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Macrofungos associados a cultura de castanheiro: aspectos da sua biodiversidade e
da interac¢do de Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare com raizes de

Castanea sativa Mill.

RESUMO

No Nordeste transmontano, a cultura do castanheiro (Castanea sativa Mill.) tem
grande importancia, econdmica, social, cultural e paisagistica. A dinamica populacional
de fungos associados a uma plantacdo de castanheiros localizada em Braganca foi
avaliada mediante a monitorizagdo dos seus corpos de frutificacdo, os cogumelos. Os
resultados evidenciaram uma flora micoldgica diversificada, tendo sido registadas 73
espécies, pertencentes a 16 familias e 23 géneros. A frutificacdo dos cogumelos ocorreu
em duas épocas distintas do ano, uma no Outono e outra na Primavera, sendo a primeira
aquela onde se observou um maior niumero de espécies e de carpdforos. A temperatura e
precipitacdo parecem influenciar a diversidade e a abundancia das espécies fungicas
existentes no souto. A elevada predominancia das espécies micorrizicas, que perfizeram
82% do total registado, sugere que o ecossistema estudado se encontra em equilibrio e

em bom estado de conservacao.

O estudo de interacgdo entre o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Pers.)
Coker & Couch e o fungo saprofita-lenhicola Hypholoma fasciculare (Huds.) P.
Kumm., ambos com ocorréncia no souto estudado, foi realizado pelo método de cultura
dupla. A ac¢ao antagonista de H. fasciculare sobre P. tinctorius foi evidenciada pelos
mecanismos de ‘“‘antagonismo a distancia”, nos estadios iniciais da interaccdo, e
“interferéncia de hifas”, nos estadios tardios. A espécie P. tinctorius parece responder a
accdo antagonista pela formag¢do de um micélio mais compacto e provavelmente pela

producao de acido oxalico.

O estudo da interacgdo entre raizes de plantulas de C.sativa e o fungo
P. tinctorius ou H. fascicular foi efectuado num sistema hidroponico. Em ambos os
sistemas, durante as primeiras 48 horas de contacto raiz-fungo, foi verificada a indugao
de resposta de defesa semelhante & observada em interacgdes planta-patogénio. Nesta
resposta foi observada produg¢do de espécies reactivas de oxigénio (ROS), como

peréxido de hidrogénio (H,O,) e anido superdxido (O,7), cujos niveis parecem ser
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regulados pela accdo coordenada entre as diferentes vias de producdo de ROS e a
inactivagado/activacdo de enzimas antioxidantes (catalase e superoxido dismutase). A
partir das 48 horas apds inoculacdo os mecanismos subjacentes a defesa parecem
distinguir-se em funcao do tipo de interac¢do, surgindo efeitos deletérios para as plantas
inoculadas com H. fasciculare, contrariamente ao verificado em plantas inoculadas com
o fungo ectomicorrizico. A agressividade exibida por H. fasciculare sobre C. sativa,
poderé estar associada a produgdo de hidrofobinas produzida pelo fungo, tendo sido

identificada e caracterizada a regido codificante de uma hidrofobina de classe I.

Este trabalho revela que o solo do souto constitui um meio natural muito
complexo onde opera uma grande variedade de interac¢des entre diferentes organismos.
A acgdo antagonista de H. fasciculare sobre P. tinctorius, a ser verificada em condi¢des
naturais, podera colocar em risco a sustentabilidade e produtividade da cultura do
castanheiro, dado o efeito benéfico da micorrizagdo com P. tinctorius no crescimento e
nutricdo de castanheiros e efeito protector contra patogénicos radiculares. Este risco
podera ainda ser mais ampliado pelo facto do fungo H. fasciculare exibir um

comportamento agressivo contra plantulas de castanheiro.

Palavras-chave: macrofungos, biodiversidade, Castanea sativa, Pisolithus tinctorius,

Hypholoma fasciculare, interac¢do planta-fungo, interac¢ao fungo-fungo, antagonismo.



Macrofungi associated to chestnut culture: aspects of their biodiversity and
interaction between Pisolithus tinctorius and Hypholoma fasciculare with Castanea

sativa Mill. roots

ABSTRACT

In “Trés-os-Montes” region (Northeast of Portugal), chestnut tree (Castanea
sativa Mill.) has a great economic, social, cultural and landscape value. The dynamics
of fungus population associated to a chestnut orchard located at Braganga was evaluated
by sampling the fructification bodies of macrofungi — the mushrooms. The results have
shown a diversified mycological flora, being registered 73 species, belonging to 16
families and 23 genera. The macrofungal fructification occurred in two distinct seasons
a year, during Autumn and Spring, being the first one the most important in number of
species and carpophores. Temperature and precipitation seem to influence the diversity
and abundance of macrofungal species. The higher predominance of mycorrhizal
species, representing 82% of total macrofungi registered, suggests that the studied

ecosystem is in good health.

Interactions studies between the ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius
(Pers.) Coker & Couch and the lignicolous saprotrophs fungus Hypholoma fasciculare
(Huds.) P. Kumm. (both frequent in the studied orchard) were performed in dual
cultures on Norkrans agar medium. The antagonistic action of H. fasciculare on
P. tinctorius resulted from the mechanisms of “antagonism at a distance”, in the initial
stages of interaction, and “hyphal interference”, in delayed stages. P. tinctorius seems to
have a response to the antagonistic action by developing more compact mycelia and

probably by the production of oxalic acid.

Interactions studies between C. sativa roots and P. tinctorius or H. fasciculare
was evaluated in a hydroponic system. In both interactions systems, during the first 48
hours of contact, an induction of defence response similar to an incompatible plant-
pathogen interaction was observed. The production of reactive oxygen species (ROS),
as hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide anion (O,"), seems to result from a
regulated time-dependent stimulation of ROS generating systems and

decrease/increased of ROS-scavenging enzyme activities (catalase and superoxide
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dismutase). After 48 hours of contact, the mechanisms of defence response seem to be
distinguished in both types of interaction. Inoculations with H. fasciculare have
showed deleterious effects on chestnut plants, contrarily to the inoculation with
ectomycorrhizal fungus. The aggressiveness shown by H. fasciculare on C. sativa
could be associated to hydrophobins produced by the fungus, a coding region of which
has been identified and characterized as a class I hydrophobin.

This work shows that the soils of C. sativa orchards are very complex, where a
great variety of interactions between different organisms can operate. The antagonist
effect of H. fasciculare on P. tinctorius, if occuring in natural conditions, could place in
risk the sustainability and productivity of chestnut culture, since mycorrhization with
P. tinctorius confers several advantages to plant (increased nutrient status, growth and
resistance to pathogens). This risk could still be extended since H. fasciculare have

shown an aggressive behaviour against chestnut plants.

Key-words: macrofungi, biodiversity, Castanea sativa, Pisolithus tinctorius,
Hypholoma fasciculare, plant-fungus interaction, fungus-fungus interaction,

antagonism.
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Em Portugal, o castanheiro (Castanea sativa Mill.) encontra-se amplamente
distribuido no Norte e Centro do Pais, principalmente na regido interior, sendo
produzido em plantagdes destinadas a produgdo de castanheiro para madeira - os
castingais — ou em plantacdes destinadas a producdo de fruto - os soutos. No nordeste
transmontano, a principal regido produtora nacional, a cultura do castanheiro possui
elevada importancia economica, quer pela qualidade da madeira, quer pelo valor do
fruto (a castanha). A madeira constitui a matéria-prima utilizada por exceléncia quer na
categoria das médias e grandes dimensdes, construgdo civil, incluindo elementos
estruturais, mobilidrio, folheados e carrocarias de luxo; quer nas pequenas dimensdes,
como por exemplo na cestaria e tanoaria. O fruto (a castanha) constitui o mais
conhecido e apreciado produto do castanheiro, sendo o mais importante produto de
exportacdo do sector fruticola em Portugal (Martins, 2004).

A par do reconhecido valor econdomico desta espécie persiste um rico manancial
de tradi¢des orais, artesanais, ludicas e gastronémicas alusivas a arvore e ao fruto. O
“magusto”, bem como a “Festa da Castanha”, sdo tradigdes que ainda hoje se mantém
profundamente enraizadas nas populacdes rurais transmontanas. A castanha ¢ ainda
frequentemente utilizada na alimentacao da populacdo rural, realcando-se na guarni¢do
de pratos e deliciosos doces. As folhas, cascas e frutos do castanheiro tém sido
utilizadas ao longo dos anos pela populacdo rural no tratamento de certas doengas,
devido as suas propriedades adstringentes, remineralizantes, sedativas e tonicas

(Carvalho, 2005).

A existéncia de consideraveis quantidades de cogumelos comestiveis, alguns dos
quais com elevada valorizagdo comercial nos mercados internacionais, associados aos
soutos e castingais na regido transmontana, pode constituir um rendimento
complementar ao da produgdo das castanhas ¢ da madeira (Baptista et al., 2003). Deste
modo, a exploracdo dos soutos e castingais, tem representado para os agricultores da

regido transmontana uma fonte de rendimento importante.

A microflora diversificada existente nos solos, na qual intervém fungos, bactérias,
protozodrios, algas, nematodes e virus, constitui um ecossistema complexo e
diversificado. A sua ac¢do, benéfica ou prejudicial para a planta, depende da resposta

das interacc¢des que se estabelecem entre microrganismos, raizes e componentes do solo,
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que tém lugar sobretudo na rizosfera (Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999; Barea et
al., 2005; Fageria & Stone, 2006). De facto, os microrganismos desempenham
actividades relevantes ao nivel do desenvolvimento, nutri¢ao e sanidade das plantas. No
caso dos fungos, as principais ac¢des podem ser ao nivel (i) da decomposi¢do de
residuos complexos de plantas e animais, (i) do antagonismo em relagdo a outros
organismos, (iii) da associag@o parasita ou patogénica, causando doengas nas plantas e
(iv) da associagdo, mutuamente favordvel, com as raizes das plantas superiores. Os
fungos podem ainda constituir alimento para animais do solo ou insectos e estimular a

germinagdo de sementes (Klein & Paschke, 2004).

A contribuicdo dos fungos na decomposicdo de substratos e reciclagem de
nutrientes ¢ particularmente importante devido a acidez dos solos, que limita a
actividade de outros grupos de microrganismos (como as bactérias celuloliticas), e a
vantagem que apresentam na decomposi¢ao de detritos vegetais, onde a celulose ¢ o
componente estrutural mais importante. Ao contrario das bactérias, que actuam apenas
por acc¢do enzimatica, os fungos filamentosos associam-na a acgao fisica, traduzida pelo
efeito da penetracdo das hifas nos tecidos vegetais (Deacon, 1997). Como resultado da
accao de fungos, um consideravel volume de nutrientes minerais vai sendo libertado e
translocado. A incorporagdo de nutrientes nas hifas e a sua capacidade de crescimento e
colonizagdo promovem a translocagcdo desses nutrientes para grandes areas (Klein &

Paschke, 2004).

De entre a multiplicidade de interacgdes que os fungos podem estabelecer com
microrganismos do solo interessa destacar a accdo exercida sobre outros fungos. Uma
das interac¢des mais importantes diz respeito & accdo antagonista que alguns fungos
exercem sobre outros. O antagonismo faz sentir-se principalmente por ac¢do dos
antibidticos ou enzimas produzidas, competicao pelo alimento e parasitismo (Brimner &

Boland, 2003).

Além de estabelecerem interacgdes com outros microrganismos, os fungos sao
igualmente capazes de interagir com as raizes, na rizosfera, estabelecendo interac¢des
benéficas ou prejudiciais. De facto, os fungos constituem um dos principais agentes
patogénicos das plantas, nao sendo o castanheiro excepcao. As doengas mais frequentes
nesta espécie sdo a doenga da “tinta” provocada por dois fungos, Phytophthora
cinnamomi Rands e P. cambivora (Petri) Buis., ¢ o “cancro cortical”, causada pelo

fungo Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr.. Estas doengas sdo as que mais estragos
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tém causado em plantagdes de castanheiro, até porque os meios de protecgdo utilizados
no seu combate tém demonstrado serem ineficazes. Ambas as doencas constituem uma
das principais causas do decréscimo da area ocupada por esta cultura, que se tem
observado ao longo das ultimas décadas em Portugal e, especificamente, na regido

transmontana.

A associacdo simbiotica de fungos com as raizes de muitas espécies de plantas
superiores -as micorrizas- constitui outra das interac¢des importantes que ocorrem ao
nivel da rizosfera. Este tipo de associacdo, de caracter mutualista, caracteriza-se pela
existéncia de fluxos de compostos inorganicos do fungo para a planta e de compostos
organicos da planta para o fungo (Smith & Read, 1997). O estabelecimento da
micorrizacdo origina modificacdes fisioldgicas na planta hospedeira, resultando numa
melhoria para o seu crescimento, desenvolvimento e resisténcia/tolerancia a stresses
bidticos e abidticos (Jeffries et al., 2003; Barea et al., 2005), podendo ainda
desempenhar uma multiplicidade de acgdes no sistema solo-planta (Jeffries et al., 2003;
Lum & Hirsch, 2003; van der Heijden, 2004; Barea et al., 2005; Fageria & Stone, 2006;
Rillig & Mummey, 2006). Especificamente, as micorrizas:

1) estimulam o enraizamento das plantas hospedeiras, devido a actividade
decorrente da producdo de hormonas, vitaminas, e de outros compostos pelo
fungo;

i1) aumentam a disponibilidade de nutrientes para a planta, pelo fornecimento de
nutrientes minerais ¢ pela intervengdo nos ciclos biogeoquimicos dos
nutrientes no sistema solo-planta;

ii1) melhoram a estrutura do solo ao contribuirem para a formacdo de agregados
estaveis;

iv) protegem a planta dos stresses bidticos e abidticos ao aumentar a
resisténcia/tolerancia a agentes patogénicos radiculares, a salinidade, secura,

deficiéncia de nutrientes, excesso de metais pesados, entre outros.

As plantas que formam micorrizas incluem a maior parte das angiospérmicas
(83% das dicotiledéneas e 79% das monocotiledoneas) e todas as gimnospérmicas
(Marschner, 1995). Os fungos envolvidos nesta associagao sdo numerosos € pertencem
as classes Ascomycetes, Basidiomycetes, Zigomycetes e Glomeromycetes (Selosse &

Le Tacon, 1998; Schiiler et al., 2001), sendo que alguns sdo simbiontes obrigatorios,
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necessitando da associacdo a planta hospedeira para completarem o seu ciclo de vida

(Martin et al., 2001; Barea et al., 2005).

De acordo com as suas caracteristicas morfofuncionais, as micorrizas sao
classificadas em trés grupos distintos: endomicorrizas (incluindo as micorrizas
arbusculares, orquidoides e ericoides), ectomicorrizas e ectendomicorrizas (incluindo as
micorrizas arbutdides e monotropodides) (Figura 1.1). As principais caracteristicas das
endomicorrizas sdo a auséncia de manto fingico a superficie radicular e o crescimento
inter- ¢ intracelular das hifas nas células corticais da raiz (Smith & Read, 1997). Nas
ectomicorrizas, as hifas do fungo desenvolvem-se entre os espagos intercelulares das
células da raiz, ao nivel da epiderme ou até¢ a endoderme (tipico nas gimnospérmicas),
formando uma estrutura designada por rede de Hartig. E também caracteristico desta
associa¢do o desenvolvimento de um emaranhado denso de hifas sobre a superficie da
raiz, constituindo o designado manto (Smith & Read, 1997). As ectendomicorrizas, tal
como o nome indica, sdo caracterizadas por apresentarem estruturas fingicas das endo-
e das ectomicorrizas, tais como um manto pouco desenvolvido, rede de Hartig e uma
ligeira penetracdo das hifas no interior das células corticais radiculares, formando

enrolamentos (Yu et al., 2001).

As micorrizas arbusculares constituem a associagao micorrizica mais amplamente
distribuida na natureza e a mais estudada. Cerca de 80-90% das plantas terrestres
estabelecem este tipo de associacdo, e dentro deste grupo, encontram-se a maioria das
espécies agricolas. Os fungos que intervém nesta associagdo foram recentemente
classificados como pertencentes ao filo Glomeromycota, classe Glomeromycetes
(SchiiBler et al., 2001; Walker & Schiiiler, 2004). As micorrizas arbusculares
caracterizam-se pela presenca de arbusculos, no interior das células corticais da raiz,
que permitem a troca de nutrientes entre o fungo e a planta hospedeira. A maioria destes
fungos produz também uma outra estrutura, as vesiculas, cuja fungdo parece estar
relacionada com o armazenamento de produtos de reserva (Figura 1.1) (Smith & Read,

1997).

