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Anabela Martins 

Micorrização in vitro 
de plantas micropropagadas 
de castanheiro 
( Castanea sativa Mill) 

Resumo 

A cultura de Castanea sativa Mill. nas zonas temperadas 
assume uma grande importância, quer pela produção de castanha, quer 
pela de madeira. A micropropagação afigura-se como uma boa técnica 
de propagação vegetati va, uma vez que as técnicas convencionais se 
revelam muito difíceis com esta espécie. A aclimatação de plantas 
micropropagadas é normalmente, um problema que pode ser minimizado 
com a micorrização das raízes dessas plantas. 

A micorrização in vitro foi induzida em germinantes e em 
plantas micropropagadas de Castanea saliva Mill, obtidas a partir de 
árvores adultas, pelo método de Feijó ( I 989), e mantidas em cultura 
durante cinco semanas após a indução de enraizamento. 

Foram testadas quatro espécies de fungos micorrízicos : 
Amanita muscaria, Lacearia laccata , Piloderma crocewn e Pisolithus 
tinctorius. 

Os castanheiros foram mantidos em contacto com o fungo, 
sob condições axénicas, em substrato de Sphagnum, Perlite e meio 
MMN modificado, segundo duas metodologias: inoculação simultânea 
de fungo e plantas e inocu lação prévia dos substratos com cada um dos 
fungos. 

Dos fungos em ensaio, só P. tinctorius fo i capaz de estabelece r 
uma associação estável com C. sativa. L. laccata e A. muscaria formaram 
um manto em cerca de 20% e I 0% de raizes laterais, respectivamente. 
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Contudo, em L. laccata, o crescimento apical não foi acompanhado pela 
associação fúngica e A. muscaria não apresentou capacidade para 
formar rede de Hartig em muitas das raizes que exibi am manto . 
Piloderma crocewn não foi capaz de es tabelecer micorrização com as 
raizes de C saliva Mil!. , apesar de se ter verificado ramificação 
dicotómica dessas raizes. 

O processo de mico rri zação fo i acompanhad o por 
estereomicroscopia, microscopia óptica e e lectrónica. 

Os parâmetros fi siológicos e resultados de ac limatação e m 
plantas micropropagaclas de C sativa Mil!. , foram realizados em 
plantas micorrizadas com P. tinctorius, por ter sido este o fungo que se 
revelou mais efi caz na mi corrização 

A aclimatação de pl antas micorrizadas foi comparada com a 
de plantas testemunha, e m termos de sobrevivênc ia e ele cresc imento 
(altura e área fo liar). F oram ainda de te rminados os parâmetros 
fisiológ icos, como teor de pigmentos fotossintéticos e de proteínas, 
taxas fotossintéticas e respiratórias e acti vidade ela RuBisCO. Os 
valores desses parâmetros obtidos para as plantas micorrizadas indicam 
que a micorrização aumenta o crescimento e a produtividade, facilitando 
ainda o processo ele aclimatação das plantas micropropagadas de 
Castanea saliva Mil!. 
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Abstract 

Castaneosativo Mil I. is a very important species in temperare 
reg ion s dueto the proeluction of c hestnuts anel woocl. M icropropagation 
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 minimizecl if these plants are mycorrhizal. 

ln vitro mycorrhization was ineluced on mi cropropagatecl 
plants of C. saliva Mil I. obtained from adult trees following the method 
described by Feijó ( 1989), anel maintained in culture for fi v e weeks after 
root induction. 

rour different specics of mycorrhizal fungi were tested: 
Amanito muscaria, Laccarialaccata, Pilodemw crocewn anel Pisolithus 
tinctorius. 

The chcsnut plants were maintained in contact with the fung i 
under axenic conclitions using a substrate of Sphagnum, Perlite and a 
mod ified MMN medium using two different methoels: simultaneous 
inoculation of fungus anel plants or previous inocu lation of substrates 
with the fungus. 

From the fungi tested only P. tinctorius established a stable 
association with C. saliva. L. laccota anel A. muscario formed a mantle 
around 20% and 10% of lateral roots respectively. However the apex 
growth was not followecl by the fungai association. P. crocewn was not 
able to establish mycorrhization with chestnut roots in spite of the 
elichotomous root branching that has been ineluced. 

The mycorrhizal process was followed by stereomicroscopy 
anel also by light anel e lectron microscopy. 

The physiological data as well as the weaning process of 
c hestnut micropropagated plants concern the experiments with P. 
tinctorius mycorrhization. 

The weaning process of mycorrhizal plants was compareci 
with contrai ones in terms ofsurvival anel growth parameters (heightancl 
leaf area). Physiological parameters such as pigments anel total protein 
contents, photosynthetic a nel respiratory rates and RuBisCO activity 
were also determined. 

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





I · Introdução 

1 · O Castanheiro 
Castanea sativa Miller, o castanheiro europeu, é uma das 

espécies do género Castanea que, com os géneros Castagnopsis, Fagus 
e Quercus, constitui a família das Fagaceae. Ao género Castanea, 
pertence m ainda outras espécies de elevado valor económico como, C. 
dentata Borkh (castanhe iro americano), C. mol!issima Blume (casta­
nheiro c hinês) e C. crenata Sieb e Zucc. (castanheiro japonês), alé m de 
outros com valor económico inferior ou menos conhecido como: C. 
henryi Rehd e Wils, C. seguinii Dode, C. davidii, (provenientes da 
China), C. pwnila Miller, C. ashei, C. paucispina, C. alnif'olia, C. 
.flvridana As h e e C. vzarkensis (provenientes do continente americano) . 
Apresentam porte variável incluindo o arbustivo (C. davidii, C. paucis­
pina, C. alnifolia), até aos 25-35 metros (C. dentara, C. henry i, C. sativa) 
(Bergougnoux & V erlhac, 1978). 

O castanheiro existe na Europa desde o final da era Mesozói­
ca, ou mais seguramente desde a era Cenozóica, época em que se deu a 
sua expansão (in Maia, 1988). Estudos Paleobotânicos , fazem referên­
c ia a folhas fósseis idênticas às do castanheiro, do ponto de vista de 
nervura e recorte, tendo sido ainda identificados pólens que remontari­
am a épocas anteriores às últimas glaciações (Bergougnoux & Verlhac, 
1978). A implantação de C. sativa Mi l!. na Europa é tão longínqua, que 
é difíci 1 di stinguir os povoamentos de origem espontânea dos de origem 
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cultura l, importados ele Leste c que cresceram de a lguma forma no 
estado se lvagem (Bergougnoux & Verlhac, 1978). 

O s primei ros indíc ios da ex istência de castanheiro e m Portu­
gal, remontam ao M iocénio. C. sativa M il I. , por se u lado, é cu ltivada no 
nosso País desde o tempo dos Romanos, aparecendo nas áreas naturai s 
do carvalho negra! e do carvalho roblc, oriunda da região mediterrânica 
oriental. Referências à sua presença, aparecem já e m inquirições nos 
anos de 1220 e 1258, em plena idade média (Dicionário da Histó ria de 
Portugal in. Maia, 198g). 

A distribuição europeia do castanheiro, faz-se actualmen te na 
Bacia Norte do Mediterrâneo, com especia l incidênc ia c m Portugal , 
Espanha, França, Itália, Grécia, Turquia e Jugos lávia (Bergougnoux & 
Verlhac, 1978; O li veira & A lves, 1987). 

A cu ltura do castanheiro em Portugal está disseminada por 
todo o País, mas principalmente c m Trás-os-Montes e Be ira-Alta. A 
área tota l ronda os 30 000 ha (L oureiro, 199 1 ). Há ainda algumas 
manchas del imitadas no Fundão, Portalegre, Monchique e Alcobaça 
(Monteiro A lves, 1988). 

Em Portuga l, o castanheiro tem uma larga distribuição, apa­
recendo como áreas de distri buição natural de C. saliva M i li., a T e rra 
Fri a ele Trás-os-Montes, o Minho, Beira Baixa e as regiões de Portalegre 
e Monchique, ocorrendo a Norte do paralelo 39° N , na área de expansão 
de Quercus robur e Quercus pyre/Uiica (in Maia, 1988). 

A referência à importânc ia do castanheiro, que r como prod u­
to r de fru to, quer de madeira, é tão vas ta. quanto é vasta a referência aos 
proble mas que esta espécie tem tido ao longo do te mpo. A doença da 
tinta causada por fungos do género Phyrophtora , fez enormes devasta­
ções de soutos e cast inçais desde fina is elo século XIX, havendo 
con hecimento da existência de outras graves crises e m Itália, nos 
séculos XVI e XVIII, que se suspeita poderem ter sido causadas também 
pela doença da tinta (Bergougnoux & Verlhac, 1978). 

A doença ela tinta é descrita em Portugal, como tendo apare­
c ido no Minho, em 1838, passando ao Distrito de Bragança, cerca do ano 
de 1900 (in Maia, 1988). O problema causado pela Phytophtora, fo i 
abordado em 1945 por Vieira da Natividade, e mais tarde em 1961 por 
Fe rnandes, que não só tiveram a preocupação de fazer o levantamento 
ela s ituação no País, como ainda ele elaborar um plano tendente à sua 
resolução (in Maia, 1988). 

O aparecimento ulter io r do canc ro de castanhe iro, provocado 
por fun gos do género Endothia, (importado juntamente com os casta­
nheiros as iáticos e responsável pelo quase desaparecimento do casta­
nheiro americano, C. dentata) , veio agravar os problemas da cul tura do 
castanheiro. Na Europa, foi detectada a sua presença em Itália (cerca de 
1950), e depois na Suíça, França e Espanha (Vie itez et ai. , 1986), não 
tendo Portugal ficado alhe io, uma vez que também nos nossos Soutos 
surge já este problema. Depois do desaparecime nto quase tota l (95% ) do 
castanhe iro nos Estados U nidos (C. dentata), a produção mundial de 
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fruto é essencialmente de origem europeia (Bergougnou x & Verlhac, 
1978). 

Várias tentati vas têm sido feitas no sentido da obtenção e 
clonagem de variedades resistentes às doenças referidas. A ex istência 
de espéc ies resistentes, pertencentes ao mesmo género, tem despertado 
o interesse de muitos investigadores, para a criação de híbridos entre 
elas (C. sativa x C. crenata; C. sativa x C. mollissima), pois os híbridos 
são resistentes às doenças, o que não acontece com C. sativa. Estes 
híbridos, no entanto, têm problemas de adaptação edafoclimática. 

A importânc ia ele trabalhos com esta espécie florestal está 
patente nas palavras de Maia ( 1988): "Reconhecida a implantação da C. 
sativa Mil!, em Portugal , e, muito e m especial, na Terra Fria Transmon­
tana; cons iderando as áreas disponíveis a serem arborizadas com esta 
espéc ie, mai s de 53921 ha, de acordo com o estudo do Grupo CoOI·de­
nador elo Projecto Florestal Português ( 1986); considerando ainda a 
importância que representa nos campos ambiental, soc ial , económico, 
agronómico e florestal , impõe-se que os problemas suscitados pela sua 
cultura sejam abordados". 

2 · Micropropagação 

Conhecidas as dificuldades da multiplicação vegetativa desta 
especte, por métodos tradicionais: dificuldade de enraizamento de 
estacas, provocado segundo Yieitez et ai. ( 198 1) por dois inibidores (um 
de crescimento e um de enrai zamento, (Yieitez et a!., 1986)); e levada 
heterozigotia da semente, resultante do facto de se tratar de um género 
protândrico, quase completamente autoestéril , com polinização anemó­
fila e/ou por vectores animais (Feijó, 1989), houve necessidade de 
recorrer a métodos não convenc ionais de propagação, a cul tura de 
tec idos e orgãos in vitro. 

A cultura de castanheiro in vitro, foi uma das primeiras a ser 
tentada em espéc ies lenhosas. Com efeito, Jacquiot ( 1947) iniciou a 
cultura de tecido cambial de árvores adultas, tendo tido como resposta 
a formação de tecido indiferenciado (ca/li) (Vieitez et a!. , 1986). 

A micropropagação compreende três fases: a) estabelecimen­
to das culturas, b) regeneração das plantas e c) trânsferência das plantas 
de cultura para o solo (Bajaj , 1986). A regeneração in vitro pode ser I) 
directa, a partir de explantes como segmentos nodais , gemas, meriste­
mas e outros, e 2) indirecta, com formação intermédia de callus. 
Enquanto o primeiro método assegura a manute nção dos clones, o 
segundo, resulta geralmente em variabilidade genética (Bajaj, 1986). 

Sendo uma técnica de mass ificação da propagação de algu­
mas espécies, a micropropagação é com frequênciadíficil de realizar, no 
caso das espécies florestais . Tecidos colhidos de árvores adultas, sendo 
preferíveis aos de material juvenil (sementes e embriões), pois o 
potencial genético para desenvolver as qualidades pretendidas são j á 
conhecidas (Bonga, 1987), são também os de mais difícil implantação 
em cultura. Por esse motivo, Bonga ( 1987) recomenda que se usem 
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como explantes, os tecidos mais juvenis da árvore adulta seleccionada, 
e que se e liminem os testemunhas de corre lação dos tecidos ci rcundan­
tes, usando o ex plante mais pequeno possível. 

A micropropagação de plantas do género Costanea, tem vin do 
a despertar interesse crescente, havendo numerosos trabalhos neste 
domíni o e m mate rial j uveni l (Vieitez et al., I 975; I 978 a, b, I 98 I ; 
V iei tez & Vieitez, 1980, I 983; Biondi et a/., I 981; Rodriguez, 1982; 
San José e/ a/. , 1984; Chevre et al., 1983, Stru llu et al., 1986; Mullins, 
1987) e também em materia l adulto (B iondi , 198 1; Chauvin et a/., 1988; 
Feijó, 1989), embora nem sempre com sucesso. Os problemas de 
enraizamento, frequentemente encontrados nas plantas obtidas in vitro, 
são ainda acrescidos com dif iculdades de aclimatação, devidas à bai xa 
funcionalidade do sistema radicular (Bonga, 1977; Flick et ai., 1983 ). 

U ltrapassadas com sucesso as pri meiras dificuldades (im­
plantação em cultura , multiplicação e enraizamento), (Feijó, 1989), 
havia que obv ia r uma segunda, a aclimatação das pl antas micropropa­
gadas, de molde a reduzir as taxas de insucesso no processo de 
aclimatação (Martins, 1992, Martins et a i. , 1996). 

3 · Micorrizas 
As micorrizas são associações mutualísticas altamente evolu­

ídas entre fun gos do so lo e raizes de pl antas. Os parceiros desta 
associação são membros do reino Fungi (Basid iomycetes, Ascomycc­
tes e Zigomycetes) e a maíoria das plantas vasculares (B rundrett ct a i. , 
1996). Na literatura da especialidade, o termo s imbiose é !'requente­
mente utilizado para descrever estas relações mutualísticas a ltamente 
interdependentes, nas quais a planta hospedeira recebe os nutrie ntes 
minerais, enquanto o fu ngo obtém compostos carbonados de or igem 
fotossinté tica (Harley & Smith 1983; Harley, 1989; Brundrett et al 
1996; Smith & Read, 1997). 

É cada vez mais reconhecido que a associação s imbiótica ao 
nível dos organismos mais complexos é uma regra c não uma excepção. 
Estes sistemas mutualistas s imbióticos de carácter bené fico, com uma 
origem relativamente recente, tais como os existentes entre algas e 
fungos, nos líquenes; planta e fungo nas micorrizas; a lgas e celentera­
dos, nos corais; e bactérias e angiospérmicas nos nódulos fixadores ele 
azoto, têm um pape l particula rmente importante nos ecossistemas 
natura is, e alguns podem ser de enorme importância também, nos 
sistemas bio lógicos criados pe lo Homem (Harley & Smith, 1983; Smith 
& Read, 1997). 

As pri me iras descrições de associações entre fungos e plantas, 
devem-se a Fries ( 1832) , que terá pela primeira vez reconhecido a 
natu reza fúngica da camada envolvente das raizes de Monotropa 
(Hatc h, 1937 in Barroso, 1988); e a Reissek, que em 1847 se refere ü 
presença de hifas no interior das células de algumas angiospérmicas, e 
espec ificamente nas das Orchidaceae (in Harley & Smith, 1983). Em 
1882, Kamienski descreve a associação de Monotropa com fungos, 
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referindo a formação de uma camada de hifas envolvendo as raizes. Este 
autor é o primeiro a afirmar que as substâncias absorvidas pela planta a 
partir do solo, têm necessariamente que passar pela camada de fungo 
que envolve as raizes ( in Harley & Smith, 1983). 

Porém. só em 1885 terá sido dada por Frank ( 1887), a 
designação ele micorriza ü estrutura radicular observada em espécies dos 
géneros Fagus , Quercus, Castwzea, Pinus e Betula, formada por duas 
componentes distintas: uma zona central, constituída pela raíz propria­
mente dita, c uma periférica, intimamente associada üquela, constituída 
por hifas de fungo. Esta estmtura constituiria uma unidade func ional, 
semelhante a um talo de líquene. Mais tarde, Frank ( 1887), verificou que 
se formavam também micorrizas nas raizes de plantas, nas quais não se 
detectava a presença de fungo, apresentando-se este disperso pelo 
parênquima cortical da raíz (in Ban·oso, 1988; Smith & Read 1997). 

Foram a partir de então reconhec idos dois grupos distintos ele 
micorri zas: I) Ectotróficas, nas quais o fungo se instala maioritaria­
mente no exterior da raíz, constituindo o manto, e nos espaços interce­
lulares constituindo a rede de Hartig e 2) Endotróficas, em que a 
infecção é predominantemente intrace lular. Em 1969, Peyronel et al. 
propuseram a substituição destes nomes pelos de Ectornicorrizas e 
Endomicorrizas substituindo o sufixo "-trófico", dadas as conotações 
fisiológicas que este sugeria, para uma classificação que se referia 
somente a aspectos morfológicos (in Barroso, 1988). 

O grupo das ectomicorrizas, apresenta alguma uniformidade 
estrutural. O grupo das endomicorrizas é muito diverso e inclui tipos 
estrutural e funcionalmente diferentes. Entre as eclomicorrizas inic ial­
mente identificadas por Frank, e as endomicorrizas formadas por fun gos 
superiores de hifas septadas, foram entretanto descobertos, tipos estru­
turalmente intermédios, como as ectendomicorrizas, que desenvol ve­
ram uma bainha extracelular e a capac idade de penetração inter- e 
intracelular. Estes avanços no conhecimento dos vários tipos de micor­
ri zas existentes, levaram à necessidade de criar uma nova c lassificação 
(Harley & Smith, 1983; Smith & Read 1997) . 

São conhecidos os problemas de implantação de espécies 
florestais exóticas em habitats onde não existiam antes (Harley, 1 986). 
A taxa de inviabilidade de sementes de lenhosas em viveiro, é também 
muito elevada, sendo ainda conhecido o acréscimo de viabilidade das 
mesmas, em solos provenientes de regiões onde ex istem implantadas 
plantas da mesma espécie ou espécies afins. Este conhecimento, aliado 
ao conhec imento do estado de micorrização da maioria das espéc ies 
florestais em condições natura is, levou a pensar que a ausência de 
micorrização, poderi a ser, em qualquer destes casos, a causa da inadap­
tação ou inviabilidade elas plantas. Com efei to, a inoculação de fungos 
micorrízi cos nos solos dos viveiros, ou elos terrenos para implantação de 
espécies exóticas, parece ser altamente favorável ao acréscimo de 
sucesso elas fases referidas. 

