carbono ao fungo, é aceite desde o reconhecimento das primeiras
micotrizas por Frank {1885) (Harley & Smith, 1983; Smith & Read,
1997). Experiéncias ulteriores, demonstraram uma correlagiio entre a
intensidade luminosa e a concentragiio de carbohidratos no sistema
radicular. Por outro lado a translocagio de compostos de carbono
marcados, apds fornecimento de “CO, confirmou serem as plantas
hospedeiras a fonte de, pelo menos, parte destes compostos (Harley &
Smith, 1983; Smith & Read, 1997).

A suplementacio do meio de producio das micorrizas com
diversos acucares, mostrou que a glucose e a frutose sdo rapidamente
absorvidas IJCIdb micorrizas, embora a glucose o sejdmdis rapidamente
A sacarose ¢ hidrolisada por uma enzima associada a parede do fungo,
sendo a glucose preferencialmente absorvida de entre os subprodutos.
A velocidade de 1bsorc£io das hexoses € dependente da temperatura e
niveis de oxigénio, e ¢ inibida pelos inibidores da citocromo-oxidase e
da fosforilagio DdedUV.l. Durante a absor¢iio de carbohidratos a respi-
ragiio das micorrizas é acelerada o que demonstra que a absorgédo ¢ um
processo metabolicamente dependente, no qual ocorre um passo de
fosforilagio (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 1997).

A andlise dos tecidos, depois da tomada dos carbohidratos,
revela que as hexoses absorvidas sdo rapidamente convertidas noutros
compostos. As micorrizas apresentam como compostos de reserva,
carbohidratos caracteristicos dos fungos e caracteristicos das plantas.
Glucose e frutose sio comuns aos dois, enquanto que a trealose, manitol
e glicogénio sdo caracteristicos dos fungos; & a sacarose e amido
aparecem no hospedeiro. Sendo a trealose e o manitol muito fracamente
absorvidos pelos tecidos vegetais, o armazenamento dos carbohidratos
no fungo micorrizico sob esta forma e sob a forma de glicogénio,
previne o fluxo destes para os tecidos do hospedeiro (Harley & Smith,
1983).

3.2.1.2 - A Planta

Os fungos ectomicorrizicos beneficiam diversamente as plan-
tas hospedeiras segundo mecanismos pouco conhecidos. Pela impor-
tincia que apresentam podemos destacar: 1) o aumento da nutrigio
mineral, nomeadamente de fastero, azoto e potdssio; sobretudo em
condicdes de caréncia, como acontece em solos pobres (Ashford et al.,
1975; Mejstrik, 1975; Harley & Smith,1983; Lapeyrie et al., 1984;
Rolin et al., 1984: Martin et af., 1985; Ronald & Soderhiill, 1985;
Ingestad et al., 1986; Bougher et al., 1990; Cumming & Weinstein,
1990; Jones er al., 1990; Scheromm ef al., 1990 a, b); 2) aumento da
tolerdncia a metais pesados (Brown & Wilkins, 1985; Viire, 1990); 3)
acréscimo de resisténcia a secura (Harley & Smith, 1983; Feil et
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al. 1988; Smith & Read, 1997); 4) aumento da resisténcia a infecgdes
poragentes patogénicos (Marx, 1969, 1970, 1972, 1973, 1974: Marx &
Davey, 1969 a, b; Azevedo, 1973; Perrin & Garbaye, 1983 Vrot &
Grente, 1985; Duchesne ef al., 1988: Mayer, 1988).

3.2.1.2.1 - Nutri¢ao Mineral

Absorciio de Compostos de Azoto - Os fungos ectomicorri-
zicos sdo capazes de utilizar azoto sob a forma de aménio (NH,). Alguns
sao também capazes de usar aminodcidos e outros compostos orginicos
de azoto simples. Os habitats da maioria das espécies ectomicorrizicas
nio possuemnitratos disponiveis no solo em quantidades significativas.
Isto estd relacionado com os baixos valores de pH, e com a presenca de
compostos fendlicos no solo que inibem o crescimento dos Organismos
capazes de oxidar o aménio a nitratos. As ectomicorrizas crescem
preferencialmente nas camadas hiimicas com valores de pH muito
baixos, onde as fontes de azoto disponiveis siio o aménio, Ccompostos
orginicos azotados simples e compostos azotados complexos, frequen- .
temente insoltiveis (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 1997). '

Os compostos azotados complexos revelaram-se pouco satis-
fatérios como fonte de azoto para as micorrizas. Verificou-se que as
hifas extra-radiculares das ectomicorrizas, absorvem azoto sob a forma
de amdnio e glutamina e os translocam para as raizes das plantas que
infectam. Serd importante ter em conta que a competi¢do pelos compos-
tos azotados disponiveis nos solos himicos é muito grande, enquanto a
quantidade de compostos utiliziveis como fonte de carbono pelos
fungos € muito reduzida. Os fungos micorrizicos, tendo como fonte de
carbono a planta hospedeira, estio em grande vantagem sobre os
restantes (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 1997).

A absorgiio de aménio estd metabélicamente relacionada com
o suprimento de compostos de carbono, os quais sio, em parte, utiliza-
dos na produgio de aminodcidos a partir deste. Nos tecidos, somente
uma pequena parte do aménio absorvido, permanece sob esta forma:
cercade 90% € transformado directamente em compostos orginicos. Os
carbohidratos provenientes da planta sio essenciais para a tomada de
amaonio por parte das micorrizas. Quando se fornece glucose ou frutose,
antes ou simultineamente a adicio de amdnio, a absorcao deste é
consideravelmente aumentada. No entanto se os aplicarmos sem adiciio
de aménio, sdo convertidos em acucares de reserva (trealose, glicogé-
nio), o que significa, segundo Carrodus (1967), que o fungo cria uma
reserva a utilizar na sintese de compostos organicos quando da disponi-
bilizacio de aménio (Carradus, 1963, 1966, 1967 in Harley & Smith,
1983).

A translocacdo de compostos de carbono do hospedeiro para
o fungo ndo pode ser considerada como um fornecimento unilateral de
compostos de carbono pela planta, mas também como um mecanismo
de troca entre a planta e o fungo (Finlay, 1992). Os compostos de
carbono, maioritariamente sacarose, deslocam-se da planta para o
manto onde sio rapidamente convertidos em intermedidrios metabéli-
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cos como a trealose e o manitol (Séderstréom et al., 1988). A assimilacio
de azoto pelo fungo, com incorporagio nesses intermedidrios metabo-
licos para formar aminodcidos ¢, segundo alguns autores, um dos
mecanismos de troca entre hospede e hospedeiro, sendo também res-
ponsdvel pelo aumento da produtividade em plantas micorrizadas
(Finlay, 1992, Finlay et al., 19906).

A absorciio de amoénio por parte das micorrizas estimula a
respiragio destas, sobretudo apés terem estado privadas de nutrientes
por um periodo mais ou menos longo. Simultineamente ocorre a
estimulacio da fixacdo de CO, durante a fase escura, em compostos
como a glutamina e o dcido glutimico. A aplicagao de aménio provoca
um aumento da tomada de O,, da libertagio de CO,, e da mobilizagio
dos fosfatos. Isto pressupde necessidades energéticas, para biossintese
de aminodcidos e suas amidas, cujos radicais carbonados serdo prove-
nientes da via glicolitica e da fixa¢@o de CO, (Harley & Smith, 1983).

Muitos autores referiram a incapacidade das micorrizas ab-
sorverem e reduzirem nitratos. Em 1972, Smith verificou que a veloci-
dade de absor¢io de nitratos pelas micorrizas € idéntica a de absorgido
de cloretos, ¢ muito inferior & absorcao de aménio. Segundo Bigg
(1981), embora as micorrizas consigam reduzir os nitratos, estes provo-
cam um efeito inibitério directo do seu crescimento.

As espécies que colonizam solos calcdrios utilizam nitratos
como fonte de azoto, pois este € o principal composto azotado disponi-
vel (Scheromm et al., 1990). Nestas circunstincias, a presenga de
ectomicorrizas diminui os sintomas de deficiéncia em azoto compara-
tivamente com as plantas nio micorrizadas. Pensa-se que nas plantas
ectomicorrizadas, o fungo pode ter um duplo papel de absorgio e
reduciio de nitratos e que este ¢, no entanto, varidvel com as espécies.
Um numero considerivel de espécies fungicas, apresentam capacidade
de se desenvolver na presenca de nitratos, possuindo uma das enzimas
de maior impertincia na reducao destes compostos, a nitrato redutase
(Plassard et al., 1984; Scheromm et al., 1990).

As ectomicorrizas apresentam ainda capacidade de usar com-
postos orginicos, como o glutamato, o aspartato e as suas amidas como
fonte de azoto. Embora se conheca a existéncia de amidases ligadas as
paredes de alguns fungos, ndo ha qualquer indicagido da existéncia
destas enzimas, nas micorrizas (Harley & Smith, 1983; Scheromm et
al., 1990).

Absorcao de Fosfatos - O {6sforo é um dos elementos
limitantes do crescimento das plantas. As ectomicorrizas absorvem
fosfatos do solo de forma mais eficiente que as raizes nio micorrizadas
(Bougher et al, 1990; Jones et al, 1990, 1991), chegando a atingir-se
naquelas, niveis de absor¢iio nove vezes superiores (Ashford ef al.,
1975). Estas diferencas sio tanto mais significativas, quanto mais
préximo se estiver da concentracio em que este elemento se torna
limitante do crescimento (Lapeyrie et al., 1984; Bougher e al., 1990),
verificando-se mesmo nalguns casos, que em concentragoes nao limi-
tantes, o efeito da micorrizagio no crescimento das plantas € pouco
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significativo (Bougher er af., 1990),

Os fosfatos absorvidos pelas raizes nio infectadas S0 trans-
locados imediatamente através da planta, enquanto a maioria do fosfato
absorvido pelas raizes micorrizadas, é retido no manto e translocado
depois, lentamente, para os tecidos da planta. Este fostato é armazenado
nos vactolos das células do fungo sob a forma de polifosfatos (Ashford
et al., 1975). O ortofosfato absorvido é deste modo, armazenado sob a
forma de polifostato, constituindo grinulos metacromaticos (Lapeyrie
et al., 1984). Esta capacidade de armazenamento de polifosfato nos
vactiolos parece seruma capacidade geral dos fungos e nio somente dos
fungos em associagiio micorrizica. Nos fungos estudados em cultura
pura, o polifosfate € uma das formas de fésforo que sofre maior
variagiio, como resposta i disponibilidade deste elemento no meio
(Lapeyrie et al., 1984). Sabe-se no entanto, que o fostato absorvido
pelos fungos ectomicorrizicos em cultura pura, € armazenado primeira-
mente soba forma de ortofosfato, sendo cerca de 3- 17% dotostato total,
transformado em polifosfato subsequentemente (Rolin eral., 1984). O
polifostatos parecem ter importancia fundamental no processo simbio-
Lico pois nas micorrizas, estes compostos constituem cerca de 30% dos
fostatos totais, contra os 9% encontrados por Rolin e colaboradores
(1984), nos fungos em cultura pura,

Nas ectomicorrizas, os niveis de fosfatases siio superiores a0s
(ue se encontraram para as raizes nio micorrizadas o que, certamente,
lhes confere maior capacidade de utilizacdo das fontes de fosfato
disponivel no solo (Doumas er al., 1986; Jones ef al., 1990). A baixa
mobilidade dos fosfatos no solo, levou Jones e colaboradores (] 990), a
estudarem o papel das hifas extrarradiculares na absorcao destes com-
postos pois estas devem ter um papel importante no mecanismo de
absorcdo. Segundo estes autores, a absorgio de fosfatos nio esti apenas
relacionada com a extensio da Micorrizagdo, mas também com a
extensiio de hifas extrarradiculares associadas a0 sistema. Di-se maior
absoreiio de fosfatos nas micorrizas que apresentam quantidades mais
clevadas de hifas extrarradiculares (Jones er al., 1990).

O papel das ectomicorrizas, nio se resume 4 uma maior
efectividade na absorcio de fosfatos disponiveis em quantidade limite.
Possuem ainda capacidade para mobilizar fontes de fosfatos sob formas
ndo disponiveis, como os fosfatos nsoliiveis, dos quais o fosfato de
aluminio (AIPO,) é um exemplo estudado (Cumming & Weinstein,
1990). Plantas niio micorrizadas apresentam niveis muito baixos de
fosfatos e baixo desenvolvimento das folhas em presenca de AIPO,,
enquanto as plantas micorrizadas apresentam niveis de fosfatos e
desenvolvimentos normais. A mobilizacdo desta fonte de fosfatos estd
associada, segundo Cumming & Weinstein, (1 99(}), a uma extrusio de
protoes que aumenta a sua solubilidade.

3.2.1.2.2 - Tolerancia a Metais Pesados
O mecanismo associado i mobilizacdo de AIPO,, confronta-
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nos com um outro papel das micorrizas, o de toleriincia a elementos
toxicos. Com efeito o aluminio é um elemento fitotdxico, mesmo nos
niveis encontrados em solos moderada a elevadamente dcidos. Este
mecanismo de toxicidade, parece estar relacionado com interacgoes
entre o aluminio e o fosforo, estando envolvidas regulacdes enzimiti-
cas, relacionadas coma absor¢io deste tltimo. A matriz do apoplasto da
raiz , apresenta-se carregada negativamente, ligando-se aos ides Al
altamente electropositivos. O aluminio complexa-se com o {6storo,
reduzindo a sua disponibilidade para ser absorvido pelas plantas (Cum-
ming & Weinstein, 1990).

Uma vez que as plantas ectomicorrizadas mantém as concen-
tragoes foliares de féstoro em niveis normais, quando em solos com
niveis elevados de Al, podem admitir-se dois mecanismos de desinto-
xicagido mediada pelas micorrizas: 1) a acidificacdo da rizostera por
dissociagiio de dcidos orginicos excretados, ou por elevacio dos niveis
de protoes no meio, (associados ao uso preferencial de nitratos como
fonte de azoto), pode aumentar a disponibilidade de féstoro por solubi-
lizagiio de sais inorganicos metalo-fosfatados; 2) a excreciio de compos-
tos orgiinicos pelo fungo simbionte, pode dissolver os precipitados
metalo-fosfatados com formagdo de complexos organo-aluminicos
soliveis. Qualquer dos dois mecanismos aumentaria a disponibilidade
de P e os quelatos formados seriam os responsdveis pela desintoxicagio
(Brown & Wilkins, 1985; Cumming & Weinstein, 1990).

Donner & Heyser (1989), referiram a ligacao de Al as paredes
do fungo e ao Itimen das hifas do manto de ectomicorrizas de Betila (in
Viire, 1990). Este mecanismo foi também verificado nas paredes das
ceélulas das plantas que apresentam tolerincia ao zinco (Brown &
Wilkins, 1985). O Al luminico parece estar associado aos grianulos de
polifosfato armazenados no fungo, o que conferiria ao polifosfato um
papel adicional de desintoxicagio associado ao papel que the é habitu-
almente atribuido, de reserva de fésforo numa forma osmdéticamente
inactiva (Viire, 1990).