As micorrizas orquiddides sdo formadas por fungos pertencentes a classe
Basidiomycetes, que se associam exclusivamente a plantas da familia Orchidaceae.
Estas espécies apresentam, apOs germinagdo, uma fase de crescimento heterotréfica,

requerendo compostos carbonados que serdo cedidos pelo fungo. A principal
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caracteristica deste tipo de micorrizas ¢ a formagao de novelos de micélio no interior

das células do cortex da raiz (Figura 1.1) (Smith & Read, 1997).

As micorrizas ericdides sdao estabelecidas por fungos pertencentes sobretudo a
classe Ascomycetes, ¢ em menor extensdo a classe Basidiomycetes, ¢ associam-se a
algumas plantas da familia Ericaceae, como as azaleas (Rhododendron sp.) e os mirtilos
(Vaccinium sp.). Estas associagdes tém também sido descritas em alguns membros da
familia Epacridaceae e Empetraceae. As micorrizas ericoides caracterizam-se por
apresentarem, no interior das células corticais da raiz, espirais de micélio mais ou

menos denso (Figura 1.1) (Smith & Read, 1997).
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Figura 1.1 Representagdo esquematica dos principais tipos de micorrizas. Sdo apresentadas as estruturas
tipicas de cada um dos tipos de micorrizas, assim como os principais simbiontes (a verde — plantas; a azul
— fungos) (adaptado de Selosse & Le Tacon, 1998).
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A associagdo ectendomicorrizica, com caracteristicas estruturais das endo- e das
ectomicorrizas, ocorre entre fungos da classe Basidiomycetes e as espécies pertencentes
as sub-familias Arbutoideae (constituindo as micorrizas arbutdides) ou Monotropoideae

(constituindo as micorrizas monotrop6ides) (Smith & Read, 1997; Yu et al., 2001).

As ectomicorrizas constituem o grupo de micorrizas mais importantes em espécies
arboreas, estando presentes em 25 familias de espécies vasculares, das quais a maioria é
lenhosa (Wilcox, 1990). Os fungos envolvidos nesta associa¢do pertencem as classes
Basidiomycetes, Ascomycetes € em menor extensdo a Zigomycetes (Smith & Read,
1997). Muitos destes fungos exibem interesse comercial por originarem estruturas
reprodutoras  (cogumelos) com elevado valor gastronomico  (Tuber spp.,
Cantharellus spp., Boletus spp., Amanita spp., entre outros). O castanheiro ¢ capaz de
estabelecer associacdo com numerosas espécies de fungos ectomicorrizicos, estando
descritos os efeitos positivos para a planta apds micorrizagdo com Pisolithus tinctorius
(Martins, 1997; Martins et al., 1997). Esta associa¢do promove um aumento da
disponibilidade de nutrientes minerais, do crescimento e da produtividade das plantas,
facilitando ainda o processo de aclimatacdo de plantas micropropagadas (Martins, 1997,
Martins et al., 1997; Martins, 2004). A micorrizagdo com P. tinctorius aumenta ainda a
taxa de sobrevivéncia de plantas de castanheiro infectadas com o fungo causador da

doenga da “tinta” (Martins, 2004).

Constitui objectivo deste trabalho contribuir para o esclarecimento dos
mecanismos associados as interac¢des que ocorrem entre os fungos do solo e entre estes
e as plantas nos soutos transmontanos. Foi avaliada a diversidade e a dindmica
populacional dos fungos do solo no seu habitat natural, mediante a monitorizagdo dos
seus corpos de frutificagdo - os cogumelos (Capitulo 3). A progressdo e sucessdo de
cogumelos ao longo do tempo sdo fundamentais para a compreensdao das interacgdes
entre fungos, em especial dos micorrizicos e ndo-micorrizicos. Dado o efeito benéfico
da micorrizagdo no crescimento e nutrigdo de castanheiros e efeito protector contra
patogénicos, a interac¢do de P. tinctorius com outros fungos presentes na rizosfera do
castanheiro podera revelar-se importante na sustentabilidade dos soutos. Sendo assim,
neste trabalho foi estudada a interacgdo entre o fungo ectomicorrizico P. tinctorius e
fungo ndo micorrizico Hypholoma fasciculare (Capitulo 4). Este estudo reveste-se de

particular importancia pelo facto de H. fasciculare, isolado de carpéforos naturalmente
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infectados de Amanita muscaria (L.) Lam. colhidos num souto em Oleiros (Braganga),
exibir um comportamento agressivo contra plantulas de castanheiro, as quais
apresentavam clorose, queda prematura das folhas e enegrecimento das raizes. A
interac¢do de ambos os fungos com as raizes de castanheiro foi ainda estudada, em
condicoes controladas, de modo a avaliar o mecanismo de reconhecimento nas
primeiras horas de contacto planta-fungo (Capitulo 5). Com a realiza¢do deste trabalho
espera-se contribuir para o desenvolvimento de estratégias que promovam a
sustentabilidade e produtividade da cultura do castanheiro, nas suas diferentes vertentes,

com grande importancia economica e socio-cultural na regido transmontana.
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2.1 MATERIAL

2.1.1 Material bioldgico

As plantulas de castanheiro (Castanea sativa Mill.) foram obtidas por cultura
hidroponica (ver sec¢do 2.2.4), a partir de sementes provenientes de um povoamento de

castanheiros bravos localizado na regido de Braganca (Grandais).

Foram utilizadas duas espécies fungicas - o fungo ectomicorrizico Pisolithus
tinctorius (Pers.) Coker & Couch e o fungo saprofita-lenhicola Hypholoma fasciculare
(Huds.) P. Kumm.. O micélio de P. tinctorius (isolamento 289/Marx) foi cedido
gentilmente pelo Instituto Botanico da Universidade de Tiibingen (Alemanha). O
micélio de H. fasciculare foi obtido a partir de carpoforos de Amanita muscaria (L.)

Lam., colhidos em plantagdes de C. sativa na regiao de Braganca (ver sec¢do 2.2.2).

2.1.2 Reagentes e Kits

Na manipulacdo do DNA foram utilizados reagentes com grau de pureza para
Biologia Molecular e 4gua ultrapura (Millipore, Milli-Q) para preparagao de solugdes.
Os kits utilizados em técnicas de Biologia Molecular apresentam-se descritos na

tabela 2.1.

Todos os reagentes utilizados, na determinacao das espécies reactivas de oxigénio,
das enzimas de stresse oxidativo (superoxido dismutase e catalase), bem como nas
preparacdes histologicas, eram de qualidade analitica ou semelhante, ¢ ndo foram

submetidos a qualquer purificagdo adicional.

Tabela 2.1 Kits utilizados em técnicas de Biologia Molecular e objectivo da sua utilizaggo.
Kit Objectivo
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) Extracgdo de DNA de micélio

JETquick PCR product purification Kit Purificacdo de fragmentos de DNA obtidos por
(Genomed) amplificagdo termociclica

13



Material e Métodos Capitulo 2

2.2 METODOS

2.2.1 Avaliacao da diversidade macrofungica associada a Castanea sativa Mill.

A recolha dos macrofungos efectuou-se num souto ndo mobilizado, com uma
idade de instalagdo superior a 100 anos, localizado em Oleiros (concelho e distrito de
Braganca), na zona do Parque Natural de Montesinho (PNM) (Figura 2.1). Neste
povoamento estabeleceram-se 5 parcelas de amostragem, cada uma com uma area de

100 m?, cujas caracteristicas gerais se encontram referidas na tabela 2.2.

h"'-\n--;-\'__\
D
-
=
:-'/I l.._&. L _:..-_,-\_:-._.LL... _1: - .8 — I
s Parque Natural de Mentesinho |
';'F"': \'{L?:.L_‘ N == I

Figura 2.1 Souto (Castanea sativa Mill.) utilizado para a realizacdo do estudo de diversidade
macrofungica. Localizagdo geografica (A), vista aérea (B) e pormenor das parcelas amostradas (C).
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No Outono de 2002, foram recolhidas amostras de solo das parcelas amostradas, a
profundidade de 20 cm para analises ulteriores. O teor em azoto total foi determinado
segundo o método Kjeldahl (Bremner, 1996) e os teores de P,Os e K,O assimilaveis
foram determinados pelo método Egner-Richm (MAP, 1977). O teor em matéria
organica foi determinado pelo método Walkley-Black (Nelson & Sommers, 1996) e o
valor de pH pelo método da relagdo solo:solu¢do 1:2,5, utilizando-se como solugdes

agua destilada e KCI 1M (Thomas, 1996).

Tabela 2.2 Caracterizag@o geral das parcelas de amostragem.

Coordenadas UTM 29T PG 809361

Latitude 41°51° 17

Longitude 6° 50’ 33,8

Altitude 915 m (Carta Militar n° 24, escala 1:25 000)

Vegetagdo Giestas (Genista sp.), tojo (Ulex sp.)

Observagoes Local com indicios de intervengdes: pastoreio, controlo da

vegetacdo espontanea e apanha de castanha.

Durante o periodo em estudo, iniciado em Setembro de 2002 e terminado em
Dezembro de 2005, o registo de dados climaticos foi efectuado pelo posto
meteoroldgico da Quinta de Santa Apolonia (Braganga), do Instituto Politécnico de
Braganca, por ser este o mais proximo das parcelas amostradas e se encontrar a uma

altitude proxima das mesmas parcelas.

2.2.1.1 Recolha e identificacdo dos carpoforos

As colheitas de cogumelos foram efectuadas desde Setembro de 2002 até
Dezembro de 2005 com excepcdo dos meses de Janeiro, Fevereiro, Mar¢o e Agosto.
Durante o periodo de Outono e Primavera, as colheitas foram realizadas semanalmente

e nos restantes periodos do ano efectuadas quinzenalmente.

Em cada parcela procedeu-se a colheita de todos os cogumelos. Estes eram
colhidos integralmente e devidamente identificados com a parcela. Sempre que
necessario, procedeu-se ao registo de caracteristicas consideradas relevantes ou
efémeras, em relacdo a alguns exemplares, como por exemplo odor; cor do leite; sabor;

presenga de cortina, de volva ou anel; comportamento da carne ao corte; bem como ao
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registo fotografico. Em laboratorio, os cogumelos eram separados por espécie,

identificados, fotografados, contados, e pesados apo6s desidratacao.

As identificacdes dos carpoforos basearam-se na observagdo e registo das
caracteristicas macroscopicas (pileo, himénio e estipe) e microscopicas ¢ em testes
macroquimicos. A identificacdo foi efectuada de acordo com Marchand (1971-1986),
Moser (1983), Breitenbach & Krinzlin (1984-2000), Alessio (1985), Bon (1988),
Noordeloos (1988-2001), Candusso & Lanzoni (1990), Bas et al. (1990-2001), Pegler et
al. (1995), Courtecuisse & Duhem (1995; 2005), Pegler et al. (1997) e Courtecuisse
(1999). A classificagdo seguida foi a de Kirk et al. (2001) e a nomenclatura baseada no

index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/ Names/Names.asp).

A observacdo macroscopica das caracteristicas externas dos cogumelos, em
particular dos macrofungos agaricoides - macrofungos cujas frutificagdes sdo
constituidas por um pé (estipe) e um chapéu (pileo) - incidiram sobretudo ao nivel do:

- Pileo: diametro, forma global, forma da margem, cor, consisténcia,
viscosidade e revestimento da cuticula, aroma, sabor;

- Himénio: forma (la&minas ou tubos), cor e alteracdes de cor ao toque, sabor,
tipo de inser¢do, espacamento e existéncia de secregdes (leite);

- Estipe: forma, cor, dimensdes (diametro e altura), consisténcia, existéncia ou
ndo de anel, tipo de anel, existéncia ou ndo de volva, tipo de volva, viscosidade e
ornamentacao da cuticula do pé, aroma e sabor;

- Esporada (marca de libertagdo de esporos em papel), que permite visualizar a
cor dos esporos em massa. Para a sua obtengdo selecciona-se um exemplar fresco e
maduro, corta-se o estipe pelo apice (zona superior, mais proxima do pileo). O pileo ¢é
colocado sobre um papel, com o himeno6foro virado para baixo, em cadmara humida. A
realizagdo de esporadas foi essencialmente efectuada na identificacdo de determinados

grupos de macrofungos sobretudo pertencente ao género Russula.

A realizagdo de testes macroquimicos foi relevante na identificacdo de alguns
exemplares pertencentes aos géneros Cortinarius, Xerocomus, Amanita e Russula. Para
o efeito, foi depositado sobre os carpoéforos uma gota de sulfato de ferro 10% (p/v),
acido sulftrico concentrado, hidroxido de sddio 30% (p/v) ou amoniaco a concentragdo

comercial, tendo sido avaliada a alteragdo de cor do carp6foro (Moreno, 2005).
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2.2.1.2 Conservacao dos carpéforos

Os exemplares colhidos foram desidratados, por incubagio a 30°C, durante 72 h.
O material desidratado foi pesado, etiquetado e armazenado no Herbario Micologico da

Escola Superior Agraria de Braganga.

2.2.1.3 Tratamento dos resultados

Para avaliar o nivel de semelhanca na composicdo de espécies macroflingicas,
entre os diferentes anos de estudo e entre os diferentes pares de combinacdes de épocas
de frutificagdo (Outono e Primavera), utilizou-se o indice de similaridade de Sorensen
(Cs) (Soberon & Llorente, 1993). Este indice (Equagdo 2.1), calculado recorrendo ao
programa Community Analysis Package (versao 3.0), avalia o grau de similaridade, em

termos de nimero de espécies comuns, entre duas amostras (1 e 2).

2a

Cs=——F—
2a+b+c

(Equacao 2.1)

Sendo:
a, o niimero de espécies comuns as duas amostras
b, o nimero de espécies que ocorrem apenas na amostra 1
C, o nimero de espécies que ocorrem apenas na amostra 2

A relagdo grafica entre o somatorio de novas espécies registadas e o nimero de
amostragens ou esforco da amostragem dispendido para as encontrar foi determinada
recorrendo ao programa EstimateS (versdo 6.0), tendo sido ajustada pela equacdo de

Clench (Equacgao 2.2; Soberdén & Llorente, 1993).

ax
1+ bx

E(s) = (Equacao 2.2)

Sendo:
E(S), o numero esperado de espécies novas ocorrentes em cada
X pontos de amostragem
a, a ordenada na origem
b, o declive da recta
X, 0 nimero cumulativo de amostras (esforco da amostragem)

A diversidade de espécies macrofingicas, entre os diferentes anos estudados, foi

comparada mediante o calculo dos indices de diversidade de Simpson (D) (Equagao 2.3;
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Southwood & Henderson, 2000) e de Shannon-Wiener (H’) (Equagdo 2.4; Southwood
& Henderson, 2000).

D= z p; (Equagdo 2.3)

(Equacao 2.4)

T
Il
M
©
*
5
©

Sendo:
pi = ny/N
n;, nimero de individuos da espécie i
N, namero total de individuos colhidos
S, o nimero total de espécies da amostra
In pi, logaritmo na base 2 de pi

Ambos os indices foram calculados recorrendo ao programa Species Diversity and
Richness (versdo 3.0). O indice de Simpson exprime a abundéancia das espécies mais
comuns, enquanto que o indice de Shannon-Wiener, tradicionalmente designado como
indice de Shannon, apresenta como pressuposto que, numa amostra aleatoria retirada de
uma populacdo infinitamente grande, todas as espécies da comunidade se encontram

representadas (Southwood & Henderson, 2000).

A medicao da correlagdo entre os factores climaticos (temperatura média, minima,
maxima, e pluviosidade total) e o nimero de carpdforos e de espécies macrofiingicas
(total, micorrizica e ndo micorrizica) foi efectuada mediante o calculo do coeficiente de
correlacdo de Spearman, rs (Equacao 2.5; Dagnelis, 1973) recorrendo ao programa

estatistico SAS (versdo 9.1).

6> di’
i=1

rs=l-——
nn--1)

(Equacao 2.5)

Sendo:
N, o tamanho da amostra
di, as diferengas entre os nimeros de ordem x e y do individuo i

A correlagdo foi estabelecida com os valores médios de temperatura média, minima e
maxima, e de precipitagdo total, recolhidos 3, 5, 10, 15, 20 e 30 dias previamente a data

de colheita dos macrofungos. Este coeficiente de correlagdo mede a intensidade da
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relagdo existente entre duas variaveis aleatdrias cujo valor pode variar entre -1 a 1
designando-se, no primeiro caso, como uma relagdo inversa e no segundo uma relagdo
directa. Um valor absoluto préoximo de zero indica que as varidveis ndo se

correlacionam ou se encontram fracamente correlacionas (Dagnelis, 1973).