A micorrização aparece, deste modo, como uma situação que 
proporciona condições mais favoráveis ao desenvolvimento de algumas 
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plantas. As plantas obtidas in vitro, possuindo um sistema radicular 
frequentemente pouco funcional na absorção de água e nutrientes 
(Bonga, 1977; Evans et al., 1983), poderiam numa primeira fase de 
adaptação às condições ex-vilro ter a sua sobrevivência facil itada pela 
associação precoce das suas raizes comum fungo micorrízico (Martins, 
I 992; Martins et ai., 1996) . 

3.1 · Classificação das Micorrizas 

A classificação aqui apresentada, é a adoptada por Harley & 
Smith ( 1983) e Smith & Read ( 1997) . Segundo estes autores trata-se de 
uma classificação que não pretende estabe lecer relações morfo func io­
nais entre os diferentes gmpos de micorrizas, pois estas, na maioria dos 
casos, não são suficientemente conhecidas, para que se possam usar 
como característica de c lassificação . Class ificações de micorri zas base­
adas em relações morfofun cionais foram propostas por Lewis ( 1973, 
1975) e por Read ( 1983) e correspondem também à apresentada no 
quadro 1. Neste quadro são ainda apresentadas algumas características 
de cada um dos grupos, assim como os taxa dos hospedeiros em que 
ocorrem e o grupo de fungo que as constitue m. 

Quadro 1 - Classificação das micorrizas . As caracte rísticas estruturais, refe­
rem-se ao estado de maturação e não ao estado de desenvolv imento ou 
senescência (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 1997). 
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Ectomicorrizas 
O tipo ectomicorrizas fo i o pr imeiro a ser descri to, dada a 

maior fac ilidade de visualmente ser observada a sua presença. As 
primeiras descrições destas micorrizas, no entanto, não foram inic ial­
mente conside radas como uma associação com um fun go. Em 1840 , 
Hartig descreve pe la primeira vez ectomicorri zas em Pinus, não reco­
nhecendo. no entanto , a natureza fú ngica do manto que considerou 
como uma per idenne pers istente. A rede de hifas inte rcelu lares obser­
vada, foi por e le in terpretada como uma estru tura peculiar da parede 
celular (Hartig, 1840 in Barroso, 1988). 

A maiori a das ectomi corrizas observadas, apareciam em 
espécies floresta is das famílias Pinaceae, Berulaceae e Fagaceae, 
ocorrendo em regiões temperadas do hemis fé rio norte. Sabe-se hoje que 
também as p lantas das regiões tropicais e subtropicais apresentam 
ectomicorrizas ( Duclridge, 1980 in Barroso, 1988), sobretudo em áreas 
e m que, por razões edafoclimáticas, a acti vidade vegetativa se restringe 
a um de te rminado período do ano. Outras famíli as de regiões tropicai s 
húmidas ela lnclo-Mal<1s ia, como a Dipterocarpaceae, apresentam m i­
corrizas em todas as suas espécies (Harley & S mith, 1983). 

As ectomicorrizas são caracte rizadas por: I ) uma bain ha 
fúng ica ou manto, que envo lve a ra íz inc luindo o ápice, e 2) uma rede 
de Hartig que é um complexo de hifas que penetram através ela 
epiderme da raíz, e envolvem as célul as corticais. As hifas normalmente 
não penetram nas células. O manto tem uma espessura variável entre os 
20 e os I 00 IJ.m, sendo a espessura mais frequente, da ordem dos 30-40 
IJ.m, o que constitui 25-40% do peso seco da estrutura micorrízica 
(Harley & Smith , 1983). 

O manto pode apresentar-se liso e sem hifas de li gação ao so lo, 
ou profusamente I i gado a hi fas extra-rad icu lares que o ligam ao solo. As 
raizes infectadas não apresentam pêlos rad icul ares (Cooke, 1977 in 
Barroso, 1988), e apresentam em Pinus, rami ficações dicotómicas, 
também descritas noutras espéc ies, podendo adquirir, por ramificação 
sucessiva, uma conformação cora lóide (Ranc illac, 1983) ou piramidal. 

As células epidérmicas e corticais ma is exte rnas das raizes 
infectadas apresentam, frequentemente, um alongamento radial (alon­
gamento transversal oblíquo), que confere~~ ra íz um cl iftmetro superior 
ao das raizes não micorri zadas correspondentes . Segundo C lowes 
( 195 1 ), este a longamento resulta do stress provocado pe lo acréscimo de 
calibre dos vasos xilémicos sem o concomitante c rescimento do córtex 
e da epiderme (in Harl ey & S mith, 1983). 

As plantas que formam ectom iconizas possuem, ele um modo 
geral, dois tipos de raizes: as que têm um ilimitado potencia l 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, são ramificações laterais de c rescimento limitado, 
trata-se de um sistema heterorrízico (Harley & Smith, 1983). Todos os 
ápices crescem durante um determinado período, e todos podem se r 
infectados, de tal modo, que todo o s is tema rad icu lar é potencialmente 
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micornztco na mai ora das espécies que formam ectomicorrizas. A 
micorrização de raizes longas e curtas difere apenas no grau ele micor­
rização (Harley & Smith, 1983), apesar de a lguns autores, considerare m 
a micorrização de raizes longas como um acontecimento excepcional 
(in Barroso, 1988). Os ápices , completamente envolvidos porummanto 
fún gico, são infectados logo que emergem elo córtex ela raíz principal. 
São habitualmente curtos, não possuem coifa, e continuam a crescer 
lentamente, dando origem a um sistema de rami ficações racemosas. Os 
que, por outro lado, não são completa e permanentemente envol vidos 
por um manto tüngico, ou que se mantém não infec tados, continuam o 
seu crescimento activo, e são os ápices responsáveis pelo crescimento 
radicul ar, ou podem ficar dormentes e abortar (Harley & Smith, 1983). 

As raizes longas que possuem ramificações laterai s micOtTi­
zadas, a intervalos regulares, apresentam frequentemente rede de Har­
ti g, que se desenvolve até 5-l O 11m do ápice da raíz, não possuindo na 
ma ioria dos casos manto ev idente. As células do parênquima cort ica l 
das raizes infectadas, têm longevidade superior à das células das raizes 
não infectadas (in Barroso, 1988). 

Uma caracterfs tica marcante das raizes micorrizadas é o seu 
crescimento lento, em contraste com as raizes não infectadas (Harlcy & 
Smith , 1983 ; Smith & Read, 1997) . A infecção do sistema radicular é 
permanente, mui to embora, as micorri zas em si, possam ter longevidade 
curta (de alguns anos ou meses). Chil vers & Gust, ( 1982 a, b) ao 
compararem o crescimento de raizes de eucalipto micorrizadas e não 
micorrizadas, verificaram que, para raizes da mesma categoria hie rar­
quica, o crescimento é cerca ele c inco vezes superior em raizes não 
micorrizadas. No e ntanto importa realçar que, apesar das raizes mi cor­
rizadas crescerem mais lentamente apresentam, um crescimento contí­
nu o, estável, enquanto as não micorrizadas, crescem muito rápidamente 
nos períodos de crescimento intenso, parando de crescer nos restantes 
períodos (Harley & Smith. 1983; Smith & Read, 1997) . 

Tal como ficou dito, a diferenciação das raizes faz-se em 
orgãos de dois tipos: os responsáveis pe lo crescimento (os eixos 
principais da raíz, sobretudo quando não infectados), e os responsáveis 
pela absorpção, as micorrizas (raizes laterais, maioritáriamente infecta­
das). As raizes principais, mesmo quando envol vidas por um manto, 
podem, em determinados períodos, rompê- lo na região apical, e retomar 
o crescimento act ivo até que o fungo consiga envolvê- la de novo. O 
mesmo pode acontecer com algumas raizes laterais de maior diâmetro. 
As micorrizas de orde m hierarquica inferior, nunca rompem o manto, 
crescendo s imultâneamente com o fun go (Harley & Smith, I 983). 

No sentido de avaliar quais os factores que influenciam a 
micorrização, têm vindo a ser realizados estudos in vitro, dadas as 
dificuldades que apresentam as abordagens da micorrização em condi­
ções naturais. Os métodos de síntese axénica porém, encontraram 
muitos críticos e opositores, que achavam que estes poderiam, de algum 
modo, interferir nos resultados. O fac to de se eliminarem as interacções 
com outros organismos do solo, e de, em mu itos casos, se fornecer uma 
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fonte de carbono para permitir o crescimento do fungo antes da infec­
ção; e ainda de se proceder à esterilização do substrato, poderiam criar 
alterações, determinantes da eficiência e tipo de infecção (Piché & 
Peterson, 1988). Por este motivo procedeu-se, em paralelo, a estudos 
usando métodos não axénicos, como o de Fortin et al. ( 1980), descrito 
por Piché et a/. ( 1982). Com estes métodos foi possível demonstrar que , 
não há diferenças significati vas entre as ectomicorrizas sintetizadas em 
condições axénicas e não axéni cas (Piché & Peterson, 1988). 

A diferença entre a síntese axénica e não axén ica reside, 
sobretudo, no tempo ele infecção (Ducldridge et a/. 1984). No sistema 
estudado, esta era inic iada às três semanas e completada, entre as 6-8 
semanas (sistema axénico); enquanto, em solo natural, era retardado 
para as I I e 19 semanas respectivamente. Segundo os mes mos autores 
( 1984b), só ex istem diferenças morfológicas nas micorrizas obtidas e m 
sistema axéni co quando se usam meios com quantidades e levadas de 
fonte de carbono, constatando-se haver alterações na interface fun go­
hospedeiro, com deposição de calose nas paredes. Esta formação parece 
dever-se a uma resposta do hospedeiro à infecção, em consequência do 
excedente de carbono. 

Os sistemas não axénicos permitiram estudar com detalhe o 
processo ele colonização da raíz pelo fungo (Fortin et a!., 1983). A 
ligação elo fungo à epiderme ela raíz do hospedeiro parece dever-se à 
secreção ele po li ssacáridos por parte desta (Ny lund, 1980). Com efeito, 
a c hegada de produtos da fotossíntese à raíz provoca um aumento da 
concentração ele compostos de carbono nos exuclados. Estes são basica­
mente constituídos por aminoácidos, proteínas, glúcidos, ácidos orgâ­
nicos e fitorreguladores. As cond ições ambientais, nomeadamente o 
balanço mineral e as concentrações de fitorreguladores, interferem 
directamente na permeabilidade celular, cri ando um contro lo por retro­
acção que, ele al guma forma, parece estar relacionado com o mecanismo 
de li gação do fungo às raizes, quando ela infecção micorrízica (Barea, 
1986). 

Não há consenso quanto à causa da dicotomia das raizes 
curtas . Segundo Rupp & M uclgc, ( 1985) a produção de e ti I e no (produ­
z ido pelas raizes como resposta às auxinas do fungo), causa a dicotomi a 
das raizes, a inibição ele crescimento de pêlos radiculares e o a longa­
mento radial das célul as epidérmicas . Estes resu ltados são apoiados 
pe lo facto ela aplicação de um in ibidor da acção do etileno provocar uma 
inibição de cerca de 35% na resposta ela auxina (Rupp & Mudge, 1985) . 
Barea, ( 1986) sugere que o efeito elas auxinas se deve à in ibição das 
auxin a-oxidases, provocada pelo fungo. Este potenciari a a acção elas 
auxinas pelo impedimento da sua degradação. Por outro lado, Faye et 
a!., ( 1980), verificaram a dicotomia ele rai zes ele Pinus pinaster na 
ausência ele qualquer fungo ou fitorregul ador. S lankis ( 1948- 1958), 
demonstrou que a morfolog ia das ra izes micorrizadas (produção ele 
raizes laterais, estrutura dicotómica e inibição elos pêlos racliculares), 
era devida à acção elas auxinas produzidas pelos fungos, pois a aplicação 
de fil trados de fun go em raizes, produzia o mesmo efe ito que a 
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mico rrização, o mesmo acontecendo com a aplicação de auxinas puras 
às raizes (Harley & Smith, 1983). Conhece-se há mui to a produção ele 
ácido indo! acético (IAA) por fungos, sabendo-se que, em cultura, se dá 
por desaminação oxidativa do triptofano presente no meio. Esta é 
também a forma pela qual, os fungos micorrízicos formam os compos­
tos indó licos, que produzem quando culti vados em meios contendo 
triptofano. A produção de IAA por fun gos ectomicorrízicos foi demons­
trada em numerosos trabalhos, tendo sido confirmada cm Pisolithus 
tinctorius por técnicas analíticas de grande rigor (cromatografia em 
camada fina, cromatografia líquida de alta resolução (HPLC), imunoen­
·aio co m anticorpos monoclonais (ELISA) e cromatografia gasosa­
espectrometria de massa (GC-MS )), (Frankenberger & Poth, 1987). 
Verifi cou-se que a produção ele auxinas em cultura, está depende nte da 
presença de triptofano como fonte de azoto, havendo diminuição da 
produção, quando existem fontes de mais imediata utilização, ainda que 
na presença deste (Harl ey & Smith, 1983; Frankenberger & Poth, 1987). 
A produção de auxinas é muito variável entre os fungos ectomicorrízi­
cos, mas pensa-se que é maior nestes que na maioria elos fungos de 
outros grupos ecológ icos (Harley & Smith, 1983). A quantidade ele 
auxinas produzidas varia, não só com a velociclacle da reacção de 
desaminação ox idativa do triptofano, como ainda com a presença de 
enzimas que oxidam ou destroem os compostos indólicos e com a 
presença de fenóis ou outras substâncias que inibam estas enzimas 
(Harley & Smith, 1983). Segundo Gay ( 1986), estes compostos são 
sintetizados e m cultura em menor quantidade quando a concentração de 
g lucose é e levada. Gay et ai. ( 1994) verificaram ainda que a micorri za­
ção com estirpes de Hebeloma cylindrospurum superprodutoras de TAA 
apresenta difere nças, nomeadamente na espessura da rede de Harlig. As 
estirpes superprodutoras de TAA, induzem a formação 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. Há indic ias de uma relação entre a formação da rede de 
Hartig e a produção de auxinas. 

3.2 · Aspectos Fisiológicos da Micorrização 

Uma das consequências fi siológ icas da micorrização é o 
maio r vigor das plantas, sobretudo se estas se desenvolvem em so los 
mu ito pobres. Parece existir uma relação entre o grau de infecção das 
raízes, e a natureza do solo. Nos solos com baixos teores em sais 
minerais, a infecção é mais intensa (Hayman , 1983). 

Em relação às ectomicorrizas, referir-n os-emos a dois aspec­
tos da re lação trófica hóspede/hospedeiro : O Fungo- fonte de carbono 
e benefícios ; A Planta- benefícios espec íficos que o estado de ec tomi­
corrização lhes confere. 
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3.2.1 · Benefícios da Associação Ectomicorrízica 

3.2.1.1 ·O Fungo 

A convicção de que a planta hospedeira fornece a fonte de 
carbono ao fungo, é aceite desde o reconhecimento das primeiras 
micorrizas por Frank ( 1885) (Harley & Smith, 1983; Smith & Read, 
1997). Experiências ulteriores, demonstraram uma correlação entre a 
intensidade luminosa e a concentração de carboh idratos no sistema 
radicular. Por outro lado a translocação de compostos de carbono 
marcados, após fornecimento de 1'1CO, confirmou serem as plantas 
hospedeiras a fon te de, pelo menos, parte destes compostos (Harley & 
Smith, 1983; Smith & Reacl, 1997). 

A suplementação elo meio de produção das micorrizas com 
diversos açucares, mostrou que a glu cose e a frutose são rapidamente 
absorvidas pelas micorrizas, embora a g lucose o seja mais rapidamente 
A sacarose é hidrolisada por uma enzima associada à parede do fungo, 
sendo a glucose preferencialmente absorvida de entre os subprodutos. 
A velocielacle ele absorção das hexoses é dependente ela temperatura e 
níveis ele oxigénio, e é inibida pelos inibidores da citocromo-oxielase c 
da fosforilação oxidativa. Durante a absorção de carbohidratos a respi­
ração das micorrizas é acelerada o que demonstra que a absorção é um 
processo metabolicamente dependente, no qual ocorre um passo de 
fosforilação (Harley & Smith, 1983; Smith & Reacl, 1997). 

A análise dos tecidos, depois da tomada elos carbohidratos, 
revela que as hexoses absorvidas são rapidamente convertidas noutros 
compostos. As micorrizas apresentam como compostos de reserva, 
carbohielratos característicos dos fungos e característicos elas plantas. 
Glucose e frutose são comuns aos dois, enquanto que a trealose, manitol 
e glicogénio são característicos dos fungos; e a sacarose e amido 
aparecem no hospedeiro. Sendo a trealose e o manitol muito fracamente 
abso rvidos pelos tecidos vegetais, o armazenamento dos carbohidratos 
no fungo micorrízico sob esta forma e sob a forma de g licogéni o, 
previne o fluxo destes para os tecidos do hospedeiro (Harley & Smith, 
1983). 

3.2.1.2 · A Planta 

Os fungos ectomicorrízicos beneficiam diversamente as plan­
tas hospedeiras segundo mecanismos pouco conhecidos. Pela impor­
tância que apresentam podemos destacar: I) o aumento da nutrição 
mineral, nomeadamente de fósforo, azoto e potássio; sobretudo em 
condições de carência, como acontece em solos pobres (Ashford et ai., 
1975 ; Mejstrík, 1975; Harley & Smith,l983; Lapeyrie et al., 1984; 
Rolin et ai., L984; Martin et ai., 1985; Ronald & Soderhall, 1985; 
Ingestad et ai., 1986; Bougher et al., 1990; Cumming & Wei nstein , 
1990; Jones et al., 1990; Scheromm et al., 1990 a, b) ; 2) aumento da 
tolerância a metais pesados (Brown & Wilkins, 1985 ; Vare, 1990); 3) 
acréscimo de resistência à secura (Harley & Smith, 1983; Fe il et 
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a!. , 1988; S mith & Read, 1997); 4) aumento da res is tência a infecções 
po r agentes patogénicos (Marx, 1969, 1970, 1972, 1973, 1974; Marx & 
Davey, 1969 a, b; Azevedo, 1973 ; Perrin & Garbaye, 1983; Vrot & 
Gretlte, 1985; Duc hesne et a/. , 1988 ; M ayer , 1988) . 

3.2.1.2.1 · Nutrição Mineral 

Absorção de Compostos de Azoto - Os fungos ectomicorrí­
zicos são capazes de utilizar azoto sob a form a de am ónio (NH

4
) . A lguns 

são também capazes de usar aminoácidos e outros compostos o rgân icos 
de azoto s imples. Os habitats da maio ri a das espéc ies ectomicorrízicas 
não possuem ni tratos d isponíveis no solo e m qua ntidades significativas. 
lsto está relacionado com os baixos valo res de pH , e com a presença ele 
compostos fenó licos no solo que ini bem o crescimento dos o rgan ismos 
capazes ele ox idar o a mónio a nitratos. As ectomicorrizas crescem 
preferencialmente nas camadas húmicas com valores de pH muito 
bai xos, onde as fontes de azoto disponíveis são o amónio, compostos 
o rgânicos azotados sim ples e compostos azotados complexos, frequen­
temente insolúvei s (Ha rley & S mith , 1983; S mith & Read, 1997) . 