O mecanismo de desintoxicagio proposto para o aluminio, foi
anteriormente proposto por Brown & Wilkins, (1985) para o zinco.
Segundo estes autores, as plantas ectomicorrizadas de Betula apresen-
tam translocacdes de Zn inferiores s ndo micorrizadas, havendo uma
elevada concentragiio deste elemento ao nivel das hifas. O aumento de
absorcdo de minerais, que se observa em plantas micorrizadas, verifi-
cando-se também, para elementos téxicos, é acompanhado por um
papel regulador por parte do fungo que os acumula impedindo a sua
translocagio para a planta (Brown & Wilkins, 1985).

Estes mesmo resultados foram verificados ainda para o cad-
mio (Cd), niquel (Ni) e chumbo (Pb), que se detectaram em baixas
concentragdes nos germinantes micorrizados de Quercus rubra com
Suillus lutens e em elevadas concentragdes nas ectomicorrizas. Os
germinantes nio micorrizados, exibiam deficiéncias em micro- e ma-
cronutrientes (Dixon, 1988). Importa referir neste caso que a coloniza-
¢io ectomicorrizica foi significativamente diminuida nas sementes de
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Quercus pela presenca destes metais pesados, sobretudo Cd ¢ Ni
(Dixon, 1988),

3.2.1.2.3 - Resisténcia a Secura

O desenvolvimento das micorrizas € favorecido por uma
fbumidade moderada do solo, que permita um bom arejamento, enguan-
Lo a secura € destavorivel ao desenvolvimento de ectomicorrizas. Em
1935, Cromer verificou que as plantas micorrizadas sio mais resistentes
a secura que plantas nio micorrizadas, tendo Harley, em 1940, confir-
mado estes resultados (Harley & Smith, 1983). Muitos outros trabalhos
foram feitos neste dominio (Duddridge et al., 1980 Boyd et al., 1986;
Meyer, 1987, Feil et al., 1988: Marx and Cordell, 1989; Guehl et al.,
1992),

Segundo Meyer (1987), Cenococcin geophyliun é uma das
especies de fungo que confere maior resisténeia a0 stress hidrico, sendo
significativamente superior & conferida pelas ectomicorrizas designa-
das de hialinas. Feil er al., (1988), verificaram o retardamento do
crescimento das raizes longas e o estimulo da ramificagdo lateral das
raizes micorrizadas de Picea abies em condigoes de secura.

A presenga de rede de Hartig aumenta a resisténcia das raizes
micorrizadas a secura, sendo a quantidade de hifas extrarradiculates
determinante nessa mesma resisténcia. As hifas extrarradiculares man-
tém-se funcionais mesmo em condicdes dristicas de secura, continuan-
do a absorver fosfatos, azoto e potdssio do solo. Em condi¢des menos
pronunciadas de secura a absorcio destes nutrientes nas raizes nio

micorrizadas, ¢ muito mais afectada (Hu, 1977, Harley & Smith, 1983).

3.2.1.2.4 - Resisténcia a Agentes Patogénicos

Em 1950 Pierre Venot observou que, castanheiros fue possii-
am as raizes cobertas por filamentos brancos ou rosados, (atestando o
seu estado de micorrizacio), eram raramente atacadas pela doenca da
tinta (Phvtophtora cinnamomi) (Bergougnoux & Verlhac, 1978). Cerca
de vinte anos mais tarde, foi verificado que a doenca das folhas curtas,
causada em Pinus echinata também por Phytophtora cinnamomi,
poderia ser totalmente evitada se as raizes das plantas estivessem
micorrizadas com fungos pertencentes aos Basidiomicetos; ¢ em parti-
cular com Leucopaxillus cerealis (Marx, 1970, Marx & Davey,
1969 a, b).

Tendo em conta este conhecimento, as ectomicorrizas apare-
cem com um significado ecoldgico alargado, para além da sua funcao
fisiolégica de beneficio do crescimento da planta, para incluir um papel
de protecgio contra agentes patogénicos (ue infectam as raizes (Marx,
1972; 1974; Azevedo, [973; Perrin, 1985).

Marx (1972) refere vérios trabalhos que atestam estes resul-
tados. quer em condigdes axénicas, quer em condi¢des naturais. Semen-
tes de pinheiro, micorrizadas com Pisolithus tinctorius, apresentam
laxas de sobrevivéncia superiores quando infectadas com o fungo
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patogénico Rhizoctonia solani. Germinantes de Picea mariana, quando
micorrizados com Suillus granulatus apresentam bom crescimento em
presenca do patégeno radicular Mycelium radicis atrovirens. Sementes
de Pinus clausa  revelaram resisténcia a Phytophtora cinnamomi,
quando ectomicorrizadas com P. tinctorius em condicdes nio axénicas,
exibindo 70% de sobrevivéncia ao fim de dois meses, contra 40% das
sementes nao micorrizadas. Nestes germinantes 76-90% das raizes
laterais, revelaram-se resistentes por estarem micorrizadas, sendo sus-
cepliveis as restantes raizes, nio tendo sido detectados os efeitos da
infecgio nessas raizes (Marx, 1972). Germinantes de Betula, micorriza-
dos com Hebeloma crustuliforme, apresentaram resisténcia a Pithium
sp. quando inoculados em solos infestados por este fungo ( Perrin &
Garbaye, 1983).

Os resultados descritos, criaram esperangas de que as ectomi-
corrizas possam constituir um meio privilegiado de luta biologica
contra numerosos agentes patogénicos, sobretudo os que actuamanivel
radicular (Marx, 1972; Azevedo, 1973; Bergougnoux & Vcrlhac, 1978;
Perrin & Garbaye, 1983; Chwrc 98‘3' Nazaré Pereim 1987 ). O
mecanismo pelo qual se dd este tipo de protecgio, niio é conhecido,
sendo apn,sc,nmdds varias hipoteses para o explicar {Bergougnoux &
Verlhac, [978; Chevre, 1985; Nazaré Pereira, 1987; Barroso, 1988):

I - Alteragio das condi¢des nutricionais da planta, por estimulo
do vigor vegetativo e equilibrio fisioldgico.

2 - Consumo de nutrientes do solo, junto da raiz, impedindo o
desenvolvimento do agente patogénico.

3 - Criagdo de condigoes tendentes a alterar, qualitativa ou
quantitativamente, a microflora da rizosfera tornando-a hos-
til ao agente patogénico.

4 - Criagao, através do manto, de uma barreira mecinica 2
penetracio dos referidos agentes.

5 - Sintese de compostos que possam impedir o crescimento de
potenciais agentes patogénicos (nomeadamente compostos
fendlicos) (Marx, 1969).

6 - Pré-inducio de mecanismos de defesa da planta, aquando da
infec¢iio pelo fungo micorrizico.

E conhecida a capacidade de sintese de antibidticos por certos
fungos micorrizicos, em cultura axénica. Esta capacidade, no entanto,
nio permite afirmar que os mesmos desempenhem qualquer papel de
controlo na infec¢io das raizes micorrizadas (Zak, 1964; Marx, 1969).

A pré-indugio pelo fungo de mecunismos de defesa da planta
poderia levar a pensar na produciio de moléculas responsiveis por esse
mecanismo, como as fitoalexinas. A sintese de alguns destes compostos
estd dependente da actividade da fenilalanina amoénia liase (PAL),
responsivel pelo infcio das reagées que levam a sintese de fenilpropa-
noides nas plantas superiores, e nomeadamente de titoalexinas e precur-
sores da sintese de lenhinas. A actividade da PAL, € alterada quando a
planta ¢ atacada porum agente patogénico, sujeitaauma agressao fisica,
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ouaumaexposi¢ao a intensidades luminosas elevadas. Plantas de Pinus
sylvestris quando micorrizadas com Laccaria laccata nio apresenta-
ram alteracoes da actividade da PAL (Ronald & Saderhill, 1985).

Niio é conhecido o mecanismo pelo qual, os fungos micorri-
zicos se associam as raizes das plantas, sem despoletar a activacio da
PAL. Deste modo, evitam simultineamente a sintese suplementar de
lenhinas que lhes dificultariam a infeccao e expor-se a acciio de
fitoalexinas (Ronald & Soderhiill, 1985). Estes resultados levam-nos a
excluir, numa primeira andlise, a hipdtese de pré-indugiio de mecanis-
maos de defesa por parte dos fungos micorrizicos, pois estes nio $io,
aparentemente, despoletados por eles. Terd de pensar-se noutros tipos
de mecanismo, pois a planta parece a partida reconhecer sem dificulda-
des, os fungos micorrizicos dos patogénicos. O reconhecimento dos
fungos simbioticos parece estar relacionado com aexisténciade lectinas
(Duddridge, 19806).

3.3 - Fungos Micorrizicos

Os fungos micorrizicos apresentam uma grande diversidade
taxonémica, podendo formar-se micorrizas com fungos pertencentes as
classes dos Basidiomicetos, Ascomicetos e Ficomicetos. Enquanto os
fungos parasitas obrigatérios apresentam, de um modo geral, elevada
especificidade héspede/hospedeire, os fungos micorrizicos nio apre-
sentam grande especificidade (Harley, 1986). Os fungos que formam
micorrizas pertencem fundamentalmente a trés classes dos Eumyeetas:
Basidiomycotina, Ascomvcoting e Zigomycotina. O maior nimero
pertence aos Basidiomycotina, sendo apenas conhecido um género nos
Zigomycotina.

A maioria dos fungos ectomicorrizicos possui um grande
numero de hospedeiros com os quais é capaz de estabelecer associacilo.
Alguns fungos como Cenococcum graniforme podem mesmo estabele-
cer ectomicorrizas com espécies que habitualmente formam endomi-
corrizas, tendo ainda capacidade de formar endomicorrizas com plantas
do género Stelluria (Duddndge, 1986). Verifica-se que um mesmo
hospedeiro ¢ capaz de estabelecer ectomicorrizas com mais do que uma
espécie de fungo, podendo esta associagiio dar-se simultineamente.
Apesar da reduzida especificidade das associagtes micorrizicas verifi-
ca-se por vezes, alguma especificidade hdspede/hospedeiro a nivel do
género (Duddridge, [986).

Foram reconhecidos trés grupos de fungos ectomicorrizicos:
1) fungos com uma gama de hospedeiros muito alargada, incluem
fungos como Amanita muscaria, Thelephora terrestris, Paxillus invo-
lutus, Pisolithus tinctorius e Cenococcum graniforme; 2) fungos com
uma gama de hospedeiros intermediario; e 3) fungos com um nimero
relativamente pequeno de hospedeiros pos‘qivei\‘ Alguns fungos sio
considerados especiticos das coniferas, tal € o caso dos géneros Rhizo-
pogon, Suillus e Truncocolumella ou mesmo especiticos de um deter-
minado género como acontece relativamente a Alpova diplophlocus
especifico para Alnus e com Hvdnagium carneum especifico para




Micorrizaciio in vifre de plantas micropropagadas de castanheiro ...

Eucalvptus (Duddridge, 1980).

Tem sido possivel isolar em cultura axénica muitos fungos
que formam ectomicorrizas. Estes fungos apresentam Iruquultemente
capacidade de desenvolvimento na rizosfera de plantas que néo sao
potenudlmentc micorrizicas. Isto mostra que estes fungos nio sio
micorrizicos obrigatdrios, no sentido restrito, embora se possam consi-
derar ecologicamente como tal (Harley & Smith, 1983).

Os fungos ectomicorrizicos, no geral, ndo apresentam capaci-
dade para usar a lenhina e a celulose como fonte de carbono, embora
tenham sido encontradas algumas estirpes comessa capacidade (Harley
& Smith, 1983). Algumas estirpes de fungos ectomicorrizicos sio
capazes de produzir em cultura, enzimas extracelulares como as pecti-
nases, celulases e hemicelulases e ainda fenoloxidases, que lhes permi-
tem usar os substratos destas como fonte de carbono preferencial. O
facto de algumas estirpes ou mesmo a maioria , nio produzir nenhuma
delas, ou as produzir em quantidades muito baixas sugere que estas nao
sao indispensdveis no estabelecimento da associagio micorrizica. A
capacidade de alguns fungos produzirem estas enzimas, foi encarada
como uma forma de adaptacio ao desenvolvimento micorrizico e
saprofitico (Harley & Smith, 1983).

A produgio de dcido indol acético (IAA) € caracteristica de
alguns fungos, como dissemos jd, sendo a produgdo deste relacionada
com a capacidade de formacio de algumas estruturas micortrizicas
nomeadamente a rede de Hartig (Gay et al., 1994). O papel destes
compostos no estabelecimento da associagdo simbiética estd no entanto
longe de estar esclarecido, sendo ainda dificil de apoiar integralmente
a hipdtese de Slankis (Smith & Read, 1997).

Verifica-se que alguns fungos ectomicorrizicos sdo capazes
de sintetizar citocininas. Esta, no entanto, nio é uma caracteristica geral.
Alguns fungos sdo capazes de induzir a plodug,do destes compostos,
quando em associagdo com as raizes, apesar de nao produzirem citoci-
ninas em cultura pura (Wullschleger & Reid, 1990).

A produgiio de antibidticos ¢ outros compostos antagonistas
do crescimento de microrganismos ocorre também nalgumas espécies
de fungos micorrizicos, mas & semelhancga do que acontece com outras
sinteses, esta ndo é exclusiva dos fungos ectoricorrizicos e nem todos
a apresentam (Harley & Smith, 1983).

3.4 - Ectomicorrizas de Castanheiro

O castanheiro, 3 semelhanca da maioria das espécies flores-
tais, apresenta as raizes ectomicorrizadas em condigdes naturais (Alva-
rez, 1984). As raizes micorrizadas de castanheiro situam-se na zona
superficial do solo (5-20 cm) e estio concentradas essencialmente em
redor do tronco das drvores adultas, num circulo de aproximadamente
-2 m de raio (Valjalo, 1979; Nazaré-Pereira, 1987).

Foram elaboradas listas de fungos micorrizicos de castanhei-
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ro com base na ocorréncia de carpéforos em soutos e castingais (Valjalo
& Delmas, 1982) que se encontra resumida num quadro resumo apre-
sentado em Nazaré-Pereira (1987) e alterado em Martins (1992). Porém
a presenca de frutificagdes de um fungo em povoamentos naturais
possui apenas cardcter presuntivo da associagdo micorrizica (Nazaré-
Pereira, 1987).

Tanto quanto € do nosso conhecimento, a especificidade e
importincia relativa das associagoes micorrizicas de castanheiro, nio
tem sido provada in vitro, sendio para um grupo muito reduzido de
tungos, entre os quais Hebeloma cylindrosporum, Lyophyllum decastes
(Valjalo, 1979) e Tuber melanosporum (Nazaré-Pereira, 1987).