2.2.2 Cultura e manutencao de Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare

O micélio de H. fasciculare foi obtido a partir de carpoforos de A. muscaria
colhidos em planta¢des de C. sativa na regido de Braganga (Oleiros). Nos carpéforos,
naturalmente infectados com H. fasciculare, foi efectuada uma incisdo na cuticula do
chapéu e do pé, expondo as porgdes estéreis do carpoforo. Por¢gdes do micélio interior
(com cerca de 0,25 cm® de area) foram transferidas em condigdes de assepsia para meio
de cultura gelificado Melin-Norkrans (MMN), pH 6,6 (Marx, 1969; Brundrett et al.,

1996). O crescimento do fungo ocorreu no escuro, a uma temperatura de 23-25°C.

As culturas axénicas de P.tinctorius e de H. fasciculare foram efectuadas em
meio Melin-Norkrans (MMN), pH 6,6 (Marx, 1969). As culturas foram incubadas no
escuro, a 23-25°C. A sub-cultura dos fungos foi efectuada em intervalos de trés

s€manas.

O micélio utilizado para inoculacdo das plantulas de castanheiro foi obtido por
cultura em frascos de 750 mL de capacidade contendo 200 mL de meio MMN liquido
modificado. O meio foi inoculado com 15 inéculos (0,5 cm de didmetro), provenientes
da regido periférica das culturas em crescimento activo em meio MMN gelificado. O
crescimento das culturas ocorreu no escuro, sem agitacao e a 23-25°C, até evidenciar

micélio denso.

Meio MMN: NaCl 0,025 g/L; (NH4),HPO, 0,25 g/L; KH,PO, 0,50 g/L; FeCl; 0,050 g/L; CaCl, 0,50 g/L;
MgS0,.7H,0 0,15 g/L; tiamina 0,10 g/L; casaminoacidos 1,0 g/L; extracto de malte 10 g/L; glucose
10 g/L; agar 20 g/L.

Meio liqguido MMN modificado: NaCl 0,025 g/L; (NH,),HPO4 0,25 g/L; KH,PO4 0,50 g/L; FeCl,
0,050 g/L; CaCl, 0,50 g/L; MgS0,.7H,0 0,15 g/L; tiamina 0,10 g/L; glucose 5 g/L.

2.2.3 Ensaios de co-cultura Pisolithus tinctorius - Hypholoma fasciculare

2.2.3.1 Estabelecimento das co-culturas

O potencial antagonista do fungo saprofita-lenhicola H. fasciculare contra o fungo

ectomicorrizico P.tinctorius foi avaliado em co-cultura (Figura2.2). No
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estabelecimento de  co-culturas  (P. tinctorius-H. fasciculare;  H. fasciculare-
H. fasciculare e P. tinctorius-P. tinctorius), foram utilizadas caixas de Petri (9 cm de
diametro) contendo 10 mL de meio MMN gelificado, pH 6,6. Indculos de P. tinctorius
e/ou H. fasciculare (com cerca de 0,5 cm de diametro), retirados das regides periféricas
das respectivas culturas em crescimento activo, foram transferidos para o meio MMN e
colocados a uma distancia de 3 cm entre si. A incubagao das culturas foi efectuada no
escuro, a uma temperatura de 23—25°C. Foram preparadas seis caixas de Petri para cada

combinagdo fungica e o ensaio foi realizado por duas vezes.

H. fasciculare P. tinctorius

Figura 2.2 Estabelecimento de ensaios de co-cultura de Pisolithus tinctorius - Hypholoma fasciculare.

Da regifo periférica das culturas de H. fasciculare e de P. tinctorius em meio MMN em crescimento
activo foram retiradas secgdes de agar, com 0,5 cm de diametro (A). Os indculos relativos aos dois fungos
foram transferidos para meio MNN (contido em caixa de Petri com 9 cm de didmetro), de modo a que
distancia entre eles fosse de 3 cm (B). Foram efectuadas trés combina¢des flngicas: P. tinctorius-
H. fasciculare e P. tinctorius-P. tinctorius, H. fasciculare-H. fasciculare, sendo estas duas ultimas os
controlos do ensaio de co-cultura. O crescimento radial das colonias fungicas foi determinado, em
intervalos de tempo regulares, durante 19 dias apds inoculagdo (C).
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2.2.3.2 Parametros avaliados nas co-culturas

Os valores dos raios (interno, na regido inter-inoculos e externo, na regides
diametralmente opostas) das coldnias fungicas foram determinados durante dezanove
dias. Foram ainda determinados os acréscimos didrios do crescimento radial das

colonias fungicas, sendo os resultados expressos em mm/dia.

A caracterizagdo morfologica das colonias fungicas foi efectuada registando as
modifica¢des que ocorriam ao nivel da textura do micélio, formagdo de cordao micelial,
formacao de halo, forma e cor da coldnia na face inferior e superior, forma da margem

da colonia, e alteracdo da cor do meio de cultura.

A morfologia das hifas na zona de interac¢do fingica foi analisada ao fim de 25
dias de co-cultura, por microscopia Optica e por microscopia electronica de varrimento.
Para observag¢do ao microscopio Optico, por¢des de micélio da zona de interaccdo das
diferentes combinagdes fungicas  (P. tinctorius-H. fasciculare;  H. fasciculare-
H. fasciculare; P. tinctorius-P. tinctorius), foram montadas em agua e observadas sem
tratamento ulterior num microscopio Leica, modelo CTR 5000. Para observagdo em
microscopia electronica de varrimento, secgcdes de agar (com cerca de 0,5 cm de
didametro) contendo micélio provenientes da zona de interaccdo das diferentes
combinagdes fungicas (P. tinctorius-H. fasciculare; H. fasciculare-H. fasciculare;
P. tinctorius-P. tinctorius), foram fixadas utilizando o procedimento descrito na sec¢do
2.2.9.

A acidificagdo do meio de interac¢dao foi avaliada em co-culturas nas mesmas
condi¢des, pela adigdo de Azul de Bromocresol 0,006% (p/v) ao meio de cultura MMN,
pH 6,6. A mudanca de cor do meio de cultura, de azul para amarelo, permite avaliar a

acidifica¢do do meio (Yan et al., 2002).

Meio MMN: NaCl 0,025 g/L; (NH4),HPO, 0,25 g/L; KH,PO, 0,50 g/L; FeCl; 0,050 g/L; CaCl, 0,50 g/L;
MgS0,4.7H,0 0,15 g/L; tiamina 0,10 g/L; casaminoacidos 1,0 g/L; extracto de malte 10 g/L; glucose
10 g/L; agar 20 g/L.

2.2.4 Obtencao de plantulas de Castanea sativa em cultura hidroponica

A germinacao de sementes de castanheiro foi efectuada em assépsia, tendo sido
utilizado como substrato areia hidratada com &4gua da torneira. As sementes foram

desinfectadas em hipoclorito de sédio [5% (p/v) cloro activo], durante 1 hora e sob
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agitacdo (100 rpm). Apds quatro lavagens em agua destilada estéril, as sementes foram
transferidas para caixas de plastico de 5000 mL de capacidade contendo areia hidratada
estéril, que posteriormente foram seladas com pelicula aderente. A esterilizagdo do
substrato foi efectuada por incubacdo a 120°C, durante 1 hora. A germinagdo das

sementes decorreu no escuro, a 5-10°C, durante dois meses.

O crescimento das plantulas foi feito em assépsia, tendo sido utilizados frascos de
1500 mL de capacidade contendo 250 mL de 4gua da torneira, nos quais foi introduzido
uma rede de plastico suspensa por arames plastificados. Os frascos foram esterilizados
duas vezes com um intervalo de 4 dias, em autoclave durante 1 hora, a 120°C. Apods
germinagdo, as sementes foram submetidas a uma nova desinfec¢ao em hipoclorito de
sodio [2,5% (p/v) cloro activo] durante 15 minutos, seguida por trés lavagens em agua
destilada estéril. Apos desinfecc¢do, procedeu-se a poda da radicula das sementes, de
forma a promover a ramificagdo do sistema radicular. Em cada frasco foram depositadas
na rede de plastico trés sementes germinadas. Os frascos foram mantidos no escuro, a
19°C, até o desenvolvimento da parte aérea. Apos o aparecimento das primeiras folhas,
que ocorreu ao fim de dois meses, as plantulas foram incubadas & mesma temperatura,
mas sob fotoperiodo de 16h de luz/ 8h de escuro e a uma intensidade luminosa de 2000
lux, durante dois meses, at¢ a obtencdo de plantulas com um sistema radicular bem

desenvolvido, as quais foram utilizadas para os ensaios de interac¢ao.

2.2.5 Inoculacgédo das plantulas de Castanea sativa

A inoculacao das plantulas de castanheiro foi efectuada por transferéncia do
micélio de P.tinctorius ou H. fasciculare (4g peso fresco/frasco) para os frascos
contendo as plantulas com cerca de quatro meses, com um sistema radicular bem
desenvolvido. O micélio utilizado, proveniente das culturas axénicas em meio liquido,
foi extensivamente lavado com agua destilada estéril. Apos transferéncia, os frascos de
cultura foram ligeiramente agitados, de modo a promover uma distribui¢do uniforme do
micélio, e incubados nas condigdes descritas em 2.2.4. Como controlo, foram utilizadas

plantulas nao inoculadas, crescidas nas mesmas condigoes.

Foram recolhidas amostras de raizes de castanheiro inoculadas com P. tinctorius
ou H. fasciculare ao fimde 0, 0,5, 1, 2, 3,5, 7,9, 11, 15, 24 ¢ 48 horas de contacto raiz-

fungo. Para cada um dos tempos de inoculagdo, consideraram-se aleatoriamente quinze
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plantas que se subdividiram em trés grupos, de cinco plantas cada. O mesmo
procedimento foi efectuado para as plantas controlo. Apds colheita, as raizes foram

imediatamente sujeitas a andlise ou maceradas em azoto liquido e armazenadas a -80°C.

2.2.6 Efeito do extracto proteico de raizes de castanheiro eliciadas com P. tinctorius

no crescimento do fungo P. tinctorius

Extractos de raizes de castanheiro, inoculadas com o fungo P. tinctorius e
preparados ao longo do tempo de eliciagdo (0-48h), foram avaliados quanto a
capacidade de influenciar o crescimento do fungo micorrizico P. tinctorius (Figura 2.3).
Raizes de castanheiro inoculadas com P. tinctorius ao fim de 0, 0,5, 1, 2, 3,5, 7,9, 11,
15, 24 e 48h (seccdo 2.2.5) foram utilizadas para a preparagdo de extractos proteicos
(seccdo 2.2.8). Apds quantificagdo de proteina, os extractos proteicos foram aferidos
para uma concentragio final de 0,24 pg de proteina uL™, e filtrados (filtros de 0,45 pm,
Millipore). Aliquotas de 100 uLL dos extractos filtrados foram uniformemente
espalhadas sobre 10 mL de meio MMN gelificado, pH 6,6, contido em caixas de Petri
(9 cm de diametro). Nas placas de Petri controlo foi aplicado o mesmo volume de
tampao utilizado no processo de extrac¢do de proteinas. A inoculagdo foi efectuada por
transferéncia de um inoculo de P. tinctorius (aproximadamente 0,5 cm de diametro),
retirado da regido periférica das culturas em crescimento activo. A incubagdo das
culturas foi efectuada no escuro, a 23-25°C. Foram efectuados cinco ensaios para cada

tempo de inoculagao.

Os quatro raios das colonias fungicas foram avaliados durante trinta dias de
incubagdo. Foi ainda determinado o crescimento radial das coldnias fingicas, ao fim de

8 e 17 dias de inoculag¢do, sendo os resultados expressos em mm/dia.

As caracteristicas macroscopicas das coldonias de P.tinctorius em crescimento
foram avaliadas, nomeadamente, a coloragdo do micélio, presenga de micélio aéreo,
presenca de exsudados, cor do agar e margem da coldnia (regular ou irregular) (Burgess

etal., 1995).

Meio MMN: NaCl 0,025 g/L; (NH4),HPO, 0,25 g/L; KH,PO, 0,50 g/L; FeCl; 0,050 g/L; CaCl, 0,50 g/L;
MgS0,.7H,0 0,15 g/L; tiamina 0,10 g/L; casaminoacidos 1,0 g/L; extracto de malte 10 g/L; glucose
10 g/L; agar 20 g/L.
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Figura 2.3 Estabelecimento do ensaio para avaliar a capacidade do extracto proteico de raizes de
castanheiro eliciadas com Pisolithus tinctorius influenciar o crescimento do fungo micorrizico
P. tinctorius.

Os extractos proteicos, provenientes de raizes de castanheiro eliciadas com P. tinctorius, foram
esterilizados por filtracdo (A). Aliquotas de 100 uL. de extracto proteico estéril foram transferidas para a
superficie de 10 mL de meio MMN gelificado (B) e espalhados uniformemente (C). Na regido periférica
das culturas de P.tinctorius em crescimento activo foram retirados secgdes de agar, com 0,5 cm de
didmetro (D), os quais foram utilizados na inoculagdo dos meios de cultura contendo o extracto proteico
(E). O crescimento radial das colonias fungicas foi avaliado (F), para os quatro raios, em intervalos de
tempo regulares, durante 30 dias apds inoculagéo.
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2.2.7 Avaliacao de stresse oxidativo

2.2.7.1 Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H,0)

A quantificacio  de  peréxido de  hidrogénio  foi  efectuada
espectrofotometricamente segundo Loreto & Velikova (2001) em amostras de raiz de
castanheiro inoculadas com P. tinctorius ou H. fasciculare. Cerca de 70 mg de material
a analisar, previamente macerado em azoto liquido, foi homogeneizado em 2 mL de
acido tricloroacético 0,1% (p/v). Apds centrifugacdo a 14 000 g, durante 15 min a 4°C,
recolheu-se do sobrenadante uma aliquota de 0,5 mL, a qual foi adicionada a 0,5 mL de
tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 e a 1 mL de KI 1 M. Procedeu-se em seguida
a determinacdo do valor de absorvancia a 390 nm, num espectrofotdometro UV-Vis
Milton Roy 1200, equipado com uma célula de fluxo continuo termostatizada. A
quantidade de H,O, existente nas diferentes amostras foi extrapolada utilizando uma
recta de calibragdo, previamente determinada com sete concentragcdes de H,O;
conhecidas. Para cada tempo de inoculagdo foram efectuadas trés repeti¢des, e para cada

repeticdo foram efectuadas trés determinacdes.

2.2.7.2 Deteccao histolégica do anido superoxido (O;")

A producao do anido superdxido foi avaliada em raizes de plantulas de castanheiro
que estiveram em contacto com o fungo P. tinctorius ou H. fasciculare. A deteccdo
histoquimica foi efectuada segundo o método de redugdo do Nitroazul de Tetrazélio
(NBT) pelo O, (Romero-Puertas et al., 2004). Sec¢des de segmentos de raiz com cerca
de 3 cm de comprimento, previamente lavados em agua corrente, foram incubados em
NBT 0,05% (p/v) em tampdo fosfato de potassio 10 mM pH 7,5, a temperatura
ambiente, durante 30 min. ApoOs incubagdo, o material foi fixado numa solugdo
etanol/acido lactico/glicerol [4:1:1 (v/v/v)], a 90°C, durante 5 min. O material foi entdo
montado em glicerol 60% (v/v), e observado num microscopio Leitz Laborlux 12. A
produgdo de O, foi evidenciada pelo aparecimento de coloragdo azul, resultante da
formagao de formazano (insoltivel), originado a partir da redu¢do do NBT pelo anido

superoxido.
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2.2.7.3 Determinacao da actividade de enzimas de stresse oxidativo

A determinacdo da actividade de enzimas envolvidas na remocdo de espécies
reactivas de oxigénio foi efectuada num espectrofotometro UV-Vis Milton Roy 1200,
equipado com uma célula de fluxo continuo termostatizada a 25°C. Os ensaios foram
efectuados utilizando extractos proteicos (ver sec¢ao 2.2.8), preparados a partir de raizes
de plantulas de castanheiro inoculadas com o fungo P. tinctorius ou H. fasciculare para

diferentes tempos de contacto raiz-fungo (0-48h) (ver secgdo 2.2.5).

Superodxido dismutase (SOD)

A actividade da superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) foi determinada
espectrofotometricamente segundo o método fotoquimico do Nitroazul de Tetrazodlio
(NBT) (Beyer & Fridovich, 1987). Este método baseia-se na capacidade da SOD inibir
a redu¢do do NBT pelo O,”, o qual se forma a partir da redugdo fotoquimica da
riboflavina. Inicialmente foi preparada uma mistura de reacgao, adicionando 1 mL de 2x
tampao de reaccdao, 200 uL. NBT 570 uM, 200 pL de riboflavina 9 uM e 600 uL de
amostra proteica. Apds agitacdo, 1 mL da mistura de reac¢do foi utilizado para
determinar o valor de absorvancia a 560 nm, e a solu¢do remanescente foi incubada a
30°C sob luz durante 6 min. A intensidade luminosa tinha sido previamente ajustada de
forma a permitir uma variagdo de 0,142 de absorvincia a 560 nm apds 6 min de
iluminacdo. A actividade da SOD foi determinada pela diferenca de leituras de
absorvancia a 560 nm, no tempo inicial e ap6s 6 min de iluminacdo. Os valores obtidos
para diferentes concentragdes de extractos proteicos foram linearizados segundo o
método descrito por Asada et al. (1974). Uma unidade de SOD (1 U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para inibir a redugdo do NBT a 50%, a 25°C e

apH 7,8.