Os compostos azotados complexos revelaram-se pouco satis­
fatórios como fonte ele azoto para as micorri zas. Verificou-se que as 
hifas extra-radiculares das ectomicorrizas, absorvem azoto sob a fo rma 
de am ónio e glutamina e os translocam para as raizes elas plantas qu e 
infectam . Será importante ter em conta que a competição pelos compos­
tos azotados disponíveis nos solos húm icos é mui to g rande, enquanto a 
quant idade de compostos utilizáve is como fo nte de carbono pelos 
fungos é muito reduz ida . Os fungos micorríz icos, tendo como fonte de 
carbono a planta hospede ira, estão em g ra nde vantagem sobre os 
restantes (Harley & S mith, 1983; Smith & Read, 1997). 

A absorção de amónio está metabó licamente relacionada com 
o suprimento de compostos de carbono, os quais são, em parte, ut il iza­
dos na produção de aminoác idos a partir deste . Nos tecidos, somente 
uma peque na parte elo am ónio absorvido, permanece sob esta forma; 
cerca de 90% é transformado d irectame nte em com postos orgâni cos. Os 
carbohidratos provenientes ela planta são essenc iais para a tomada de 
amónio por parte das micorri zas. Q uando se fornece g lucose ou frutose, 
antes ou s imultâneamente à ad ição ele amónio, a absorção deste é 
cons ideravelmente aumentada . No entanto se os apli carmos sem ad ição 
de amónio, são convertidos em açucares de reserva (trealose, g li cogé­
ni o ), o que s ignif ica, segundo Carrodus ( 1967), que o fungo cria uma 
reserva a uti I izar na síntese de compostos orgânicos quando da d ispon i­
bili zação de amóni o (Carrodus, I 965, I 966, 1967 in Harley & Smilh, 
I 983). 

A translocação de compostos de carbono do hospedeiro para 
o fungo não pode ser con siderada co mo um fornec imento unil ate ral de 
compostos de carbono pe la planta, mas também como um mecani smo 
de t roca entre a plan ta e o fungo (Finl ay, 1992) . Os compostos de 
carbono, m aioritariame nte sacarose, deslocam-se da p lan ta para o 
manto onde são rapidam ente convertidos em intermedi ários metabóli-
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cos como a trealose e o manitol (S oderstrom ct a i. , 1988). A assimilação 
de azoto pe lo fu ngo, co m incorporação nesses intermediários metabó­
licos para formar aminoácidos é, segundo alguns autores, um dos 
mecani smos de troca entre hóspede e hospedeiro, sendo também res­
ponsável pelo aumento da produtividade em plantas micorrizaclas 
(Fin lay, 1992, F inlay et ai., 1996). 

A absorção de amóni o por parte das micorrizas estimula a 
respiração destas, sobretudo após te re m estado privadas ele nutrientes 
por um período mais ou menos longo. S imultâneamente ocorre a 
estimul ação da fixação de co" durante a fase escura, em compostos 
como a g lutamina e o ácido glutftmico. A aplicação ele amónio provoca 
um aumento da tomada de 0

2
, da libertação ele C02, e da mobili zação 

dos fos fatos. Isto pressupõe necessidades energéticas, para biossíntese 
de aminoácidos e suas amidas, cuj os radicais carbonados serão prove­
nientes ela via g licolítica e da fixação de C02 (H a rley & S mith, 1983 ). 

Muitos au tores referiram a incapac idade das micorrizas ab­
sorverem c reduzirem nitratos. E m 1972, S mith verif icou que a veloc i­
dade de absorção de nitratos pelas micorrizas é idêntica à ele absorção 
de clore tos, c mui to inferior à absorção de amóni o. Segundo Bigg 
( 198 1 ), e mbora as micorrizas consigam reduzir os nitratos, estes provo­
cam um efei to inibitório directo do seu crescimento . 

As espécies que coloni zam solos calcários utilizam nitratos 
como fonte de azoto, pois este é o princ ipa l composto azotado disponí­
vel (Sc heromm et a /. , 1990). Nestas c ircunstüncias, a presença de 
ecto micorrizas diminu i os s intomas de defic iênc ia em azoto compara­
ti vamente com as plantas não micorrizadas. Pensa-se que nas pl antas 
ectomicorrizadas , o fungo pode ter um duplo papel de absorção e 
redução de ni tratos e que este é, no e ntanto, vari ável com as espécies. 
Um número considerável de espéc ies fú ng icas, apresentam capacidade 
de se desenvolver na presença de nitratos, possuindo uma das enz imas 
de maior importânc ia na redução destes compostos, a ni trato reclutase 
(Piassard el al., 1984; Scheromm et al., 1990). 

As ectomicorrizas apresentam ainda capac idade de usar com­
postos orgânicos, como o glutamato, o aspartato e as suas amidas como 
fonte de azoto. E mbora se conheça a existência de amidases ligadas üs 
paredes de alguns fungos, não há qualquer ind icação da existênc ia 
destas enz imas, nas micorrizas (Harley & Smith, 1983; Scheromm e/ 

ul., 1990). 
Absorção de Fosfatos - O fós foro é um dos e lementos 

limitantes do crescimento das plantas . As ectomicorr izas absorvem 
fosfatos elo solo de forma mais e fi ciente que as ra izes não micorrizadas 
(Boughe r et a i, 1990; .f ones et ai, 1990, 1991 ), chegando a atingir-se 
naquelas, níveis de absorção nove vezes superiores (Ashford e1 al., 
1975). Estas diferenças são tanto mais significati vas, quanto mais 
próx imo se estiver da concentração em que este e le mento se torna 
l imitante elo crescimento (Lapeyrie et al., 1984; Boughe r et al., 1990), 
veri ficando-se mesmo nalguns casos, que em concentrações não lim i­
tmltes, o efeito da micorr ização no c resc imento das plantas é pouco 

................................................. 
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s ignificativo (Boughe r et a!., 1990) . 

Os fosfatos absorvidos pelas raizes não infectadas são tran s­
locados imediatame nte através da planta, enquanto a maioria do fos fato 
absorvido pe las raizes mi corrizaclas, é retido no manto e translocado 
depois, lentamente, para os tecidos da planta. Este fosfato é armazenado 
nos vacúolos das células do fungo sob a forma de poli fosfatos (Ashford 
et al., 1975) . O ortofosfato absorvido é des te modo, armazenado sob a 
forma de polifosfato, constituindo grânulos me tacromáticos (Lapeyrie 
et al., l 984). Esta capac idade de armazenamento de poli fosfato nos 
vacúolos parece ser uma capacidade geral dos fungos e não somente dos 
fungos e m associação micorrízica. Nos fungos estudados em cu ltura 
pura, o polifosfato é uma das formas de fósforo que sofre maior 
variação, como resposta à disponibilidade deste elemento no meio 
(Lapeyrie e! al., l 984). Sabe-se no e ntanto, que o fosfato absorvido 
pe los fungos ectomicorrízicos em cultura pura, é armazenado primeira­
mente sob a forma de ortofosfato, sendo cerca de 3- l 7% do fosfato to ta l, 
transformado e m polifosfa to subsequentemente (R olin et ai., 1984 ). Os 
poli fosfatos parecem ter importância fundamental no processo simbi ó­
tico pois nas mi corrizas, estes compostos constituem cerca de 30% dos 
fosfatos totais, contra os 9% encontrados por Rolin e colaboradores 
( 1984), nos fungos em cultura pura. 

Nas ectomico rrizas, os níveis de fosfatases são superiores aos 
que se encontraram para as raizes não micorrizadas o que, certamente, 
lhes confe re maior capacidade de u ti lização das fontes de fosfato 
disponível no solo (Doumas et a/., 1986; Jones et a/., 1990). A bai xa 
mobilidade dos fosfatos no solo, levou Jones e colaboradores ( 1990), a 
estudarem o pape l das hifas extrarradiculares na absorção destes com­
postos pois estas devem ter um papel importante no mecan ismo ele 
absorção. Segundo estes autores, a absorção ele fosfatos não está apenas 
re lacionada com a extensão da micorrização, mas também com a 
extensão de h i fas extrarradiculares associadas ao sistema. Dá-se maior 
absorção de fosfatos nas micorrizas que apresentam quantidades ma is 
e levadas ele hifas extrarradiculares (Jones et al., 1990). 

O papel das ectomicorrizas, não se resume a uma mai or 
efectividade na absorção de fosfatos disponíveis e m quantidade li mi te. 
Possuem ainda capacidade para mobilizar fontes de fosfatos sob formas 
não di sponíveis, como os fosfatos insolúveis, dos quais o fosfato de 
a lumínio (AIPO,) é um exemplo estudado (Cumming & Weinstein, 
1990). Plantas não micorrizadas apresentam níveis muito baixos de 
fosfatos e baixo desenvolvimento das fo lhas em presença de AlP0

4
, 

enquanto as p lantas mi corrizadas apresentam níveis de fosfatos e 
desenvolvime ntos normais. A mobilização desta fonte de fosfatos está 
associada, segundo Cumming & Weinstein, ( 1990), a uma extrusão de 
protões que aumenta a sua so lubilidade . 

3.2.1.2.2 · Tolerância a Metais Pesados 

O mecanismo associado à mobi lização de AlP0
4

, confron ta-
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nos com um outro papel das micorrizas, o de tolerância a e le mentos 
tóxicos. Com efeito o alumínio é um elemento fitotóxico, mesmo nos 
níveis encontrados em so los moderada a e levadamente ác idos. Este 
mecanismo de toxicidade, parece estar relacionado com interacções 
entre o alum ínio e o fósforo, estando envolvidas regulações enzimáti­
cas, re lac ionadas com a absorção deste último. A matriz do apoplasto da 
raíz , apresenta-se carregada negativamente, ligando-se aos iões AP+ 
altamente electropos iti vos. O alumínio complexa-se com o fósforo, 
reduzindo a sua disponibilidade para ser absorvido pelas plantas (Cum­
mi ng & Weinstein, 1990). 

Uma vez que as plantas ectomicorrizadas mantém as concen­
trações foliares de fósforo em níveis normais, quando em so los com 
níveis e levados de AI, podem admitir-se dois mecanismos de desinto­
xicação med iada pelas micorrizas: I ) a ac idificação da rizosfera por 
dissociação de ácidos orgânicos excretados , ou por elevação dos níveis 
ele protões no meio, (associados ao uso preferencial de nitratos como 
fonte ele azoto), pode aumentar a disponibilidade de fósforo por solubi­
lização ele sais inorgânicos metal o-fosfatados; 2) a excreção de compos­
tos orgânicos pe lo fu ngo simbionte, pode dissolver os precipitados 
metalo-fosfatados com formação de complexos organo-alumínicos 
solúveis. Qualquer elos dois mecanismos aumentaria a disponibilidade 
de P e os quelatos formados seriam os responsáveis pela desintoxicação 
(Brown & Wilkins, 1985 ; Cumming & Weinstein, 1990). 

Donner & Heyser ( 1989), referiram a ligação de AI às paredes 
do fungo e ao lúmen das hifas do manto de ectomicorrizas de Betu/a (in 
Y~ire, 1990). Este mecanismo fo i também verificado nas paredes elas 
célu las das plantas que apresentam tolerância ao zinco (Brown & 
Wi lkins, 1985). O Allumínico parece estar associado aos grânulos de 
po li fosfato armazenados no fungo, o que conferiria ao polifosfato um 
papel adicional de desintoxicação associado ao papel que lhe é habitu­
a lmente atribu ído, de reserva de fósforo numa forma osmóticamente 
inact iva (Yüre, 1990). 

O mecanismo de desin toxicação proposto para o alumínio, foi 
anteriormente proposto por Brown & Wilkins, ( 1985) para o zinco . 
Segundo estes autores, as plantas ectomicorrizadas de Betula apresen­
tam tran slocações de Zn in reriores às não micorrizadas, havendo uma 
elevada concentração deste e lemento ao nível das hifas. O aumento de 
absorção de minerais , que se observa e m plantas micorri zadas, verifi ­
cando-se também, para e lementos tóxicos, é acompanhado por um 
papel regulador por parte do fungo que os acumula impedindo a sua 
translocação para a planta (Brown & Wilkins, 1985). 

Estes mesmo resultados foram verificados ainda para o cád­
mio (Cd), níque l (Ni) e chumbo (Pb), que se detectaram em baixas 
concentrações nos germinantes micorrizados de Quercus rubra com 
Suillus luteus e em elevadas concentrações nas ectomicorrizas. Os 
germin antes não micorrizados, exibiam deficiências em micro- e ma­
cronutrientes (Dixon, 1988). Importa referir neste caso que a coloniza­
ção ectomicorrízica foi sign ificativamente diminuída nas sementes de 

..................................................... 
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Quercus pe la presença des tes metais pesados, sobretudo Cd e Ni 
(Dixon, 1988). 

3.2.1.2.3 · Resistência à Secura 

O desenvo lvime nto das micorri zas é fa vorec ido por uma 
humidade moderada do so lo, que permita um bom arejamento, enquan­
to a secura é desfavorável ao desenvolvimento ele ectomicorrizas. Em 
1935, Crome r verificou que as pl antas micorrizadas são mais resistentes 
ü secura que plantas não micorrizadas, tendo Harley, em 1940, confir­
mado estes resul tados (Harl ey & Smith, 1983). Muitos outros trabalhos 
foram fe itos neste domínio (Duddriclge et ai. , 1980; Boyd el ai. , 1986; 
Meyer, 1987; Feil e t ai., 1988; Marx anel Corde l! , 1989; Gue hl et a i. , 
1992) . 

Segundo Meyer ( 1987), Cenococc/1111 geopl!yLwn é uma das 
espécies ele fun go que confe re maior resistência ao stress hídrico, sendo 
s ig nificativame nte supe rior ü conferida pe las ectomicorrizas des igna­
elas de hialinas. Feil et a/., ( 1988), verifi caram o retardamento elo 
c rescime nto elas ra izes longas e o estímulo ela ramificação late ra l das 
raizes micorri zadas de Picec1 abies em condições de secura. 

A presença de rede de Hartig aume nta a res istência das raizes 
micorri zaclas à secura, sendo a quantidade de hifas extrarradicul ares 
dete rminante nessa mesma resistência. As hifas extrarracl iculares man­
tém-se funci onais mesmo e m condições drásticas de secura, continuan­
do a absorver fo sfatos, azoto e potáss io do solo . Em condições menos 
pronunciadas de secura a absorção destes nutrientes nas raizes não 
micorrizadas, é muito mai s afectada (Hu, 1977, Harley & Smith, 1983) . 

3.2.1.2.4 · Resistência a Agentes Patogénicos 

Em 1950 Pier re Venot observou que, castanhe iros que possuí­
am as raizes cobe rtas por fi lamentos brancos ou rosados, (atestando o 
seu estado de rnicorrização), eram raramente atacadas pela doença da 
tinta ( Pizytophtom cinnamomi) (Bergougnoux & V e ri hac, 1978) . C erca 
de vinte anos mais tarefe, foi veri ficado que a doença elas fol has curtas, 
causada em Pinus echinata também por Phytophtora cinnwnomi, 
pode ria se r totalmente evitada se as raizes das pl antas es tivessem 
micorrizadas com fungos pertencentes aos Basidiomicetos; e em parti­
cular com Leucopaxi/Lus cerea/is (M arx, 1970, Marx & Davey, 
1969 a, b). 

Tendo e m conta este conhec imento, as ectomicorrizas apare­
cem com um s ignificado ecológico alargado, para a lé m da sua função 
fis io lógica de benefíc io elo crescimento da planta, para incluir um pape l 
de protecção contra agentes patogé nicos que infectam as raizes (Marx , 
1972; 1974;Azeveclo, [973; Perrin, 1985) . 

Marx ( 1972) re fe re vários trabalhos que atestam estes resul­
tados, querem condições axénicas, quer em cond ições naturais. Semen­
tes de pinhe iro, micorrizaclas com Pisolithus tinctorius, apresentam 
taxas de sobrev ivência superiores quando infectadas com o fungo 
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patogénico Rhizoctonia so/ani. Germinantes de Picec1 mariana, quando 
micorrizados com Sui/lus granulatus apresentam bom crescimento em 
presença do patógeno radicular Mycelium radieis atro virens. Sementes 
de Pin.us clausa revelaram resistênc ia a Phytophtom cinnamo111 i, 
quando ectomicorrizadas com P. tincrorius em condições não axénicas, 
exibindo 70% de sobrevivênc ia ao fim de dois meses, contra 40% das 
sementes não micorrizadas . Nestes germinantes 76-9Qlfo das raizes 
laterais, revelaram-se resistentes por estarem micorrizadas, sendo sus­
cept íveis as restantes raizes, não tendo sido detectados os efeitos da 
infecção nessas rai zes (M arx, 1972). Germinantes de Betula, micorriza­
dos com Hebeloma crustuliforme, apresentaram resistência a Pithium 
sp. quando inoculados e m solos infestados por este fungo ( Perrin & 
Garbaye, 1983). 

Os resultados descritos, c riaram esperanças de que as ectomi­
corrizas possam constituir um meio pri vilegiado de luta biológica 
contra numerosos agentes patogénicos, sobretudo os que actuam a nível 
radicular (Marx , 1972; Azevedo, 1973 ; Be rgougnoux & Yerlhac , 1978; 
Perrin & Garbaye, 1983; Chevre, 1985; Nazaré Pere ira, 1987 ) . O 
mecanismo pelo qual se dá este tipo de protecção, não é conhecido, 
sendo apresentadas várias hipóteses para o ex plicar (Bergougnou x & 
Verlhac, 197R; Chcvre, 1985; Nazaré Pere ira, 1987; Barroso, 1988): 

I - Alteração das condições nutric ionais da planta, por estímulo 
do vigor vegetativo e equilíbrio fisiológico. 

2 - Consumo de nutrientes elo solo, junto da raíz, impedindo o 
desenvo lvimento do agente patogénico. 

3 - Criação de condições tendentes a alterar, qualitati va ou 
quantitativame nte, a microflora ela rizosfera tornando-a hos­
til ao agente patogénico. 

4- Criação, através elo manto, ele uma barre ira mecânica ü 
penetração dos referidos agentes. 

5 - Síntese ele compostos que possam impedir o crescimento de 
pote nciais agentes patogénicos (nomeadamente compostos 
fenó licos) (Marx, 1969) . 

6 - Pré-indução de mecan ismos ele defesa da planta, aquando ela 
infecção pelo fungo micorrízico. 

É conhecida a capacidade de síntese de antibióticos por certos 
fungos micorrízicos, em cultura axéni ca. Esta capacidade, no entanto, 
não permite afirmar que os mesmos desempenhem qualquer pape l ele 
controlo na infecção elas rai zes micorrizadas (Zak, 1964; Marx , 1969). 

A pré-indução pe lo fun go de mecanismos ele defesa ela planta 
poderia levar a pensar na produção ele moléculas responsáveis por esse 
mecanismo, como as fitoalexinas. A síntese de al guns destes compostos 
está dependente ela actividade ela fen ilalanina amónia liase (PAL), 
responsável pe lo iníc io das reações que levam à síntese ele fenilpropa­
nóicles nas plantas superiores, e nomeadamente ele fitoal ex inas e precur­
sores ela síntese ele lenhinas. A actividade da PAL, é alte rada quando a 
pl anta é atacada por um agente patogénico, suje ita a uma agressão fi sica, 
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ou a uma exposição a intens idades luminosas e levadas. Plantas de Pinus 
sylvestris quando micorrizadas com Lacearia laccata não apresenta­
ram alterações da actividade da PAL (Ronald & Sodcrhül l, 1985). 