O ndmero de fungos conhecidos capazes de estabelecer asso-
ciagdes com raizes de castanheiro é relativamente reduzido. A existén-
cia de espécies de fungos especificas do castanheiro € pouco clara,
alguns dos fungos micorrizicos de castanheiro (Boletus edulis, B.
pinicola, Russula cyanoxantha, Chantarellus cibarius e Hydmnum re-
pandum, entre outros) formam micorrizas com muitas outras espécies
de Angiospérmicas e Gimnospérmicas, podendo no entanto ser mais
frequentes em povoamentos de folhosas (Amanita caesaria, B. aereits,
Gyroporus castaneus, Russula virescens, Tuber aestiviun) (Nazaré-
Pereira, 1987). Virios outros trabalhos de imventirio de macrofungos
em povoamentos de castanheiro em Portugal foram sendo feitos,
contribuindo nédo sé para o melhor conhecimento das potenciais espé-
cies micorrizicas de castanheiro, como também para a avaliacido do
valor de um possivel recurso complementar destes povoamentos (Aze-
vedo, 1989; Menezes, 1990; Meireles, 1997).

Tendo em conta o efeito profilatico das principais doengas
radiculares que as micorrizas podem assegurar (Marx, 1972, 1974;
Azevedo, 1973; Bergougnoux & Verlhac, 1978; Perrin & Garbaye,
1983; Perrin, 1985; Nazaré Percira, 1987), e a importincia de que se
reveste a doenga da tinta do castanheiro, podemos depositar algumas
esperangas no uso de [ungos micorrizicos, como forma de ajudar a
ultrapassar este problema.

Os factores potencialmente responsdveis pela protec¢iio con-
ferida pelas micorrizas, tém particular importiincia no castanheiro,
dadas as caracteristicas que a infeccdo por Phytopthora apresenta
(Nazaré-Pereira, 1987):

- a infecgilo por Phytophtora cinnamomi, fungo causador da
doenga da tinta, assim como o desenvolvimento da associaciio micorri-
zica, ocorre nas extremidades da raiz.

-ainfeccdo por P. cinnamomi € tavorecida por lesdes radicu-
lares. O manto fingico, protege a raiz da ac¢lo abrasiva das particulas
do solo e outras.

- testes in vitro revelaram antagonismo moderado entre P.
cinnamomi e tungos micorrizicos de castanheiro. B. bovindides, H.
evlindrosporum e isolamentos de Clitocybe spp. demonstraram antago-
nismo in vitro, em vaso e em viveiro em relagao a P. cinnamomi (Vrot
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& Grente, 1983 in Nazaré-Pereira, 1987).

- a percentagem de mortalidade de plantulas em solo contami-
nado com P. cinnamomi, foi substancialmente reduzida com a micorri-
zagio com Scleroderma aurantium, B. luteus, H. cylindrosporum, A.
caesarea assim como com isolamentos de Chantarellus spp, todos estes
de ocorréncia frequente em soutos e castingais (Grente & Vrot, 1984;
Vrot & Grente, 1985 in Nazaré-Pereira, 1987).

- a md drenagem do solo, diminui a taxa de micorrizagio das
raizes (Valjalo & Delmas, 1982 in Nazaré-Pereira, 1987). A doenca da
tinta desenvolve-se intensamente nessas condicoes (Nazaré-Pereira,
1987).

A micorrizacio do castanheiro, surge assim como uma medi-
du biolégica de prevengiio contra a doenga da tinta. Os trabalhos de
seleccdo de clones de castanheiro resistentes a tinta devem, segundo
Nazaré-Pereira (1987), ser acompanhados a par e passo por estudos
sobre o efeito protector das micorrizas no desenvolvimento da doenca
e do comportamento dos clones mais promissores quanto & micorriza-
cio.

3.5 - Micorrizagio in vitro

Segundo Duddridge e colaboradores (1984a), a diferenca
entre a sintese axénica e nio axénica de micorrizas reside fundamental-
mente, no grau de infecgiio das raizes. Esta constatagiio, assim como as
de outros autores, validaram a utilizagao de técnicas de micorrizagao in
vitro, como método de estudo do processo de micorrizagdo, em condi-
¢oes controladas.

A utilizaciio de germinantes em sistemas de micorrizacdo in
vitro, implicam diferengas genéticas entre as plantas, que podem con-
dicionar variabilidade nos resultados de micorrizagio. As técnicas de
micropropagacio de plantas permitem controlar as condigbes ambien-
tais em que se processa a sintese micorrizica e garantir a uniformidade
genética, eliminando um factor importante de variabilidade.

No sentido de estudar o processo de micorrizagdo em plantas
clonadas, foram micropropagados germinantes de pinheiro (David er
al., 1983), bétula (Grellier eral., 1984), castanheiro (Strullu etal., 1986)
e cucalipto (Poissonier, 1986). Os estudos de micorrizagao foram
efectuados com Paxillus involutus (Pinheiro, castanheiro e eucalipto)
(Batsch) Fr. e Pisolithus tinctorius (eucalipto).

A micropropagaciio, como técnica de clonagem de gen6tipos
elite, permite a obtengdo de elevado nimero de plantas com caracteris-
ticas pré-selecionadas pelo que, em espécies lenhosas deve ser feita,
tanto quanto possivel, utilizando explantes de drvores adultas (Bonga,
1987). A micorrizacio aparece, nos casos de micropropagagio de
clones adultos, como uma forma de melhorar as condigdes nutricionais
¢ de aclimataciio (aumento da eficiéncia de absorgiio de nutrientes
essenciais, resisténcia i secura), a0 mesmo tempo que constitui umbom
sistema de estudo dos efeitos fisiolégicos da micorrizagio.

h






IT - Objectivo

O presente trabalho pretende avaliar a importincia do estabe-
lecimento de micorrizas em plantas micropropagadas de castanheiro,
nomeadamente nos aspectos de aclimatagio, sobrevivéncia e parime-
tros de crescimento. Nesse sentido foram realizados alguns estudos
anatomicos tendentes a confirmar o estado de micorrizagiio das plantas
micropropagadas, compard-lo com o de plantas germinantes e selecio-
nar o(s) fungo(s) mais efectivo(s) nas condigdes de estudo; assim como
estudos fisiolégicos que permitissem avaliar os efeitos da micorrizagio
nos parimetros que nos propusemos avaliar.
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III - Material e Métodos

1 - Material
1.1 - Material Biolégico

1.1.1 - Plantas

Para a fase de micropropagacdo foram utilizadas clones
obtidos a partir de gomos axilares, de ramos de copa de drvores adultas
(idade superior a 30 anos), colhidos em diversos pontos do Pais,
nomeadamente: Sesimbra, Sintra, Alcobaca (Feijd,1989) e Bragancga.

Para a micorrizagdo, foram seleccionadas as plantas do clone
de Sesimbra, SE-87, porapresentarem mator capacidade de alongamen-
to e taxas de enraizamento mais tavordvels.

As sementes utilizadas, pertencem & variedade designada por
“Judia” e foram colhidas no Distrito de Braganca.

1.1.2 - Fungos Micorrizicos

No processo de micorrizagiio foramutilizadas quatro espécies
de fungos de aptidio micorrizica conhecida: Amanita muscaria Hooker
isolado de Schénbuch/Tiibingen, Alemanha, Laccaria laccata (Scop.
ex Fr.) Berk and Br., isolado de Molina, £.U.A., Piloderma croceum
Erikss and Hjortst, isolado de Unestam & Nylund 1.1, 1976, Suécia e
Pisolithus tinctorius (Pers). Coker and Couch, isolado 289/Marx, E.U A.

Os fungos utilizados foram gentilmente cedidos ao laboratd-
rio, pelo Institute Botinico da Universidade de Tiibingen (Institiit fur
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Botanik, Speziclle Botanik, Mykologie, Eberhard-Karls-Universitat
Tiibingen), na pessoa do Professor Oberwinkler e Ingrid Kottke.

1.2 - Equipamento

No processo de micropropagacio, todas as manipulagoes em
esterilidade foram efectuadas em cimara de fluxe laminar horizontal
Bioblock Scientific e CRC.

Aesterilizacao de meios de cultura foi realizada em autoclave
AlC, e a de instrumentos de dissecgiio e acessdrios para cultura, em
estufa de esterilizagdo Haeraeus.

As culturas axénicas de fungo cresceram numa estufa Mem-
mert RO 8.

O crescimento das plantas processou-se numa cimara de
cultura, com fotoperiodo e termoperiodo controlados e equipada com
ladmpadas Sylvania Gro-Lux.

Aspectos macroscopicos do material foram fotografados com
uma maquina fotogrifica Asahi-Pentax K 1000, equipada com objecti-
vas de 50 mm e 28 mm.

A observacdo do material foi realizada numa lupa binocular
Wild M8, num microscépio dptico Leitz-Wetzlar Dialux, com conden-
sador de contraste interferencial de Nomarski.

Os cortes semifinos foram efectuados com facas de vidro num
ultramicrétomo Porter-Blum Sorvall MT-2B.

As observagdes de microscopia electronica de varrimento
foram realizadas num microscépio Jeol JSM T-220.

Os parametros foliares das plantas foram determinados com
os medidores de drea foliar LI-COR, LI 3000 ¢ LI-COR, LI-3000 A
portatil .

Na extracgdo de proteinas foi utilizada uma centrifuga refri-
gerada Sigma 2K 13, B Braun.

As quantificacoes de proteina e pigmentos foram efectuadas
num espectrofotémetro Shimadzu UV 160 A.

Os valores de cintilagilo, paraa determinagiio da actividade da
Ribulose-Bisfosfato-Carboxilase-Oxigenase (RubisCO) foram efectu-
ados num Contador de Cintilagio Beckman LS-7800.

A determinagiio dos valores de consumo e libertagio de CO,,
foi efectuada num Analisador de Gases por Infravermelhos (IRGA)
ADC-225-MK3. A iluminacio das plantas em estudo, foi feita comuma
limpada Hansatech Ls-2H com radiaciio fotossintéticamente activa de
1200 pE m2 572,

A aclimatagio das plantas foi realizada inicialmente numa
camara de aclimatacio Cassel, e ulteriormente numa cimara Fitoclima
ARALAB.

2 « Métodos

2.1 - Germinacio de Sementes
A germinaciio de sementes foi feita em assépsia, tendo sido
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usado como substrato perlite hidratada com dgua da torneira.

! Em frascos de 1500 ml foram colocados 250 ml de perlite, que
se hidratou com cerca de 150 ml de dgua (o volume necessario a
hidratacdo da perlite ¢ varidvel). Procedeu-se a esterilizagio do substra-

“; to em autoclave, durante 30 minutos, 120 °C e [ Bar de pressio.

“ As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sédio

- (NaOCl, Z.Sf%c de cloro acti\:o_), durante 30 minutos. Apos virias

iy lavagens emdgua dpstl lada estéril, foram seccuopadas de moglo adeixar

o embrido envolvido por uma por¢do reduzida dos cotilédones e
transferidas para os frascos previamente preparados.
A germinacio das sementes ocorreu em cimara de cultura

o com fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuriddo e termoperiodo

' correspondente de 25 °Ce 18 °C . A intensidade luminosa de 2000 lux

foi mantida constante.

at

2.2 - Micropropagacao

A micropropagacgio de clones adultos de Castanea sativa
ar Mill. foi realizada segundo o método descrito por Feijé (1989). O
1- método consiste em cinco fases sequenciais: inoculagiio dos gomos
axilares, multiplicagio dos meristemas por rebentamento axilar, alon-
gamento dos rebentos, enraizamento e aclimatagéo.

Cada um dos passos de micropropagacdo foi realizado em
0 meio de Gresshof & Doy (1972) modificado (3 mg/l H.BO,; 80 mg/l
FeNaEDTA), com diferentes concentragdes de fitorreguladores incor-
poradas no meio, ou por imersao prévia (enraizamento).

n
A Subculturas foram realizadas com intervalos de quatro sema-
nas, com alterniincia de uma fase de multiplicacio com uma de alonga-
i- mento, seguida da inducdo de enraizamento das plantas alongadas.
As plantas foram mantidas em todas as fases de micropropa-
18 gacio e enraizamento, em cimara de cultura com fotoperiodode 16 hde
luz e 8 h de escuridio e termoperiodo correspondente de 25 °Ce 18 °C.
a A intensidade luminosa de 2000 lux foi mantida constante.
!_
2.3 - Cultura dos Fungos Micorrizicos
) As culturas axénicas dos fungos micorrizicos, A. muscaria, L.
'a laccata, P. croceum e P. tinctorius, foram mantidas em Cai_xu de Petri
" em meio de Melin & Norkrans (MMN) (Marx, 1969). A repicagem das
culturas efectuou-se com intervalos de trés semanas, sendo a repicagem
) realizada por transferéncia de 4-5 indculos de 0.5 cm de didmetro,
o retirados da regido periférica das culturas em crescimento e colocados
4 em posi¢éo invertida sobre o meio de cultura. A incubacio das culturas
de fungo foi feita no escuro, a uma temperatura constante de 23 °C.
Culturas de fungos em tubo de ensaio ¢ caixa de Petri, foram
também mantidas a uma temperatura de 4 °C, como forma de armazena-
mento de micélios com taxas de crescimento retardado, para renovagio
) ciclica das culturas envelhecidas pelos sucessivos ciclos de crescimento.

e N R R e TP TP T P SRR RS ST RN E S e
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2.4 - Micorrizagao

Descrever-se-iio duas metodologias correspondentes a duas
fases distintas do trabalho, que designaremos por FI ¢ F2, e que sio
respectivamente: Fl — metodologia utilizada na fase inicial do trahal ho,
na qual se procedeu ao teste da eficiéncia dos fungos, com plantas de
semente ¢ micropropagadas; F2 — metodologia utilizada na fase de
optimizagao do processo de micorrizagio com o fungo seleccionado
durante FI, e realizada somente com plantas micropropagadas.

2.4.1 + Preparagdo dos Substratos

O substrato para micorrizagfio consistiu numa mistura de
perlite e sphagnum na proporcio de 3:1 (V/V). O meio utilizado nos
substratos para micorrizagio foi o meio MMN liquido.

F1 - Frascos de vidro de 1500 ml de capacidade com 250 m]
da mistura de substrato, foram esterilizados duas vezes com um inter-
valo de uma semana, em autoclave a 121°Ce [ Bar de pressio (45 min;
30 min) de modo a garantir a perfeita esterilizaciio dos substratos. Ao
substrato estéril foi adicionado meio de cultura liquido (cerca del50
ml). Procedeu-se de seguida, a uma tltima esterilizaciio de 20 min em
condig¢bes idénticas as anteriores.

F2 - Foram usados frascos de vidro de menor capacidade (350
ml). Em cada frasco foram colocados 150 ml de substrato e cerca de 80
ml de meio MMN liquido. As esterilizacGes foram semelhantes as
descritasemF1, tendo sido reduzidos os tempos de esterilizagao para 30
min, 25 min e 20 min respectivamente.