2x Tampao de reaccdo: Tampdo fosfato de sddio 100 mM pH 7,8, EDTA 0,2 mM, L-metionina
19,8 mM, Triton X-100 0,05% (v/v).

Catalase (CAT)

A actividade da catalase (EC 1.11.1.6) foi determinada espectrofotometricamente

segundo o método baseado na decomposicdo do H,O, a 240 nm (Aebi, 1983). A
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reaccdo decorreu em tampao fosfato de sodio 80 mM pH 7,0, contendo H,O, 1 mM. A
reacc¢do foi iniciada pela adi¢ao de extracto proteico (20-50 uL) para um volume final
de 1 000 puL. A decomposi¢dao do H,O, foi avaliada pela determinagdao do decréscimo da
absorvancia a 240 nm e a 25°C, e considerando que €(H,O,; 240 nm) =39,4 M'em™.
Uma unidade de CAT (1 U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria

para decompor 1 pmol min™ H,0,, a 25°C e a pH 7,0.

2.2.8 Extraccédo e quantificacdo de proteinas

Aproximadamente 1g de raiz, previamente macerada em azoto liquido e
armazenada a -80°C, foi homogeneizada em 4 mL de tampao de extraccdo de proteinas.
Ap0s incubacdo em gelo durante 15 minutos, o extracto foi centrifugado a 14 000 g,

durante 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante recuperado e mantido no gelo até analise.

A quantifica¢dao da proteina foi efectuada espectrofotometricamente pelo método
de Azul de Coomassie (Sedmak & Grossberg, 1977). A 1 mL de reagente Azul de
Coomassie foi adicionado 100 pL de extracto proteico. Apds incubagdo durante 15 min,
a temperatura ambiente, foi determinado o valor de absorvancia a 595 nm, num
espectrofotometro UV-Vis Milton Roy 1200. A quantidade de proteina existente nas
diferentes amostras foi extrapolada utilizando uma recta de calibrag¢do, previamente
determinada com sete concentragdes de BSA definidas. Para cada tempo de inoculagdo
foram efectuadas trés repetigdes, e para cada repetigdo foram efectuadas trés

determinagoes.

Tampdo de extraccdo de proteinas: tampédo fosfato de sodio 80 mM pH 7,0, benzamidina 1 mM,
2-mercaptoetanol 0,1% (v/v), EDTA 1 mM, triton X-100 0,1% (v/v), polivinilpolipirrolidona 1,0% (p/v)
Reagente Azul de Coomassie: Azul Brilhante de Coomassie G250 0,06% (p/v), acido perclérico 1,9%
(v/v). Apos filtracdo em papel Whatman® N°1, a solu¢do foi armazenada no escuro & temperatura
ambiente.

2.2.9 Microscopia electrénica de varrimento

Raizes de plantulas de castanheiro em contacto com o fungo P. tinctorius durante
2, 12 e 24 horas ou com o fungo H. fasciculare durante 2, 25 ¢ 60 dias foram
observadas em microscopia electronica de varrimento. Este procedimento foi

igualmente efectuado para o micélio fungico das co-culturas estabelecidas entre
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P. tinctorius-H. fasciculare, H. fasciculare-H. fasciculare e P. tinctorius-P. tinctorius.
O material foi fixado em glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampao HEPES 0,1M, pH 6.8
durante 24h, e apos trés lavagens no mesmo tampao, foi pos-fixado em tetréxido de
6smio a 2% (p/v) (Sigma), durante 2h e a 4°C. Apo6s trés lavagens em agua desionizada,
o material foi desidratado numa série ascendente de acetona, até acetona absoluta (10%
em cada série, 30 min cada) e transferido para 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (Merck),
durante 1 min. Apds montagem no porta amostras do microscopio electronico de
varrimento, o material foi coberto com uma fina camada de ouro ¢ observado num

microscopio electronico de varrimento, Leica, modelo S360, a 15 keV.

2.2.10 Técnicas de manipulacao de DNA
2.2.10.1 Purificacao de acidos nucleicos

Isolamento de DNA gendmico de micélio

A extrac¢do de DNA de micélio de H. fasciculare ou de P. tinctorius crescido em
meio liquido MMN (sec¢do 2.2.2), foi efectuada utilizando o kit DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) com algumas modificacdes das instru¢des do fabricante. A 0,1 g de micélio,
previamente macerado em azoto liquido, foram adicionados 400 puL. de tampao de lise
AP1 (Qiagen), 4 uL de RNase A (Qiagen), 2 uL de 2-mercaptoetanol e 20 mg de
polivinilpolipirrolidona. Apds mistura, as amostras foram incubadas a temperatura de
65°C, durante 10 min. A precipitacdo de polissacaridos e de proteinas foi promovida
pela adicdo de 130 uL de tampao AP2 (Qiagen). Apos agitacdo e incubacdo no gelo
durante 5 min, a mistura foi centrifugada a 20 000 g, durante 5 min. O sobrenadante foi
transferido para uma coluna QIAshredder Mini Spin (Qiagen), que foi centrifugada a
20 000 g, durante 2 min, de modo a remover os precipitados e residuos celulares. O
filtrado foi recolhido para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 1,5 volumes
de tampao de ligacdo AP3/E (Qiagen). Esta mistura foi transferida para uma nova
coluna DNeasy Mini Spin (Qiagen), a que foi centrifugada a 6 000 g, durante 1 min,
ficando o DNA adsorvido a matriz da coluna. A coluna foi lavada por adi¢do de 500 pL.
de tampao de lavagem AW (Qiagen), ¢ de novo centrifugada a 20 000 g, durante 2 min.
Apos transferéncia da coluna para um novo microtubo, o DNA foi eluido pela adi¢ao de
30 uL de agua ultrapura estéril, seguida de incubagdo a temperatura ambiente, durante

5 min e de nova centrifugacdo a 6 000 g, durante 1 min.
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Purificacéo dos fragmentos de DNA amplificados

Para a purificagdo dos fragmentos amplificados foi utilizado o sistema de
purificagdo JETquick PCR product purification (Genomed). Ao microtubo contendo
100 uL. do produto amplificado foi adicionado 400 uL. de tampdo de ligagdo
(Genomed). Apos transferéncia desta mistura para uma coluna Jetquick spin column
(Genomed), apoiada num tubo, procedeu-se a uma centrifugagcdo a 12 000 g, durante
1 min, ficando o DNA adorvido a matriz da coluna. O DNA foi lavado por adi¢do de
500 puL de tampao de lavagem (Genomed), seguida de uma centrifugacdo em idénticas
condi¢des. Apds transferéncia da coluna para um novo microtubo, promoveu-se a
eluicdo do DNA pela adi¢ao de 30 uLL de agua ultrapura estéril, seguida de incubagdo a

temperatura ambiente, durante 5 min, e de nova centrifugagdo a 12 000 g durante 2 min.

2.2.10.2 Quantificacéo espectrofotométrica de DNA

A concentracdo de DNA foi estimada pela determinagao do valor da absorvancia
a 260 nm num espectrofotdmetro de duplo feixe CARY UV-Vis (Varian), considerando
que uma solu¢do com Ays = 1,0 corresponde uma concentragdo de DNA de 50 pg/mL.
A razdo Aye/Azso foi utilizada como indicador da pureza do DNA, atendendo a que
solucdes de DNA de elevada pureza exibem razdes com valores entre 1,8 ¢ 2,0

(Sambrook et al., 1989).

2.2.10.3 Amplificacdo termociclica de DNA

Desenho dos iniciadores oligonucleotidicos

A identificagdo molecular dos fungos P. tinctorius e H. fasciculare foi efectuada
pela amplificacdo da regido espagadora transcrita interna (ITS, internal transcribed
spacer) do rDNA, utilizando o par de iniciadores nucleotidicos ITS5FO (5’
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3°) e ITS4RE (5 TCCTCCGCTTATTGATATG

C 3’), respectivamente na orientagado directa e inversa (White et al., 1990).

Para a amplifica¢do da regido codificante dos genes que codificam hidrofobinas
de H. fasciculare, foram concebidos iniciadores oligonucleotidicos degenerados para

as regioes conservadas de genes codificantes de hidrofobinas de diferentes espécies de
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basidiomicetos (HydHf FO1, HydHf FO2 e HydHf RE). Apos pesquisa de sequéncias
aminoacidicas de hidrofobinas depositadas na base de dados NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), a edicdo de sequéncias foi efectuada pelo programa
EditSeq (DNASTAR) e o seu alinhamento foi efectuado pelo método Clustal através
do programa MegAlign (DNASTAR). A selecgdo das sequéncias para as quais foram
concebidos os iniciadores oligonucleotidicos degenerados teve como critério, ndo sé o
grau de conservacdo em diferentes espécies basidiomicetos, mas também o grau de

degenerescéncia e dimensdo do fragmento a amplificar.

A sintese dos iniciadores oligonucleotidicos (Tabela 2.3) foi efectuada

recorrendo aos servigos da Metabion.

Tabela 2.3 Iniciadores oligonucleotidicos e objectivo da sua utilizagao.

Par de iniciadores oligonucleotidicos Obijectivo

Amplificagdo da regido ITS do rDNA de P. tinctorius e
ITS5FO e ITS4RE H. fasciculare

Sequenciagdo da regido ITS

Amplificagdo das regides codificantes dos genes de

HydHf FO1 e HydHf RE hidrofobinas de H. fasciculare

Amplificagdo das regides codificantes dos genes de

hidrofobinas de H. fasciculare
HydHf FO2 e HydHf RE

Sequenciacdo da regido codificante dos genes de
hidrofobinas de H. fasciculare

Reaccdes de amplificacdo termociclica

A amplificagdo termociclica da regido ITS foi efectuada no termociclador
MyCycler (BioRad). A mistura de reac¢do continha os iniciadores oligonucleotidicos
(0,2 uM de cada), MgCl, 2,0 mM, 5 pL tampao de PCR 10x (ABgene), dNTPs
0,2 mM, DNA 250 ng e Taq DNA polymerase 0,1 UpL" (ABgene) para um volume
final de 50 pL. O ciclo de temperaturas utilizado na amplificacao das regides ITS foi
95°C durante 3 min (1 ciclo); 95°C durante 1 min, 60°C durante 0,5 min, 72°C durante
1 min (35 ciclos); e 72°C durante 10 min (1 ciclo). O ciclo de temperaturas utilizado
na amplifica¢do de regides codificantes dos genes de hidrofobinas de H. fasciculare
foi 95°C durante 3 min (1 ciclo); 95°C durante 1 min, 50°C durante 0,5 min, 72°C

durante 1 min (35 ciclos); e 72°C durante 10 min (1 ciclo).
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2.2.10.4 Separacdao electroforética de DNA

As separagdes electroforéticas preparativas e analiticas de fragmentos de DNA
foram efectuadas em tinas horizontais (BioRad), através de geis de agarose 1,2% ou
2% (p/v) em 0,5x TBE. As amostras de DNA, assim como os marcadores de massa
molecular (1kb ou 100 pb DNA Ladder, Promega), foram aplicados nos pogos dos geis
apos adicdo de 0,25 volumes de tampao de aplicagdo 4x contendo 1 pL de brometo de
etidio. A separacdo electroforética foi efectuada em tampao 0,5x TBE, a uma diferenca
de potencial de 60V até o corante azul de bromofenol ter percorrido 2/3 do
comprimento do gel. O DNA foi visualizado por fluorescéncia sob radiacao ultravioleta
utilizando um transiluminador. O registo da separagdo electroforética foi analisada no
sistema video Eagle Eye Il Still Video System (Stratagene), utilizando o programa Eagle
Sight 3.2 (Stratagene).

TBE 10x: 0,89 M Tris; 0,89 M 4cido borico; 20 mM EDTA
Tampao de aplicacdo 4x: 20% (p/v) Ficoll 400; 0,1 M EDTA; 0,25% (p/v) azul de bromofenol

2.2.10.5 Sequenciacdo e analise de sequéncias de DNA

As reacgOes de sequenciacdo foram efectuadas recorrendo aos servigos da

Stabvida (Portugal), utilizando os iniciadores nucleotidicos descritos na tabela 2.3.

As sequéncias de DNA obtidas (regido ITS e hidrofobina) foram analisadas
utilizando o pacote de programas DNASTAR versao 2.58 (Lasergene). Recorrendo ao
servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e utilizando o algoritmo BLAST
(Altschul et al., 1997), foi analisada a homologia das sequéncias obtidas (e respectivas
sequéncias aminoacidicas deduzidas) com outras sequéncias presentes na base de dados

GenBank.

2.2.11 Tratamento estatistico

Os resultados sdo apresentados como a média de trés a cinco experiéncias

independentes, acompanhados pelo respectivo erro (ep) ou desvio padrao (s).
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As diferengas entre médias foram determinadas por andlise de varidncia
(ANOVA), usando o programa SAS, versdo 9.1., e calculadas pelo teste de Tukey, para
probabilidades inferiores a 5% (*), 1% (**) e 0,1% (***) considerando-se,

respectivamente, como significativas, muito significativas e altamente significativas.
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3.1 INTRODUCAO

No Nordeste Transmontano, a cultura do castanheiro (Castanea sativa Mill.) tem
uma grande importincia, econdmica, social, cultural e paisagistica. Esta espécie
caracteriza-se por estabelecer associagdes simbiodticas, ao nivel radicular, com fungos do
solo, resultando na formag¢do de ectomicorrizas. Na sua maioria, estes fungos
simbidticos sdo produtores de estruturas reprodutoras macroscopicas, designando-se

assim por macrofungos.

O conhecimento da diversidade de macrofungos associados ao castanheiro, bem
como aos diversos ecossistemas agro-florestais da regido Transmontana, ¢ muito
reduzido. Este desconhecimento ¢ em parte explicado pelo facto da macromicologia nao
ter tradi¢do em Portugal, o que faz com que a grande maioria dos técnicos com
formagdo nas areas bioldgicas ndo se dediquem ao seu estudo. Por outro lado, as
caracteristicas bioldgicas especificas inerentes aos fungos (e.g. dificil identificacdo das
estruturas vegetativas, flutuagdo no aparecimento das estruturas reprodutoras e curta
longevidade dos carpdforos), bem como as dificuldades a nivel taxondmico,
comprometem significativamente a realizagdo de trabalhos que permitam o seu
conhecimento. Desse modo, a diversidade de espécies macrofingicas nos diversos
ecossistemas, a sua ocorréncia sazonal, o potencial produtivo das espécies com maior
valorizagdo gastrondmica, o comportamento das diversas espécies aos factores
ambientais e as implicagdes econdmicas que possam advir da exploracao deste recurso
natural, sdo praticamente desconhecidos quer na regido Transmontana quer ao nivel

nacional.

3.1.1 Macrofungos
3.1.1.1 Definicao e classificacdo taxondémica

Os macrofungos sao fungos que produzem estruturas reprodutoras macroscopicas,
designadas por carpoforos, esporocarpos ou cogumelos, sendo visiveis a olho nu
(maiores que 1 mm) (Arnolds, 1992; Kirk et al., 2001). Apesar de se tratar de um grupo
artificial, uma vez que abrange um grande nimero de espécies pertencentes a grupos

taxondmicos distintos, esta designacdo ¢ muito usada pela maior parte dos micologos.
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No reino Fungi tém sido propostos ao longo do tempo varios arranjos ao nivel
das grandes categorias taxondmicas, nomeadamente das divisdes (ou filo), subdivisdes e
classes. As varias alteracdes verificadas sdo fruto da evolucdo da micologia e dos
avangos tecnoldgicos e cientificos noutras ciéncias, que ao fornecerem novos dados,
revelam a necessidade de reconversao dos sistemas, criando-se grupos novos e
fragmentando-se ou adaptando-se outros. Segundo Kirk et al. (2001), os fungos sdo
classificados em cinco grandes filos (Tabela 3.1). O aspecto geral dos macrofungos
incluidos em alguns dos grupos taxondmicos referenciados no texto ¢ apresentado na

figura 3.1.

A grande maioria dos macrofungos esta incluida nas classes Ascomycetes e

Basidiomycetes pertencentes, respectivamente, aos filos Ascomycota e Basidiomycota.