Não é conhecido o mecanismo pe lo qual, os fu ngos micorrí­
zicos se associam às raizes das plantas, sem despoletar a activação da 
PAL. Deste modo, evitam simu ltâneamente a síntese suplementar de 
lenhinas que lhes dificu ltariam a infecção e expor-se à acção de 
fitoalexi nas (Ronald & Soderlüil l, 1985) . Estes resul tados levam-nos a 
excluir, numa primeira análise, a hipótese de pré- indução de mecanis­
mos de defesa por parte dos fu ngos micorrízicos, pois estes não são, 
aparentemente, despo letados por e les. Terá de pensar-se nou tros tipos 
de mecani smo, po is a p lanta parece à partida reconhecer sem dificulda­
des, os fungos micorrízicos dos patogénicos. O reconhec imento dos 
fungos simbióticos parece estar re lacionado com a ex istência de lectinas 
(Duddridge, 1986). 

3.3 · Fungos Micor r ízicos 
Os fungos micorrízicos apresentam uma grande divers idade 

taxonómica, podendo formar-se micorrizas com fungos pertence ntes às 
c lasses elos Basid iom icetos, Ascomicetos e F icomicetos. Enquanto os 
fungos paras itas obrigatórios apresentam, de um modo geral, e levada 
especificidade hóspede/hospedei ro, os fungos micorrízicos não apre­
sentam grande espec ific ielacle (Harley, 1986). Os fungos que fo rmam 
micorrizas pertencem fundamentalmente a três c lasses dos Eumycetas: 
Bosidiomycotina, Ascomycotino e Zigomycotin(l. O maior núme ro 
pertence aos Bosidiomycotina, sendo apenas conhecido um género nos 
Zigomycotina . 

A maioria dos fungos ectomicorrízicos possui um grande 
número ele hospedeiros com os quais é capaz de estabelecer assoc iação. 
A lguns fu ngos como Cenococcum graniforme podem mesmo estabele­
cer ectomicorri zas com espéc ies que hab itualmente formam endomi ­
corrizas, tendo ainda capac idade de rormar endomicorr izas com plantas 
elo género Stellario ( Duddridge, 1986). Verifica-se que um mesmo 
hospede iro é capaz de estabelecer ectomicorrizas com mais do que uma 
espéc ie de fungo, podendo esta associação dar-se s imultâneamente. 
Apesar da reduzida especific idade das associações micorrízicas verifi­
ca-se por vezes, a lguma especific idade hóspede/hospedeiro a nível do 
género (Duddridge, 1986). 

Foram reconhecidos três grupos de fungos ectomicorrízicos: 
I ) fungos com uma gama de hospedei ros muito alargada, inc luem 
fungos como Amanita muscaria, Thelephora terrestris, Paxillus invo­
lutus, Pisulithus rinctorius e Cenococcwn p,ranifárme; 2) fu ngos com 
uma gama de hospedeiros inte rmediário ; e 3) fungos com um número 
relativamente pequeno de hospedeiros possíveis. Alguns fungos são 
considerados específicos das coníferas, ta l é o caso dos géneros Rhizo­
pogon, Suillus e Tnmcocolumella ou mesmo específicos de um dete r­
minado género como acontece re lativamente a Alpova diplophloeus 
específico para Alnus e com Hydnagium carneum espec ífico para 
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Eucalyptus (Duddridge, 1986 ) . 
Tem s ido possível isolar em cultura axénica muitos fun gos 

que formam ectomicorrizas. Estes fungos apresentam frequentemente, 
capacidade ele desenvolvimento na r izosfera de p lantas que não são 
potencialmente micorrízicas. Isto mostra que estes fungos não são 
micorrízicos obrigatórios, no sentido restrito, embora se possam consi­
derar ecologicamente como tal (Harley & Smith, 1983). 

Os fungos cctomicorrízicos, no geral, não apresentam capaci­
dade para usar a lenhina e a celulose como fonte de carbono, embora 
tenham sido encontradas a lgumas estirpes com essa capacidade (Harley 
& Smith , 1983). Algumas esti rpes de fungos ectomicorrízicos são 
capazes ele produzir em cultura, enzimas extracelulares como as pecti­
nases, celulases e he micelulases e ainda feno loxidases, que lhes permi ­
tem usar os substratos destas como fonte de carbono preferencial. O 
facto de algumas estirpes ou mesmo a maiori a, não produzi r nenhuma 
de las, ou as produzir em quantidades muito baixas sugere que estas não 
são indispensáve is no estabelec imento da assoc iação micorrízica. A 
capacidade ele a lguns fungos produzirem estas enzimas, foi encarada 
como uma forma de adaptação ao desenvolvime nto micorrízico e 
saprofít ico (Harley & Smith , 1983). 

A produção de ácido indo! acético (IAA) é característica ele 
alguns fungos, como dissemos já, sendo a produção deste relacionada 
com a capacidade de formação de a lgumas estruturas micorrízicas 
nomeadame nte a rede de Hartig (Gay et a!., 1994 ) . O papel destes 
compostos no estabelecimento da associação simbiótica está no entanto 
longe de estar esclarecido, sendo ai nda difícil de apoiar integralmente 
a hipótese de S lankis (S mith & Read, 1997) . 

Verifica-se que alguns fungos ectomicorrízicos são capazes 
de sinte tizar c itocini nas . Esta, no entanto, não é uma característica geral. 
Alguns fungos são capazes de induzir a produção destes compostos, 
quando em associação com as raizes, apesar ele não produzirem ci toci ­
ninas e m cultura pura (Wull schleger & Re icl, 1990). 

A produção de antibióticos e outros compostos antagonistas 
do c resc imento de microrganismos ocorre também nalgumas espécies 
de fungos micorrízicos, mas à semelhança elo que acontece com outras 
sínteses, esta não é exclusiva dos fungos ectomicorrízicos e nem todos 
a apresentam (Harley & Smith, 1983). 

3.4 · Ectomicorrizas de Castanheiro 
O castanheiro, à seme lhança da maioria das espécies fl ores­

tais, apresenta as raizes ectomicon·izadas em condições naturais (A iva­
rez, 1984). As raizes micorrizadas de castanhe iro situam-se na zona 
superficial do solo (5-20 cm) e estão concentradas essenc ialmente e m 
redor do tronco das árvores adultas, num c irculo de aproximadamente 
1-2m de ra io (Valjalo, 1979; Nazaré-Pereira, 1987). 

Foram elaboradas li stas de fungos micorríz icos de castanhei-
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ro com base na ocorrência de carpóforos em soutos e castinçais (Valjalo 
& De lmas, 1982) que se encontra resumida num quadro resumo apre­
sentado e m Nazaré-Pereira ( 1987) e alterado em Martin s ( 1992). Porém 
a presença de frutificações de um fu ngo e m povoamentos naturai s 
possu i apenas carácter presuntivo da associação micorrízica (Nazaré­
Perei ra, 1987). 

Tanto quanto é do nosso conhecimento, a especificidade e 
importânc ia re lativa das associações micorrízi cas de castanhe iro, não 
te m sido provada in vitro, senão para um gru po muito reduzido de 
fungos, entre os quais Hebe!oma cylindrosporum, Lyophyllum dewstes 
(Valjalo, 1979) e Tuber melanosporum (Nazaré- Pere ira, 1987). 

O número de fungos conhecidos capazes de estabelecer asso­
c iações com raizes de castanheiro é relativamente reduzido. A ex istên­
c ia de espécies de fungos específicas do castanheiro é pouco clara, 
a lguns dos fun gos m icorrízicos de castanhe iro (Boletus edulis. B. 
pinicola, Russula cyanoxantha, Chantarellus cibarius e Hydnwn re­
pandum, entre outros) formam micorrizas com muitas outras espéc ies 
de Angiospérmi cas e Gimnospérmicas, podendo no entanto ser ma is 
frequentes em povoamentos de folh osas (Amanita caesaria, B. aereus, 
Gyroporus castaneus, Russula virescens, Tuber aestivum) (Nazaré­
Pereira, 1987). Vários outros trabalhos de inventário de macrofungos 
em povoamentos de castanheiro em Portugal foram sendo fe itos, 
contribuindo não só para o melhor conhecimento das potenciais espé­
c ies micorrízicas ele castanheiro, como também para a avaliação elo 
valor de um possível recurso compl ementar destes povoamentos (Aze­
vedo, 1989; Menezes, 1990; Meireles, 1997). 

Tendo em conta o efe ito profilático das principai s doenças 
rad iculares que as micorrizas podem assegurar (Marx, 1972, 1974; 
Azevedo, 1973; Bergougnoux & Verlhac, 1978; Perrin & Garbaye, 
1983; Perrin , 1985; Nazaré Pereira, 1987), e a importânc ia de que se 
reveste a doença da tinta do castanhe iro, podemos depos itar algu mas 
esperanças no uso ele fungos micorrízicos, como forma ele ajudar a 
ultrapassar este problema. 

Os factores potenci almente responsáveis pela protecção con­
ferida pelas micorrizas, têm particular importância no castanhe iro, 
dadas as características que a infecção por Phytopthora apresenta 
(Nazaré-Pereira, 1987): 

- a infecção po r Phytophtora cinnamomi, fungo causador da 
doença da tinta, assim como o desenvo lvimento da associação micorrí­
zica, ocorre nas ex tremidades da raíz. 

-a infecção por P. cinnamomi é favorec ida por lesões radicu­
lares. O mamo fúngico, protege a raíz ela acção abrasiva das partícul as 
do solo e outras. 

- testes in vitro revelaram antagonismo moderado entre P. 
cinnamomi e nmgos micorrízicos de castanhe iro. B. bovinóides, H. 
cylindrosporum e isolamentos de Clitocybe spp. demonstraram antago­
ni smo in vitro, em vaso e em viveiro em relação a P. cinnanwmi (V rot 
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& Gre11te, 1985 Íll Nazaré-Pereira, 1987) . 
-a percentagem de mortalidade de plântulas em so lo contami­

nado com P. cinnanwmi, foi substancialmente reduzida com a mi corri­
zação com Scleroderma aurmztium, B. luteus, H. cylindrosporum, A. 
caesarea assim como com isolamentos de Chanwrellus spp, todos estes 
ele ocorrência frequente em soutos e castinçais (Grente & Vrot, 1984; 
Vrot & Grente, 1985 in Nazaré-Pereira, 1987). 

-a má drenagem do solo, diminui a taxa de micorrização das 
raizes (Valjalo & Delmas, 1982 in Nazaré-Pereira, 1987). A doença da 
tinta desenvolve-se intensamente nessas condições (Nazaré-Pereira, 
1987). . 

A micorrização do castanheiro, surge assim como uma medi­
da biológ ica de prevenção contra a doença da tinta. Os trabalhos de 
selecção de clones de castanhei ro resistentes à tinta devem, segundo 
Nazaré-Pereira ( 1987), ser acompanhados a par e passo por estudos 
sobre o efeito protector das micorrizas no desenvolvimento da doença 
e do comportamento dos c lones mais promissores quanto ü micorriza­
ção. 

3.5 · Micorrização in vitro 
Segundo Dudclridge e colaboradores ( 1984a), a diferença 

entre a síntese axénica e não axén ica de micorrizas reside fundamental­
mente, no grau ele infecção elas raizes. Esta constatação, assim como as 
de outros autores, validaram a utilização de técnicas de micorrização in 
vitro, como método de estudo do processo de micorrização, cm cond i­
ções controladas. 

A utilização de germinantes e m sistemas de micorrização Íll 
viu·o, implicam diferenças genéticas entre as plantas, que podem con­
dicionar variabilidade nos resultados de micorrização. As técnicas ele 
micropropagação de plantas permite m controlar as condições ambien­
ta is em que se processa a síntese micorrízica e garantir a uni formidade 
genética, eliminando um factor importante de variabi lidade. 

No se ntido ele estudar o processo ele micorrização em plantas 
c lonadas, foram micropropagados ge1minantes de pinhei ro (David et 
a!., !983), bétu la (Grei! ier et a!., 1984 ), castanhe iro (Strullu et ai., 1986) 
e eucalipto (Poissonier, 1986). Os estudos de micorrização foram 
e fectuados com Paxil!us involutus (Pinhe iro, castanhe iro e eucalipto) 
(Batsch) Fr. e Pisofithus tinctorius (eucalipto). 

A micropropagação, como técnica de clonagem de genótipos 
e lite, permite a obtenção de e levado número de plantas com carac terís­
ticas pré-selecionaclas pe lo que, em espécies le nhosas deve ser feita, 
tanto quanto possível, util izando explantes de árvores adu ltas (Bonga , 
!987). A micorrização aparece, nos casos de micropropagação de 
clones adultos, como uma forma de melhorar as condições nutricionais 
c de aclimatação (aumento da eficiência de absorção de nutrientes 
essenciais, resistê ncia à secura), ao mesmo tempo que constitui um bom 
sistema de estudo dos efeitos fisiológ icos da micorrização. 





II · Objectivo 

O presente trabalho pre tende avaliar a importância do estabe­
lec imento de micorrizas em plantas micropropagadas de castanheiro, 
nomeadamente nos aspectos ele aclimatação, sobrevivência e parâme­
tros de crescimento. Nesse sentido foram realizados alguns estudos 
anatómicos tendentes a confirmar o es tado de micorrização das plantas 
micropropagadas, compará-lo com o de plantas germinantes e selecio­
nar o(s) fungo(s) mais efecti vo(s) nas condições de estudo ; assim como 
estudos fisiológicos que permitissem avaliar os efeitos da mi corrização 
nos parâmetros que nos propuse mos avaliar. 



------------------------------~· 



III · Material e Métodos 

1.1 · Material Biológico 

1.1 .1 · Plantas 

1 ·Material 

Para a fase de micropropagação foram utilizadas c lones 
obtidos a partir de gomos axilares, de ramos de copa de árvores adultas 
(idade superior a 30 anos), colh idos em di versos pontos elo País, 
nomeadamente: Sesimbra, Sintra, Alcobaça (Feijó, 1989) e Bragança . 

Para a micorrização, foram seleccionadas as plantas do c lone 
ele Ses imbra, SE-87, por apresentarem maior capacidade de alongame n­
to e taxas de enrai zamento mais favoráveis. 

As sementes utilizadas, perte ncem à variedade designada por 
"Judia" e foram co lhidas no Distrito ele Bragança. 

1.1.2 · Fungos Micorrízicos 
No processo ele micorrização foram utilizadas quatro espécies 

ele fungos ele aptidão micorrízica conhecida: Amanita muscaria Hooker 
isolado ele Schi:inbuch/Ti.ibingen, Alemanha, Lacearia laccata (Scop. 
ex Fr.) Berk anel Br. , isolado de Molina, E. U. A. , Piloderma croceurn 
Erikss and Hj ortst, isolado de Unestam & Nylund 1.1 . 1976, Suéc ia e 
Pisolithus tinctorius (Pers). Coker anel Couch, isolado 289/Marx, E.U.A . 

Os fungos utilizados foram gentilmente cedidos ao laborató­
rio, pe lo Instituto Botânico da Uni vers idade de Ti.ibingen (lnstiti.it fur 
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Botanik, Spezie ll e Botanik, Mykologie, Eberhard-Karls-Uni versitat 
Tiibingen) , na pessoa do Professor Oberwinkler e Ingrid Kottke. 

1.2 · Equipamento 
No processo de micropropagação, todas as manipu lações em 

esterilidade foram efectuadas em câmara de f luxo laminar horizontal 
Bioblock Scientific e CRC. 

A esterilização de meios de cultura foi realizada em autoclave 
AJC , e a de instrumentos de dissecção e acessóri os para cultura, em 
estufa de esterilização Haeraeus. 

As culturas axénicas de fun go cresceram numa estufa Mem­
me rt RO 8. 

O crescime nto das plantas processou-se numa câmara de 
cultura, com fotoperíodo e termoperíodo controlados c equipada com 
lâmpadas Sylvania Gro-Lux. 

Aspectos macroscópicos do material foram fotografados com 
uma máquina fotográfica Asah i-Pentax K I 000, equipada com objecti­
vas de 50 mm e 28 mm. 

A observação do material foi realizada numa lupa binocu lar 
Wi ld M8 , num microscópio óptico Leitz-Wetzlar Dialux, com conden­
sador ele contraste inte rfercncial de Nomars ki. 

Os cortes sem i finos foram efectuados com facas de vidro num 
ultramicrótomo Porter-B lum Sorvall MT-2B. 

As observações de microscopia e lectrónica de varrimento 
foram realizadas num microscópio Jeol JSM T-220. 

Os parâmetros foliares das plantas foram determinados com 
os medidores de área fo li ar LI-COR, LI 3000 c LI-COR, Ll-3000 A 
portátil . 

Na extracção de prote ínas foi utilizada uma centrífuga re fri­
gerada Sigma 2K 15, B Braun. 

As quantificações ele prote ína e pigmentos foram efectuadas 
num espectrofotómetro Shimadzu UV 160 A. 

Os valores ele cintilação, para a determinação da act ividade da 
Ribulose-Bisfosfato-Carboxilase-Oxigenasc (RubisCO) fo ram efectu­
ados num Contador ele Cintilação Beckman LS- 7800. 

A determinação dos valores de consumo e libertação ele CO,, 
foi efectuada num Analisador de Gases por Infraverme lhos (IRGÃ) 
ADC-225-MKJ . A iluminação das plantas em estudo, foi feita com uma 
lâmpada Hansatech Ls-2H com radiação fotossintéticamente activa de 
I 200 ).lE m·2 s ~ . 

A aclimatação elas plantas foi realizada inicialmente numa 
câmara ele acli matação Cassei, e ulteri ormente nu ma câmara Fitoclima 
ARALAB. 

2 · Métodos 
2.1 · Germinação de Sementes 

A germinação de sementes fo i fe ita em assépsia, tendo sido 
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usado como substrato perlite hidratada com água da torne ira . 
Em frascos de 1500 mi fo ram colocados 250 mi de perlite, que 

se hidratou com cerca çie 150 mi de água (o volume necessário ü 
hidratação da perlite é variável). Procedeu-se à esteri lização do substra­
to em autoclave, durante 30 minutos, 120 °C e l Bar de pressão . 

As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sódio 
(NaOCI, 2.5% de cloro activo), durante 30 minutos. Após v<1rias 
lavagens em água destilada estéri l, foram seccionadas de modo a deixar 
o embrião envolvido por uma porção reduzida dos cotilédones e 
transferidas para os frascos previamente preparados. 

A germinação das sementes ocorreu em câmara de cultura 
com fotoperíodo de 16 h de luz e 8 h de escuridão e termoperíodo 
correspondente de 25 oc e 18 °C . A intens idade luminosa de 2000 lux 
foi mantida constante. 

2.2 · Micropropagação 
A micropropagação de clones adultos de Castanea saliva 

Mil I. fo i realizada segundo o método descrito por Fe ij ó ( 1989). O 
método consiste e m cinco fases sequenciai s: inoculação dos gomos 
axi lares, multiplicação dos meristemas por rebentamento ax ilar, alon­
gamento dos rebentos, enraizamento e aclimatação. 

Cada um dos passos de micropropagação foi realizado em 
meio de Gresshof & Doy (1972) modificado (3 mg/1 H1B0 1 ; 80 mg/1 
FeNaEDT A), com diferentes concentrações de fitorregtiladores incor­
poradas no me io, ou por imersão prévia (enraizamento). 

Subculturas foram realizadas com intervalos de quatro sema­
nas, com alte rnância de uma fase de multiplicação com uma de alonga­
mento, seguida da indução de enraizamento das plantas alongadas. 

As plantas foram mantidas em todas as fases de micropropa­
gação e enraizamento, em câmara de cultura com fotoperíodo de 16 h de 
luz e 8 h de escuridão e termoperíodo correspondente de 25 °C e 18 °C. 
A intensidade luminosa de 2000 lux foi mantida constante. 