2.4.2 - Inoculacio dos Substratos

Fl - A inocula¢iio dos substratos foi feita simultaneamente
com a transteréneia das plantas germinadas ou micropropagadas. Para
cada frasco foram transferidas quatro plantas, inoculando-se em posi-
¢ao equidistante de cada uma delas, cinco inéculos sélidos com 0.5 cm?
cada,.de um dos fungos micorrizicos a testar: A. muscaria, L. laccata,
P. croceum ou P. tinctorius (retirados das culturas axénicas em meio
s6lido). Foram preparados ainda frascos testemunha, nos quais nio se
inocularam quaisquer fungos.

2 - A inoculagiio dos substratos com o funge seleccionado
durante F1, foi realizada antes da transferéncia das plantas micropropa-
gadas. Trés semanas antes da transferéncia das plantas, os substratos
foram inoculados com cinco indeulos de P. tinctorius, em posicio
equidistante. A incubagio foi feitaa 25°C, no escuro, até a transferéncia
das plantas.

2.4.3 - Transferéncia das Plantas
F1 - As plantas foram transferidas para o substrato de micor-
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rizacio cinco semanas apds a germinagdo, para as plantas de semente e
cinco semanas apés a indugiio do enraizamento, nas plantas micropro-
pagadas.

Em cada frasco foram colocadas quatro plantas e cinco
in6culos deumdos fungos emteste (A. muscaria, L. laccata, P. croceum
e P. tinctorius). Os frascos foram colocados em cimara de cultura com
fotoperiodo e termoperiodo semelhantes aos utilizados na germinagio
e na micropropagagio. .

F2 - A transferéneia das plantas micropropagadas para os
substratos previamente inoculados com P. tinctorius, foi feita cinco
semanas ap6s a indu¢do do enraizamento, tendo sido transferidas trés
plantas para cada frasco. As plantas foram colocadas em camara de
cultura com o fotoperiodo e termoperiodo ji referidos.

Em cada um dos casos, foram transferidas plantas para subs-
tratos estéreis, ou seja substratos em que nao foi inoculado fungo, as
quais constituiram os testemunhas dos ensaios de micorrizagao.

2.5 - Aclimatacao

Ap6s micorrizagiio in vitro, as plantas foram transferidas para
potes, com substrato ndo estéril, iniciando-se assim o processo de
aclimatacio s condigbes ex-vitro.

O substrato inicialmente utilizado para a aclimatagio era
constituido por sphagnum e esferovite nas proporgdes de 1:1, tendo
numa segunda fase sido substituida a esferovite por perlite, em idéntica
proporcao.

Os potes de 200 cm’ utilizados para a aclimatac@o, levaram
substrato saturado de dgua antes da transteréncia das plantas. As plantas
foram transferidas juntamente com parte do substrato de micorrizacio
e mantidas em camara de aclimataciio com fotoperiodo idéntico aquele
a que estavam anteriormente submetidas e niveis de humidade relativa,
nas duas primeiras semanas, da ordem da saturagiio. A redugio progres-
siva para niveis de humidade relativa da ordem dos 90%, 80%, 70% até
aos niveis de humidade relativa ambiente, efectuou-se também com
intervalos de duas semanas.

Numa tltima fase, a aclimatagio foi realizada em cimara
fitoclima, com satura¢do de humidade, durante sete dias, seguida de
reduciio progressiva de humidade, de 5% em cada sete dias, até aos
niveis de humidade relativa ambiente. O fotoperiodo a que estiveram
submetidas foi de 16 h luz e 8 hescuridio, intensidade luminosa de 5000
lux, e temperatura diurna e nocturna de 23°C e 18°C respectivamente,
com gradagdo entre a mdxima e minima ao longo de lh antes e depois
do periodo de Iuz.

2.6 - Métodos de Estudo das Micorrizas
2.6.1 - Observacao ‘““in vive™
Ao longo do tempo de micorrizagio, procedeu-se a observa-
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¢do das raizes in vivo, desde as cinco até is trinta semanas.

ApoGs lavagem em dgua corrente, as raizes das plantas foram
observadas e fotografadas, de modo a permitir avaliar a existéncia e
extensao da micorrizagio.

As raizes das plantas foram ainda observadas e fotogratadas
a lupa binocular.

2.6.2 - Microscopia
2.6.2.1 - Microscopia Optica

A observagao microscépica das raizes foi realizada em sec-
¢oes tranversais, feitas 4 mio, de material fixado em etanol-acético
(Etanol 3 : Acido Acético | ), branqueado com hipoclorito de sédio
0.5% (cloro activo) e corado com safranina.

Foi ainda observado material fixado em glutaraldeido 2,5% -
tetroxido de 6smio 1%, desidratado numa série ascendente de acetonas
¢ impregnado em resinas Spurr ou Epon/Araldite (Mollenhauer, 1964).
Cortes semifinos de raizes com 1-4 mm de espessura, foram corados
com azul de toluidina ou coloragio dupla safranina-azul de metileno-
azur A (Warmke & Sheu-Ling, 1976) observados e fotografados.

Foram ainda observadas, raizes inteiras fixadas em etanol-
acético, apds branqueamento com hipoclorito de sddio, lavagem em
dgua e coloraciio com safranina,

2.6.2.2 - Microscopia Electrénica de Varrimento

Para observagio em microscopia electrénica de varrimento,
as raizes foram fixadas em glutaraldeido 2.5% (em tampdo cacodilato
de sddio 0.05M, pH 7.0), desidratadas numa série ascendente de
acetonas como em 2.6.2.1. e secas segundo o método de ponto critico.
Apl6s montagem em porta amostras do microscopio electrénico de
varrimento, o material foi coberto com uma fina camada de ouro e
observado a 10 KV.

2.7 - Estudo dos Parametros de Crescimento

O crescimento das plantas foi acompanhado desde a passa-
gem a condigbes ex-vitro, até aos oito meses de adaptagio a essas
condicoes.

2.7.1 - Crescimento

A quantificagdo do crescimento poralon gamento, foirealiza-
da por medigiio da altura das plantas aclimatadas e pela contagem do
numero de folhas ao longo do tempo, com intervalos varidveis.

2.7.2 - Parametros Foliares

Nas plantas em curso de micorrizagio foram determinados os
seguintes parametros: nimero total de folhas, drea foliar fotal das
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plantas, drea foliar por folha, peso fresco das folhas e peso por unidade
de drea das mesmas.

A partir das quinze semanas de aclimatagdo, foi quantificada
com o medidor de drea foliar portdtil (nio destrutivo), a drea foliar total
das plantas ao longo do tempo, dado que as plantas apresentavam ja
folhas mensurdvels com este equipamento

2.8 - Estudo dos Parametros Fisiologicos

2.8.1 - Determinaciio da Relacgiio Peso Seco/Peso Fresco

A relagiio entre o peso seco e o peso fresco das plantas
micorrizadas e ndo micorrizadas foi determinado, em folhas, caules e
raizes, para plantas com 6 e 10 semanas de micorrizacio e em folhas de
plantas com 20 semanas de micorrizagio.

O material fresco foi pesado e posto a secar envolvido em
papel de aluminio, em estufa a 60°C. Apds 48h de secagem, fechou-se
herméticamente o papel de aluminio sobre o material seco (dentro da
estufa), e efectuou-se a sua pesagem. Retirado o material, procedeu-se
a pesagem do papel de aluminio, para determinagdo da tara. Determi-
nou-se a relacio entre o peso seco e o peso fresco.

2.8.2 - Determinacao do Teor em Proteina Soliivel

A quantificaciio da proteina foi efectuada espectrofotométri-
camente pelo métedo de Comassie Fast Blue (Bradford, 1976).

A recta de calibragiio do aparelho foi construida, antes da
quantificacio da proteina, com seis solugdes de albumina bovina
(BSA), preparadas de fresco. O método utilizado para a construgio da
recta de calibraciio foi o que se utilizou para a quantificagio:

— Numa cuvete, foi colocado 1 ml de solugio de Azul de
Comassie, e 20 |1l de solugdo de albumina bovina de concen-
tracio conhecida, a recta de calibragio foi construida direc-
tamente pelo aparelho, por correlagiio entre a absorvancia
registada a 595 nm e a concentraciio correspondente, efectu-
ando-se trés medicdes para cada uma das concentrages em
estudo.

— A proteina foi extraida a partir de folhas verdes e precipitada
e concentrada segundo Holloway & Armdel (1988).

2.8.3 - Determinacio do Teor em Pigmentos Fotossintéticos

A quantificacio de pigmentos foi realizada espectrofotomé-
tricamente, apds extraccio com metanol.

Foram préviamente determinadas a drea foliar e a massa do
material. As folhas foram finamente cortadas e colocadas em 10 ml de
metanol. A extracgdo realizou-se no escuro, a 4 °C durante 24h (Ozerol
& Titus, 1965). Procedeu-se i medigao das absorvincias a 651nm,
664 nm e 470 nm.

wn
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Adeterminagfo dos valores dasclorofilasa(Cl_),b(C], ), total
(Cl) ¢ carotendides (C_,, ) foi realizada por aplicagio das formulas:

Cl.=16.5 Abs 664 - 8.3 Abs 651 (ug/mi)

Cl,= 33.8 Abs 651 - 12.5 Abs 664 (jg/mi)

Cl= 25.5 Abs 651 + 4.0 Abs 664 (tg/ml)

C_,.= (1000 x Abs 470 - 1.62 Cla - 104.69 Clb)/ 221 (ue/ml)

em que

Abs 651 = Absorvincia a 651 nm
Abs 664 = Absorvincia a 664 nm
Abs 470 = Absorvincia a 470 nm

2.8.4 - Determinacao da Actividade da RuBisCO

A actividade da ribulose-bisfosfato-carboxilase-oxigenase
(RubisCO), foi determinada por quantificacio de cintilacdo, resultante
da incorporagdo de carbonato radioactivo pelo método de Machler e
Nosberger (1980).

O extracto enzimitico foi activado na presenca de NaH"CO,
durante 2 minutos. A reac¢iio teve inicio pela dd]LdO do substrato
(ribulose bisfosfato) e foi parada 1,5 minutos depois, pela adi¢iio de 0.1
ml de HCI 2M.

2.8.5 - Determinacio de Parametros Fotossintéticos e Respiratérios

As taxas fotossintéticas e respiratdrias foram determinadas
em plantas em micorrizagio e respectivas testemunhas ao fim de 4, 3,
6, 8 ¢ 10 semanas.

A quantificagiio foi feita num analizador de gases por infra-
vermelhos (IRGA), em circuito fechado, com iluminagio fria saturante
ate se atingir o ponto de compensagio de CO,, no caso da determinacio
das taxas fotossintéticas e no escuro para determinagio das taxas
respiratorias.

As plantas foram mantidas dentro dos frascos de cultura aos
quais se adaptou umarolha perfurada, por onde se fez a ligagdo dos tubos
a0 IRGA, em circuito fechado, de modo a manter as plantas nas
condi¢des em que se encontravam em ensaio.

Depois da calibraciio do aparelho, procedeu-se is determina-
coes nas plantas em ensaio, fazendo incidir sobre estas luz fria com
intensidade saturante, para determinagio das taxas fotossintéticas.

Atingido o ponto de compensagio do CO,, o frasco foi
colocado em condigdes de obscuridade, procedendo-se entiio ao registo
das curvas de libertagio de CO,, com o objectivo de determinar as taxas
respiratdrias para as mesmas plantas,

A determinagiio do consumo e libertagiio de CO, foi efectuada
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em fungio das dreas foliares das plantas e peso fresco das folhas.

Algumas plantas foram mantidas em ensaio com o objectivo
de seguiras taxas fotossintéticas e respiratérias ao longo do tempo, entre
as quatro e as dez semanas.

2.9 - Analise dos Resultados

Para os resultados de micorrizacio, sobrevivéncia e aclimata-
cilo, foram calculados os valores de y2.

Os resultados de crescimento em altura ¢ nimero de folhas, ¢
ainda os teores em proteinas, pigmentos fotossintéticos, taxas fotossin-
teticas e respiratorias e ponto de compensagao do CO,, foram tratados
por andlise de variancia convencional.

A significincia dos valores de F calculados, foi estabelecida
para probabilidades inferiores a 5% (), 1% (_.) e 0.1% (_,.), consideran-
do-se respectivamente, como significativos, muito significativos e
altamente significativos,
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IV - Resultados

1 - Micorrizacao

1.1 - Fase 1
Extensao da Associagao

Ao fim de cinco semanas, nao se observou qualquer indicio de
micorrizagiio nas plantas, ocorrendo no entanto, o aparecimento espo-
radico de hifas nas proximidades das raizes, quando se procedia a
observacio microscopica.

Em observagoes subsequentes, as raizes das plantas apresen-
tavam-se semelhantes ao longo do tempo, até cerca das 15 semanas de
ensaio, altura em que se observou associagio micorrizica.

De todos os fungos testados, sémente P. tinctorius revelou
capacidade de se associar com as raizes de C. safiva numa extensao
significativa (>50% das raizes laterais das plantas infectadas), exibindo
ramificacio piramidal das raizes laterais, auséncia total de pélos radicu-
lares e um manto envolvente das raizes visivel a olho nu.

P. crocewm nio apresentou qualquer capacidade de associa-
¢iio, apesar das raizes exibirem ramificacdes laterais, muito curtas e
arredondadas, tipicas de raizes micorrizadas.

A.muscariae L. laccata revelaram capacidade de associagio,
mas sémente numa pequena extensio das raizes laterais das plantas
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(<10% e 20% respectivamente), apresentando-se as raizes, também
neste caso, com ramificagoes curtas e arredondadas e auséncia de pélos
radiculares em extensao significativa (>50% das raizes laterais).

Relativamente ao nimero de plantas micorrizadas, também se
verificaram diferengas entre os varios fungos testados, sendo P. tincto-
rius o fungo que se revelou mais eficaz na capacidade de se associar is
raizes das plantas.

Nafigura | registam-se osresultados de micorrizagio, expres-
sos em percentagem de plantas micorrizadas sobreviventes, antes da
passagem as condi¢des ex-vitre. Nao foram contabilizadas as plantas
mortas, ainda que micorrizadas. Os valores calculados de ¢ mostram
que os resultados de micorrizagiio encontrados com os quatro fungos,
sdo significativamente diferentes, quer para germinantes (y’=14.54
P<0.001), quer para plantas micropropagadas (x?=10.99 P<0.01).

Os resultados apresentados, revelam amda que nio existem
diferengas significativas no tipo e extensio da micorrizagiio, entre as
plantas de semente e as plantas micropropagadas.
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Tipo de Associacao

A, muscaria - A. muscaria exibe manto denso em regides
proximas do dpice das raizes laterais e somente nos casos de associagio
maxima (Estampall, d), ndo sendo visivel qualquer manto nas restantes.