O filo Ascomycota ¢ o grupo que engloba a maioria das espécies fingicas,
possuindo cerca de 32 739 espécies (Kirk et al., 2001). Estas caracterizam-se
principalmente pela formagao de estruturas reprodutoras em forma de saco (asco), no
interior dos quais sdo produzidos os esporos resultantes da meiose (ascosporos). A
estrutura vegetativa destes individuos consiste em células unicelulares ou filamentos
septados, podendo conter cada segmento varios nucleos. Os seus orgaos de frutificacao
sao designados por ascocarpos ou esporocarpos. A maioria dos individuos que integram
este filo sdo saprofitas, parasitas (em especial de plantas) e podem ainda estabelecer
associagdes simbidticas com algas microscopicas, formando liquenes (Kirk et al.,
2001). Uma grande frac¢do dos macrofungos que integram o filo Ascomycota,
pertencem a classe Ascomycetes, ordem Pezizales e familias Morchellaceae,
Pezizaceae, Helvellaceae, Tuberaceae e Terfeziaceae. Os individuos que integram a
ordem Pezizales apresentam o corpo de frutificacdo (ascocarpo) em forma de taca, e
designada por apotécio, com o tecido reprodutor (himénio) na superficie interna (Kirk et
al., 2001). No caso dos individuos com crescimento hipdgeo, os ascocarpos apresentam-
se fechados, sendo geralmente carnudos, cilindricos, claviformes ou mais ou menos
globosos. As espécies que integram esta ordem podem ser saproéfitas, podendo colonizar
madeira (lenhicolas), solo (terricolas) ou humus (humicolas). As formas hipdgeas

podem formar micorrizas (Kirk et al., 2001).

O filo Basidiomycota integra um niimero de espécies ligeiramente menor que o

filo Ascomycota, compreendendo cerca de 29 914 espécies (Kirk et al., 2001). Os
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Morchellaceae Pezizaceae Helvellaceae

Auriculariaceae Tremellaceae
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5 ll ! 57 ‘ Q(
Boletaceae ~ Gomphidiaceae Gyroporaceae Hygrophorop51daceae Paxillaceae Rhizopogonaceae
Sclerodermataceae Suillaceae Cantharellaceae Hydnaceae

Polyporaceae Ganodermataceae Fomitopsidiaceae

Figura 3.1 Aspecto geral dos carpoforos de diferentes espécies macrofiingicas e dos respectivos esporos
que integram as principais familias das classes Ascomycetes (dentro da caixa verde) e Basidiomycetes
(dentro da caixa azul). As familias pertencentes & mesma ordem encontram-se sombreadas pela mesma
cor (adaptado de Courtecuisse & Duhem, 2005; Moreno, 2005).
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individuos pertencentes a este filo caracterizam-se por apresentarem uma estrutura
caracteristica, denominada basidio, onde sdo produzidos os esporos (basididsporos)
apds cariogamia e meiose. Alguns grupos deste filo sdo também caracterizados por
possuirem ansas de anastomose. A presenca ou auséncia de septos no interior do basidio
constitui uma caracteristica importante que permite a separacdo dos fungos que
integram a classe Basidiomycetes (vulgarmente designados de basidiomicetos) em duas
subclasses, Tremellomycetidae e Agaricomycetidae. Os individuos incluidos na
subclasse Tremellomycetidae apresentam basidios septados (com septos transversais ou
longitudinais) enquanto que os incluidos na subclasse Agaricomycetidae nao

apresentam basidios com septos internos (Kirk et al., 2001).

A maioria dos macrofungos que integram a subclasse Tremellomycetidae esta
incluida nas ordens Auriculariales (familia Auriculariaceae), caracterizados por
apresentarem os basidios septados transversalmente, e Tremellales (familia
Tremellaceae), onde os basidios surgem septados longitudinalmente e os fungos so

saprofitas-lenhicolas (Courtecuisse & Duhem, 2005).

A subclasse Agaricomycetidae ¢ a mais importante uma vez que inclui as espécies
de cogumelos vulgarmente conhecidas, os fungos gasterdides (corpos frutiferos
frequentemente com formas globosas, de gastero, semelhante a um estomago) e as
espécies em forma de “prateleira” que crescem no tronco das arvores. A grande maioria
dos macrofungos pertencentes a esta subclasse encontra-se distribuida nas ordens

Agaricales, Boletales, Cantharellales, Phallales, Polyporales e Russulales.

Os macrofungos incluidos na ordem Agaricales possuem corpos de frutificagdo
carnudos, divididos geralmente em pé (estipe) e chapéu (pileo), com laminas na parte
inferior (himenoéfero). Os corpos frutiferos jovens podem encontrar-se cobertos por um
véu universal que pode originar, nos exemplares maduros, a presen¢a de uma volva na
base do pé. O himénio pode também encontrar-se coberto por um véu parcial, na fase
inicial do seu desenvolvimento. Este véu parcial origina frequentemente a presenca de
uma cortina ou de um anel nos exemplares maduros. Podem ser saprofitas (terricolas,
lenhicolas, ou humicolas), micorrizicos (em especial ectomicorrizicos) € raramente
patogénicos (Kirk et al., 2001). O grande numero de macrofungos pertencentes a esta
ordem encontra-se distribuido pelas familias Agaricaceae, Bolbitiaceae, Clavariaceae,

Coprinaceae, Cortinariaceae, Entolomataceae, Fistulinaceae, = Hydnangiaceae,
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Lycoperdaceae, Marasmiaceae, Nidulariaceae, Pleurotaceae, Pluteaceae (sin.

Amanitaceae), Strophariaceae e Tricholomataceae.

As espécies da ordem Boletales sdo normalmente estipadas e com himenodforo
tubulado (estrutura poroide) facilmente destacavel da carne do pileo. S3o na sua maioria
saprofitas terricolas ou lenhicolas, podendo ser também ectomicorrizicos ou
hiperparasitas, os quais crescem sobre outros fungos, sobretudo de espécies
ectomicorrizicas integrantes da ordem Boletales (Kirk et al., 2001). Esta ordem
compreende, entre outros, os fungos da familia Boletaceae, Gomphidiaceae,
Gyroporaceae, Hygrophoropsidaceae, Paxillaceae, Rhizopogonaceae,

Sclerodermataceae e Suillaceae.

Os individuos da ordem Cantharellales caracterizam-se por possuirem geralmente
um pé e um chapéu, com uma forma semelhante a um funil ou entdo tubulado. O
himenodforo ¢ liso, pregueado e enrugado. A maioria ¢ saprofita terricola ou humicola

(Kirk et al., 2001) e integram as familias Cantharellaceae, Clavulinaceae ¢ Hydnaceae.

As caracteristicas morfologicas que permitem a classificacdo dos individuos na
ordem Phallales s3o variaveis de acordo com a familia que integram (Kirk et al., 2001).
O seu corpo de frutificagdo apresenta formas muito variaveis desde falico, estrelado e
coraldide (Courtecuisse & Duhem, 2005). A maioria das espécies macrofiingicas que
integram esta ordem encontram-se nas familias Geastraceae, Gomphaceae, Phallaceae e

Ramariaceae.

A ordem Polyporales inclui os individuos cujos carpéforos t€ém a forma
semelhante a uma prateleira (frequentemente designada por forma afiloforoide) e que
crescem no tronco de arvores. Nestes carpdforos o himénio € quase sempre tubular,
rigido e ndo carnudo como nos Agaricales. Ao contrario dos individuos que integram a
ordem Boletales, o himénio tubulado ndo se separa com facilidade, por se encontrar
inserido na carne do chapéu. No entanto, incluem-se neste grupo muitos taxa cujos
carpoforos tém estipe e pileo (Courtecuisse & Duhem, 2005). A grande maioria dos
macrofungos desta ordem integram as familias Fomitopsidiaceae, Ganodermataceae e

Polyporaceae.

Os macrofungos pertencentes a ordem Russulales caracterizam-se por possuirem
corpos de frutificacdo epigeos, duros ou frageis, podendo ocorrer exsudacao de leite (ou

latex) ao toque. Podem ser ectomicorrizicos, saprofitas ou patogénicos (principalmente
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de plantas) (Kirk et al., 2001; Courtecuisse & Duhem, 2005). Na sua maioria pertencem
a familia Russulaceae, nos géneros Russula (cujos carpoforos ndo produzem latex) e

Lactarius (caracterizados por produzirem latex).

3.1.1.2 Nutricado

Os fungos sdao organismos quimioheterotroficos, sendo a nutri¢do feita por
absorc¢ao dos nutrientes soliveis, provenientes do substrato colonizado pelo fungo. Nos
casos em que estes nutrientes derivam de polimeros complexos, os fungos secretam
enzimas sobre o substrato que colonizam, utilizando as moléculas simples resultantes da
degradacdo enzimatica. Este tipo de nutri¢do regula o0 modo de crescimento do fungo,
uma vez que o seu crescimento ocorre normalmente apos a exaustdo de nutrientes na

zona colonizada (Deacon, 1997).

De acordo com o tipo de estratégia adoptada para a obten¢do de alimento, os
macrofungos, foram classificados em trés grupos funcionais: micorrizicos, saprofitas e

parasitas.

Os fungos micorrizicos sao os que vivem em associagao simbidtica com raizes de
plantas. No ambito desta associa¢do, a planta hospedeira recebe nutrientes minerais
enquanto o fungo recebe compostos carbonados de origem fotossintética. Os
macrofungos formam normalmente ectomicorrizas, associagdes simbidticas
caracterizadas por o fungo se instalar maioritariamente no exterior da raiz (constituindo
0 manto) e nos espagos intercelulares (constituindo a rede de Hartig) (Smith & Read,
1997). As espécies macrofungicas com maior valorizagdo, quer ao nivel gastronémico
quer ao nivel econdmico, pertencem a este grupo trofico. De entre elas destacam-se a
trufa branca italiana (Tuber magnatum Pico & Vitt.) cujos precos de venda podem
variar entre 1500 e 17.500 €/kg, a trufa negra de Périgord (Tuber melanosporum Vitt.)
com pregos na ordem dos 500 a 1.750 €/kg, Tricholoma matsutake (Ito & Imai) cotados
entre 350 a 1.250 €/kg, Boletus edulis Bull., Cantharellus cibarius Fr. e Amanita
caesarea (Scop.) Pers. com pregos mais acessiveis (Hall & Yun, 2002; Yun & Hall,
2004). As trés ultimas espécies surgem com alguma frequéncia nas plantacdes de
castanheiro no Nordeste Transmontano (Baptista et al., 2003; Baptista et al., 2005)

(Baptista et al., 2003; Baptista et al., 2005) e constituem uma das principais espécies
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comercializadas localmente, com pregos que podem atingir os 10-15 €/kg (Cano, 2002;

Garcia et al., 2006).

Os fungos saprofitas sdo os principais decompositores da matéria organica morta
mineralizando-a, através de sistemas enzimaticos capazes de degradar a matéria
organica morta, incluindo a lenhina e a celulose da madeira (Courtecuisse & Duhem,
2005). Estes fungos podem ser ainda classificados em fungos lenhicolas, terricolas,
humicolas, entre outros, consoante o tipo de substrato que colonizam (Castro, 2002).
Exemplos comuns de macrofungos decompositores sdo os que se observam sobre os
troncos de madeira em decomposicao ou cepos de arvores cortadas (Durrieu, 1993).
Algumas destas espécies sdo muito valorizadas gastronomicamente, sendo as mais
conhecidas as espécies que integram o género Pleurotus, o “shiitake” (Lentinula edodes
(Berk.) Pegler) e Stropharia rugosoannulata Farl. ex Murrill. No caso de fungos que
colonizam substratos humicolas e com grande importancia gastronomica, destacam-se
as espécies pertencentes ao género Agaricus, sendo o mais conhecido o “champignon de
Paris” (Agaricus bisporus (J.E. Lange) Pilat) por se encontrar frequentemente a venda

nas superficies comerciais.

Os fungos parasitas colonizam hospedeiros vivos, tais como animais, plantas ou
fungos, desenvolvendo-se com prejuizo para o hospedeiro (Courtecuisse & Duhem,
2005). A maioria destes macrofungos parasitam plantas, sendo um dos exemplos mais
vulgares as espécies pertencentes ao género Armillaria. Embora sejam conhecidos casos
de macrofungos que parasitam larvas de insectos (por exemplo Cordyceps militaris (L.)
Link e Cordyceps subsessilis Petch), de um modo geral estes fungos ndo parasitam
animais. No entanto, alguns macrofungos parasitas, como por exemplo o Cordyceps

capitata (Holmsk.) Link, sdo capazes de parasitar outras espécies macrofungicas.

3.1.1.3 Ciclo de vida

Quando as condi¢des ambientais sdo favoraveis ao crescimento do micélio ocorre
a germinagdo dos esporos de macrofungos, sendo por vezes necessario um periodo de
maturacdo ou de um sinal (térmico ou quimico) de activacdo especifico para a
ocorréncia de germinagdo (Isaac, 1998). As hifas resultantes ramificam-se
continuamente formando uma rede mais ou menos densa de filamentos, designado por

micélio primario, monocariotico e com caracter haploide (Courtecuisse & Duhem,
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2005). Em determinadas condi¢des nutricionais e ambientais, que podem ser favoraveis
ou desfavoraveis (imposi¢do de um stresse), ocorre o inicio da reproducdo que ¢
frequentemente acompanhado pela paragem do crescimento micelial (Moore, 1998;

Courtecuisse & Duhem, 2005).

Nos macrofungos a reproducdo pode ser assexuada ou sexuada. Na reproducao
assexuada, o micélio primdrio produz simplesmente esporos, que se podem desenvolver
directamente a partir das hifas ou a partir de compartimentos celulares especializados.
Na reproducao sexuada (Figura 3.2), verifica-se a unido dos protoplasmas das células de
dois micélios primarios compativeis (plasmogamia), dando origem a um micélio
secundario, dicariotico, cujas células possuem dois nucleos, cada um com n
cromossomas. Em condi¢des adequadas, em especial de temperatura e de humidade,
este micélio da origem a formagdo de estruturas macroscopicas, os carpoforos,
esporocarpos ou cogumelos, onde ocorre a producdo de esporos (Courtecuisse &
Duhem, 2005). Este tipo de esporos sdo formados em células férteis especializadas
(ascos ou basidios) localizadas no himénio, apds fusdo dos nucleos (cariogamia) e
meiose. Ao atingirem a maturacdo os esporos sdo libertados, através de mecanismos
proprios, por gravidade, accdo mecanica do vento, da chuva, de animais ou do préprio
homem, que apds germinac¢do originam um novo micélio primario (Webster, 1980;

Courtecuisse & Duhem, 2005).

O crescimento e desenvolvimento destas estruturas macroscopicas compreende
duas fases distintas e ¢ geralmente rapido, ocorrendo num intervalo de 5 a 10 dias,
dependendo da espécie fungica. Na primeira fase ¢ formada uma massa de hifas, o
primérdio, onde se vao diferenciar as diferentes estruturas constituintes do carpoforo.
Esta fase ocorre num intervalo de tempo consideravel, podendo compreender alguns
dias. Na segunda fase, muito mais rdpida, podendo demorar apenas algumas horas,
ocorre o alongamento dos compartimentos celulares e, consequentemente, o

crescimento da frutificacdao (Jennings & Lysek, 1996).

44



Capitulo 3 Diversidade macroflngica associada a C. sativa

Figura 3.2 Ciclo de vida de um macrofungo pertencente ao filo Basidiomycota ilustrando a reprodugédo
sexuada. a - libertagdo dos esporos; b - germinagdo dos esporos; ¢ - plasmogamia; d - micélio secundario;
e - cariogamia; f - meiose (adaptado de Courtecuisse & Duhem, 2005).

3.1.1.4 Factores que afectam a frutificacdo

O conhecimento dos diversos factores que influenciam o aparecimento e o
desenvolvimento dos carpdforos ¢, até ao momento, muito reduzido. Tem sido sugerido
que os principais sinais para o inicio do desenvolvimento destas estruturas reprodutoras
sd0 a luz, a humidade ¢ a temperatura (Jennings & Lysek, 1996; Moore, 1998). A
alternancia entre periodos de luz e de escuridao parece ser extremamente importante na
indugdo da formacdo de carpoforos. A intensidade da luz, o tempo de exposi¢do assim
como o comprimento de onda parecem ter igualmente influéncia no inicio da
esporulacdo e na morfologia externa do cogumelo (Webster, 1980; Moore, 1998). Os
comprimentos de onda mais eficazes na inducao da formagao dos corpos de frutificagdo
parecem ser aqueles proximos do ultravioleta (320-400 nm) e do azul (400-520 nm)

(Moore, 1998).