2.3 · Cultura dos Fungos Micorrízicos 
As culturas axénicas dos fungos micorrízicos, A. muscaria, L. 

laccata, P. c roce um e P. tinctorius, foram mantidas em caixa de Petri 
em meio de Melin & Norkrans (MMN) (Marx, 1969). A repicagem das 
culturas efectuou-se com intervalos de três semanas, sendo a repicagem 
realizada por transferência de 4-5 inóculos de 0.5 cm de diâmetro, 
reti rados da região periférica das culturas e m crescimento e colocados 
em pos ição invertida sobre o meio de c ultura. A incubação das culturas 
de fungo foi fe ita no escuro, a uma temperatura constante de 23 °C. 

Cultu ras de fungos em tubo de ensaio e 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 renovação 
cíclica das culturas envelhecidas pelos sucessivos ciclos de c rescimento. 
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2.4 · Micorrização 

Descrever-se-ão duas metodologias correspondentes a duas 
fases distintas do trabalho, que designaremos por F I e F2, e que são 
respectivamente: F 1- metodologia utilizada na fase inicial do trabalho, 
na qual se procedeu ao teste da eficiência dos fungos, com plantas de 
semente e micropropagadas; F2 - metodologia utilizada na fase de 
optimização do processo de micorrização com o fungo seleccionado 
durante FI, e realizada somente com plantas micropropagadas. 

2.4.1 · Preparação dos Substratos 

O substrato para micorrização consistiu numa mi stura de 
perlite e sphagnum na proporção de 3: I (V IV). O me io util izado nos 
substratos para micorrização foi o meio MMN liquido. 

F I - Frascos de vidro de 1500 mi de capacidade com 250 mi 
da mistura de substrato, foram esteril izados duas vezes com um in ter­
valo de uma semana, em autoclave a 121 °C e I Bar de pressão ( 45 min; 
30 min) de modo a garantir a perfeita esterilização dos substratos . Ao 
substrato estéril foi adicionado meio de cultura liquido (cerca de i 50 
mi). Procedeu-se de seguida, a uma última esteri li zação de 20 minem 
condições idênticas às anteriores. 

F2- Foram usados frascos de vidro de menor capacidade (350 
mi). Em cada frasco foram colocados I 50 ml de substrato e cerca de 80 
ml de meio MMN liquido. As esteri lizações foram semelhantes às 
descritas em FI, tendo sido reduzidos os tempos de esteri lização para 30 
min , 25 mine 20 min respectivamente . 

2.4.2 · Inoculação dos Substratos 

F I - A inoculação dos substratos foi feita simultaneamente 
com a transferência das plantas germinadas ou micropropagadas. Para 
cada frasco foram transferidas quatro plantas, inocu lando-se em posi­
ção equidistante de cada uma delas, cinco inóculos sólidos com 0.5 cm2 

cada,.de um dos fungos micorrízicos a testar: A. muscaria, L. laccata, 
P. crocewn ou P. tinctnrius (retirados das culturas axénicas em meio 
sólido). Foram preparados ainda frascos testemunha, nos quais não se 
inocularam quaisquer fungos. 

F2 - A in oculação dos substratos com o fungo seleccionado 
durante FI, foi realizada antes da transferência das plantas micropropa­
gadas . Três semanas antes da transferência das plantas, os substratos 
foram inoculados com cinco inóculos de P. tinctorius, em pos ição 
equidistante. A incubação fo i fe ita a 25°C, no escuro, até à transferênc ia 
das plantas . 

2A3 · Transferência das Plantas 

FI - As p lantas foram transferidas para o substrato de micor-
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rização c inco semanas após a germinação, para as plantas de semente e 
cinco semanas após a indução do enraizamento, nas plantas micropro­
pagaclas. 

Em cada frasco foram colocadas quatro plantas e cinco 
inóculos de um elos fungos em teste (A . muscaria, L. laccata, P. cmceum 
e P. tinctorius). Os frascos foram colocados em câmara de cultura com 
fotoperíoclo e termoperíodo semelhantes aos utilizados na germinação 
e na micropropagação . 

F2 - A transferência das plantas micropropagadas para os 
substratos previamente inoculados com P. tinctorius, foi feita cinco 
semanas após a indução do enraizamento, tendo sido transferidas três 
plantas para cada frasco. As plantas foram colocadas em câmara de 
cu ltura com o fotoperíodo e termoperíodo já referidos. 

Em cada um dos casos, foram transferidas pl antas para subs­
tratos estéreis, ou seja substratos em que não foi inoculado fungo, as 
quais constituíram os testemunhas dos ensaios de micorrização. 

2.5 · Aclimatação 
Após micorrização in vitro, as plantas foram transferidas para 

potes, com substrato não estéril , iniciando-se assim o processo de 
aclimatação às condições ex-vitro. 

O substrato inicialmente utilizado para a aclimatação era 
constituído por sphagnum e esferovite nas proporções de l : I , tendo 
numa segunda fase sido substituída a esferovite por per! i te, em idêntica 
proporção. 

Os potes de 200 cm3 utilizados para a aclimatação, levaram 
substrato saturado de água antes ela transferência das plantas. As plantas 
foram transferidas juntamente com parte do substrato de micorrização 
e mantidas em camara de ac li matação com fotoperíodo idêntico àquele 
a que estavam anteriormente submetidas e níveis ele humidade relativa, 
nas duas prime iras semanas, da ordem da saturação. A redução progres­
s iva para níveis de humidade re lativa da ordem dos 90%, 80%,70% até 
aos níveis de humidade relativa ambiente, efectuou-se també m com 
interva los de duas semanas. 

Numa última fase, a aclimatação fo] realizada em câmara 
fitoclima, com saturação de humidade, durante sete dias, seguida de 
redução progressiva de humidade, de 5% em cada sete dias, até aos 
níveis de humidade relativa ambiente. O fotoperíodo a que estiveram 
submetidas foi de 16 h luz e 8 h escuridão, intensidade luminosa de 5000 
lux, e temperatura diurna e nocturna de 23°C e l 8°C respectivamente, 
com gradação entre a máxima e mínima ao longo de 1 h antes e depois 
do período de luz. 

2.6 · Métodos de Estudo das Micorrizas 
2.6.1 · Observação "in vivo" 

Ao longo do tempo de micorrização, procedeu-se à observa-
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ção das raizes in vivo, desde as cinco até às trinta semanas. 

Após lavagem em água corrente, as raizes das plantas foram 
observadas e fotografadas, de modo a permitir avaliar a existência e 
extensão da micorrização. 

As raizes das plantas foram ainda observadas e fotografadas 
à lupa binocular. 

2.6.2 · Microscopia 

2.6.2.1 · Microscopia Óptica 

A observação microscópica das raizes foi realizada em sec­
ções tranve1~sais , feitas à mão, de material fixado em etanol-acético 
(Etanol 3 : Acido Acético I ), branqueado com hipoclorito de sódio 
0.5% (cloro activo) e corado com safranina. 

Foi a inda observado material fixado em g lutaralcleído 2,5% ­
tetróx ido de ósmio I%, desidratado numa série ascendente de acetonas 
c impregnado em resin as Spurr ou Epon/ Ara! dite (Mollenhauer, 1964 ). 
Cortes semifinos de raizes com 1-4 mm de espessura, fo ram corados 
com azu l de to luidina ou coloração dupla safranina-azul de metileno­
azur A (Warmke & Sheu-Ling, 1976) observados e fotografados. 

Foram ainda observadas, raizes inte iras fixadas em etanol­
acético, após branqueamento com hipoclorito de sódio, lavagem em 
água e coloração com safran ina. 

2.6.2.2 · Microscopia Electrónica de Varrimento 

Para observação em microscopia electrónica de varrimento, 
as raizes foram fixadas em glutaraldeído 2.5% (em tampão cacodil ato 
de sódio O.OSM, pH 7.0), desidratadas numa série ascendente de 
acetonas como em 2.6.2. 1. e secas segundo o método ele ponto crít ico . 
Após montagem em porta amostras do microscópio e lectrónico de 
varrimento, o material foi coberto com uma fina camada de ouro e 
o bservado a I O KV. 

2. 7 · Estudo dos Parâmetros de Crescimento 

O cresc imento das plantas foi acompanhado desde a passa­
gem a condições ex-vitro, até aos oito meses de adaptação a essas 
condições. 

2.7.1 ·Crescimento 

A quantificação do crescimento por alongamento, foi realiza­
da por medição da altura das plantas aclimatadas e pela contagem do 
número de folhas ao longo do tempo, com intervalos variáveis. 

2.7.2 · Parâmetros Foliares 

Nas p lantas em curso de micorrização foram determinados· os 
seguintes parâmetros: número total de folhas, área fo liar total das 
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plantas, área foliar por folha, peso fresco das folhas e peso por unidade 
de área das mesmas. 

A partir das quinze semanas de aclimatação, foi quantificada 
com o medidor de área foliar portátil (não destrutivo), a área foliar total 
das plantas ao longo do tempo, dado que as plantas apresentavam já 
folhas mensuráveis com este equipamento 

2.8 · Estudo dos Parâmetros Fisiológicos 

2.8.1 · Determinação da Relação Peso Seco/Peso Fresco 

A relação entre o peso seco e o peso fresco das plantas 
micorrizaclas e não micorrizaclas foi determinado, em folhas, caules e 
raizes, para plantas com 6 e I O semanas de micorrização e em folhas de 
plantas com 20 semanas de micorrização. 

O material fresco foi pesado e posto a secar envolvido em 
papel de alumínio, em estufa a 60°C. Após 48h de secagem, fechou-se 
herméticamente o papel ele alumínio sobre o material seco (dentro da 
estufa), e efectuou-se a sua pesagem. Retirado o material, procedeu-se 
à pesagem elo papel ele alumínio, para determinação da tara. Detenni­
nou-se a relação entre o peso seco e o peso fresco. 

2.8.2 · Determinação do Teor em Proteína Solúvel 

A quantificação da proteína foi efectuada espectrofotométri­
camente pelo método ele Comassie Fast Blue (Braclford, 1976). 

A recta de calibração do aparelho foi construida, antes da 
quantificação da proteína, com seis soluções de albumina bovina 
(BSA), preparadas de fresco. O método utilizado para a construção da 
recta de calibração foi o que se utilizou para a quantificação: 

Numa cuvete, foi colocado l ml de solução de Azul ele 
Comassie, e 20 ~I de solução ele albumina bovina de concen­
tração conhecida, a recta de calibração foi construida direc­
tamente pelo aparelho, por correlação entre a absorvância 
registada a 595 nm e a concentração correspondente, efectu­
ando-se três med ições para cada uma das concentrações em 
estudo. 

A proteína foi extraída a partir de folhas verdes e precipitada 
e concentrada segundo Holloway & Armclel (1988). 

2.8.3 · Determinação do Teor cm Pigmentos Fotossintéticos 

A quantificação de pigmentos foi reali zada espectrofotomé­
tricamente, após extracção com metanol. 

Foram préviamente detenninadas a área fo li ar e a massa do 
material. As fo lhas foram finamente cortadas e colocadas em I O mi de 
metanol. A extracção realizou-se no escuro, a 4 °C durante 24h (Ozero l 
& Titus, 1965). Procedeu-se à medição das absorvâncias a 65 1 nm, 
664 nm e 470 nm. 
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A determinação dos valores das clorofilas a (Cl), b (C I, ), tota l 
(C I,) e carotenóides (Cx+) fo i realizada por aplicação das fó rmti las : 

Cl"= 16.5 Abs 664 - 8.3 Abs 651 ()..lg/ml) 

C lh= 33.8 Abs 65 1 - I 2.5 Abs 664 (!-l.g/m l) 

Cl1= 25 .5 Abs 65 1 + 4.0 Abs 664 ()..lg/ml) 

Cm= ( I 000 x Abs 470 - I .62 C la- I 04.69 Clb) I 221 ()..lg/ml ) 

em que 

Abs 65 I = Absorvânc ia a 65 I nm 

Abs 664 = Absorvância a 664 nm 

Abs 470 = Absorvância a 470 nm 

2.8.4 · Determinação da Actividade da RuBisCO 
A actividade da ribul ose-bisfosfato-carboxilase-ox igenase 

(RubisCO), foi de terminada por quantificação de cintilação, resultan te 
da incorporação de carbonato radioactivo pelo método de Machler e 
Nosberger ( 1980). 

O extracto enzimático foi activado na presenca de NaH 14CO_ 
durante 2 minutos. A reacção teve início pela ad ição do substrat~ 
(ribulose bisfosfato) e foi parada I ,5 minutos depois, pe la adição de O, I 
ml de HCl 2M. 

2.8.5 · Determinação de Parâmctms Fotossintéticos c Respiratórios 
As taxas fotoss intéticas e respiratórias foram determinadas 

em plantas em micorri zação e respectivas testemunhas ao fim de 4, 5, 
6, 8 e 1 O semanas. 

A quantificação foi feita num analizador de gases por infra­
vermelhos (IRGA), cm c ircuito fechado, com iluminação fria saturante 
até se ating ir o ponto de compensação de C02, no caso da dete rminação 
das taxas fotossinté ticas e no escuro para determinação das taxas 
respiratórias. 

As plantas foram mantidas dentro dos frascos de cultura aos 
quais se adaptou uma rolha pe rfurada, por onde se fez a ligação dos tubos 
ao IRGA, em c ircuito fechado, de modo a manter as plantas nas 
condições em que se encontravam em ensaio. 

Depois da calibração do aparelho, procedeu-se às determina­
ções nas plantas em ensaio, fazendo inc idir sobre estas luz fria com 
intensidade saturante, para determinação das taxas fo tossi ntét icas. 

Atingido o ponto de compensação do C02, o frasco foi 
co locado em cond ições de obscuridade, procedendo-se então ao registo 
das curvas de libertação de C01 , com o objectivo de determinar as taxas 
respiratórias para as mesmas plantas. 

A de te rminação do consumo e libertação de C0
2 
foi efectuada 
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em função das áreas foliares das plantas e peso fresco das folhas . 

A lgumas plantas foram mantidas e m e nsaio com o objectivo 
de seguir. as taxas foto ssintéticas e respiratórias ao longo do tempo, entre 
as quatro e as dez semanas . 

2.9 · Análise dos H.esultados 

Para os resultados de mi corrização, sobrev ivência c acl imata­
ção, foram calculados os valores de x2 

Os resultados de crescimento em altura e número de fo lhas, e 
ainda os teores em proteínas, pigmentos fotossintéticos, taxas fo tossin­
téticas e respiratóri as e ponto de compensação do CO, foram tratados 
por aná lise de variânc ia convenciona I. -

A s ig nificânc ia dos valores de F calculados, fo i estabe lecida 
para probabilidades infe ri ores a 5% (.), I%( .. ) e O. I%(. .. ), consideran­
do-se respectivame nte, como significativos, muito significativos e 
altamente s ignificativos. 





IV · Resultados 

1 · Micorrização 

1.1 · Fase 1 
Extensão da Associação 
Ao fim de cinco semanas, não se observou qualquer indício de 

micorrização nas plantas, ocorrendo no entanto, o aparecimento espo­
rádico de hifas nas proximidades das raizes, quando se procedia a 
observação microscópica. 

Em observações 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 associação micorrízica. 

De todos os fungos testados, sómente P. tinctorius revelou 
capacidade de se associar com as raizes de C. saliva numa extensão 
significati va (>50% das raizes laterais das plantas infectadas), exibindo 
ramificação piramidal das raizes laterais, ausência total de pêlos radicu­
lares e um manto envolvente das raizes visível a olho nu. 

P. cmceum não apresentou qualquer capacidade de associa­
ção, apesar das raizes exibirem ramificações laterais, muito curtas e 
arredondadas, típicas de raizes micorrizadas. 

A. muscaria e L. fac cata revelaram capacidade de associação, 
mas sómente numa pequena extens.ão das raizes laterais das plantas 

.............................................. 
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(<lO% e 20% respectivamente), apresentando-se as ra izes, também 
neste caso, com ramificações curtas e arredondadas e ausência de pêlos 
radiculares em extensão significativa (>50% das raizes laterais). 

Re lati vamente ao número de plantas micorrizadas, também se 
veri ficaram diferenças entre os vários fungos testados, sendo P. tin cto­
rius o fungo que se revelou mais eficaz na capacidade de se associar às 
raizes das plantas. 

Na figura I registam-se os resultados de micorrização, expres­
sos em percentagem de plantas micorrizadas sobreviventes, antes da 
passagem às condições ex-vitro. N ão foram contabilizadas as plantas 
mortas, ainda que micorrizadas. Os valores calculados de x2 mostram 
que os resultados de micorrização encontrados com os quatro fungos, 
são significativamente diferentes, quer para germinantes (X2= 14.54 
P<O.OO I), quer para plantas micropropagadas (X2= I 0.99 P<O.O I). 

Os resultados apresentados, revelam ainda que não existe m 
dife renças significativas no tipo e extensão da micorrização, entre as 
plantas de semente e as plantas micropropagadas. 

I'LANT AS MICO RRIZADAS 

GERMINANTES E MIC ROI'ROPAGADAS 

Am LI Pt Pc 

Fungos 

• Mie. genn . 
O Mie. mi cro p. 

Figura 1- Percentagem de micorrização em plantas micorrizadas com A.muscaria 
(Am), L. laceara ( Ll), P. tinctorius ( Pt), P. croceum ( Pc) e em plantas testemunha 
(Cont.). 
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Tipo de Associação 
A. muscaria - A. muscaria exibe manto denso em regiões 

próx imas elo ápice das raizes laterais e somente nos casos ele associação 
máxima (Estampa Il, d), não sendo visível qualquer manto nas restantes. 

Cortes transversais destas raizes, apresentam um manto ele 
espessura muito variável, que pode atingir, no máximo, 20% da espes­
sura total , mas em frequências muito baixas ( <5 % das raizes late ra is 
infectadas). Nestes casos , verifica-se também a presença ele rede de 
Hartig e o alongamento transversal das células epidé rmicas. 

A maioria elas raizes infectadas porém, apresenta um manto 
pouco espesso (< I 0% da espessura total da raíz), e não possui rede de 
Hartig, ne m apresenta alongamento longitudinal das células e pidérmi­
cas . 

Aspectos ele microscopia electrónica de varrimento , mostram 
que estas raizes se apresentam, na sua maioria, com uma fraca aderência 
de hifas à sua superfície (Estampa III, a), não exibindo um manto com 
estmtura definida. 

L. laccata - L laceara por seu turno, em observações à lupa, 

Estampa I - a - Plantas micropropagadas enraizadas, antes da indução da 
m.icorrizaçâo. b - Plantas micropropagadas em processo de micorrizaçiio. c -
PLanta micropropagada com 5 semanas de micorrização . d - Planta 
micropropagada com 1 O semanas de micorrizaçiio. e - Raíz de germinante 
núcurrizada ao fim de 30 semanas de núcorrizaçüo. f - Planta micropropagada 
testemunha aofim de 10 semanas de passagem a substrato. 
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não apresenta indícios seguros da existência de manto, mesmo nas 
raizes cuja morfologia faz suspeitar da presença do fungo (cerca de 20% 
das raizes late rais) (Estampa TI , b). 

Cortes transversais, à semelh ança do que ocorria com A. 
muscaria, apresentam mantos de espessura mu ito variável, com estru­
tura sinenquimatosa, frequentemente não acompanhados de rede de 
Hartig ou alongamento das células epidérmicas. Aspectos de micorriza­
ção aparecem no entanto, em ramificações muito curtas e arredondadas, 
que em corte, apresentam rede de Hartig bem visível. 