Cortes transversais destas raizes, apresentam um manto de
espessura muito varidvel, que pode atingir, no mdximo, 20% da espes-
sura total, mas em frequéncias muito baixas (<5% das raizes laterais
infectadas). Nestes casos, verifica-se também a presenca de rede de
Hartig e o alongamento transversal das células epidérmicas.

A maioria das raizes infectadas porém, apresenta um manto
pouco espesso (<10% da espessura total da raiz), e nao possui rede de
Hartig, nem apresenta alongamento longitudinal das céelulas epidérmi-
cas.

Aspectos de microscopia electronica de varrimento, mostram
que estas raizes se apresentam, na sua maioria, comuma fraca aderéncia
de hifas a sua superficie (Estampa III, a), nao exibindo um manto com
estrutura definida.

L. laccata - L. laccata por seu turno, em observacoes a lupa,

Estampa I — a - Plantas micropropagadas enraizadas, antes da indu¢do da
micorrizagdo. b - Plantas micropropagadas em processo de micorrizacdo. ¢ -
Planta micropropagada com 5 semanas de micorrizacdo. d - Planta
micropropagada com 10 semanas de micorrizacdo. e - Raiz de germinante
micorrizada ao fim de 30 semanas de micorrizacdao. f- Planta micropropagada
testemunha ao fim de 10 semanas de passagem a subsirato.
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ndo apresenta indicios seguros da existéncia de manto, mesmo nas
raizes cuja morfologia faz suspeitar da presenca do fungo (cercade 20%
das raizes laterais) (Estampa II, b).

Cortes transversais, a semelhanca do que ocorria com A.
muscaria, apresentam mantos de espessura muito varidvel, com estru-
tura sinenquimatosa, frequentemente ndo acompanhados de rede de
Hartig ou alongamento das células epidérmicas. Aspectos de micorriza-
¢do aparecem no entanto, em ramificacdes muito curtas e arredondadas,
que em corte, apresentam rede de Hartig bem visivel.

Em microscopia electronica de varrimento podemos obser-
var, nalguns casos, a presenca de manto bem desenvolvido, sempre
acompanhado de ruptura na regido apical (Estampa III, b) pelo que o
crescimento da raiz nao € seguido pela associagiio do fungo, sugerindo

Estampa Il - a - Aspecto de wmna raiz de castanheiro micorrizada com Pisolithus

tinctorius apds 30 semanas de micorrizacdo (x32). b - Aspecto de uma raiz de

castanheiro micorrizada com Laccaria laccata apos 30 semanas de micorrizagdo

(x40). ¢ - Aspecto de uma raiz de castanheiro em contacto com Amanita muscaria

I durante 30 semanas (x40). d - Aspecto de uma raiz de castanheiro micorrizada
com Amanita muscaria apds 30 semanas de micorrizagdo (x40). e - Aspecto de
uma raiz de castanheiro em contacto com Piloderma croceum durante 30
semanas (x40). f- Aspecto geral de plantas micorrizadas (esquerda) e testemunha
(direita), apos 40 semanas de aclimatagdo.
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nfo se tratar de uma micorrizagio estavel.

P. croceuni - P. crocewm nio apresenta qualquer associagio
com as raizes de castanheiro. As observagoes i lupa, apenas evidenciam
raizes com ramificacdes curtas e arredondadas, sem pelos absorventes.
As raizes longas porém, exibem pélos radiculares.

Cortes transversais mostram nao existir manto nem rede de
Harlig, apresentando a anatomia tipica de uma raiz nao micorrizada.

Aspectos de microscopia electrénica de varrimento, revelam
a inexisténcia de manto nas ramificagoes das raizes, podendo ocorrer,
esporadicamente, hifas aderentes a superficie.

P. tinctorius - As raizes observadas i lupa exibem, no caso de
P. tinctorius, um denso manto de hifas castanho-douradas, que envol-
vem completamente a raiz (Estampa 1L a), constituindo nalguns casos
ama rede que envolve simultaneamente vdrias raizes laterais, conferin-
do-lThes uma morfologia prramidal.

Estampa Il - a - Raiz de castanheiro micorrizada com Amanita muscaria en
microscopiaelectronicade varrimento (x200). b - Raiz de castanheiro micorrizada
com Laccarialaccata. em microscopia electronica de varrimento (x350). De notar
que o apex radicular rompeu o manto. ¢ - Raiz de castanheiro micorrizada com
Pisolithus tinctorius em microscopia electronica de varrimento apos 5 semands
de micorrizacao (x100). d - Raiz de castanheiro em microscopia optica (observe-
se o manto que envolve a raiz) (x40).

—I
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Cortes transversais destas raizes permitem observar a espes-
sura do manto de estrutura simenquimatosa (Ingleby et al., 1990) e a
presenca de uma extensa rede de hifas, que penetram entre as células
corticais da raiz, constituindo a rede de Hartig. As células epidérmicas
envolvidas pela rede de Hartig, apresentam alongamento transversal
obliquo (Harley & Smith, 1983), o que confere as raizes infectadas um
aumento de espessura, visivel também em sec¢do longitudinal (Estam-
palV,a, b, ¢, d).

Estes aspectos sdo confirmados em microscopia electrénica

-1~

Estampa 1V - a - Corte transversal de raiz de castanheiro micorrizada com
Pisolithus tinctorius em microscopia electronica de varrimento apos 30 semanas
de micorrizagio (x350). b - Corte longitudinal de raiz de castanheiro em
microscopia optica micorrizada com Pisolithus tinctorius apds 30 dias de
micorrizagdo. Evisivel o alongamento das células epidérmicas e arede de Hartig
(x200). ¢ - Corte transversal de raiz de castanheiro micorrizada com Pisolithus
tinctorius em microscopia optica apos 5 semanas de micorrizacdo. E visivel o '
alongamento das células epidérmicas e a rede de Hartig (x500). d - Corte
transversal de raiz de castanheiro micorrizada com Pisolithus tinctorius em
microscopia electrénica de varrimento apos 30 semanas de micorrizacdo. E
vistvel o alongamento das células epidérmicas e a rede de Hartig (x1000).

L
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de varrimento, na qual se observa um espesso manto de hifas que
envolvem completamente a raiz, impeditivo da visualizagio das células
epidérmicas e que em corte atinge (para micorrizas com trinta semanas )
25% du espessura da raiz. Nestas micorrizas, observa-se grande quan-
tidade de hifas extrarradiculares ligadas ao manto. Em corte transversal
verifica-se que a rede de Hartig se estende 2 primeira camada de células
corticais (Estampas 1V, a, c, d).

Plantas testemunha - As raizes dos germinantes testemunha
apresentam ramificacdes alongadas, com terminagdes cénicas e grande
densidade de pélos absorventes em toda a sua extensio. As plantas
micropropagadas quase nilo apresentam ramificacGes, possuindo um
desenvolvimento radicular semelhante ao que adquiriram in vitro,
frequentemente sem subsequente ramificaciio (Estampa I, ).

Em corte transversal, apresentam uma estrutura primdria,
caracteristica desta fase de desenvolvimento radicular e semelhante 2
apresentada pelas das plantas que cresceram em contacto com P.
croceuni.

Em relagdo as plantas micropropagadas, a micorrizagio nun-
ca ocorre nas raizes presentes antes da micorrizacio, mas sempre nas
ramificages que estas formam, jd depois de se encontrarem em contac-
to com o fungo (Estampa [, ¢, d, ). As plantas testemunha revelam
alguma dificuldade na aquisi¢éio deste tipo de ramificacdes.

1.2 - Fase 2

A utilizagdo da metodologia 2 correspondeu a uma diminui-
¢ao significativa do tempo de micorrizagiio, pois observou-se associa-
¢do em 25-30% das raizes laterais, ao fim de cinco semanas de
transferéncia das plantas.

Os resultados dos ensaios de micorrizagio bem como as taxas
de sobrevivéncia, durante os ensaios, sio apresentados na figura 3. Com
esta metodologia verifica-se um aumento das percentagens de micorri-
zagio de 45% para 83% em média, e diminuigio na percentagem de
plantas mortas. Esta diminuiu também para as plantas testemunha.

Importa referir que por plantas micorrizadas, se entendem
todas aquelas em que ocorre micorrizacio em mais de 50% das raizes
laterais (avaliagio por aproximagio, e nio por contagem exaustiva) e
que, no momento da passagem para condi¢Ges ex-vitro apresentavam
viabilidade.

As plantas ndo micorrizadas nio foram contabilizadas nos
ensaios ulteriores de aclimatagfo, isso ndo significa porém, que tenham
sido invidveis. Verificou-se alids, que estas plantas apresentavam um
comportamento intermédio entre as plantas micorrizadas e as plantas
testemunha, quer no que se refere a capacidade de aclimatagio, quer as
taxas de crescimento.

A observagdo das plantas i safda do ensaio de micorrizagio e
passagem a aclimataciio, permitiu ainda verificar a existéncia de uma
gradaciio no estado de micorrizagdo, nas plantas provenientes de um
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mesmo frasco. Em frascos com trés plantas observou-se em todos os
casos, que uma delas apresentava micorrizacdo maxima, (frequente-
mente da ordem dos 100%), enquanto as duas restantes apresentavam
micorrizagdo menos extensa e ainda diferente entre si. Na planta menos
micorrizada observava-se desenvolvimento radicular pouco superior ao
das plantas testemunha, apesar de se observar micorrizaciio. Esta
gradagaoe no estado de micorrizacio, correspondiaainda auma gradagao
no mesmo sentido, nodesenvolvimento do sistema radicular e da porcio
acrea da planta.

As raizes das plantas micorrizadas e testemunha apresentam ‘
diferengas consideriveis na morfologia e na extensao da ramificagao
(Estampal, d, ). Enquanto as plantas micorrizadas exibem exuberincia ‘
de ramificaciio apds a micorrizacio, os testemunhas ndo apresentam
ramificacao lateral das raizes apos passagem para substrato ou esta é |
muito pouco extensa (Estampa I, d, ). l

As micorrizas obtidas nesta fase, apresentaram aspectos se- E
melhantes aos observados na fase 1. O manto bem desenvolvido, com |
estrutura sinenquimatosa, a rede de Hartig ¢ o alongamento das células
epidérmicas aparecem, ao fim de cinco semanas, de forma bem distinta,
apesar de apresentarem menor desenvolvimento do que o observado ‘
para as micorrizas da fase 1.

Aspectos de microscopia electronica de varrimento, mostram
que estas raizes apresentam um manto menos desenvolvido. apesar da
densidade elevada de hifas que possui. Este apresenta-se mais liso e sem
ligacdo aparente a hifas extrarradiculares, como a observada em micor-
rizas com trinta semanas,

2 - Aclimatacao
2.1-Fasel

A aclimatagiio de plantas micorrizadas revelou-se mais facil
que a das respectivas testemunhas. Consideramos aqui os resultados
obtidos paraasobrevivénciade plantas micorrizadas e nao micorrizadas
apos a passagem a condicoes ex-vitro .

Os resultados de sobrevivénciana fase | (figura 2) do proces-
so revelam que as plantas micorrizadas com A. muscaria, L. laccata e
P. tinctorius, tiveram maior capacidade de sobrevivéncia que as plantas
testemunha, ou do que as que estiveram em contacto com P. croceum,
comdiferengas estatisticamente significativas (}*=16.9 para germinan-
tes, ¥’=15.69 para plantas micropropagadas, P<0.01).

Os valores obtidos indicam ainda, que dos trés fungos que
apresentam melhores resultados de sobrevivéncia, P. tinctorius € o que
se revela mais eficaz (54.8 / 47.5%, germinantes / micropropagadas),
sendo significativa a diferenga entre os resultados obtidos com este
fungo e os obtidos com L. laccata, P. croceum e testemunhas (P<0.03),
e nao significativa a diferenca encontrada entre P. tinctorius e A.
muscaria ( P>0.05), quer em plantas de semente, quer em plantas
micropropagadas,

—\
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TAXAS DE SOBREVIVENCIA
EM GERMINANTES E PLANTAS MICROPROPAGADAS
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Figura2- Percentagemde sobrevivénciaem plantas micorrizadas com A .muscaria
{Am), L. laccata (L), P. tinctorius (Pt), P. croceum ( Pc) e em plantas testemunha
(Cont.).

2.2 - Fase 2

Os resultados de sobrevivéncia obtidos na fase 2 do trabalho
{figura 3) confirmam os obtidos na fase 1, verificando-se que a micor-
rizacio favorece a sobrevivénecia das plantas, durante o processo de
adaptagio as condicdes ex-virro. Estes resultados indicam ainda que
esta metodologia, nflo s¢ diminui o tempo de micorrizagiio, como
aumenta substancialmente a taxa de sobrevivéncia das plantas (83.0%
micorrizadas, 61.2% de plantas testemunha). As diferengas obtidas para
as taxas de sobrevivéncianestafase sio altamente significativas (x*=17.74
P<0.001).

Os resultados obtidos para a aclimatacio destas plantas,
depois da passagem as condigdes ex-vitro, sio apresentadas na figura 3,
onde se apresentam as percentagens de plantas aclimatadas em funciio
do mimero de plantas sobreviventes do processo de micorrizagio
{sobreviventes) e em fun¢iio do nimero inicial de plantas em ensaio de
micorrizagio (aclimatadas). Verificam-se diferencas entre a taxa de
aclimatacdo de plantas micorrizadas e testemunha, essas diferencas,
porém, nio sio estatisticamente significativas, se as considerarmos em
funcilo dos valores de plantas sobreviventes antes da aclimatagiio
(3*=0.58 P>0.05), mas sdo muito significativas, se as expressarmos em
fungdo do nimero total de plantas em micorrizagio no inicio do
processo (x*=8.52 P<0.01).
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PLANTAS SOBREVIVENTES E ACLIMATADAS
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Figura 3- Percentagem de plantas sobreviventes ¢ aclimatadas micorrizadas e
testemunha, respectivamente antes e apds o processo de aclimatagdo.

3 - Parametros de Crescimento
3.1 - Crescimento em Altura

Fase 1

O crescimento das plantas obtidas na primeira fase do trabalho
foi acompanhado, por registo do seu crescimento em altura desde o dia
de passagem ao solo, até aos 290 dias de aclimataciio.

Na figura 4 estio representadas as curvas de crescimento
médio das plantas micorrizadas com cada um dos fungos e respectivas
testemunhas.

Os valores obtidos mostram diferengas significativas entre as
alturas das plantas que cresceram em contacto com cada um dos fungos
e as plantas testemunha, para todos os tempos de mediciio (P<0.05). Esta
diferenca resultou do crescimento diferencial quando do processo de
micortizagdo, sendo jd significativa ao fim de trinta semanas, ou seja
quando as plantas passaram para condigdes ex-vitro, o tempo zero do
nosso registo de alturas .

Os contrastes estatisticos para o crescimento aos 0, 180 e 290
dias de aclimatagiio sao ainda apresentados, no sentido de avaliar entre
que grupos de plantas micorrizadas existem diferengas significativas de
altura, para cada um dos tempos considerados (tabela D).