A temperatura parece influenciar directamente a formagdo de carpodforos, ao
retardarem o crescimento micelial quando os valores s3o muito baixos, e indirectamente
por provocarem uma maior evaporagdo da agua quando os valores sdo elevados
(Azevedo, 1989). Segundo Calonge (1983), a temperatura ideal para o desenvolvimento
da maioria das espécies macrofungicas varia entre 10 e 25°C. No entanto, em algumas
espécies, os valores Optimos de temperatura sdo varidveis consoante o estado de

desenvolvimento. Nos estadios iniciais, correspondente ao crescimento micelial e
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inducdo de frutificacdo, sdo requeridas temperaturas na ordem dos 24°C; enquanto que
nos estadios tardios do desenvolvimento macrofiingico, normalmente correspondente a

formagao dos carpdforos, as temperaturas devem ser inferiores a 16°C (Moore, 1998).

A humidade do solo ou do substrato parece determinar o momento € o nimero de
frutificagdes (Lange, 1978; Eveling et al., 1990; Lagana et al., 2002; Salerni et al.,
2002). Determinadas espécies, sobretudo as pertencentes aos géneros Tricholoma,
Agaricus e Boletus, exigem elevada humidade no solo para a formagao dos carpoforos.
Pelo contrario, outras espécies, como os fungos xerofilos (por exemplo, espécies da
familia Nidulariaceae ¢ Lycoperdaceae) tém preferéncia por substratos com baixo teor
de humidade (Azevedo, 1989). Contudo, varias evidéncias sugerem que a maioria das
espécies macrofingicas requer uma humidade superior a 70% para que ocorra a sua

frutificacdo (Calonge, 1983).

Dado que os trés factores principais que afectam a frutificagdo apresentam
flutuagdes tipicas ao longo do ano, as €pocas de frutificagdo dos macrofungos ocorrem
geralmente em alturas do ano especificas, nomeadamente na Primavera e no
Outono. Outros factores igualmente relevantes para a frutificagdo dos macrofungos sao
a estrutura do solo, sua permeabilidade, composicdo e valores de pH (Webster, 1980;
Calonge, 1983). De facto, a maioria dos macrofungos cresce e frutifica bem em lugares
acidos (pH inferior a 6), mas outros precisam de valores mais basicos (pH superior a 7),
como ¢ o caso de Tuber melanosporum, Tuber aestivum, Amanita ovoidea, Lactarius
sanguifluus, Gyroporus ammophilus e Inocybe heimii (Moldes, 1996). Existem
evidéncias de que a concentracdo de oxigénio e de didxido de carbono possam também
exercer um efeito sobre o crescimento de micélio, na iniciagdo dos corpos de
frutificagdo e na sua morfologia externa (diametro do chapéu, altura do pé, entre outros)
(Moore, 1998). Webster (1980) refere ainda que os microrganismos existentes no solo
estimulam a frutificagdo de algumas espécies macrofingicas. De entre estes destacam-
se algumas espécies de bactérias pertencentes aos géneros Arthrobacter, Bacillus e

Rhizobium.

3.1.2 Macromicologia em Portugal e na regido de Tras-os-Montes

Em Portugal, as herborizagdes mais antigas remontam ao principio do século XIX,

divulgadas com a publicacio da “Flora Lusitana II” (1804) da autoria de Avelar
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Brotero, onde sdo descritas 54 espécies de “cogumelos” pertencentes a 16 géneros
(Winter, 1884; Andénimo, 1999). Nesta altura, entendiam-se como “cogumelos” todos os

fungos e ndo apenas os macrofungos.

Em 1855 surgiu uma nova publicagdo, da autoria de Berkeley, onde sdo descritas
74 espécies, 13 das quais referenciadas como sendo novas (Winter, 1884). Contudo, foi
somente no final do século XIX, que comegou a haver uma sequenciagdo das primeiras
contribui¢des para o conhecimento da flora micoldgica portuguesa. Muitas dessas
contribuicdes resultaram do trabalho de botanicos que adicionavam, aos seus
levantamentos da flora vascular, dados sobre algumas espécies de fungos. O Barao de
Thuemen juntamente com Von Niessl e Winter (1878), foram provavelmente os
primeiros a dar inicio a esta catalogagdo, pela publicacdo das suas notas e registos de
centenas de espécies de “cogumelos” ocorrentes, sobretudo, nos arredores de Coimbra
(Winter, 1884). Durante um vasto periodo de tempo, Julio Henriques (1881), Bresadola
(1891), Torrend (1902), Pereira Coutinho (1903) e muitos outros foram constituindo
novas listas e alargando o conhecimento da diversidade dos fungos portugueses
(Anénimo, 1999). Neste ambito destacam-se os trabalhos publicados por Pereira
Coutinho, em 1931 e 1934, intitulados “Basidiomicetas Novos Para a Flora de Portugal”
(Azevedo, 1989). Também no inicio do século XX, Sousa da Camara teve um
contributo importante na micologia portuguesa, pela elaboracdo do catalogo dos
basidiomicetos portugueses, intitulado “Catdlogo Fungorum Lusitanico” e editado em
1956 e 1958, onde compilou e listou todas as espécies herborizadas e identificadas em

Portugal até 1945.

Em 1950, Mendes contribuiu significativamente para o conhecimento da familia
Agaricaceae em Portugal, ao apresentar uma lista de 21 espécies registadas e
acompanhada de uma breve descricao de trés espécies consideradas novas em Portugal.
Também Dennis (1956) fez um registo de 85 espécies de macrofungos, dos quais 45
eram agaricoides (Anénimo, 1999). Depois desta data, os registos publicados foram
muito escassos, sendo de referir apenas o registo de 100 espécies na regido da
Estremadura (Andnimo, 1999). Apesar da existéncia de alguns registos nao publicados
entre 1968 e 1988, que fazem parte do Herbario dos Servigos Florestais da Estacdo
Agronomica de Oeiras, apenas com a criagdo no Centro de Micologia da Universidade
de Lisboa foram recomecadas as herboriza¢des sistematicas ¢ inventariagdo do material

colectado. De entre os trabalhos entdo desenvolvidos destacam-se publicagdes sobre a
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ocorréncia de espécies macrofingicas (Pinho-Almeida, 1991; Pinho-Almeida &
Baptista Ferreira, 1992; Pinho-Almeida & Baptista Ferreira, 1994; Pinho-Almeida &
Baptista Ferreira, 1997) e os diversos estudos de indole taxondémica e sistematica de
fungos Aphyllophorales e agaricdides (Pinho-Almeida, 1991; Pinho-Almeida, 1992).
Em 1999, o Centro de Micologia da Universidade de Lisboa produziu um documento,
onde ¢ feita a listagem preliminar de fungos agaricéides (ordens Agaricales, Russulales
e Boletales) em Portugal, supostamente identificados entre os anos 1878 e 1997
(Anonimo, 1999). Este ¢ o documento mais actualizado a nivel da compilacdo das

espécies nacionais.

Na regido de Tras-os-Montes, a maioria dos trabalhos de inventariagdo de espécies
macroflingicas realizados tem sido efectuada essencialmente por orientagdo de grupos
de investigadores da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (Azevedo, 1989;
Menezes, 1990; Barbosa, 1994; Borges, 1998) e da Escola Superior Agraria de
Braganga (Meireles, 1997; Barrote, 1998), sendo publicados sob a forma de estagios de
Bacharelato ou Licenciatura. Algumas associagdes micoldgicas existentes na regido tém
tido igualmente um contributo importante neste dominio, destacando-se a “Associa¢do
Micologica a Pantorra” pela publicagdo anual de listagens de espécies macrofiingicas
(nos “Anais da Associagdo Micoldgica a Pantorra”, desde 2001); e o Parque Natural de
Montesinho pela elaboragdao de uma listagem preliminar de espécies de macrofungos
que ocorrem em dois habitats existentes na referida area protegida (Branco, 2003).
Estes estudos referem-se, maioritariamente, a registos esporadicos da ocorréncia de
espécies macrofungicas sendo desconhecidos trabalhos sistematicos de inventariagdo a

longo prazo na regido transmontana.

3.1.3 Espécies macrofungicas associadas a soutos e castingais em Tras-0s-Montes

Os trabalhos referidos de inventariacdo de espécies macrofliingicas associadas a
plantacdes de castanheiro, localizadas na regido de Tras-os-Montes para producao de
fruto (souto) ou de madeira (castingal), foram efectuados durante a época de Outono de
1987 (Azevedo, 1989; Menezes, 1990), Outono ¢ Primavera de 1988 (Azevedo, 1989),
Outono de 1996 (Meireles, 1997) e Primavera de 1998 (Borges, 1998). As amostragens
foram realizadas em varias localidades do concelho de Braganga, Vinhais, Torre de

Moncorvo, Macedo de Cavaleiros, Vila Real e Vila Pouca de Aguiar. Os resultados
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revelam que os povoamentos de castanheiro, na regido transmontana, apresentam
elevada diversidade macrofiingica. Foi identificado um total de 172 espécies,
pertencentes a 32 familias e a 52 géneros (Tabela 3.2, Anexo I). As familias mais
representativas pertencem a ordem Agaricales, incluindo as Tricholomataceae (com 7
géneros diferentes), Cortinariaceae (com 5 géneros) ¢ Lycoperdaceae e Marasmiaceae
(cada uma com 3 géneros). Os géneros mais representados sdo os que incluem
macrofungos ectomicorrizicos, dos quais se destacam os géneros Russula com 20
espécies, Cortinarius com 18 espécies, Lactarius com 13 espécies, Tricholoma com 12
espécies, Amanita e Boletus cada um com 10 espécies. Os resultados evidenciam ainda
que a maioria das espécies macrofiingicas associadas aos povoamentos de castanheiro
na regido transmontana sdo ectomicorrizicas, perfazendo cerca de 67% do total
inventariado. Muitas das espécies registadas apresentam elevada valorizagdo
gastrondmica, sendo inclusivamente algumas delas comercializadas nos mercados
nacionais e internacionais. De entre estas destacam-se Amanita caesarea (Scop.) Pers.,
Boletus edulis Bull.,, Cantharellus cibarius Fr. e C. cinereus Pers., Tricholoma
portentosum (Fr.) Quél. e Hydnum repandum L. (Cano, 2002; Garcia et al., 2006).

Tabela 3.2 Macrofungos identificados em povoamentos de
Castanea sativa Mill. na regido de Tras-os-Montes. Compilagédo
dos resultados obtidos por Azevedo (1989), Menezes (1990),
Meireles (1997) e Borges (1998).

Familia Género N° espécies
Agaricaceae Macrolepiota 1
Astracaceae Astraeus 1
_Auriculariaceae Auricularia 1
. Agrocybe 1
Bolbitiaceae Hebeloma 3
Boletaceae Boletus 10
_ Xerocomus 2
Cantharellaceae Cantharellus 4
_ Clavulinaceae Clavulina 1
Cortinarius 18
Crepidotus 2
Cortinariaceae Flammulaster 2
Inocybe 2
Phaeomarasmius 1
Entolomataceae Clitopilus !
_ Entoloma 5
Fistulinaceae Fistulina 1
Fomitopsidaceae Postia 1
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Tabela 3.2 Continuagio.

Familia Género N° espécies
Ganodermataceae Ganoderma 1
Helvellaceae Helvella 2
Hydnaceae Hydnum 2
Hydnangiaceae Laccaria 4
Hygrophoraceae Hygrophorus 4
Hygrophoropsidaceac  Hygrophoropsis L
Leotiaceae Leotia 1
Bovista 1
Lycoperdaceae Lycoperdon 4
Vascellum 1
Armillaria 1
Marasmiaceae Marasmius 3
Oudemansiella 1
Nidulariaceae Crucibulum 1
Paxillaceae Paxillus 1
Pezizaceae Peziza 1
Physaraceae Leocarpus 1
Pluteaceae Amanita 10
Pyronemataceae Humaria 1
Ramariaceae Ramaria 1
Russulaceae Lactarius 13
Russula 20
Rustroemiaceae Rutstroemia 1
Sclerodermataceae Pisolithus !
Scleroderma 2
Strophariaceae Hy.ph0|0ma !
Psilocybe 1
Clitocybe 8
Collybia 6
Lepista 1
Tricholomataceae Mycena 5
Myxomphalia 1
Pseudoclitocybe 1
Tricholoma 12

3.1.4 Importancia dos macrofungos

Os macrofungos sdo componentes essenciais dos ecossistemas agro-florestais,
desempenhando um papel ecoldgico importante através das relagdes simbidticas,
saprofiticas e parasiticas, que estabelecem com outras espécies. No caso dos
macrofungos ectomicorrizicos, a mobiliza¢ao de nutrientes, quer através da exploragao
de maiores volumes de solo, quer através da utilizacdo de formas ndo disponiveis para

os sistemas radiculares das plantas, contribui para a redu¢do ou mesmo a dispensa de
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aplicagao de fertilizantes (Smith & Read, 1997). Estes fungos, juntamente com outros
organismos do solo, afectam ainda a formacdo e as caracteristicas estruturais do solo,
acelerando a decomposi¢ao de minerais (Rillig & Mummey, 2006). O papel ecologico
dos fungos saprofitas reflecte-se ao nivel da decomposicao de substratos e reciclagem
de nutrientes, contribuindo para um aumento do volume de nutrientes minerais no solo.
Os macrofungos possuem ainda interesse ecologico ao intervirem nas cadeias troficas

como alimento de alguns animais (micofagia).

Para além do seu papel ecologico, os macrofungos contribuem significativamente
para a economia de uma regido, dado que muitas das espécies macrofingicas
comestiveis possuem um valor econdmico bastante elevado. As espécies mais
apreciadas a nivel mundial sd3o normalmente ectomicorrizicas e constituem as mais
valorizadas devido, sobretudo, a dificuldade da sua obten¢do por cultura (Hall & Yun,
2002). Os valores transaccionados com a colheita e comercializagdo de cogumelos
micorrizicos € de tal maneira elevada que pode exceder os dois bilides de euros por ano
no mercado mundial (Hall & Yun, 2002). Curiosamente, algumas das espécies
macrofiingicas micorrizicas com mercados bem estabelecidos tém ocorréncia em
planta¢des de castanheiro na regido transmontana (Baptista et al., 2003; Baptista et al.,
2005). Assim sendo, a comercializagdao de cogumelos silvestres comestiveis, em regides
economicamente desfavorecidas, como ¢ o caso do nordeste transmontano, podera
constituir um recurso natural com grandes possibilidades de gerar recursos alternativos

a economia agraria.

A elevada procura de cogumelos comestiveis deve-se essencialmente as
propriedades nutricionais, organolépticas e farmacoldgicas que apresentam. Os
cogumelos sdo alimentos de alto valor nutritivo (Sadler, 2003), possuindo elevado teor
em proteinas, vitaminas (pertencentes sobretudo ao complexo B), minerais € compostos
aromaticos (Manzi et al., 2001; Mattila et al., 2001; Manzi et al., 2004).
Frequentemente ¢ um produto indicado para dietas de emagrecimento, devido ao seu
baixo teor em hidratos de carbono e de lipidos (Vetter, 2003). Trabalhos recentes,
alguns dos quais realizados com espécies colhidas na regido transmontana,
evidenciaram propriedades antioxidantes e antimicrobianas dos cogumelos (Mau et al.,
2004; Cheung & Cheung, 2005; Lo & Cheung, 2005; Ribeiro et al., 2006; Barros et al.,
2007; Ferreira et al., 2007), podendo ainda ser utilizados para baixar o colesterol, inibir

o desenvolvimento de tumores ¢ funcionar como imunomoduladores (Borchers et al.,
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1999; Zhang et al., 2001; Sadler, 2003; Borchers et al., 2004). De entre a multiplicidade
de espécies macrofiingicas com aplicagao medicinal destacam-se Lactarius deliciosus
(L.) Gray, Lactarius sanguifluus (Paulet) Fr., Marasmius oreades (Bolton) Fr. ¢ Lepista
nuda (Bull.) Cooke pelas suas propriedades antibacterianas; e as espécies com
actividades anticancerigenas Lentinula edodes (Berk.) Pegler, actualmente
comercializado em preparagdes farmacéuticas, Trametes versicolor (L.) Lloyd,
Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Fomes fomentarius (L.) J.J. Kickx, B. edulis
Bull., Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm., P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm., entre outras
(Moreno, 2005).

Adicionalmente, os macrofungos possuem um interesse social, recreativo,
educativo e estético, resultante da organizagdo de saidas de campo devidamente guiadas
para a divulgagdo e conhecimento generalizado das diferentes espécies de cogumelos
silvestres. Estas actividades poderdo fomentar o designado "micoturismo", que
incentivara as pessoas da cidade a deslocarem-se até ao campo, onde encontram uma
boa gastronomia, diversdo e sossego, tendo como consequéncia a dinamizacdo das

populagdes rurais.

3.1.5 Objectivos

O conhecimento da diversidade macrofungica associada a uma das principais
culturas na regido transmontana, o castanheiro, ¢ relativamente reduzido. Os poucos
trabalhos realizados neste ambito tiveram um caracter esporadico, com inventariagdes

efectuadas em intervalos de tempo curtos (maximo um ano).