Em microscopia e lectrónica de varri mento podemos obser­
var, nalgu ns casos, a presença de manto bem desenvolvido , sempre 
acompanhado de ruptura na região apical (Estampa III, b) pelo que o 
cresci mento da raíz não é seguido pe la associação elo fungo, sugerindo 

Estampa II - a- Aspecto de uma raíz de castanheiro micorrizada com Pisolithus 
tinc torius após 30 semanas de micorrizaçüo (x32). b - Aspecto de uma raí-:. de 
castanheiro micorrizada con1 Lacearia laccata após 30 semanas de micorrizaçüo 
(x40). c- Aspecto de tuna raíz de castanheiro em contacto com Amanita mu scaria 
durallte 30 semanas (x40). d - Aspecto de uma raíz de castanheiro micorrizada 
co111 Amanita muscaria após 30 semanas de micorrização (x40). e- Aspecto de 
uma raíz de castanheiro em contacto com Piloderma croceum durante 30 
semanas (x40 ).f-Aspecto geral de plantas micorrizadas (esquerda) e testemunha 
(direita), apôs 40 semanas de aclimatação. 

----------------------------·--
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não se tratar de uma micorrização estável. 

P. crocewn - P. croceum não apresenta qualquer associação 
com as raizes de castanhe iro. As observações à lupa, apenas ev idenc iam 
raizes com ramificações curtas e arredondadas, sem pelos absorventes. 
As raizes longas porém, exibem pê los radiculares. 

C ortes transversai s mostram não existi r manto nem rede de 
Hartig, apresentando a anatomia típica de uma raíz não micorrizacla. 

Aspectos ele mic roscopia e lectrónica ele varrimento, revelam 
a inexis tê ncia de manto nas ramificações elas raizes, podendo ocorrer, 
esporádicamente, hifas ade rentes ü superfície . 

P. tin crorius - As raizes observadas à lupa ex i bem, no caso de 
P. tinctorius , u m denso manto de hifas castanho-douradas, que envol­
vem completamente a raíz (Estampa II , a), constituindo nalguns casos 
uma rede que envolve s imultaneamente vúrias raizes laterai s, confe rin­
do-lhes uma morfologia piramida l. 

Estampa Ill - a - Raíz. de castanheiro micorriz.ada com Amanita muscaria em 
microscopia electrónica de varrimento (x200). b - Raíz de castanheiro micorrizada 
com Lacearia laccata. em microscopia electrónica de varrimento (x350). De notar 
que o apex mdicular rompeu o manto. c- Raíz. de castanheiro micorrizada com 
Pisolithus tinctorius em microscopia electrónica de varrimento apôs 5 semanas 
de micorrizaçâo ( x 100 ). d - Raíz de castanheiro em microscopia óptica (observe­
se o manto que envolve a raíz) (x40) . 

................................................. 
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Cortes transversais destas raizes permitem observar a espes­
sura do manto de estrutura sinenquimatosa (Ingleby et al., 1990) e a 
presença de uma extensa rede de hifas, que penetram entre as células 
corticais da raíz, constituindo a rede de Hartig. As células epidérmicas 
envolvidas pela rede de Hartig, apresentam alongamento transversal 
oblíquo (Harley & Smith, 1983), o que confere às raizes infectadas um 
aumento de espessura, visível também em secção longitudinal (Estam­
pa IV, a, b, c, d) . 

Estes aspectos são confirmados e m microscopia electrónica 

Estampa IV- a - Corte transversal de raíz de castanheiro micorrizada com 
Pisoli thus tinctorius em microscopia electrónica de varrimento após 30 semanas 
de micorrizaçâo (x350). b - Corte longitudinal de raíz de castanheiro em 
microscopia óptica micorrizada com Pisolithus tinctorius após 30 dias de 
micorrização. É visível o alongamento das células epidérmicas e a rede de Hartig 
(x200). c- Corte transversal de raíz de castanheiro micorrizada com Pisol ithus 
tinctorius em microscopia óptica apôs 5 sernanas de micorrizaçâo. É visível o 
alongamento das células epidérmicas e a rede de Hartig (x500). d - Corte 
transversal de raíz de castanheiro micorrizada com Písolíthus tinctorius em 
microscopia electrónica de varrirnento após 30 semanas de micorrizaçüo. É 
visível o alongamento das células epidérmicas e a rede de Hartig (x/000). 
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de varrimento, na qual se observa um espesso manto de hifas que 
envolvem completamente a raíz, impeditivo da visualização das células 
epidérmicas e que em corte atinge (para micorrizas com trinta semanas) 
25% da espessura da raíz. 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 à primeira camada de células 
corticais (Estampas IV, a, c, d). 

Plantas testemunha- As raizes dos germinantes testemunha 
apresentam ramificações alongadas, com terminações cónicas e grande 
densidade de pêlos absorventes em toda a sua extensão. As plantas 
micropropagadas quase não apresentam ramificações, possuindo um 
desenvolvimento radicular semelhante ao que adquiriram in vitro, 
frequentemente sem subsequente ramificação (Estampa I, t} 

Em corte transversal, apresentam uma estrutura primária, 
característica desta fase de desenvolvimento radicular e semelhante à 
apresentada pelas das plantas que cresceram em contacto com P. 
c roce um. 

Em relação às plantas micropropagadas, a micorrização nun­
ca ocorre nas raizes presentes antes da micorrização, mas sempre nas 
ramificações que estas formam, já depois de se encontrarem em contac­
to com o fungo (Estampa I, c, d, f). A s plantas testemunha revelam 
alguma dificuldade na aquisição deste tipo de ramificações. 

1.2 ·Fase 2 

A utilização da metodologia 2 correspondeu a uma diminui­
ção significativa do tempo de micorrização, pois observou-se associa­
ção e m 25-30% das ra izes laterais, ao fim de c inco semanas de 
transferência das plantas. 

Os resultados dos ensaios de micorrização bem como as taxas 
de sobrevivênc ia, durante os e nsaios, são apresentados na figura 3. Com 
esta metodologia verifica-se um aumento das percentagens de micorri­
zação de 45% para 83% em média, e diminuição na percentagem de 
plantas mortas. Esta diminuiu também para as plantas testemunha. 

Importa referi r que por plantas micorrizadas, se entendem 
todas aquelas em que ocorre micorrização em mais de 50% das raizes 
laterais (avaliação por aproximação, e não por contagem exaustiva) e 
que, no momento da passagem para condições ex-vitro apresentavam 
viabilidade. 

As plantas não micorrizadas não foram contabilizadas nos 
ensaios ulteriores de aclimatação, isso não significa porém, que tenham 
sido inviáveis. Verificou-se aliás, que estas plantas apresentavam um 
comportamento intermédio entre as plantas micorri zadas e as plantas 
testemunha, quer no que se refere à capacidade de aclimatação, quer às 
taxas de crescimento. 

A observação das plantas à safda do ensaio de micorrização e 
passagem a aclimatação, permitiu ainda verificar a existência de uma 
gradação no estado de micorrização, nas plantas provenientes de um 
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mesmo frasco. E m frasc os co m três plantas observou-se em todos os 
casos, que uma de las apresentava micorrização máxima, (frequente ­
mente da ordem dos I 00% ), enquanto as duas restantes apresentavam 
m icorrização menos exte nsa e a inda di ferente entre si. Na planta menos 
micorrizada observava-se desenvolvimento radicular pouco superior ao 
elas plantas testemunha, apesar ele se observar micorrização. Esta 
gradação no estado de micorrização, correspondia a inda a uma gradação 
no mesmo sent ido, no desenvolvimento do sistema rad icular e da porção 
aé rea da planta. 

As ra izes das plantas micorrizadas e testemunha apresentam 
di fe renças conside ráveis na morfologia e na extensão da ramificação 
(Estampa I , cl , t). Enquanto as plantas micorrizadas exibem exuberância 
de ramificação após a micorrização, os testemunhas não apresentam 
rami fi cação lateral das ra izes após passagem para substrato ou esta é 
mui to pouco extensa (Estampa T, d, 1) . 

As micorri zas obtidas nesta fase, apresentaram aspectos se­
me lhan tes aos observados na fase I . O manto be m desenvolvido, com 
estrutura sinenqu imatosa , a rede de Hart ig c o a longamento elas cé lulas 
epidé rmicas aparecem, ao fim ele c inco semanas, de forma bem distinta , 
apesar de apresentarem menor desenvolvimento do que o observado 
para as micorrizas da fase I . 

Aspectos ele microscopia electrónica ele varrimento, mostram 
que estas raizes apresentam um manto me nos desenvolvido, apesar ela 
dens idade e le vada de hifas que possui . Este apresenta-se mai s I is o e sem 
ligação aparente a hifas extrarradicu lares, como a observada em m icor­
rizas com trinta semanas . 

2 · Aclimatação 
2.1 ·Fase I 

A ac limatação ele p lantas micorrizadas reve lou-se mais fáci l 
que a das respectivas testemunhas . Consideramos aqui os resu ltados 
obtidos para a sobrev ivência ele plantas micorri zadas e não micorr izadas 
após a passagem a condições ex-vitro . 

Os resu ltados ele sobrevivênc ia na fase I (figura 2) do proces­
so revelam que as p lantas micorrizadas com A. muscaria , L. laccata e 
P. linctorius, ti veram maior capacidade de sobrevivênc ia que as plantas 
testemunha, ou do que as que estiveram em contac to com P. croceum, 
co m d iferenças estatísticamente signi ficati vas (X2= 16.9 para germin<m­
tes, x2= 15.69 para plantas micro propagadas, P<O.O I) . 

Os valores obtidos ind icam ai nda, que dos três fungos que 
apresentam melhores resul tados de sobrevivênc ia, P. tiru:torius é o que 
se revela mais eficaz (54.8 I 47.5%, ge rminantes I micropropagadas), 
sendo significativa a dife rença entre os resul tados obtidos com este 
fungo e os obtidos com L. laccato, P. croceum e testemunhas (P<0.05), 
e não significativa a diferença encontrada entre P. tinctorius e A. 
muscaria ( P>0 .05), quer em plantas de semente, quer em plantas 
micropropagadas. 
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TAX AS OE SOllREVIVENC IA 

EM GERMI NANTES E PLA NTAS M ICROPROI'AGAOAS 

Am LI Pt 

F ungo s 

Pc Cont 

S ohrcv . gc rm . 
S o h r c v . 111 i c r o p. 

Figura 2 - Percenwgem de sobrevivência em plantas micorriwdas com. A .muscaria 
( Am), L. laccata (LI), P. tinctorius ( Pl), P. c roceum ( Pc) e em plantas testemunha 
(Con!.). 

2.2 · Fase 2 
Os resu ltados de sobrev ivênc ia obtidos na fase 2 elo trabalho 

(figura 3) confirmam os obtidos na fase I , verificando-se que a mi cor­
rização favorece a sobrevivência das plantas, durante o processo de 
adaptação às condições ex-vitro . Estes resul tados indicam ainda que 
esta metodologia, não só diminui o tempo de micorrização, como 
aumenta substancia lmente a taxa de sobrevivência das plantas (83 .0% 
micorrizadas, 6 1.2% ele plantas testemunh a) . As diferenças obtidas para 
as taxas desobrevivêncianestafase são altamente signi ficativas (X2= 17.74 
P<O.OOI ). 

Os resu ltados obtidos para a acl imatação destas plantas, 
depois da passagem às condições ex-vitro, são apresentadas na figura 3, 
onde se apresentam as percentagens de plantas aclimatadas em função 
do número ele plantas sobrev ivente.-; do processo de micorrização 
(sobreviventes) e em função do número in icial de pl antas em ensaio de 
micorrização (aclimatadas). Verificam-se dife renças entre a taxa de 
aclimatação de plantas micorrizadas e testemunha, essas di ferenças, 
porém, não são estatísticamente signif icativas, se as considerarmos em 
função dos valores de plantas sobreviven tes antes ela acl imatação 
(x2=0 .58 P>0.05), mas são muito signif icativas, se as expressarmos em 
função do número total de p lantas em micorrização no início do 
processo (X2=8.52 P<0.01). 
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Figura 3- Percentagem de plantas sobreviventes e aclimatadas micorriz.adas e 
testemunha, respectivamente antes e após o processo de acLimataçâo. 

3 · Parâmetros 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 d ia 
de passagem ao solo, até aos 290 dias de aclimatação . 

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

Os valores obtidos mostram diferenças significativas entre as 
alturas das plantas que cresceram em contacto com cada um dos fungos 
e as plantas testemunha, para todos os tempos de medição (P<0.05). Esta 
difere nça resultou do cresc imento diferencial quando do processo de 
mi corrização, sendo já s ignificativa ao fi m de trinta semanas, ou seja 
quando as plantas passaram para condições ex-vitro, o tempo zero do 
nosso registo de alturas . 

Os contrastes estatísticos para o crescimento aos O, 180 e 290 
d ias de acl imatação são ainda apresentados, no sen tido de ava liar entre 
que grupos de plantas micon'izadas existem diferenças significativas ele 
a ltura, para cada um dos tempos considerados (tabela I ). 

Os resultados obtidos mostram que as diferenças entre as 
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Figu.ra4- Curvas de crescimento médio das plantas micorrizadas com A.muscaria 
(Am), L. Iaccata (Ll), P. tinctorius (Pt), P. croceum (Pc) e plantas testemunhas 
(Cont) desde o dia de passagem às condições ex-vitro até aos 290 dias de 
oclimataçüo. 

Tabela 1 -Contrastes estatísticos para os resultados de crescimento obtidos com 
os quatro fungos testados aos O, 180 e 290 dias de aclimatação: NS- não 
significativo, .- significativo (<5%), •• - muito significat ivo (< I%) e ••• -
altamente signi ficativo (<0. I%). 

Di as acl. A.111. L./. P. c. P.t. Con t 

A .m () - NS NS * NS 
180 - NS NS * NS 
290 - NS NS NS * 

L.!. o - - NS NS ** 
lHO - - * :j: :j: 

290 - - NS ** :j: 

P.c o - - - NS * 
180 - - - NS NS 
290 - - - * NS 

Vt o - - - - ** 
lHO - - - - ** 
290 - - - - *** 

Cont o - - - - -
180 - - - - -

290 - - - - -
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p lantas micorrizadas com P. tinctorius e as restantes são signi ficativas 
para 290 d ias de ac limatação (à excepção de A. muscoria). Não ex istem 
diferenças significativas, para o mesmo tempo de aclimatação, entre 
plantas micorrizadas e/ou em contacto com os fungos A. muscaria - L. 
laccata , A. muscaria - P. croceum e L. laceara - P. croceum. 

As diferenças em relação às plantas testemunha, são s ignifi­
cativas em todos os casos ü excepção de P. croceum , sendo as 
significânc ias crescentes ao longo do tempo de aclimatação, como 
acontecia com as plantas micorrizadas com P. tinctorius em re lação às 
outras plantas. 

Fase 2 
As plantas obtidas na segunda fase do trabalho, apresentam 

taxas de crescimento em a ltura superiores às testemunhas (estampa II, 
f), sendo as d iferenças estat ísticamente significativas (P<0.05) a partir 
dos 176 d ias de aclimataç ão (fi gura 5). 

3.2 · Parâmetros Foliares 

O crescimento das plantas na fase 2, foi acompanhado em 
termos do número de folhas e da área foli ar total e por folha das plantas, 
ao longo do p rocesso de aclimatação . Como podemos ver pe la f"igura 6, 
o número de folhas é supe rior em plantas micorrizadas, com diferenças 
estatísticamente significativas aos 260 dias de aclimatação (P<0,05). 

Os parâmetros fo liares das plantas micorrizadas e testemun ha, 
quanti ficados em termos de área foliar e área foliar média por fo lha, 
revelam que as plantas micorrizadas apresentam áreas fo liares superi­
ores às plantas testemunha (figura 7). As di ferenças encontradas são 
estatísticamente signifi cativas para os três tempos de medição, quer 
para os valores de área fo liar total, quer para a área fo liar por folha 
(P<O.OS). 

4 · Parâmetros Fisiológicos 

4.1 · Relação Peso Seco/ Peso Fresco 
Não se observaram diferenças signif"icativas na relação peso 

seco/peso fresco, em fo lhas, cau les e raizes de plantas micorrizadas e 
não micorrizadas ao f im de seis e dez semanas de micorrização. 

Na figura 8 apresentam-se os resu ltados obtidos para pl antas 
micorrizadas e respecti vas testemunhas às I O semanas de micorrização. 
As diferenças da relação peso seco/ peso fresco, não são estatísticame n­
te s ignif icativas (P>0.05). 

4.2 · Proteína Solúvel 

Os valores de proteína solúvel obtidos para plantas micorr iza­
das e não micorrizadas, mostram a existência de quantidades de proteína 
muito superiores nas plantas micorrizadas que nas respectivas testemu-
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Figura 6 - Ntímero médio de folhas de plantas micorrizadas com P. tinctorius 
(Mie) e respectivas testemunhas (Tesl), dos 70 aos 260 dias de aclimatação às 
condições ex -vitro. 
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nhas (tabela 2). As diferenças encontradas são estatísticamenle signifi­
cativas quando a prote ína é expressa e m peso fresco (P<0.05) e muito 
significativas quando expressa em peso seco (P<O.O I ). 
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Figura 8 - Relações Psi Pf em folhas, caules e raizes de plantas micorriz.adas 
(Mie) e testemunha (Test) após 10 semanas de micorrização. 
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Tabela 2- Teor em proteína solúvel de plantas micorrizadas com P. tinctorius e 
testemunha, expresso em peso fresco (Pf) e em peso seco (Ps). Valores 
seguidos de letras diferentes são significativamente diferentes a P<0.05 . 

Prote i na ( m~/" ) 

.. lO senrun~ I? semana;, -
/Pf / Ps /Pf /Ps / l'f /Ps /Pf /P., /Pf / I'; 

Mie 16.8 a '>!Ui a 17.9 a 99.4 a 14.7 a 88.9 a I 3.4 a 8~.3 a 15.6 a 93.6 a 

Test 1-\.4 h li<l. 7 b 11.5 b 71.9 b 12.2 b 71 .5 b 11.6 b 72.5 h 10.0 b 62.5 h 

A di ferença nos quantitat ivos proteicos mantém-se ao longo 
do processo de aclimataçüo, continuando a verificar-se va lores estatis­
ticamente significativos ao fim de 30 semanas de aclimatação 

4.3 · Teor cm Pigmentos Fotossintéticos 
O teor e m c lorofi la total foi de terminado em plantas comS-25 

semanas de ensaio de micorrização (Tabela 3), e de pigmentos fotossin­
téticos em plan tas com 20, 30 e 40 semanas de aclimatação (figura 9). 

Os valores obtidos não nos permi tem ti rar uma conclusão 
segura do e feito da micorrização no teor de pigmentos fotossintéticos, 
uma vez que as diferenças registadas não são estatísticamente significa­
tivas, à excepção do valor de clorofila total às 25 semanas de ensaio que 
é signifi cat ivamente superior e m plantas testemunha (Tabela 3). 

Tabela 3- Teores de c lorofilas de plantas micorrizadas e testemunha. Valores 
seguidos de letras di ferentes são sign ificat ivamente diferentes a P<0.05. 

Teores d; cloroli la total (mn/cm2 ) 

12 scm:ma.> 14 scman:t' 25 semana.~ 

Mie 23 .') a 

Test 2~ .R a 

25.0 a 26 .0 a 

2 1.6 a 25.2 a 

Apesar disso, verifi ca-se uma modificação do padrão de 
pigmentos ao longo do processo de aclimatação das plantas. Deste 
modo, podemos observar que os valores obtidos para cada um dos 
pigmentos para 20 semanas são superiores em plantas testemunha. Para 
30 semanas, os valores aprox imam-se nos dois grupos de plantas, 
in vertendo-se esta relação, nas plantas com 40 semanas de acl imatação 
(f igura 9). 