Os resultados obtidos mostram que as diferencas entre as
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CRESCIMENTO EM ALTURA
EM PLANTAS MICORRIZADAS E CONTROLO
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Figura4- Curvas de crescimento médio das plantas micorrizadas com A .muscaria
{Am), L. laccata (L{), P. tinctorius (Pz), P. croceum (Pc) ¢ plantas testemunhas
(Cont) desde o dia de passagem as condigoes ex-vitro até aos 290 dias de
‘ aclimatagdo.

Tabela 1 - Contrastes estatisticos para os resultados de crescimento obtidos com
os quatro fungos testados aos 0, 180 e 290 dias de aclimatacdo: NS- niio
significativo, .- significativo (<5%), ..- muito significativo (<1%) e ...-
altamente significativo (<0.1%).

Dias acl. A, L1, L Pit. Cont
A.m 0 - NS NS e NS
180 - NS NS * NS
290 - NS NS NS &
L.l 0 - - NS NS ik
180 - - i * e
290 - “ NS Hos ®
F.oc 0 - - - NS #
180 - - - NS NS
290 - - - * NS
P 0 » _ R n ko
180 3 5 £ = g
290 - - - - - C 4
Cont 0O - = ‘ = = z
180 - - = = &
290 - = - & 2
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plantas micorrizadas com P. tinctorius e as restantes sio significativas
para 290 dias de aclimatagio (d excepgio de A. muscaria). Nio existem
diferencas significativas, para o mesmo tempo de aclimatagio, entre
plantas micorrizadas e/ou em contacto com os fungos A. muscaria - L.
laccara , A. muscaria - P. croceum e L. laccata - P. croceum.

As diferencas em relagio as plantas testemunha, sdo signifi-
cativas em todos os casos & excepgdo de P. crocewm , sendo as
significAncias crescentes ao longo do tempo de aclimatagiio, como
acontecia com as plantas micorrizadas com P. tinctorius em relagio as
outras plantas.

Fase 2

As plantas obtidas na segunda fase do trabalho, apresentam
taxas de crescimento em altura superiores as testemunhas (estampa 11,
f), sendo as diferengas estatisticamente significativas (P<0.05) a partir
dos 176 dias de aclimatacio (figura 5).

3.2 - Parametros Foliares

O crescimento das plantas na fase 2, foi acompanhado em
termos do nimero de folhas e da drea foliar total e por folha das plantas,
ao longo do processo de aclimataciio. Como podemos ver pela figura 6,
o numero de folhas é superior em plantas micorrizadas, com diferencas
estatisticamente significativas aos 260 dias de aclimatagio (P<0,05).

Os pardmetros foliares das plantas micorrizadas e testemunha,
quantificados em termos de drea foliar e drea foltar média por folha,
revelam que as plantas micorrizadas apresentam dreas foliares superi-
ores as plantas testemunha (figura 7). As diferencas encontradas sao
estatisticamente significativas para os trés tempos de medicdo, quer
para os valores de drea foliar total, quer para a drea foliar por folha
(P<0.05).

4 - Parametros Fisiologicos

4.1 - Relacao Peso Seco/ Peso Fresco

Nio se observaram diferengas significativas na relagio peso
seco/peso fresco, em folhas, caules e raizes de plantas micorrizadas e
ndo micorrizadas ao fim de seis ¢ dez semanas de micorrizagio.

Na figura 8 apresentam-se os resultados obtidos para plantas
micorrizadas e respectivas testemunhas as 10 semanas de micorrizagao.
As diferencas da relagiio peso seco/ peso fresco, nio sdo estatisticamen-
te significativas (P>0.05).

4.2 - Proteina Solavel

Os valores de proteina solivel obtidos para plantas micorriza-
dasendo micorrizadas, mostram a existénciade quantidades de proteina
muito superiores nas plantas micorrizadas que nas respectivas testemu-
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CRESCIMENTO MEDIO
DI PLANTAS MICORRIZADAS E CONTROL(O
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Figura 5 - Crescimento médio das plantas micorrizadas com P. tinctorius (Mic)
e respectivas plantas testemunha (Cont) desde a passagem a condi¢oes ex-vitro,
até aos 201 dias de aclimatagdao as condi¢ées ex-vitro.

N" MEDIO DE FOLHAS
EM PLANTAS MICORRIZADAS E CONTROLO
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30 9 |* Test

259

20 1

N" Falhas

T T T T T

5 T T T T T T T T
60 90 120 150 180 210 240 270

Dias de aclimatacio

Figura 6 - Niimero médio de folhas de plantas micorrizadas com P. tinctorius
(Mic) e respectivas testemunhas (Test), dos 70 aos 260 dias de aclimatagao as

condigoes ex-vitro.
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Figura 7 - Areas foliares médias por folha e totais em plantas micorrizadas com
P. tinctorius (Mic) e respectivas plantas testemunha { Test).

nhas (tabela 2). As diferencas encontradas sio estatisticamente signifi-
cativas quando a proteina € expressa em peso fresco (P<0.05) e muito
significativas quando expressa em peso seco (P<0.01).

RELACAO PESO SECO/PESQ FRESCO
EM PLANTAS MICORRIZADAS I TESTEMUNHA
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Figura 8 - Relagdes Ps/ Pf em folhas, caules e raizes de plantas micorrizadas
(Mic) e testemunha (Test) apos 10 semanas de micorrizacdo.
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Tabela 2 - Teor em proteina soltvel de plantas micorrizadas com P. tinctorius ¢
testemunha, expresso em peso fresco (Pf) e em peso seco (Ps). Valores
seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes a P<0.05.

Proteina (ma/g)
8 semanas 10 semanas 12 semanas 14 semanas 25 semanas
/Pt /Ps /Pf /Ps /Pr /Ps /P{ /Ps /PL /Ps
Mic 16.8a 98.8a | 179a 994a (| 147a 889a | 134a 833a | 156a 930
Test 144b 847b | 11.5b 719b [ 122b 71.5b | L1.6b 725b [ 10.0b 625D

A diferenca nos quantitativos proteicos mantém-se ao longo
do processo de aclimatacio, continuando a verificar-se valores estatis-
ticamente significativos ao fim de 30 semanas de aclimatacao

4.3 - Teor em Pigmentos Fotossintéticos

O teorem clorefila total foi determinado em plantas com 8-25
semanas de ensaio de micorrizagao (Tabela 3), e de pigmentos fotossin-
téticos em plantas com 20, 30 e 40 semanas de aclimatacio (figura 9).

Os valores obtidos niio nos permitem tirar uma conclusio
segura do efeito da micorrizaciio no teor de pigmentos fotossintéticos,
uma vez que as diferencas registadas ndo sio estatisticamente significa-
tivas, a excepgio do valor de clorofila total is 25 semanas de ensaio que
¢ significativamente superior em plantas testemunha (Tabela 3).

Tabela 3 - Teores de clorofilas de plantas micorrizadas e testemunha. Valores
seguidos de letras diferentes sao significativamente diferentes a P<0.05.

Teores de clorofila total (mg/em?)

8 semanas 10 semanas 12 semanas 14 semanas 25 semanas

Mic 239 a 25.04 26.0a 29.2.a 35.0a

Test 23.8a 2354 21.0a 252 a 40.2 b

Apesar disso, verifica-se uma modificacio do padrio de
pigmentos ao longo do processo de aclimatacdo das plantas. Deste
modo, podemos observar que os valores obtidos para cada um dos
pigmentos para 20 semanas sdo superiores em plantas testemunha. Para
30 semanas, os valores aproximam-se nos dois grupos de plantas,
invertendo-se esta relacdo, nas plantas com 40 semanas de aclimatacdo
(figura 9).

4.4 - Parametros Fotossintéticos e Respiratorios

Os resultados obtidos para as taxas fotossintéticas e respirato-
rias, revelam a existéncia de diferencas significativas nestes pardme-
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Pigmentos (mg/em?)

PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS
EM PLANTAS MICORRIZADAS EE CONTROLO
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Figura 9 - Teores de pigmentos fotossintéticos: clorofila total ¢ carotendides em
plantas micorrizadas (Clt Mic e Carot Mic) ¢ testemuthas (Clt Cont ¢ Carot Cont)

com 20, 30 e 40 semanas de aclimatacao.

tros, entre plantas micorrizadas e nio micorrizadas, como pode ver-se
pelos resultados apresentados nas tabelas 4 e 5.
As taxas fotossintéticas siio superiores em plantas micorriza-
das, sendo essa diferenca estatisticamente significativa para tempos de
micorrizagdo iguais ou superiores a [2 semanas (P<0.05) (tabela 4).
Astaxas respiratorias das plantas testemunha, por sua vez, sio
muito superiores s das plantas micorrizadas (tabela 5). As diferencas
encontradas sd@o muito significativas a partir das [0 semanas de ensaio,
quando expressas em unidade de drea (P<0.01), ¢ altamente significa-

Tabelad4 - Taxas fotossintéticas de plantas micorrizadas com Pisolithies tinctorius
e plantas testemunha (Test). Valores seguidos de letras diferentes siio signi-
ficativamente diferentes a P<0.05.

Taxas Fotosintéticas
(ul C()-_:fumz).f (ml COy/g)

8 semanas

10 semanas

12 semanas

14 semanas

/Area  /Pf /Ps | /Area /Pf /Ps | /Arca /Pf /Ps | /Area /Pl /Ps
Mic 2892 2.0a 122a |37.8a 27a 1481 [36.1a 264 158ald4l.6a 29a 17.8a
Test 2332 1.8a [l.Ja|340a 25a 160a|194b 14b 83b |267b 1.8b 10.8b
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tivas quando expressas em peso tresco e peso seco (P<0.001).

Além dos valores das taxas fotossintéticas e respiratérias,
também as diferencas encontradas nos valores dos pontos de compen-
sacdo de CO., mais baixos nas plantas micorrizadas, se revelaram
altamente significativos para os dois grupos de plantas (P<0.001)
(tabela 6).

Tabela 5 - Taxas respiratérias de plantas micorrizadas comPisolithus tinctorius
e plantas testemunha. Valores seguidos de letras diferentes sdo significativa-
mente diferentes a P<0.05,

Taxas Respiratorias
(ul (f()zv’cm2 VAl COp/e)

5 semanas 10 semanas 12 semanis 14 semanas
/Areu /Pf /Ps | /Area (Pl /Ps {Aren /Pl {Ps fArea /Pl /Py
Mic | 16.1a 100 6.1a | 10.la  0.7a 4.0a | 13.1a 0.9a 5.4a 13.9a  0.0a  3.5a
Test | 10.8a  1.3b 7.6b ] 23.5h 1.7b 109h } 2716 2.0b  11.6b | 1700 1.2b 7.2b

Tabela 6 - Ponto de Compensagiio de CO, de plantas micorrizadas comPisolithiss
tinctorins e plantas testemunha. Valores seguidos de letras diferentes sio
significativamente diferentes a P<0.05.

Ponto de Compensagio de CO2 (ppm CO2)

8 semanas

10 scmanas

12 semanis

14 semanas

Mic

173.0 4

110.0a

121.0a

130.0 a

Test

250.0 b

222.5b

288.0 b

187.5 b

4.5 - Actividade da RuBisCO

A actividade da RuBisCO foi determinada, & semelhanca do
que aconteceu comas quantificacdes anteriores de proteina e pigmentos
fotossintéticos, em plantas com 8 e 14 semanas de micorrizacio, antes
da passagem a aclimatagiio e em plantas com 25 semanas de micorriza-
cio e 12 semanas de aclimatacio.

Verificaram-se diferencas de actividade de RuBisCO entre
plantas micorrizadas e nilo micorrizadas idénticas para todos os tempos
de micorrizacdo, apesar de exibirem diferencas em valor absoluto.
Apresentando as plantas mais jovens, antes da aclimatacio, actividades
de RuBisCO muito inferiores as plantas com 25 semanas de aclimata-
¢iio. Na tabela 7 apresentam-se os valores obtidos para a actividade da
RuBisCO em plantas com 8, 14 ¢ 25 semanas de micorrizagdo.
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Verifticamos que a actividade da Rubisco é superior em
plantas micaorrizadas para todos os casos, quando os resultados sio
expressos em peso Iresco e peso seco, com diferencas estatisticamente
significativas (tabela 7). Quando os resultados sdo expressos em prote-
ina, porém, os valores aproximam-se, chegando mesmo a coincidir.
Quando a actividade enzimatica € expressa em termos de clorofila,
verificam-se diferengas entre plantas micorrizadas e testemunha, mas
nido tao acentuadas como as verificadas para os valores expressos em
peso fresco e seco (tabela 7).

Tabela 7 - Actividade da Rubisco em plantas micorrizadas (Mic) e testemunha
(Test). Valores seguidos de letras diferentes sdo significativamente diferentes
a P<0.05.
Actividade da Rubisco
(pmol CO2/g/h) / (umol CO2/g/h) / (pmol CO2/mg/h) / (umol CO2/mg/h)

8 semanas 14 semanas 25 semanas

PL /Ps  [Prot  [clor /P /Ps  {Piot [clor /Pt IPs /Prot  /fclor.

Mic |92.8a 5457 a 560a 41.0a(l074a667.0a 97a 253033300 249750 2240 72.5a

Test [76.4b 449.2b 53a 34.1a]957a 598.1b 97a 18.6b[267.0b 1949.1b 2054 68.5a




V - Discussao e Conclusoes

A metodologia de micorrizagao utilizada na primeira parte
deste trabalho, mostrou-se pouco eficaz mesmo com elevados tempos
de micorrizacdo. O grande volume de substrato utilizado, bem como o
facto de se ter procedido & inoculagiio simultinea de fungo ¢ plantas, sio
provavelmente responsdveis pelos elevados tempos de micorrizagiio,
uma vez que o fungo demorava um tempo excessivamente longo a
colonizar o substrato. A redugio do volume e a inoculagio prévia do
substrato levou a uma redugiio significativa do tempo de micorrizaciio,
0 que nos parece dar consisténcia a hipdtese formulada.