Neste trabalho pretendeu-se contribuir para o conhecimento da flora micoldgica
(riqueza e abundancia de espécies) associada ao castanheiro no nordeste transmontano,
e analisar a sua ocorréncia ao longo de 4 anos (de 2002 até 2005). Pretendeu-se ainda
avaliar a producdo total de macrofungos e a influéncia do clima, em especial da

temperatura e da precipitacdo, na riqueza e abundancia de espécies macrofungicas.

A informacdo obtida possibilitara seleccionar duas espécies macrofiingicas, que
vulgarmente se encontram associadas a esta cultura, que serdo utilizadas nos trabalhos
que se seguem (estudos de antagonismo e de interac¢do com plantulas de castanheiro).
Adicionalmente, esta informagdo poderd contribuir para o conhecimento micologico

associado ao castanheiro, e para a aplicacdo de medidas concretas de conservacdo, bem
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como para uma melhor gestdo deste patrimonio natural, que poderdo passar pela
elaboracdo de listas vermelhas ou a criacdo de legislagdo que regule a colheita de
cogumelos silvestres. Este conhecimento podera também ter repercussdes ao nivel da
populagdo local, demonstrando que sdo possiveis de obter rendimentos adicionais a

exploracdo do castanheiro pelo aproveitamento sustentado de cogumelos comestiveis.
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3.2 RESULTADOS
3.2.1 Caracterizacdo dos solos do souto estudado

Os solos colhidos nas cinco parcelas amostradas na plantagio de C. sativa
possuiam valores médios de matéria organica e de azoto (Tabela 3.3). Os valores de pH
(H20 e KCI) obtidos classificam os solos como sendo acidos. Enquanto que os teores de
fosforo assimilavel sdo considerados muito baixos, o potassio assimilavel apresentou

valores muito elevados.

Tabela 3.3 Resultados das analises dos solos das parcelas
amostradas na plantacdo de Castanea sativa estudada
neste trabalho.

Parametros analisados Média + s
% Matéria Organica (M.O.) 3,27+ 0,01

H,0 53+0,12
pH

KCl1 4,6 +0,10
Azoto (N em %) 0,152 £ 0,07
Fosforo (ppm de P,Os) 8+321
Potassio (ppm de K,0) 320 + 24,06

3.2.2 Diversidade da comunidade macrofungica associada a Castanea sativa

Nas cinco parcelas instaladas na plantagdo de C. sativa foi efectuada a colheita de
cogumelos desde Setembro de 2002 at¢ Dezembro de 2005, procedendo-se a recolha de

caracteristicas no local de colheita e em laboratorio para a sua identifica¢do (Figuras 3.3

e 3.4).

A diversidade da comunidade macrofingica associada a plantagdo de C. sativa,
para cada um dos anos estudados e para o total dos quatro anos, foi avaliada ao nivel da
sua riqueza (nimero de espécies) e abundancia. A abundancia foi avaliada pela analise
do niimero de individuos colhidos por espécie, e pela percentagem correspondente a

cada espécie relativamente ao total de exemplares colhidos (abundancia relativa).

Riqueza de espécies macrofungicas

Durante a realizagdo do presente trabalho identificaram-se 73 espécies de
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Russula cyanoxantha Russula delica

Figura 3.3 Cogumelos de algumas das espécies macrofungicas, associadas a plantagdo de Castanea
sativa, identificadas no decurso deste trabalho. As imagens foram obtidas no local de colheita, ndo se
reportando a nenhuma época/ano especifica.
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Amanita caesarea ‘ Calocybe gambosa

Gyroporus castaneus

Lactarius vellereus ' Hydnum rufescens

T

Tricholoma acerbum Tricholoma ustale Russula lutea

Laccaria laccata

Cortinarius hinnuleus Cortinarius anomalus

Figura 3.4 Cogumelos de algumas das espécies macrofungicas, associadas a plantagdo de Castanea
sativa, identificadas no decurso deste trabalho. As imagens foram obtidas em laboratorio aquando do
registo de caracteristicas para a sua identificacdo.
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macrofungos, pertencentes a 16 familias e 23 géneros (Tabela 3.4). Alguns dos
exemplares recolhidos (16 no total) foram identificadas somente até ao género,
verificando-se que se distribuiam sobretudo pelos, Russula, Lactarius e Tricholoma cuja

identificacao ¢ complexa.

De entre as familias mais representadas, referem-se a Russulaceae, com 19
espécies, Cortinariaceae com 14 espécies, Tricholomataceae com 13 espécies,
Boletaceae com 7 espécies e Pluteaceae com 5 espécies (Tabela 3.4). Os géneros mais
representados foram Russula com 12 espécies, Inocybe com 9 espécies, Lactarius com 7
espécies, Tricholoma com 6 espécies e finalmente com 5 espécies os géneros Boletus,
Cortinarius e Amanita. Quanto aos grupos troficos surge uma clara dominancia das
espécies micorrizicas que perfazem 82% do total das espécies fungicas inventariadas,
em relacdo ao grupo de espécies saprofitas (15%) e ao grupo de saprofitas e/ou parasitas

(3%). Do total das espécies identificadas (56 espécies), 63% sdo comestiveis.

A andlise dos resultados revela ainda diferencas aprecidveis relativamente ao
nimero de espécies inventariadas, nos diferentes anos de amostragem (Tabela 3.4). Foi
durante o ano de 2002 que se registou um maior numero de espécies macrofingicas (56
espécies) das quais 50 eram micorrizicas, 4 saprofitas e 2 saprofitas e/ou parasitas. No
total de 20 géneros identificados neste ano, os mais representados foram Russula com
11 espécies, Inocybe, Tricholoma e Lactarius cada um com 6 espécies, ¢ por fim
Boletus, Cortinarius e Amanita cada um com 4 espécies. No ano de 2003, o niimero de
espécies decresceu, tendo-se inventariado um total de 43 espécies (35 micorrizicas, 7
saprofitas e 1 saprofita e/ou parasita) pertencentes a 19 géneros. Os géneros mais
representativos foram Russula com 8 espécies, Inocybe com 6 espécies, Cortinarius
com 5 espécies e por fim Lactarius e Tricholoma cada um com 3 espécies. No ano de
2004 foi inventariado um total de 25 espécies (21 micorrizicas, 3 saprofitas e 1 saprofita
e/ou parasita), pertencentes a 12 géneros, sendo os mais representados Russula com 7
espécies e Cortinarius e Inocybe, cada um com 3 espécies. O menor numero de espécies
macrofiingicas inventariado ocorreu durante o ano de 2005, onde se observaram apenas
12 espécies (5 micorrizicas, 6 saprofitas e 1 saprofita e/ou parasita), pertencentes a 9
géneros, sendo os mais representados Collybia, Macrolepiota e Russula, cada um com 2

espécies.
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Abundancia de espécies macrofungicas

No periodo considerado para o estudo (2002-2005), as espécies com maior
numero de carpoforos colhidos foram Laccaria laccata, Hebeloma crustuliniforme e
Inocybe geophylla compreendendo 12,1%, 11,5% e 11,3%, respectivamente, dos 2677
exemplares observados (Tabela 3.4). Outras espécies de abundancia relativa elevada
foram Cortinarius helobius (6,24%), Inocybe rimosa (5,3%), Inocybe flocculosa (4,9%),

Cantharellus cibarius (4,5%) e Tricholoma ustale (4,2%).

A abundancia relativa das espécies macrofungicas identificadas variou nos
diferentes anos de amostragem (Tabela 3.4). Em 2002, L. laccata foi a espécie mais
abundante representando 14,0% dos 814 exemplares colhidos. As espécies |. rimosa
(11,1%), 1. glabripes (8,4%), C.helobius (5,8%) ¢ I.geophylla (5,8%) e
H. crustuliniforme (4,1%) apresentaram ainda alguma abundancia relativa face ao total
de espécies colhidas nesse ano. No ano de 2003, a espécie que surgiu em maior
quantidade foi H. crustuliniforme, representando 16,8% dos 1514 carpoforos colhidos.
Outras espécies que apresentaram alguma abundéancia relativa nesse ano foram
I. geophylla (14,3%), L. laccata (13,9%), C. helobius (7,7%), I. flocculosa (7,3%) ¢
T. ustale (6,9%). No ano de 2004 registou-se uma alteragao drastica ao nivel do padrao
de abundancia das espécies, onde a espécie Cantharellus cibarius surgiu como sendo a
mais abundante, representando 44,1% dos 211 carpdforos colhidos. No entanto, e a
semelhanga do verificado nos anos anteriores (2002 e 2003), as espécies |. geophylla e
H. crustuliniforme surgiram igualmente com relativa abundancia representando,
respectivamente, cerca de 19,0% e 9,5% do total dos carpoforos colhidos durante o ano
de 2004. Ao contrario do verificado nos anos anteriores, no ano de 2005 verificou-se ser
uma espécie saprofita, Collybia dryophila, a espécie mais abundante, correspondendo a
44,9% dos 138 carpoforos colhidos. As espécies |.rimosa e¢ C. cibarius tiveram
igualmente uma expressdo relativa representando, respectivamente, 18,1% e 17,4% do

total dos exemplares colhidos.

3.2.3 indices de diversidade

A riqueza observada no numero de espécies macrofungicas, identificadas nos
varios anos estudados, foi avaliada em funcao do indice de diversidade alfa, utilizando-

se os indices de Shannon-Wiener (H') e de Simpson (D) (Figura 3.5). O indice de
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Simpson traduz a abundéancia das espécies mais comuns, sendo, consequentemente, mais
sensivel a mudangas que ocorrem nestas espécies. Quanto maior o seu valor, maior a
dominancia de uma ou poucas espécies, sendo mais reduzida a diversidade de espécies.
O indice de Shannon-Wiener, também designado como indice de Shannon, fundamenta-
se no postulado que, numa amostra aleatoria retirada de uma populacao infinitamente
grande, todas as espécies da comunidade se encontram representadas (Southwood &
Henderson, 2000). Apesar desta premissa ser dificilmente cumprida, H> ¢ um dos
indices mais usados. De facto, se a amostra contiver a maioria das espécies existentes
que poderiam ser recolhidas, o erro resultante na determinagdo de H’ ndo ¢ grande. O
erro torna-se significativo se existirem muitas espécies representadas apenas por um ou
dois individuos ndo sendo, por isso, recolhidas na amostra. H" toma o valor de zero

quando todos os individuos pertencem a mesma espécie.
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Figura 3.5 Indices de diversidade de Shannon-Wiener e de Simpson das espécies macrofingicas
registadas durante a realizagdo deste trabalho (2002-2005). Valores com letra diferente diferem
significativamente entre si para p<0,05.
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Os valores dos indices de Shannon e de Simpson referentes a cada um dos anos
estudados diferem significativamente entre si (Figura 3.5). A diversidade do nimero de
espécies macrofingicas, traduzida por qualquer um dos indices estudados, foi
significativamente superior no ano de 2002 (valor de indice de Shannon igual a 2,0 +
0,17 e de Simpson igual a 8,1 £+ 0,98) comparativamente aos dos outros anos. A riqueza
de espécies macrofingicas foi decrescendo nos anos subsequentes, atingindo-se os

menores valores de indice de Shannon (0,03 + 0,03) e de Simpson (1,1 £ 0,06) em 2005.

3.2.4 Estimativa da diversidade através de curvas cumulativas de espécies

A aproximag¢do do nimero de espécies macrofungicas registadas durante o estudo
com o numero de espécies previsivelmente existente, foi inferida mediante a elaboragao
de curvas cumulativas de espécies registadas (Soberén & Llorente, 1993). Quando o
numero de espécies recolhidas se aproxima do nimero previsivel (nimero tedrico) para
um dado habitat (ou area de estudo), a curva atinge a assimptota. Caso contrario, ¢
necessario que se efectuem mais dias de observacdo e/ou colheita (maior esfor¢o
amostral) de modo a que a amostragem efectuada traduza a diversidade real de espécies

macrofungicas no habitat estudado.

As curvas cumulativas de espécies foram efectuadas para cada um dos anos
amostrados e para o conjunto dos quatro anos (Figura 3.6). A andlise da curva
cumulativa respeitante ao ano de 2002 indica que um maior esfor¢co amostral deveria ter
sido realizado. De acordo com o modelo, deveriam ter sido recolhidas 87 espécies
macrofungicas para haver uma aproximagao ao numero previsivelmente existente, tendo
sido apenas recolhidas 56 espécies, o que corresponde a 64% do total de espécies
previstas. Em 2003, das 54 espécies macrofingicas que deveriam ter sido identificadas,
foram recolhidas 43, correspondentes a 80% do numero total de espécies previstas. Nos
ultimos dois anos do estudo, o nimero de espécies identificadas nao ultrapassou os 50%
do niimero de espécies a considerar para traduzir a diversidade real da area de estudo.
Em 2004 foram recolhidas 25 espécies macrofingicas, correspondendo a 44% do
numero total de espécies previsto (56 espécies) e em 2005 foram recolhidas apenas 12
das 25 espécies macrofiingicas previstas, correspondendo somente a 48% do numero
total de espécies macrofiingicas que deveriam existir nesse ano. Considerando os quatro

anos de estudo, a andlise da curva cumulativa de espécies macrofungicas indica uma
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amostragem de cerca de 80,5% da populacdo macrofingica que previsivelmente
existiria na area de estudo (foi registado um total de 73 espécies, e a previsdo seria de

91 espécies).
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Figura 3.6 Curvas cumulativas de espécies macrofungicas registadas no ano de 2002 (56 espécies, 15
amostras), 2003 (43 espécies, 70 amostras), 2004 (25 espécies, 60 amostras), 2005 (12 espécies, 60
amostras) e no total dos quatro anos (73 espécies, 205 amostras).
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3.2.5 Fenologia de frutificagdo e de abundancia de espécies macrofangicas

A fenologia de frutificacdo de macrofungos associados a plantagdo de castanheiros
em Tras-os-Montes decorreu no periodo de Setembro de 2002 a Dezembro de 2005.
Neste estudo sdo evidenciadas duas épocas de frutificagdo, uma no Outono e outra na
Primavera (Figura 3.7). A época de frutificacdo mais intensa ocorre no Outono, entre os
meses de Setembro e Novembro. A frutificagdo que ocorre na Primavera tem menor
expressdo, ocorrendo entre finais de Maio e durante Junho. Os resultados obtidos
evidenciam ainda diferencas do numero de espécies e de géneros macrofingicos
colhidos em cada época, durante todo o periodo do estudo. Este aspecto ¢
particularmente evidente na época de frutificagdo do Outono, onde se registaram valores
superiores no Outono de 2002 e 2003 face aos restantes anos (2004 e 2005). Pelo
contrario, o numero de espécies e de géneros colhidos na €poca de frutificagdo da

Primavera foram muito similares em todos os anos estudados (2003, 2004, 2005).

A fenologia de frutificagdo de macrofungos variou no decurso das diferentes
épocas de frutificagdo, durante todo o periodo de estudo (Figura 3.7). Em 2002, a época
de frutificacdo de Outono descreve claramente uma curva normal, entre o final de
Setembro e meados de Novembro, com um maximo sensivelmente a meio do més de
Outubro, altura em que foram encontradas 31 espécies numa Unica saida efectuada no
dia 18. A época de frutificacdo da Primavera de 2003 foi muito curta, ocorrendo de 5 a
10 de Junho, ndo tendo sido encontrada qualquer espécie nas saidas efectuadas durante
os meses de Abril, Maio e Julho. O nimero méaximo de espécies registado por saida
durante esta época de frutificagdo foi de 3 espécies no dia 5 de Junho. A época de
frutificagdo de Outono de 2003 foi, pelo contrario, mais intensa e com uma fenologia
muito similar a observada em 2002, descrevendo uma curva normal com inicio em
Setembro e final a meio de Novembro. O niimero maximo de espécies recolhidas por
dia (24) foi registado a 10 de Novembro. Em 2004, a época de frutificagao da Primavera
foi mais alargada que a do ano anterior, com inicio a 28 de Maio e final a 23 de Junho,
ndo tendo sido registada a presenga de espécies em Abril. Em cada uma das saidas
efectuadas nesta época de frutificagdo foram recolhidas apenas trés espécies. A época de
frutificagao de Outono de 2004, ao contrario do observado para os anos anteriores, nao
descreve uma curva normal, tendo-se registado o valor madximo de niimero de espécies

por saida (7) logo no inicio da época de frutificagdo, a 14 de Setembro. A partir desta
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data e até ao dia 25 de Outubro, praticamente nao foram encontradas espécies
macroflingicas, altura a partir da qual o nimero total de espécies registado por saida foi
praticamente constante (2 a 4 espécies) até ao final da época de frutificacdo (9 de
Dezembro). No ultimo ano estudado, a época de frutificagdo da Primavera teve inicio a
20 de Maio e terminou a 3 de Junho, com trés espécies como maximo registado a 26 de
Maio. A semelhanca do observado para a época de frutificagdo de Outono de 2004, a
fenologia de frutificagdo no Outono de 2005 ndo descreve a tipica curva normal, uma
vez que o numero maximo de espécies registado por saida durante este periodo, com

inicio a 16 de Outubro e final a 7 de Dezembro, foi praticamente constante.