4.4 · Parâmetros Fotossintéticos e Respiratór ios 

Os resultados obtidos para as taxas fotossinté ticas e respirató­
rias, revelam a ex istênc ia de diferenças significativas nestes parâme-

35.0 a 

-\0. 7 h 
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com 20. 30 e 40 senwnas de aclimataçtio. 

tros, entre plantas micorri zadas e não micorrizadas. como pode ver-se 
pe los resultados apresentados nas tabe las 4 e 5. 

As taxas fotossintéticas são superiores em plantas micorriza­
das, sendo essa diferença estatísticamente significativa para tempos de 
micorri zação iguai s ou superiores a 12 seman as (P<0 .05) (tabela 4 ). 

As taxas respiratórias das plantas testemunha, por sua vez, são 
muito superiores às das p lan tas micorri zadas (tabe la 5). As di ferenças 
encontradas são muito significativas a partir das I O semanas de ensaio, 
quando expressas em unidade de área (P<O.O I ), c altamente significa-

Tabela 4- Taxas fotoss in téticas de plantas m icorrizadas com P isolit h us r i nct o ri us 
e plantas testemunha (Test) . Va lores seguidos de letras diferentes são s igni­
ficativamente diferentes a P<0.05. 

Tax~L~ rotosintéticas 

(fll C02/cm2)/ (mi COzli:) 

8 semanas lO scmanns 12 semanas 14 scnnnas 

/Arc:.t /Pf /Ps /Arc:.t /Pf /Ps //\re.1 /Pf /Ps /Are..1. /Pf / Ps 

Mie 2S.9a 2.0 a 12.2a :n.s a 2.7 a 14.Sa :ló. l a 2.6 a 15.8 a 41.6a 2.9 a 17 .8a 

Tcst 23.3a 1. 8 a ll.la 34.0 a 2.5 a 16.0a 19.4b 1.4 b S.3 h 26.7b 1.8 b IO.Hb 
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ti v as quando ex pressas em peso fresco e peso seco (P<O.OO I). 
Além dos valores das taxas fotossintéticas e respiratóri as, 

também as diferenças encontradas nos valores dos pontos de compen­
sação de C0 1 , mais baixos nas plantas micorrizadas, se revelaram 
a ltamente s ig11i ficati vos para os do is gm pos de plantas (P<O.OO I) 
(tabela 6) . 

Tabela 5 - Taxas respi ratóri as de plantas micorrizadas comPisolithus tinctorius 
e plantas testemunha. Valores seguidos de letras diferentes são significat iva­
mente d iferentes a P<O.OS. 

T:c"t' Rc.>pir:ttó ti:t<; 

O ti C02/cm 2J I (mi C02/g) 

X SCillall;t'-; I O sem:un> - 14 SC!ll<Ul"l<; 

/Arca /PI / Ps /Arca /PI /Ps /Ar.:a / PI / l's /Arca / I' I /Ps 

Mie 16. L• I.Oa 6.1a lO. l a 0. 7a 4.0a ll.1a 0 .9a 5.4a 13.9a 0.6a 1.5a 

Tt''' 16.:la J:lb 7.6b ? J.5h 1.7b 10.% 27.1 h 2.0b 11.6b 17.0a 1.2b 7. Jb 

Tabela 6 - Ponto de Compensação de C O, de plantas micorrizadas comPisolithus 
rinctorius e plantas testemunha. Valores seguidos de letras di fe rentes são 
sign ificativamente diferentes a P<0.05. 

Ponto ti: Compcns:H;flo de C02 (ppm C02) 

8 semanít<;; 10 semam; - . 14 SCillall 'lS 

Mi e 173.0a 110.0 a 121. 1 a 1:10 O a 

Tcst 250 .0 b 222.5 b 288.0 b IS7.5 b 

4.5 · Actividade da RuBisCO 

A acti vidade da RuBisCO fo i determinada, à semelhanca do 
que aconteceu com as quantif icações anteri ores de proteína e pigm~ntos 
fotossintéticos, em plantas com 8 e 14 semanas de mico rrização, antes 
da passage m a aclimatação e em plantas com 25 semanas de micorriza­
ção e 12 semanas de aclimatação. 

Ve rificaram-se d iferenças de acti vidade de RuBisCO entre 
plantas micorrizadas e não micon'izadas idênticas para todos os tempos 
de micorrização, apesar de exibirem diferenças em valor absolu to. 
Apresentando as plantas mais jovens, antes da aclimatação, a c ti v idades 
de RuB isCO muito inferi ores às plantas com 25 semanas de aclimata­
ção. Na tabe la 7 apresentam-se os valores obtidos para a ac ti vidade da 
RuB isCO em plantas com 8, 14 e 25 semanas de micorrização. 
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Verificamos que a actividade da Rubisco é superior em 
plantas micorrizadas para todos os casos, quando os resultados são 
expressos em peso fresco e peso seco, com dife renças estatisticamente 
significati vas (tabela 7). Quando os resultados são expressos cm prote­
ína. porém. os valores aprox imam-se, c hegando mesmo a coi nc idir. 
Quando a act ividade enzimát ica é expressa em termos de cloro fil a, 
veri ficam-se diferenças entre plantas mieorrizadas e testemunha, mas 
não tão acentuadas como as verificadas para os valores expressos em 
peso fresco e seco (tabe la 7). 

Tabela 7- Actividade da Rubiseo e m plantas mieorrizadas (Mie) e testemunha 
(Test). Valores seguidos ele letras diferentes são significativamente diferentes 
a P<0.05. 

Act iv id td: d t Ruh&Sco 

tpmo l C02/!!/h) I <pmo l C02/g/h) I (!-I m oi C02/mg/h) I (p m o l C02/m!.!/h) 

8 ;em·uns ' · 14 SCI11 'Ul ' IS 1) Sl'lll ' ill 'L> -· 
/ PI' /Ps /Prol /d or. / I' I' / Ps /Prol /dor. /Pf /Ps /Prot /dor. 

Mie Y2.8 n 545 .7 a 5.6 a 41.0 a 107 .4 n óó7 .0 a 9.7 a 25.3 a 1D.O a 24lJ7.5 a 22 .4 a 72 .5 :t 

Te., I 76.4 b 449 .2 b 5. 3 a 34. 1 a 95.7 a 598. 1 b 9.7 a IS.6 h 267 .0 b 1949.l b 20.5 a 6R.:í a 



V · Discussão e Conclusões 

A metodologia de micorrização utilizada na primeira parte 
deste trabalho, mostrou-se pouco eficaz mesmo com elevados tempos 
de micorrização. O grande volume de substrato utilizado, bem como o 
facto de se ter procedido à inoculação simultânea de fungo e plantas, são 
provavelmente responsáveis pelos e levados tempos de micorrização, 
uma vez que o fungo de morava um tempo excessivamente longo a 
co lonizar o substrato. A redução do volume e a inoculação prévia do 
substrato levou a uma redução signifi cati va do tempo de micorrização, 
o que nos parece dar consistência à hipótese formulada. 

As micorrizas obtidas com P. tinctorius apresentaram um 
manto fúngico e rede de Hartig gue, ta l como referem Harley & Smith 
( 1983), não ultrapassa as células corticais. As raizes laterais exibem 
ramificação dicotómica resultante da dicotomização sucess iva do me­
ristema radicular, que lhes confere uma morfologia p iramidal ou cora­
lóide (Ranci llac, 1983). A ausência de pêlos radiculares e o alongamen­
to transve rsal das célul as epidérmicas são outras características morfo­
lógicas das raizes micorrizadas obtidas. Esta morfologia foi observada 
mesmo nas raizes que não estavam e m contacto com o fungo, não 
aparecendo nas raizes das plantas testemunha. A maior dicotomização 
das raizes de C saliva Mil!., encontrada em micorrizas de P. tinctorius, 
coincidem com aspectos de micorrização mai s eficaz. Segundo Franken­
berger & Poth, ( 1987), as auxinas produzidas pelo fungo são directa­
mente responsáveis pelos aspectos observados. Rupp & Mudge ( 1985), 
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no e ntanto, afirmam que estas tê m somente um papel indirecto, poi s é 
o etileno produzido pe la raíz e m resposta à produção de auxinas do 
fungo, o responsável pela morfologia das micorrizas. Estes autores 
obse rvaram uma inibição do pape l das auxi nas quando da aplicação de 
inibidores da acção do etile no. Não foram de terminados os níve is ele 
fo torreguladores nas raizes estudadas, mas o aumento de ramificação 
das raizes late rais verificado nas plantas micorrizadas de C. sativa, pode 
justificar-se com base nestas observações e nas de numerosos autores, 
que o atribuem à acção (d irecta ou indirecta) de fitorregu ladores 
produzidos pe los fungos micorrízicos (Harley & Smith, 1983; Rupp & 
Mudge, 1985; Barea, 1986; Gay, 1986; Frankenberger & Poth, 1987 ; 
Gay et ai., 1994; Smith & Read, 1997). 

Apesar da baixa específic idade atribuida aos fungos ectomi­
corrízicos (Dudridge, 1986), os fungos A. muscaria, L. laccata, P. 
croceum e P. t inctorius revelaram d iferentes capacidades de associação 
com as raizes de cas tanhe iro in viu ·o. Não foi possível a associação com 
P. croceum; e L. laceara e A. muscario mostrara m ba ixa capac idade ele 
associação, enquanto P. tincrorius se revelou o mais e ficaz. 

À seme lhança elo que acontece com o c rescimento dos fungos 
e m meio sólido, també m a capacidade ele c rescimento elos fungos no 
subs trato de m icorrização pode ser ctire re nte para cada um destes, 
podendo esta diferença ser determinante da capac idade de infecção. P. 
tincrorius, que revelou maior capac idade ele infecção, foi també m o que 
apresentou maior aptidão para crescerem cultura. Estes resultados estão 
de acordo com as nume rosas re fe rênc ias à aptidão deste fungo para se 
assoc iar com grande número ele espécies florestais. No e ntanto, não 
estão esclarecidos os factores que intervém nas d ife renças de compor­
tame nto dos fungos micorrízicos em re lação à in fec ção (Malajczuk et 
al. , 1984, M alaj czuk et al., 1990) . 

A diferente específicidade das espéc ies fú ng icas, bem como 
a incompatibi lidade ele alguns fu ngos para determinadas plantas, foi 
previamente reconhecida por Malajczuk et a! .. ( 1984). Segundo estes 
autores existe incompatibil idade e ntre Euca/yp1us e fun gos reconheci­
elos como micorrízicos específicos de conífe ras. Esta revela-se pe la 
incapacidade do fungo penetrar e ntre as célu las, apesar ele envolve r as 
raizes com um manto frequente me nte inc ipiente e heterogéneo. A 
de posição de taninos nas células epidérmicas é também interpre tada 
como uma provável reacção de incompatibilidade. A lise das células 
epidérmicas e do fungo. fo i ainda observada nalguns casos (Malajczuk 
et a/., 1984). Segundo Malajczu k e r a/. , ( 1990) ocorre m mesmo dife ren­
ças na capac idade de infecção e ntre isolame ntos difere ntes de uma 
mesma espéc ie fúng ica. Duas estirpes ele P. tinctorius , revelaram 
difere ntes capacidades de infecção para o e ucalipto, sendo m ais e fi caz 
o fungo isolado e m povoamentos desta espécie fl orestal. A micorri za­
ção obtida e m C. saliva fo i diferente na extensão e características das 
micorrizas formadas. Enquanto P. tinc forius formou micorrizas com 
idêntica morfo logia e exte nsão, para um determinado tempo de micor­
rização. L. laccata e A. muscaria infectaram extensões reduzidas das 

.... 



Micorrização in vitro de plantas micropropagadas de cas tanheiro . . . 69 

raizes e apresentaram micorrizas de grande heterogene idade morfoló­
g ica (mantos de espessura variável e ausência frequente de rede de 
Hartig), o que sugere que nas condições testadas, estas apresentaram 
uma baixa eficiência de micorrização . No caso de L. laceara verificou­
se ainda o rompimento frequente do manto na região ap ical da raíz . 
Segundo Harley & Smith ( 1983), o rompimento do manto ocorre 
natural mente cm fases ele crescimento acelerado das raizes, até ao 
restabelecimento do estado de micorrização . Em C. saliva parece 
corresponder a uma reduzida efic iênc ia de micorrização por parte elo 
fungo, pois ocorre com frequênc ia muito elevada e cxclusi v a mente com 
L. laceara .. Não fo ram observadas raizes longas e hialinas com ápices 
cónicos, como as descritas por Harley & Smith ( 1983), características 
das fases de c rescimento acelerado. Ao contrário apresentavam ramifi­
cações arredondadas e curtas, mesmo quando não micorrizadas. 

As baixas percentagens de plantas micorrizadas sobrev iven­
tes, antes do processo de aclimatação confirmam a baixa capacidade de 
infecção de L. laceara e A. musearia, ao mesmo tempo que mostram o 
papel da micorrização na capacidade de sobrevivência das pl antas. A 
percentagern de sobrevivência das pl antas micorrizaclas com qualquer 
elos fungos micorrízicos ao fim de trinta semanas, é bastante superior à 
das plantas não micorrizadas, apesar de ser significati vamente maior em 
P. tinctorius e muito bai xa em todos os casos . Estas bai xas taxas ele 
sobrevivência resultantes ela util ização ela metodologia da fase I , 
parecem poder expl icar-se pelas condições de stress nutriti vo e hídric o 
a que as plantas estiveram suje itas, dado o tempo excessivamente longo 
~m ambiente confinado durante o prcesso ele indução ela micorrização. 
Os germinantes dado que lhe foram retirados os cotilédones, revelaram 
deficiência nutri cional semelhante às plantas mi cropropagadas . As 
condições axén icas, com humidades re lati vas muito e levadas, condici ­
onaram ainda a sua ulterior susceptibilidade ao stress hídrico. As 
condições ambientais testadas, por serem semelhantes às do c rescimen­
to das plantas m icropropagadas, permitem comparar com menores 
d istorções o comportamento durante a micorrização . Os re sultados 
obtidos não mostram d iferenças de comportamento cm re lação à mi cor­
rização, entre os germinantes e as plantas mic ropropagadas. As percen­
tagens ele sobrev ivência dos dois tipos de plantas, quando micorrizadas, 
são semelhantes, apesar de li geiramente superi ores nos germinantes. No 
caso de ausênc ia ele micorri zação, porém, as diferenças são bastante 
maiores, sendo as taxas de sobrevivência superi ores em germinantes 
( 19.4% germinantes testemunhas, 9 . I % micropropagadas testemu­
nhas). 

A micorrização parece pois mais determinante da sobrev i vên­
cia de plantas micropropagaclas do que ele germinantes. Com efeito, o 
sistema radicula r das p lantas mi cropropagadas apresenta baixa funcio­
nalidade na absorção de água e nutrientes durante as primeiras fases de 
desenvolvi mento ex-vitro (Bonga, 1977; F lick et al. , 1983). Os resulta­
dos obtidos parecem apoiar a hi pótese ele que a miconização pode 
aumentar a efic iência de absorção elas raizes obtidas nas plantas micro­
propagadas , faci litando a ac limatação nestas plantas e determinando 

.................................... !. 
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maior capacidade de sobrevivência. 

Com qualquer dos fungos testados, a morfologia das micorri­
zas formadas em plantas micropropagadas é semelhante à de germinan­
tes. As raizes de plantas micropropagaclas obtidas em cultura, porém, 
nunca se apresentam micorrizadas. A micorrização ocorre sempre nas 
raizes formadas depois de contacto com o fu ngo. Estas observações, se 
por um lado confirmam a baixa funcionalidade para a mi corrização das 
raizes obtidas in vitro, por outro evidenciam o papel pos itivo do 
contacto do fungo no desenvolvimento radicular. 

Ao contrário do que acontece com as raizes micorrizadas de 
plantas micropropagadas e germinantes, verificam-se diferenças consi­
deráveis entre a morfologia radicular de plantas testemunha germi na n­
tes e testemunha micropropagadas. P lantas testemunha micropropaga­
clas apresentam, durante o período correspondente à micorrização, 
raizes pouco ramificadas evidenciando um crescimento le nto ou nu lo. 
Os germinantes possue m ramificações alongadas com ápice cónico, 
completamente cobertas de pelos absorventes. e evidenciam crescimen­
to por alongamento, superior às respectivas plantas micorrizaclas . Se­
gundo Harley & Smith ( 1983), o crescimento de raizes não micorrizadas 
pode ser cinco vezes mais rápido que o elas micorrizadas. No caso e m 
estudo, esta diferença, verifica-se para germinantes, mas não para 
plantas micropropagadas. 

A micorrização ele plantas micropropagadas surge como u ma 
forma de acelerar a func ionalidade das raizes, permitindo uma mais 
rápida formação de ramificações late rais , com concomitante aumento 
da eficiênc ia ele absorção. Este efeito, verificado também nos germinan­
tes, surge no caso das plantas micropropagadas, com importânc ia 
acrescida, pois permite ultrapassar, com maior faci lidade a fase mais 
crítica do processo de mic ropropagação. A acção ele auxi nas produz idas 
pe lo fungo , ou pela associação micorrízica(Harley & Smith , 1983; Gay, 
1986; Frankenberger & Poth, 1987; Gay et ai. , 1994), ou ainda o efei to 
ele compostos produzidos em resposta à síntese ele auxinas (Rupp & 
Mudge, 1985 ), podem estar na base destes efeitos . 

As diferenças encontradas para a capac idade ele infecção elos 
vários fungos testados, condic ionou o aprol'undamento do estudo ape­
nas com P. tinctorius. por ser o fungo que revelou as maiores taxas e 
extensões ele associação, com consequente indução de maiores taxas de 
sobrev ivênc ia nas plantas micorrizadas. As consequê ncias fis io lógicas 
induzidas pela micorrização nas plantas mic ropropagadas foram tam­
bém estudadas com este fungo. 

A metodologia seguida na segunda fase do trabalho levou a 
uma redução significativa do tempo de micorrização. Esta metodologia 
foi possível dado que as plantas micropropagadas , únicas plantas usadas 
com esta metodologia, possuem, no momento de in oculação, dime nsões 
inferiores aos germinantes. Na fase e m que foram testados simu ltânea­
mente ambos os tipos de plantas, não fo i possível optar por frascos ele 
tão reduzidas dimensões, atendendo às maiores dimensões dos genni­
nantes . A inoculação prévia dos substratos, em contrapartida, proporei -
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onou o desenvolvimento do fungo antes da transferência das plantas, 
sendo este, com grande probabilidade, responsável pela significati va 
redução do tempo de infecção das raizes. 

As diferenças nas metodo logias não condicionaram diferen­
ças morfológicas das micorrizas fo rmadas. No entanto, nas micorrizas 
formadas pela metodo logia 2, para o mes mo tempo de ensaio, a extensão 
de assoc iação foi muito superior. As plantas ex ibem, por isso, melhores 
cond ições fisiológ icas, pois não são submetidas a condições de stress 
ambiental por um tão longo período, ao mesmo tempo que benef ic iam, 
desde mais cedo, da assoc iação micorrízica. Os valores de sobrevivên­
c ia antes da aclimatação são, por consequência, significati vamente 
aumentados, quer para plantas micorrizadas, quer para as testemunhas. 