As micorrizas obtidas com P. tinctorius apresentaram um
manto fiingico e rede de Hartig que, tal como referem Harley & Smith
(1983), nao ultrapassa as células corticais. As raizes laterais exibem
ramificagao dicotémica resultante da dicotomizagio sucessiva do me-
ristema radicular, que lhes confere uma morfologia piramidal ou cora-
l61de (Rancillac, 1983). A auséncia de pélos radiculares e o alongamen-
to transversal das células epidérmicas sio outras caracteristicas morfo-
logicas das raizes micorrizadas obtidas. Esta morfologia foi observada
mesmo nas raizes que nio estavam em contacto com o fungo, nao
aparecendo nas raizes das plantas testemunha. A maior dicotomizagiio
das raizes de C. sativa Mill., encontrada em micorrizas de P. tinctorius,
coincidemcomaspectos de micorrizagdo mais eficaz. Segundo Franken-
berger & Poth, (1987), as auxinas produzidas pelo fungo sio directa-
mente responsaveis pelos aspectos observados, Rupp & Mudge (1985),

_
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no entanto, afirmam que estas t€m somente um papel indirecto, pois é
o etileno produzido pela raiz em resposta a produgiio de auxinas do
fungo, o responsdvel pela morfologia das micorrizas. Estes autores
observaram uma inibi¢iio do papel das auxinas quando da aplicacio de
inibidores da acg¢fio do etileno. Nio foram determinados os niveis de
fotorreguladores nas raizes estudadas, mas o aumento de ramificaciio
das raizes laterais verificado nas plantas micorrizadas de C. sativa, pode
justificar-se com base nestas observacgdes e nas de numerosos autores,
que o atribuem a acgdo (directa ou indirecta) de fitorreguladores
produzidos pelos fungos micorrizicos (Harley & Smith, 1983; Rupp &
Mudge, 1985; Barea, 1986; Gay, 1986; Frankenberger & Poth, 1987,
Gay et al., 1994; Smith & Read, 1997),

Apesar da baixa especificidade atribuida aos fungos ectomi-
corrizicos (Dudridge, 1986), os fungos A. muscaria, L. laccata, P.
croceume P. tinctorius revelaram diferentes capacidades de associagao
com as raizes de castanheiro in vitro. Nao foi possivel a associacio com
P. croceum; e L. laccata e A. muscaria mostraram baixa capacidade de
associacilo, enquanto P. tinctorius se revelou o mais eficaz.

A semelhanca do que acontece com o crescimento dos fun gos
em meio solido, também a capacidade de crescimento dos fungos no
substrato de micorrizagido pode ser diferente para cada um destes,
podendo esta diferenca ser determinante da capacidade de infeccao. P.
tinctorius, que revelou maior capacidade de infecgiio, foi também o que
apresentou maioraptidao para crescerem cultura. Estes resultados estiao
de acordo com as numerosas referéncias a aptidao deste fungo para s¢
associar com grande numero de espécies florestais. No entanto, nao
estao esclarecidos os factores que intervém nas diferencas de compor-
tamento dos fungos micorrizicos em relagiio a infeccao (Malajezuk er
al., 1984, Malajczuk er al., 1990).

A diferente especificidade das espécies flingicas, bem como
a incompatibilidade de alguns fungos para determinadas plantas, foi
previamente reconhecida por Malajezuk er al., (1984). Segundo estes
autores existe incompatibilidade entre Evcalvptus e fungos reconheci-
dos como micorrizicos especificos de coniferas. Esta revela-se pela
incapacidade do fungo penetrar entre as células, apesar de envolver as
raizes com um manto frequentemente incipiente e heterogéneo. A
deposicao de taninos nas células epidérmicas € também interpretada
como uma provavel reacciio de incompatibilidade. A lise das células
epidérmicas e do fungo, foi ainda observada nalguns casos (Malajczuk
etal., 1984). Segundo Malajezuk et al., (1990) ocorrem mesmo diferen-
cas na capacidade de infeccao entre isolamentos diferentes de uma
mesma especie fungica. Duas estirpes de P. tinctorius. revelaram
diferentes capacidades de infeccao para o eucalipto, sendo mais eficaz
o fungo isolado em povoamentos desta espécie florestal. A micorriza-
¢ao obtida em C. sativa foi diferente na extensio e caracteristicas das
micorrizas formadas. Enquanto P. tinctorius tormou micorrizas com
1déntica morfologia e extensao, para um determinado tempo de micor-
rizacao. L. laccata e A. muscaria infectaram extensoes reduzidas das
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raizes e apresentaram micorrizas de grande heterogeneidade morfol6-
gica (mantos de espessura varidvel e auséncia frequente de rede de
Hartig), o que sugere que nas condicdes testadas, estas apresentaram
uma baixa eficiéncia de micorrizagio. No caso de L. laccata verificou-
se ainda o rompimento frequente do manto na regido apical da raiz.
Segundo Harley & Smith (1983), o rompimento do manto ocorre
naturalmente em fases de crescimento acelerado das raizes, até ao
restabelecimento do estado de micorrizagio. Em C. sativa parece
corresponder a uma reduzida eficiéncia de micorrizacio por parte do
fungo, pois ocorre com frequéncia muito elevada e exclusivamente com
L. laccata.. Nao foram observadas raizes longas e hialinas com apices
conicos, como as deseritas por Harley & Smith (1983), caracteristicas
das fases de crescimento acelerado. Ao contrario apresentavam ramifi-
cacoes arredondadas e curtas, mesmo quando niio micorrizadas.

As baixas percentagens de plantas micorrizadas sobreviven-
tes, antes do processo de aclimatacio confirmam a baixa capacidade de
infeccdo de L. laccata e A. muscaria, 20 mesmo tempo que mostram o
papel da micorrizagdo na capacidade de sobrevivéncia das plantas. A
percentagem de sobrevivéncia das plantas micorrizadas com qualquer
dos fungos micorrizicos ao fim de trinta semanas, € bastante superior a
das plantas nio micorrizadas, apesar de ser significativamente maiorem
P tinctorius e muito baixa em todos os casos. Estas baixas taxas de
sobrevivéncia resultantes da utilizacio da metodologia da fase 1,
parecem poder explicar-se pelas condicoes de stress nutritivo e hidrico
aque as plantas estiveram sujeitas, dado o tempo excessivamente longo
c¢m ambiente confinado durante o preesso de inducio da micorrizacao.
Os germinantes dado que The foram retiradoes os cotilédones, revelaram
deficiéncia nutricional semelhante as plantas micropropagadas. As
condicoes axenicas, com humidades relativas muito elevadas, condici-
onaram ainda a sua ulterior susceptibilidade ao stress hidrico. As
condicoes ambientais testadas, por serem semelhantes as do crescimen-
to das plantas micropropagadas, permitem comparar com menores
distor¢des o comportamento durante a micorrizagiao. Os resultados
obtidos nao mostram diferencas de comportamento em relagiio a micor-
rizagido, entre os germinantes e as plantas micropropagadas. As percen-
tagens de sobrevivéncia dos dois tipos de plantas, quando micorrizadas,
sao semelhantes, apesar de ligeiramente superiores nos germinantes. No
caso de auséncia de micorrizacio, porém, as diferencas sdo bastante
maiores, sendo as taxas de sobrevivéncia superiores em germinantes
{19.4% germinantes testemunhas, 9.1% micropropagadas testemu-
nhas).

A micorrizacdo parece pois mais determinante da sobrevivén-
cia de plantas micropropagadas do que de germinantes. Com efeito, o
sistema radicular das plantas micropropagadas apresenta baixa funcio-
nalidade na absorcio de dgua e nutrientes durante as primeiras fases de
desenvolvimento ex-vitro (Bonga, 1977, Flick et al., 1983). Os resulta-
dos obtidos parecem apoiar a hipdtese de que a micorrizagio pode
aumentar a eficiéncia de absorciio das raizes obtidas nas plantas micro-
propagadas, facilitando a aclimatacio nestas plantas e determinando
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maior capacidade de sobrevivéncia.

Com qualquer dos fungos testados, a morfologia das micorri-
zas formadas em plantas micropropagadas é semelhante a de germinan-
tes. As raizes de plantas micropropagadas obtidas em cultura, porém,
nunea se apresentam micorrizadas. A micorrizagdo ocorre sempre nas
raizes formadas depois de contacto com o fungo. Estas observacoes, se
porum lado confirmam a baixa funcionalidade para a micorrizaciio das
raizes obtidas in vitro, por outro evidenciam o papel positivo do
contacto do fungo no desenvolvimento radicular.

Ao contririo do que acontece com as raizes micorrizadas de
plantas micropropagadas e germinantes, verificam-se diferengas consi-
derdveis entre a morfologia radicular de plantas testemunha germinan-
tes e testemunha micropropagadas. Plantas testemunha micropropaga-
das apresentam, durante o periodo correspondente i MICOITiZacio,
raizes pouco ramificadas evidenciando um crescimento lento ou nulo,
Os germinantes possuem ramificagées alongadas com dpice cénico,
completamente cobertas de pelos absorventes, e evidenciam crescimen-
to por alongamento, superior is respectivas plantas micorrizadas. Se-
gundo Harley & Smith (1983), o crescimento de raizes nio micorrizadas
pode ser cinco vezes mais rapido que o das micorrizadas. No caso em
estudo, esta diferenca, verifica-se para germinantes, mas nio para
plantas micropropagadas.

A micorrizacio de plantas micropropagadas surge como uma
forma de acelerar a funcionalidade das raizes, permitindo uma mais
rapida formacdo de ramificagées laterais, com concomitante aumento
daeficiénciade absorcio. Este efeito, verificado também nos germinan-
tes, surge no caso das plantas micropropagadas, com importincia
acrescida, pois permite ultrapassar, com maior facilidade a fase mais
critica do processo de micropropagagio. A ac¢iio de auxinas produzidas
pelo fungo, ou pelaassociagio micorrizica (Harley & Smith, 1983; Gay,
1986; Frankenberger & Poth, 1987; Gay et al., 1994), ou ainda o eleito
de compostos produzidos em resposta i sintese de auxinas (Rupp &
Mudge. 1985), podem estar na base destes efeitos.

As diferengas encontradas para a capacidade de infecgiio dos
varios fungos testados, condicionou o aprofundamento do estudo ape-
nas com P. tinctorius, por ser o fungo que revelou as maiores taxas ¢
extensoes de associagio, com consequente inducio de maiores taxas de
sobrevivéncia nas plantas micorrizadas. As consequéncias fisioldgicas
induzidas pela micorrizagao nas plantas micropropagadas foram tam-
bém estudadas com este fungo.

A metodologia seguida na segunda fase do trabalho levou a
uma reducao significativa do tempo de micorrizagio. Esta metodologia
foi possivel dado que as plantas micropropagadas, unicas plantas usadas
comestametodologia, possuem, no momento de inoculagio, dimensdes
inferiores aos germinantes. Na fase em que foram testados simultineca-
mente ambos os tipos de plantas, ndo foi possivel optar por frascos de
tio reduzidas dimensdes, atendendo is maiores dimensoes dos germi-
nantes. A inoculagiio prévia dos substratos, em contrapartida, proporci-
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onou o desenvolvimento do fungo antes da transferéncia das plantas,
sendo este, com grande probabilidade, responsdvel pela significativa
reducao do tempo de infeccio das raizes.

As diferencas nas metodologias nio condicionaram diferen-
cas morfolégicas das micorrizas formadas. No entanto, nas micorrizas
formadas pela metodologia 2, para o mesmo tempo de ensaio, a extensio
de associagiio foi muito superior. As plantas exibem, por isso, melhores
condigoes fisioldgicas, pois ndo sdo submetidas a condi¢des de stress
ambiental por um tao longo periodo, ao mesmo tempo que beneficiam,
desde mais cedo, da assoctagiio micorrizica. Os valores de sobrevivén-
cia antes da aclimata¢iic sdo, por consequéncia, significativamente
aumentados, quer para plantas micorrizadas, quer para as testemunhas.

As diferencas na extensiio de micorrizacio entre as plantas de
ummesmo frasco sugerem aexisténcia de competicio no mecanismo de
associago simbidtica. O fungo infecta geralmente a planta de maior
desenvolvimento radicular, provocande um acréscimo no desenvolvi-
mento geral da planta que se acentua ao longo do tempo. As restantes
plantas, apresentam também diferencas de micorrizacdo entre si, veri-
ficando-se que a menos favorecida na associacio € a de menor desen-
volvimento radicular, Nao ¢ conhecido o mecanismo pelo qual se dd a
associagiio diferencial de fungo as raizes de plantas em desenvolvimen-
to num mesmo substrato. Segundo Nylund (1980) a liga¢iio do fungo a
epiderme da raiz do hospedeiro, depende da secreciio de compostos de
carbono por parte desta. Ao nivel da raiz sdo exudados aminodcidos,
proteinas, glicidos, dcidos orgénicos e fitorieguladores que ao serem
disponibilizados, condicionam o mecanismo de ligacio do fungo as
raizes, quando da associacdo micorrizica. A alteraciio da permeabilida-
de celular em resposta a condigdes ambientais como o balango mineral
e as concentragoes de fitorreguladores, parece associada a este mecanis-
mo de exudagao (Barea, 1986). A micorrizagio das plantas estari
condicionada pela translocacio e disponibilizacdo de compostos de
carbono ao nivel da raiz (Nylund, 1980; Barea, 1986) e serd tanto mais
eficiente quanto mais extensa e ramificada esta for. Os resultados
encontrados sugerem que num mesmo substrato, amenor disponibiliza-
cio de nutrientes por parte de plantas com desenvolvimento radicular
inferior, poderd estar na base das diferengas na extensiio de micorriza-
¢do. As plantas com maior desenvolvimento radicular possuem vanta-
gem para a micorrizagilo, sendo preferidas pelo tungo ao qual fornecem
maiores quantidades de nutrientes.

Apo6s micorrizacio, quer as plantas micropropagadas, quer os
germinantes apresentaram taxas de crescimento em altura superiores as
respectivas testemunhas. Efeito idéntico foi descrito por virios autores
(Harley & Smith, 1983; Grellier et al., 1984). Os beneficios causados
pela micorrizacdo tém sido amplamente referidos (Ashford et al., 1975;
Mejstrik, 1975; Harley & Smith,1983; Lapeyrie et al., 1984; Roliner al.,
1984; Martin et al., 1985; Ronald & Saderhiill, 1985; Ingestad et al.,
1986; Bougher et al., 1990; Cumming & Weinstein, 1990; Jones et al.,
1990 Scheromm et al., 1990a,b: Brundrett et al, 1996; Smith & Read,
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1997), sobretudo no que se refere a capacidade de mobilizar nutrientes
disponiveis no solo em quantidades limitantes do crescimento (nome-
adamente P, N e K). Estes beneficios nutricionais nem sempre sio
acompanhados porum incremento das taxas de crescimento das plantas,
havendo mesmo autores que referem o efeito contririo (Harley & Smith,
1983}, Segundo estes autores, nalguns casos, o suprimento de compos-
tos de carbono requerido pelo fungo, nido permite ao hospedeiro incre-
mentar a sua biomassa, apesar dadisponibilizacio de nutrientes que este
lhe proporciona (Harley & Smith, 1983).

Os acréscimos em altura de castanheiros germinantes micor-
rizados sido tanto mais significativos quanto maior a eficiéncia de
micorrizacio do fungo. Existem diferencas no crescimento entre as
plantas micorrizadas com cada um dos fungos micorrizicos, que por sua
vez sao diferentes das taxas de crescimento das plantas testemunha. P.
tinctorius revelou-se o fungo mais eficiente no estimulo do crescimento
de plantas micorrizadas, sendo seguido por A. muscaria e L. laccata..
Lstes resultados coincidem com os obtidos para a capacidade de
associagiao de cada um dos fungos, verificando-se uma relacaio entre
capacidade de micorrizacio, extensiio de associagio de um fungo e
eficiencia fisiologica dessa mesma associacdo. Em relac@o as plantas
micropropagadas, este efeito ¢ ainda mais pronunciado. As plantas
micropropagadas exibem taxas de crescimento em altura, em area foliar
e ainda ndmero de folhas, significativamente superiores as respectivas
testemunhas. Estes resultados evidenciam o efeito positivo da micorri-
zacdo no crescimento das plantas, e sao o reflexo do efeito verificado
também nos pardmetros fisiologicos. Segundoe Harley & Smith (1983),
a abservagao de um numero mais clevado de folhas em plantas micor-
rizadas, ndo permite estabelecer uma correlacio directa entre micorri-
zacao e este parametro de crescimento. As plantas estudadas sdo de um
modo geral genéticamente diferentes, podendo essas diferencas dever-
se fundamentalmente a esse facto. Tendo em conta que o presente
trabalho foi realizado com plantas uniformes genéticamente, e que as
plantas micorrizadas exibem em todos os casos maior numero de folhas,
as observagdes referidas por aqueles autores, sugerem a possibilidade
de que tal correlagiio possa existir.

Uma vez que o nimero total de folhas € maior em plantas
micorrizadas para cada um dos tempos de medicio, a drea foliar superior
nestas plantas poderia decorrer exclusivamente desse facto. Calculando
adrea foliar por folha verifica-se que, também esta, é significativamente
mais elevada em plantas micorrizadas. A drea foliar destas plantas, é
superior a das testemunhas, nio sé devido ao maior nimero de tolhas,
como também a maior drea de cada uma delas. As plantas com 4-10
semanas de micorrizagio, antes da passagem a aclimatacilo, exibem jd
dreas foliares por folha ligeiramente superiores aos testemunhas, evi-
denciando a mesma tendéncia revelada pelas plantas com 25 semanas
de aclimatagéo. Estes resultados sugerem desde logo uma maior efici-
éncia dos parimetros fisioldgicos associados a drea foliar, nomeada-
mente taxas fotossintéticas. As perdas de dgua pelas folhas, parimetro

el
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determinante das dreas foliares na maioria das espécies, parecem ser
aqui compensadas, de alguma forma, com a presenga do fungo, refor-
cando o papel deste na disponibilizagdo de dgua para a planta (Hu, 1977,
Duddridge etal., 1980; Harley & Smith, 1983; Boydetal., 1986; Meyer,
1987: Feil et al., 1988; Marx and Cordell, 1989; Guehl et al., 1992)

As taxas de crescimento de plantas micropropagadas e germi-
nantes. calculadas em termos dos valores absolutos de altura, para o
mesmo tempo de aclimataciio, sdo muito diferentes entre si, quer nas
plantas micorrizadas, quer nas plantas testemunha. Estes resultados
evidenciam a conhecida superioridade de crescimento das plantas
obtidas por micropropagaciio, em relagiio as obtidas por via germinal
(Bajaj, 19860).

As relacdes peso scco/peso fresco determinadas em folhas de
plantas micorrizadas e testemunha, em diferentes tempos de micorriza-
cio, nilo apresentam diferencas significativas entre os dois grupos de
plantas, apesar dos valores serem ligeiramente superiores em plantas
micorrizadas. Os valores obtidos para plantas com 25 semanas de
aclimatacio e plantas imediatamente antes da aclimatagio, diferemem
valor absoluto, mas os valores relativos em plantas micorrizadas e
testemunha mantém-se. Os valores determinados para raizes e caules
nas plantas mais jovens, apresentam também este padrao. O acréscimo
de biomassa destas plantas, dd-se por crescimento em altura e drea foliar
e nio por aumento da relaciio peso seco/peso fresco pois as plantas
micorrizadas (até s 25 semanas de micorrizagdo) nio apresentam
significativas alteragdes darelagiio peso seco/peso fresco em relacdo as
testemunhas.

Os valores determinados para a proteina solivel em plantas
micorrizadas, sdo significativamente diferentes dos encontrados paraas
plantas ndio micorrizadas da mesma idade. Este aumento do contetido
proteico, pode dever-se ao aumento de absorgiio de azoto pelas micor-
rizas, verificado por numerosos autores (Harley & Smith 1983; Sche-
romm ef al.,1990). As micorrizas tém a capacidade de aumentar a
absorcio de compostos azotados, geralmente sob a forma de amonio,
com consequente aumento das sinteses com eles relacionadas. O au-
mento de absorcio de azoto foi referido por numerosos autores (Harley
& Smith, 1983; Finlay, 1992; Finlay et al., 1988; 1989; 1996; Sche-
romm et al., 1990; Smith & Read, 1997) assim como o papel importante
das ectomicorrizas na reciclagem de azoto nos ecossistemas florestais
(Martin et al., 1992). A sintese de compostos de azoto nas plantas
micorrizadas de castanheiro, revelada num contetido proteico aumenta-
do, sugere uma absorgao mais eficiente de azoto por estas plantas, pois
as plantas testemunha, tendo disponiveis as mesmas fontes de azoto,
revelam contetdos proteicos inferiores.

As taxas fotossintéticas obtidas nas plantas micorrizadas,
quer expressas em unidade de drea, quer em peso fresco. sd0 muito
superiores as das plantas testemunha. Estes valores evidenciam uma
activacio do metabolismo fotossintético, tal como acontece para outras
plantas micorrizadas (Reid er al., 1983; Lewis, 1986; Dosskey er al.,
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1990) e segundo estes autores rellectem umaresposta i associagio, uma
vez que a planta sintetiza a fonte de carbono que fornece ao tungo.

Sabe-se que os transportes de carbono e fosforo estio intima-
mente relacionados em termos de taxas fotossintéticas e de transporte
dos produtos da fotossintese a nivel do invélucro cloroplastidial. Deste
modo, uma alta concentraciio citopldasmica de Pi, estd funcionalmente
relacionada com altas taxas fotossintéticas, com transporte de trioses
para o exterior do cloroplasto e com baixas acumulacoes de amido. A
velocidade de sintese de sacarose no citoplasma, controla a velocidade
de translocago de produtos para os tecidos receptores ¢ é tanto maior,
quanto maior a sintese de trioses (Lewis, 1986). Este papel do Pi foi
demonstrado, procedendo ao seu aprisionamento sob a forma orginica,
em anilogos de glucose ndio metaboliziveis. Provocou-se desta forma
um abaixamento de concentracio de Pianivel do citoplasma, verifican-
do-se, como consequéncia, o decréscimo das taxas fotossintéticas e da
exportaciio de compostos de carbono do cloroplasto, o aumento da
sintese de amido, o decréscimo da sintese de sacarose e consequente-
mente o decréscimo da velocidade de translocacio. Este efeito ¢
semelhante ao provocado pela deficiéncia de fésforo em condigGes
naturais (Lewis, 1986).

A taxa fotossintética esta pois, dependente do nivel de fésforo
citoplasmatico. Os resultados por nés obtidos para as taxas fotossinté-
ticas em plantas micorrizadas sugerem indirectamente, o aumento da
eficiéncia de absorgao de P pelas micorrizas de C. sativa, a semelhanca
do observado por outros autores (Ashford ef al., 1975; Lapeyrie e al.,
[984; Bougher ef al., 1990). O aumento verificado esti dependente do
aumento da concentraciio de Pi ao nivel do citoplasma das células
clorofilinas, do qual resulta a sintese e translocacio permanente de
compostos de carbono. O fungo micorrizico dispoe de uma disponibi-
lizagao destes compostos, na sequéncia de fornecimento continuo de Pi
a planta. Nao se verifica acumulagio de amido, pois a planta tem sempre
disponivel Pi em quantidade suficiente para as fosforilacoes requeridas
ao seu metabolismo. Esta inferéncia é apoiada pelas observacoes em
plantas micorrizadas de Pinus taeda, em que aumentos das taxas
fotossintcticas sdo acompanhados por concentracoes superiores de N e
P a nivel das folhas (Reid et al., 1983). Seria necessirio no entanto,
confirmar a existéneia de concentraces de fdstoro superiores em
plantas micorrizadas de C. sativa, para podermos afirmar ser este o
mecanismo que explica as taxas fotossintéticas mais elevadas em
plantas micorrizadas de C. sativa.

As taxas fotossintéticas quer expressas em termos de dreas
foliares ou peso fresco, sio maiores em plantas micorrizadas que nas
testemunhas. Estes valores evidenciam a activacio do metabolismo
fotossintético como respostaa associagiio simbidtica, sendo os compos-
tos de carbono fornecidos ao fungo como foi sugerido por Reid et al.,
(1983), Lewis (1980), Soderstrom et al., (1987, 1988) e Dosskey eral.,
(1990). Estes compostos de carbono siio usados para manter a biomassa
fungica existente nas raizes micorrizadas, na rede de micélio do solo e
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ainda para a produciio de nova biomassa (Soderstrom, 1992). O trans-
porte de carbono para o solo através da rede micorrizica de micclio, deve
ser de considerdvel importincia ecoldgica, uma vez que hd um conside-
rivel requerimento de carbono pelo solo (Soderstrom, 1992). Segundo
Soderstrom (1992) os fungos micorrizicos podem contribuir com cerca
de 40% de carbono extra para o solo, quando comparado com o
contributo da manta morta. Isto representa uma proporgao significativa
da quantidade assimilada pelas plantas, mas pode também contribuir
para a vida saprofitica no solo (Soderstrom, 1992). Como foi determi-
nado por Lewis & Harley (19654, b) usando micorrizas isoladas de
betula, compostos de carbono, na sua maioria sob a forma de sacarose,
movem-se da planta para a massa fingica do manto, onde sao rapida-
mente convertidos em intermedidrios metabolicos, dos quais a trealose
e o manitol sio dominantes (Soderstrom ef al., 1988).

Embora niio sendo estatisticamente significativas as diferen-
cas encontradas para os pigmentos fotossinteticos determinados em
plantas as 20, 30 e 40 semanas de aclimatacio, estes apresentam
diferencas entre plantas micorrizadas e ndo micorrizadas ao longo do
tempo. Estes resultados sugerem que as diferencas encontradas nos
valores de pigmentos fotossintéticos, ao longo do processo de aclima-
tacio, estdo relacionados com a necessidade, por parte das plantas
testemunha, de maiores contetdos de pigmentos fotossintéticos como
forma de garantir a adaptagiio a condigdes de autotrofismo, sem o
suprimento de nutrientes que as micorrizas proporcionam as restantes
plantas.

As plantas micorrizadas apresentam taxas respiratorias mais
baixas que as respectivas testemunhas. Estes resultados sugerem a
existéncia de uma maior produtividade em plantas micorrizadas. Nao
nos é possivel porenquanto explicar estas diferengas, noentanto, poderi
admitir-se um cfeito das micorrizas na disponibilizagio de alguns
nutrientes a nivel do solo (P, N, K), que permitem a planta economizar
energia, induzindo assim um metabolismo respiratdrio menos activo
que o das plantas testemunha.

As diferencas encontradas para os pontos de compensagio de
CO.,. sugerem diferengas importantes nos parimetros fotossintéticos e
respiratorios das plantas micorrizadas e nio micorrizadas. Com efeito,
as plantas micorrizadas apresentam pontos de compensagio 42.9%
mais baixos em média, que as plantas testemunha. O ponto de compen-
sacfio, é a concentragiio de CO, em que a quantidade deste gaz fixada
pela fotossintese iguala a que se liberta na respiraciio, pelo que podemos
afirmar que reflecte a grandeza da fotorrespiragio, desde que se admita
que a respiragdo s escuras ¢ desprezdvel (Osmond, 1981; Teixeira &
Pinto Ricardo, 1983; Coombs, 1987). Os pontos de compensagio
encontrados em plantas micorrizadas, sugerem d existéncia de um
mecanismo fotorrespiratério menos activo nestas plantas, com conse-
quente acréscimo das taxas fotossintéticas para concentragoes mais
baixas de CO, Tendo em conta que a fotorrespiracio € um mecanismo
dissipador (Osmond, 1981), tanto do potencial redutor, como daenergia
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produzidos pela fotossintese (Teixeira & Pinto Ricardo, 1983), um
decréscimo neste mecanismo implicaria um ganho consideravel para a
planta. Nao poderemos neste caso deixar de ter em conta que os
resulatdos obtidos para este pardmetro, reflitam diferentes capacidades
de resposta das plantas micorrizadas e testemunha as condigoes de
stress ao longo da mediciio das taxas fortossintéticas e respiratdrias.
Comefeito, ametodologia utilizada, implica a abaixamento progressivo
da humidade relativa (HR) dentro dos frascos, porretengio de humidade
quando da circulagio do ar através do IRGA. Este abaixamento da HR
implica, por certo, uma necessidade de regulacio estomatica por parte
das plantas, que serd tanto mais necessdria, quanto maior o sfress que
esse abaixamento lhes venha a provocar. Deste modo, os resultados
obtidos, parecem sugerir que em plantas micorrizadas, o srress hidrico
se faz sentir menos, podendo estas manter os estomas abertos, em
condigcoes de humidade nas quais as plantas testemunha necessitam
fechd-los, podendo desta forma realizar fotossintese em niveis de CO,
mais baixos.

Os valores encontrados para a actividade da RubisCO, niio
revelam diferencgas significativas entre plantas micorrizadas e testemu-
nhas, apesar destes apresentarem valores mais baixos que as plantas
micorrizadas, quando determinados em funciio do peso fresco e de
clorofila. Quando expressos em quantidade de proteina porém, os
valores de actividade aproximam-se, chegando mesmo a coincidir. Os
resultados evidenciam ainda diferengas significativas de actividade da
RuBisCO com a idade da planta entre as quinze e as 25 semanas de
micorrizagiio. No entanto nio se verificaram diferencas entre as plantas
com 8-15 semanas. Estes resultados sugerem que o acréscimo de
actividade enzimdtica se deve ao acréscimo na quantidade de proteina
verificado nestas plantas. Com base neste pressuposto, as plantas
micorrizadas apresentariam uma maior quantidade de RuBisCO. No
entanto se atentarmos no tacto, de que este acréscimo pode nio ser
devido aum aumento geral das proteinas da planta, mas ao aparecimen-
to de proteinas especificas da simbiose, estes resultados de actividade da
RuBisCO, poderiam aparecer mascarados quando expressos em prote-
ina.

A anilise dos resultados obtidos, permite-nos afirmar que a
micorrizagdo niio sé permite o aumento da sobrevivéncia das plantas
micropropagadas, antes e durante o processo de aclimatagio as condi-
¢Oes ex-vitro, como também cria condigdes (nutricionais e/ou outras)
favoraveis ao desenvolvimento subsequente. Os diferentes parimetros
analisados, sugerem que as alteracdes metabdlicas induzidas na sequén-
cia da micorrizagdo condicionam um aumento da biomassa fiingica, ao
mesmo tempo que permitem um aumento da biomassa total da planta
micorrizada. tal como observado por diferentes autores para outras
associagoes micorrizicas (Harley & Smith, 1983).
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