As diferenças na extensão de micotTização entre as p lantas de 
um mesmo frasco sugerem a existência de competição no mecanismo de 
associação simbiótica. O fu ngo infecta geralmente a planta de maior 
desenvolvimento radicu la r, provocando um acréscimo no desenvolvi ­
mento geral da planta que se acentua ao longo do tempo. As restantes 
plantas, apresentam também diferenças de micorrização entre si, veri­
ficando-se que a menos favorecida na assoc iação é a de menor desen­
volvimento rad icular. Não é conhec ido o mecanismo pelo qual se dá a 
associação diferencial de fungo às raizes de plantas em desenvo l vimen­
to num mesmo substrato. Segundo Nylund ( 1980) a ligação do fu ngo à 
epiderme da raíz do hospedeiro, depende da secreção de compostos de 
carbono por parte desta. Ao nível da raíz são exudados am inoácidos, 
prote ínas, glúcidos. ác idos orgânicos e f itori·eguladores que ao serem 
di sponibilizados, cond icionam o mecanismo de ligação do fungo às 
raizes, quando da associação micorrízica. A alte ração da permeab ilida­
de celular em resposta a condições ambi entais como o balanço minera l 
e as concentrações de fitorreguladores, parece associada a este mecanis­
mo de exudação (Barea, 1986). A micorrização das plantas estará 
condicionada pela translocação e disponibi lização de compostos de 
carbono ao nível da raíz (Ny luncl, 1980; Barea, 1986) e será tanto mais 
e fi ciente quanto mai s ex tensa e ramificada esta for. Os resultados 
encontrados sugerem que num mesmo substrato, a menor disponibil iza­
ção de nutrientes por parte de plantas com desenvolvimento rad icula r 
infe ri or, poderá estar na base das diferenças na extensão de micorriza­
ção. As plantas com maior desenvolvimento radicular possuem vanta­
gem para a micorrização, sendo pre feridas pelo fungo ao qual fo rnecem 
maiores quantidades de nutrientes. 

Após micorrização, quer as plantas micropropagadas, quer os 
germinantes apresentaram taxas de c rescimento em altura superiores às 
respectivas testemunhas. Efeito idêntico foi descrito por vários autores 
(Harley & Smith, 1983; Grellier et al., 1984). Os benefícios causados 
pela micorrização têm s ido amplamente referido.s (Ashford et ai. , 1975; 
Mejstrík, 1975 ; Harley & Smith, 1983; Lapey rie et ai. , 1984; Rolin etal. , 
1984; Martín et al., 1985; Ronalcl & Soderhüll , 1985; Ingestad et al. , 
1986; Bougher et ai., 1990; Cummi ng & Weinste in, 1990; Jones et ai. , 
1990; Scheromm et a l. , 1990a,b; Brundretl et a i, 1996; Smith & Read, 
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1997), sobretudo no que se refe re à capacidade de mobilizar nutrie ntes 
disponíveis no solo em quantidades limitantes do crescimento (nome­
adamente P, N e K) . Estes benefícios nutricionais nem sempre são 
acompanhados por um incremento das taxas de c rescimento das plantas, 
havendo mesmo autores que referem o e fe ito contrári o (Harley & Smith, 
1983 ). Segundo estes autores, nalguns casos, o suprimento de compos­
tos de carbono requerido pelo fungo, não permite ao hospedeiro incre­
mentar a sua biomassa, apesar da di sponibilização de nutr ientes que este 
lhe proporciona (Harley & Smith , 1983). 

Os acrésci mos em altura ele castan heiros germinantes rn icor­
rizaclos são tanto mais sign ificati vos quanto maior a eficiência de 
micorrização do fungo. Ex iste m d iferenças no crescimento entre as 
plantas m icorrizadas com cada um dos fungos micorríz icos, que por sua 
vez são difere ntes das taxas de crescimento das plantas testemunha. P. 
tinctorius revelou-se o fungo ma is efic iente no estímu lo do c resci mento 
de plantas micorrizaclas, sendo seguido por A. muscaria e L. laccata .. 
Estes resultados coinc idem com os obtidos para a capac idade de 
associação ele cada um dos fungos, verificando-se uma relação entre 
capacidade de micorrização, extensão de associação de um fungo e 
eficiê ncia fis iológica dessa mesma associação. E m re lação às plantas 
micropropagadas, este efeito é ainda mais pronunciado. As plantas 
micropropagadas exibem taxas de crescime nto em altura, em área fol iar 
e ainda número de folhas, s ignificativamente superiores às respectivas 
testemunhas. Estes resultados ev idenc iam o efeito pos it ivo da micorri­
zação no crescimento elas plantas, e são o reflexo do efeito verificado 
també m nos parâmetros fis iológicos. Segundo Harley & Smith ( 1983), 
a observação ele um número mais e levado ele fo lhas em p lantas micor­
rizadas, não permite estabe lece r uma corre lação d irecta e ntre micorri­
zação e este parâmetro de crescimento. As plantas estudadas são de um 
modo gera l genéticamente diferentes, podendo essas dife re nças dever­
se fundamentalmente a esse fac to . Tendo em conta que o presente 
traba lho foi realizado com plantas uniformes genéticamente, e que as 
plantas micorrizadas ex ibem em todos os casos maior número ele fo lhas, 
as observações referidas por aque les autores, sugerem a possibi lidade 
de que tal corre lação possa ex istir. 

Uma vez que o número to tal de fo lhas é maio r e m plantas 
micorrizadas para cada um elos tempos de medição, a área fo liar superior 
nestas plantas poderia decorre r exclusivamente desse fac to. Calcul ando 
.a área foi i ar por folha ve rifica-se que, também esta, é sign ificativamente 
ma is elevada em plantas micorrizadas. A área fo li ar destas plantas, é 
superior à das testemunhas, não só devido ao maior número de folhas, 
como também à maior área de cada uma de las. As plantas com 4- 1 O 
semanas de micorrização, antes ela passagem a aclimatação, exibem já 
áreas fo liares por fo lha ligeiramente superiores aos testemunhas, evi­
de nc iando a mesma tendê ncia revelada pelas plantas com 25 semanas 
de acli matação . Estes resultados sugerem desde logo uma maior efici­
ênc ia elos parâmetros fisiológicos associados à área foliar, nomeada­
mente taxas fotossintéticas. As perdas de água pelas fo lhas, parâmetro 
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determinante das áreas foliares na maioria das espécies, parecem ser 
aqui compensadas, ele alguma forma, com a presença do fungo, refor­
çando o papel deste na disponibilização de água para a planta (Hu, 1977; 
Duddridge et a l. , 1980; Harley &Smith, 1983; Boycl et ai. , 1986 ; Meyer, 
1987; Feil et ai. , 1988; Marx anel Corde l! , 1989; Guehl et ai. , 1992) 

As taxas de crescimento de plantas micropropagadas e germi­
nantes. ca lculadas em termos dos valores absolutos de altura, para o 
mesmo tempo ele acl imatação, são muito diferentes e ntre si, quer nas 
plantas micorrizadas, quer nas plantas tes temunha. Estes resultados 
evidenciam a conhecida superioridade de crescimento das plantas 
obtidas por m1c ropropagação, em relação às obtidas por via germina l 
(Bajaj, 1986). 

As relações peso seco/peso fresco determinadas em fo lhas de 
plantas micorrizadas e testemunh a. em diferentes tempos de micorriza­
ção, não apresentam dife renças significati vas entre os dois grupos de 
plantas, apesar elos valores serem ligeirame nte superi ores em plantas 
micorri zadas. Os valores obtidos para plantas com 25 semanas de 
aclimatação e plantas imediatamente antes da ac limatação, diferem em 
valor absoluto, mas os valores relativos e m plantas micorrizadas e 
testemunha mantêm-se. Os valores determinados para raizes e caules 
nas plantas mais jovens, apresentam também este padrão . O acréscimo 
de biomassa destas plantas, dá-se por crescimento em altura e área fo liar 
e não por aumento da relação peso seco/peso fresco pois as plantas 
micorrizadas (até às 25 semanas de micorrização) não apresentam 
significativas alterações da relação peso seco/peso fresco em re lação às 
testemunhas. 

Os valores determinados para a proteína solúvel em plantas 
micorrizadas, são signifi cativamente diferentes elos encontrados para as 
plantas não micorrizaclas da mesma idade. Este aumento do conteúdo 
proteico, pode dever-se ao aumento de absorção de azoto pe las micor­
rizas, verificado por numerosos autores (H arley & Smith 1983; Sche­
romm et a l., 1990). As micorrizas têm a capacidade de aumentar a 
absorção ele compostos azotados, geralmente sob a forma de amónio, 
com consequente aumento das sínteses com eles relacionadas. O au­
mento de absorção de azoto foi referido por numerosos autores (Harley 
& Smith , 1983; Finl ay, 1992; F inlay et al ., 1988; 1989; 1996; Schc­
romm et al. , 1990; Smith & Read, 1997) assim como o papel importante 
das ectomicorrizas na recicl agem de azoto nos ecoss istemas florestais 
(Martin et al., 1992) . A síntese de compostos de azoto nas plantas 
micorrizadas ele castanheiro, reve lada num conteúdo prote ico aumenta­
do, sugere uma absorção mais eficiente de azoto por estas plantas, po is 
as plantas testemunha, tendo disponíveis as mesmas fontes de azoto, 
revelam conteúdos proteicos inferiores. 

As taxas fotossintéticas obtidas nas plantas micorrizadas, 
quer expressas em unidade de área, quer em peso fresco, são muito 
superiores às das pl antas testemunha. Estes valores evide nciam uma 
activação do metabolismo fotossintético, tal como acontece para outras 
plantas micorrizadas (Reicl et al. , 1983; Lewis, 1986; Dosskey et al., 
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1990) e segundo estes autores reflectem uma resposta à associação, uma 
vez que a planta s intetiza a fonte de carbono que fornece ao fungo . 

Sabe-se que os transportes de carbono e fósforo estão intima­
mente re lacionados em termos de taxas fotoss intéticas e de transporte 
dos produtos da fotossíntese a nível do invólucro c loroplastídial. Deste 
modo, uma al ta concentração c itoplásmica de Pi, es tá func ionalmente 
re lacionada com altas taxas fotossintéticas, com transporte de trioses 
para o exterior do cloroplasta e com baixas acumulações de amido. A 
velocidade de síntese de sacarose no c itoplasma, controla a velocidade 
de translocação de produtos para os tecidos receptores e é tan to maior, 
quanto maior a síntese de trioses (Lew is, 1986). Este pape l elo Pi foi 
demonstrado, procedendo ao seu aprisionamento sob a forma orgânica, 
em análogos de gl ucose não metabolizáveis. Provocou-se des ta forma 
um abaixamento de concentração ele Pi a nível do citoplasma, verifican­
do-se, como consequênc ia, o decréscimo das taxas fotossintéticas e ela 
exportação de compostos de carbono do c lorop las to, o aumento da 
síntese de amido, o decréscimo ela síntese ele sacarose e conseque nte­
mente o decrésc imo ela velociclacle de translocacão. Este efeito é 
semelhante ao provocado pe la deficiê ncia de fós(oro em cond ições 
naturais (Lewis, 1986). 

A taxa fotossi nté tica está pois, de pendente do nível de fósforo 
c itoplasmático. Os resultados por nós obtidos para as taxas fotossinté­
ticas em plantas m icorrizaclas sugerem indirectamente, o aumento da 
eficiência de absorção de P pelas micorrizas ele C. sariva, à semelhança 
do observado por outros autores (As h ford et al., 1975; Lapeyrie et al., 
1984; Bougher et o!., 1990) . O aumento verificado está dependente elo 
aumento da concentração de Pi ao níve l do c itoplasma das células 
c lorofilinas, do qual resu lta a s íntese e transl ocação permanente de 
compostos ele carbono. O fungo micorrízico dispõe de uma dispon ibi­
li zação destes compostos, na sequência de fornecimento contínuo de P i 
à plantel. Não se verifica acumul ação de am ido, pois a planta tem sempre 
disponível Pi em quantidade sufic ie nte para as fosfori lações requeridas 
ao seu metabolismo. Esta infe rê ncia é apoiada pelas observações em 
plantas m icorrizaclas de Pinus taeda , em que aumentos das taxas 
fotoss intéticas são acompanhados por concentrações superiores de N e 
P a nível das folhas (Reid et ai., 1983). Seria necessário no entanto, 
confirmar a existência de concentrações de fósforo superiores em 
plantas m icorrizaclas de C saliva, para pode rmos afirmar ser es te o 
mecanismo que expl ica as taxas fotossintéticas mais e levadas em 
plantas micorrizaclas de C sativa. 

As taxas fotossintéticas quer expressas em termos de áreas 
foliares ou peso fresco, são maiores ern plantas micorrizadas que nas 
testemunhas . Estes valores evidenciam a activação do me tabolismo 
fotoss inté tico como resposta à associação s imbiótica, sendo os compos­
tos de carbono fornecidos ao fungo corno foi sugerido por Reicl et ai., 
( 1983), Lewis ( 1986), Sbderstrom et ai., (1987, 1988) e Dosskey et a/., 
( 1990). Estes compostos de carbono são usados para mante r a biomassa 
fúngica existente nas raizes micorrizadas, na rede ele micél io do solo e 

~~--------------------~ 
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a inda para a produção ele nova biomassa (Sbders tri.im, 1992). O trans­
porte ele carbono para o solo através ela rede micorrízicade micélio, deve 
ser de considerável importância ecológica, uma vez que hú um conside­
rável requerimento ele carbono pe lo so lo (Soclerstrbm, 1992) . Segundo 
Socle rslrbm ( 1992) os fun gos micorrízicos podem contribu ir com ce rca 
ele 40% de carbono extra para o so lo, quando comparado com o 
contributo ela manta morta. Isto representa uma proporção significati va 
ela quantidade assimilada pelas plantas, mas pode também contribuir 
para a vida saprofítica no solo (Soclerstro m, 1992) . Como fo i determ i­
nado por Lewis & Harley ( 1965a, b) usando micorrizas isoladas de 
bétula, compostos ele carbono, na sua mai oria sob a forma de sacarose, 
movem-se da planta para a massa fún g ica elo manto, onde são rap ida­
me nte convertidos em intermediários metabóli cos, dos quai s a trealose 
e o manito l são dominantes (Soderstrbm et al., 1988 ). 

Embora não sendo estatísticamente s ignificati vas as di feren­
ças encontradas para os pigmentos fotossintéticos determinados em 
plantas üs 20 . .lO e 40 semanas ele aclimatação, estes apresentam 
dife renças entre plantas micorrizadas e não micorri zaclas ao longo do 
tempo. Estes resu ltados sugerem que as diferenças encontradas nos 
valores ele pi gmentos fotossi ntéticos, ao longo do processo ele aclima­
tação, estão relacionados com a necessidade, por parte das plantas 
testemunha, ele maiores conteúdos ele pi gmentos fotossinté ticos como 
forma de garantir a adaptação a condições ele autotrofismo, sem o 
suprimento de nutr ientes que as micorrizas proporc ionam às restantes 
p lantas. 

As plantas micorrizadas apresentam taxas resp iratórias mais 
ba ixas que as respectivas testemunhas. Estes resultados sugerem a 
ex istênc ia de uma maior produti vidade em plantas micorri zadas. Não 
nos é possível por enquanto explicar estas diferenças, no e ntanto, pode rá 
adm itir-se um efe ito elas micorrizas na disponi bilização de a lguns 
nutriemes a nível elo so lo (P, N, K), que permitem à planta econom izar 
energia, induz indo assim um metabo lismo respiratório menos ac ti vo 
que o das plantas testemunha. 

As dife renças encontradas para os pontos de compensação de 
CO, , sugerem dife renças importantes nos parâmetros foto ssinté ticos e 
resl)iratórios das plantas micorrizadas e não micorrizaclas. Com efe ito, 
as plantas micorrizadas apresentam pontos de compensação 42.9 % 
mais baixos em média, que as plantas testemunha. O ponto de compen­
sação, é a concentração de co2 em que a quantidade deste gaz f ixada 
pela fotossíntese iguala a que se libe rta na respiração, pelo que podemos 
afirmar que re flecte a g randeza da fotorrespiração, desde que se admita 
que a respiração às escuras é desprez ável (Osmond, 198 1; Teixeira & 
Pinto Ricardo, 1983; Coombs, 1987) . Os pontos de compensação 
encontrados em plantas micorrizaclas, sugerem a existênc ia de um 
mecani smo fotorrespi ratório menos activo nestas plantas, com co nse­
quente acrésc imo das taxas fotoss inté ticas para concentrações mais 
baixas ele C0

1 
Tendo em conta que a fotorrespiração é um mecanismo 

di ssipador (Osmoncl , 1981 ), tanto do potenc ia l redutor, como da ene rg ia 
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produzidos pela fotossín tese (Teixeira & Pinto Ricardo, 1983), um 
decrésc imo neste mecanis mo impl icaria um ganho considerável para a 
plant<t. Não poderemos neste caso deixar de ter em conta que os 
resulatdos obtidos para este parâmetro, reflitam diferentes capacidades 
de resposta das plantas micorrizadas e testemunha às condições de 
stress ao longo da medição das taxas fortossintéticas e respiratórias. 
Com efeito, a metodologia utilizada, impli ca a abaixamento progressivo 
da hu miclade rela ti v a (HR) dentro dos frascos, por retenção de humidade 
quando da circulação do ar através do IRGA. Este aba ixamento da HR 
implica, por certo, uma necessidade de regu lação estomática por parte 
elas p lantas, que será tanto mais necessária, quanto maior o stress que 
esse abaixamento lhes venha a provocar. Deste modo, os resultados 
obtidos, parecem sugerir que em plantas micorri zadas, o stress hídrico 
se faz sentir menos, podendo estas manter os estomas abertos, em 
condições de humidade nas quais as plantas testemunha necessi tam 
fechá-los, podendo desta forma realizar fotossíntese e m níveis de CO, 
mais baixos. -

Os valores encontrados para a actividade da RubisCO, não 
revelam d iferenças significativas entre plantas micorrizadas e testemu­
nhas, apesar destes apresentarem valores mais baixos que as plantas 
micorrizadas, quando determinados em função do peso fresco e ele 
c lorofila. Quando expressos em quantidade de prote ína porém, os 
valores de acti vidade aproximam-se, chegando mesmo a coincidir. Os 
resultados evidenciam ainda diferenças significativas de actividade da 
RuBi sCO com a idade da planta entre as quinze e as 25 semanas de 
micorrização. No entanto não se verificaram diferenças entre as plantas 
com 8- 15 semanas . Estes resultados sugerem que o acrésc imo de 
acti vidade enzimática se deve ao acréscimo na quantidade de proteína 
verificado nestas plantas . Com base neste pressuposto, as plantas 
micorrizadas apresentariam uma mai or quantidade de RuB isCO. No 
entan to se atentarmos no facto, de que este acréscimo pode não ser 
devido a um aumento geral das proteínas da planta, mas ao aparecimen­
to de proteínas espec íficas da simbiose, estes resu I ta dos de actividade da 
RuBisCO, poderiam aparecer mascarados quando expressos em prote­
ína. 

A amll ise dos resultados obtidos, permite-nos afirmar que a 
micorrização não só permite o aumento da sobrevivênci a das plantas 
micropropagadas, antes e durante o processo de aclimatação às condi­
ções ex-vitro, como também cria condições (nutric ionais e/ou outras) 
favoráve is ao desenvolvime nto subsequente. Os diferentes parâmetros 
analisados, sugere m que as a lterações metabólicas induzidas na sequên­
c ia da micorrização condicionam um aumento da biomassa fúngica, ao 
mesmo tempo que penni tem um au mento da biomassa total da planta 
micorrizada, tal como observado por dife rentes autores para outras 
associações micorrízicas (Harley & Smith, 1983). 
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