A abundancia das diferentes espécies macrofungicas, expressa pelo nimero de
carpoforos, revela a existéncia de diferencas aprecidveis entre as varias saidas
efectuadas ao longo do trabalho (Figura 3.8). Foi em 2002 e 2003 que se registou um
maior numero de carpoforos, correspondendo a cerca de 57% e 30% do total dos
exemplares colhidos (2677), respectivamente. O nimero de carpdforos recolhidos em
2004 e 2005 foi substancialmente inferior, representando respectivamente 8% e 5% do
total dos exemplares recolhidos. A andlise global dos resultados revela ainda diferencgas
entre épocas de frutificacdo, sendo possivel verificar uma maior abundancia de
carpoforos durante o Outono comparativamente a Primavera, para todos os anos em
estudo, com excepcdo de 2004. No Outono de 2002, a partir de 28 de Setembro,
verificou-se um aumento do nimero de carp6foros por saida, com o valor méximo a ser
atingido (404 carpoforos) a 18 de Outubro. A partir desta data o nimero de carpoforos
decresceu, nao se observando a ocorréncia de qualquer exemplar a 7 de Dezembro. Em
2003, foram recolhidos 8 carpoforos durante a época de frutificagdo da Primavera, com
um maximo (6 carpéforos) a 5 de Junho. Na época de frutificagdo do Outono, do
mesmo ano, foram colhidos 1506 exemplares. Nesta época, o numero de carpdforos
registados por saida manteve-se praticamente constante durante Setembro e inicio de
Outubro, altura a partir da qual aumentaram apreciavelmente, colhendo-se um maximo
de 376 exemplares numa Unica saida efectuada a 10 de Novembro. Ao contrario dos
anos anteriores, em 2004, foi observado um niimero de carpéforos ligeiramente superior
na Primavera comparativamente ao Outono, colhendo-se respectivamente 107 e 104
exemplares. O maior numero de carp6foros colhidos na época de frutificacdo da

Primavera deveu-se sobretudo a colheita de 28 de Maio, onde se registaram 98
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exemplares. Na época de frutificacdo do Outono, o numero de carpéforos colhidos por
saida (média de 4 carpdforos) foi constante nos meses de Setembro, Outubro e inicio de
Novembro. A partir desta data, o nimero de carpdforos por saida aumentou, registando-
se o valor maximo de 32 exemplares no dia 25 de Novembro. Em 2005 observou-se
uma menor abundancia de carpoforos, com um total de 30 e 108 exemplares colhidos
durante a época de frutificacdio da Primavera e do Outono, respectivamente. Na
Primavera, o maior nimero de exemplares (16 carpoforos) registado por saida foi
efectuada a 26 de Maio. No Outono, o valor méaximo registado foi de 53 exemplares a
21 de Outubro. A partir desta data o nimero de carpoforos foi praticamente constante
até ao inicio de Dezembro, altura a partir da qual ndo se registou a presenca de qualquer

exemplar.

3.2.6 Frequéncia de ocorréncia das espécies macrofungicas

A frequéncia de ocorréncia (em percentagem) das diferentes espécies
macrofliingicas, durante todo o periodo estudado (Setembro de 2002 a Dezembro de
2005), foi analisada através da contabilizacdo do numero de dias em que a espécie foi
observada face ao nimero total de dias em que ocorreram as saidas de campo (Figura
3.9). Esta analise revelou que a espécie H. crustuliniforme foi a mais frequente, estando
presente em 17,6% do total das amostras recolhidas nos quatro anos. Esta espécie surgiu
em 3,9% das amostras recolhidas quer em 2002 quer em 2004 e 9,8% em 2003.
I. geophylla foi a segunda espécie mais frequente, tendo sida observada em 15,1% das
amostras recolhidas durante os quatro anos, verificando-se igualmente maior frequéncia
no ano de 2003 (8,0%) do que nos anos de 2002 ¢ 2004 (3,4%). As espécies L. laccata,
R. lutea e C. helobius surgiram, igualmente, com relativa frequéncia face as restantes
espécies macrofingicas. A espécie L. laccata, que constituiu a terceira espécie mais
frequente, foi observada em 13,7% das amostras analisadas nos quatro anos, sendo a sua
presenca especialmente notoria durante 2003 (presente em 9,8% das amostras
examinadas). A sua ocorréncia foi inferior em 2002, tendo surgido apenas em 3,9% das
amostras, ¢ ndo se detectou a sua presenca em 2004. R. lutea, a quarta espécie mais
frequente, foi uma das poucas espécies presentes em todos os anos que decorreu o

estudo (2002-2005), estando presente em 11,2% das amostras totais. Quer em 2004 quer
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Figura 3.9 Frequéncia de ocorréncia (em percentagem) das diferentes espécies macrofingicas recolhidas
durante os quatro anos estudados [2002 (n = 15), 2003 (n = 70), 2004 (n = 60) ¢ 2005 (n = 60)].

71



Diversidade macroflingica associada a C. sativa Capitulo 3

em 2005, esta espécie apareceu em 0,5% das amostras, em 2002 em 1,5% das amostras
¢ finalmente em 2003 em 8,8% das amostras. C. helobius foi a quinta espécie mais
frequente, com presenca em 9,3% das amostras examinadas nos quatro anos. Surgiu em

2002, 2003 e 2004, respectivamente em 1,5%, 7,0% e 1,0% das amostras observadas.

A frequéncia de ocorréncia das diferentes espécies macrofingicas, nos quatro
anos, revela ainda que a maioria das espécies inventariadas apresentou uma ocorréncia
varidvel ao longo dos anos (Figura 3.9). Para a maior parte das espécies registadas,
verificou-se uma maior frequéncia nas amostras examinadas durante 2003 do que nas
dos restantes anos estudados. Este aspecto ¢ sobretudo notorio para as espécies
pertencentes a familia Cortinariaceae, tais como C. anomalus, C. helobius, C. hinnuleus,
I. flocculosa e I. geophylla, e ainda para as espécies H. crustuliniforme, L. laccata,
L. perlatum, R. lutea e T. ustale. Adicionalmente, verificou-se que muitas das espécies
registadas (34) ocorreram somente num dos anos estudados, correspondendo a um total
de 46% das espécies inventariadas. Foram registadas 20 espécies com ocorréncia inica
em 2002, 10 espécies em 2003, trés espécies em 2004 e uma espécie em 2005. Cerca de
50% das espécies inventariadas surgiram somente em dois (25%) ou em trés (25%) dos
anos estudados. Somente 4% do total de espécies macrofungicas inventariadas é que
apresentou ocorréncia constante durante os quatro anos, tal como ¢ o caso de

L. perlatum, R. lutea e R. cyanoxantha.

A comparagdo da frequéncia de ocorréncia das diferentes espécies macrofiingicas
na época de frutificagdo de Outono e Primavera, considerando todo o periodo de estudo
(2002-2005), revela que a maioria das espécies inventariadas (85% do niimero total) foi
apenas registada na época de Outono (Figura 3.10). Somente onze espécies apareceram
em ambas as estagdes, Primavera e Outono, pertencendo sobretudo aos géneros Russula
(R. cyanoxantha, R.lutea, R.odorata, R.risigalina e Russula sp.11), Lactarius

(L. piperatus ¢ L. volemus) e Boletus (B. aereus e B. edulis).

Na ¢época de frutificagdio do Outono, a espécie mais frequente foi
H. crustuliniforme, que esteve presente em 21,2% das amostras recolhidas no Outono
no total dos quatro anos (Figura 3.10). Esta espécie esteve presente em 4,8% das
amostras recolhidas quer no Outono de 2002 quer no de 2004, e em 11,5% no de 2003.

A segunda e terceira espécie mais frequente foram |. geophylla e L. laccata, que
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Figura 3.10 Frequéncia de ocorréncia (em percentagem) das diferentes espécies macrofungicas
recolhidas durante os quatro anos estudados durante o periodo de frutificagdo de Outono ¢ de Primavera.
[Epoca de frutificagdo de Outono: 2002 (n = 15), 2003 (n = 60), 2004 (n = 45), 2005 (n = 45); época de
frutificagdo da Primavera: 2003 (n = 10), 2004 (n = 15) ¢ 2005 (n = 15)].
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estiveram presentes em, respectivamente, 18,8% e 17,0% no total das amostras
observadas nos quatro anos na época do Outono. R. lutea e C. helobius foram a quarta e
quinta espécies mais frequentes, estando presentes em 12,7% e 11,5%, respectivamente,

do total das amostras observadas no Outono para os quatro anos de estudo.

No que concerne a época de Primavera, verifica-se elevada frequéncia de duas
espécies macrofungicas, R. risigalina e C. cibarius, cada uma presente em 12,5% das
amostras totais examinadas (Figura 3.10). Enquanto que R. risigalina surgiu somente
num dos anos estudados (2004), C. cibarius esteve presente em 5% das amostras
recolhidas em 2004 ¢ em 7,5% das amostras de 2005. R. cyanoxantha foi a terceira
espécie mais frequente, surgindo em 7,5% das amostras recolhidas nos quatro anos
(presente em 2,5% das amostras de 2004 e 5,0% nas de 2005). A quarta espécie mais
frequente na época de Primavera foi L. volemus, sendo identificada em 5,0% das
amostras totais examinadas com uma frequéncia de ocorréncia idéntica (2,5%) nos anos

de 2003 e 2004.

A maioria das espécies macrofiingicas (6 espécies) com ocorréncia em ambas as
estagdes, aparecem com maior frequéncia na época de frutificagdo da Primavera
relativamente @ do Outono (Figura 3.10). Este aspecto é sobretudo notério para as
espécies C. cibarius, B. aereus e L. volemus, cujas frequéncias de ocorréncia foram
marcadamente superiores na época da frutificacdo da Primavera (12,5%, 2,5% e 5,0%,
respectivamente) comparativamente a de Outono (0,6%). R. cyanoxantha e R. risigalina
apresentaram igualmente maior frequéncia na época da Primavera (7,5% e 12,5%) do
que na época de Outono (1,2% e 4,8% das amostras, respectivamente). De salientar que
as espécies que surgem em ambas as épocas de frutificagdo podem ndo ter sido
identificadas no mesmo ano. Este aspecto foi verificado para B. aereus, R. risigalina,

R. cyanoxantha, L. volemus e C. cibarius.

3.2.7 Indice de similaridade de Sorensen

A andlise de similaridade do nimero de espécies macrofungicas, que foram
recolhidas nas diferentes épocas de frutificagdo (Outono e Primavera) e nos diferentes
anos de estudo, foi efectuada mediante o calculo do indice de Sorensen (Figura 3.11).
Em todos os anos estudados verificou-se que o niimero de espécies comuns entre a

época de frutificacdo da Primavera e do Outono era muito reduzido, apresentando
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indices de similaridade de Sorensen na ordem dos 0,17 ¢ 0,15 para os anos de 2003 ¢
2004, respectivamente. Em 2005, o indice de Sorensen foi nulo, significando que neste
ano nenhuma das espécies recolhidas na época de frutificagdo da Primavera era

coincidente com espécies recolhidas na época de Outono.

Indices de similaridade reduzidos foram igualmente observados entre as diferentes
épocas de frutificacdo de Primavera, a excepcdo da comparacdo realizada entre as
Primaveras de 2004 e 2005, no qual se registou um valor de indice de Sorensen igual a
0,4 (Figura 3.11). Entre as diferentes épocas de frutificagdo de Outono verificou-se uma
maior similaridade nas espécies registadas em 2002 e 2003, apresentando um indice de
Sorensen superior a 0,6. Pelo contrario, somente uma pequena frac¢do das espécies
macrofiingicas que surgiram na época de frutificagio de Outono de 2002 teve

ocorréncia na mesma época de 2005 (indice de Sorensen igual a 0,15).

0,7
Outo/Prim Prim/Prim Outo/Outo Ano/Ano

Indice de similarida de Sorensen

Figura 3.11 indice de similaridade de Sorensen das espécies macrofingicas registadas em diferentes
alturas do periodo em analise (2002-2005). A comparagdo entre as épocas de frutificagdo de Outono e da
Primavera referentes a 2003, 2004 e 2005 encontra-se sombreada a verde. A comparagdo entre as
diferentes épocas de frutificagdo da Primavera (ou Outono) encontra-se sombreada a amarelo (ou a rosa).
A comparagdo entre os diferentes anos encontra-se sombreada a azul. Legenda: O — Outono, P —
Primavera, 02 — 2002, 03 — 2003, 04 — 2004, 05 — 2005.

O maior indice de similaridade de Sorensen (0,63) foi determinado apds

comparacdo das espécies registadas no ano de 2002 e de 2003, sendo igualmente
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verificada uma similaridade apreciavel entre os anos de 2002 e 2004, ¢ ainda entre 2003
e 2004 (indices de Sorensen superior ou igual a 0,5, respectivamente) (Figura 3.11).
Pelo contrario, a maioria das espécies recolhidas durante 2002 foram diferentes das

registadas em 2005 (indice de Sorensen igual 0,24).

3.2.8 Producéo total de macrofungos

A produgdo total das diferentes espécies macrofiingicas colhidas em plantagdes de
castanheiro, durante os anos em andlise, encontra-se representada na figura 3.12. A
colheita de todas as espécies macrofingicas, realizada durante este periodo,
correspondeu a uma produgao total de 67,6 kg de peso seco por hectare. Do total das
espécies inventariadas, a espécie L. piperatus foi a maior produtora, com um total de
11,0 kg de peso seco por hectare ao fim dos quatro anos (8,2 kg/ha em 2002, 2,6 kg/ha
em 2003 e 0,3 kg/ha em 2004). A segunda e terceira espécie mais produtora foram,
respectivamente, R. delica, com 8,0 kg de peso seco por hectare (7,1 kg/ha em 2002,
0,7 kg/ha em 2003 e 0,1 kg/ha em 2004), e B. edulis, com 6,2 kg de peso seco por
hectare (5,6 kg/ha em 2002 e 0,6 kg/ha em 2003). As espécies |. rimosa, T. acerbum,
L. vellereus e X.chrysenteron tiveram igualmente um contributo importante na
producao total, produzindo cada uma delas um total de 3,9, 3,6, 2,8 e 2,6 kg de peso

seco por hectare, respectivamente.

A produgio total de macrofungos obtida nas saidas efectuadas durante o presente
trabalho revela a existéncia de diferengas apreciaveis entre os anos analisados (Figura
3.13). Em 2002 observou-se uma maior produgdo tendo-se registado 44,0 kg de peso
seco por hectare. A produgdo decresceu substancialmente nos anos subsequentes,
registando-se producdes totais de 17,1, 4,3 e 2,3 kg de peso seco por hectare, em 2003,
2004 e 2005, respectivamente.

Os resultados evidenciam igualmente uma diferenca significativa na producao
entre as duas épocas de frutificacio (Figura 3.13). A excepgdo do ano de 2004, foi
sempre verificada uma maior producdo de macrofungos durante a época de Outono do
que na época da Primavera. Na época de frutificagdo de Outono de 2002, o valor de
maior produgdo foi registado na saida efectuada a 18 de Outubro (20,7 kg de peso seco

por hectare), na de 2003 foi em 20 de Outubro (3,4 kg/ha), na de 2004 foi em 14 de
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Figura 3.12 Produgéo das diferentes espécies macrofingicas recolhidas durante os quatro anos estudados.
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Setembro (1,1 kg/ha) e na de 2005 foi em 16 de Outubro (0,5 kg/ha). O ano de 2004
caracterizou-se por apresentar uma maior producdo total de macrofungos na época de
frutificagdo da Primavera (2,5 kg/ha) em relagdo a época de Outono onde a produgao
total foi de 1,8 kg/ha. Nos anos de 2003 e 2005 apenas foram produzidos, na época de
frutificacdo da Primavera, 0,5 kg/ha e 0,6 kg/ha de macrofungos, respectivamente. O
valor de maior producao registado por saida de campo, nesta época de frutificacao, foi
em 2002 a 5 de Junho (0,3 kg/ha), em 2003 a 28 de Maio (1,2 kg/ha) e em 2005 a 26 de
Maio (0,3 kg/ha).

3.2.9 Espécies macroflingicas ocorrentes fora das parcelas amostradas

Para além das 73 espécies macroflingicas inventariadas nas cinco parcelas
estabelecidas, foram também registadas outras espécies macrofingicas noutros locais do
souto. Estes registos englobam colheitas esporadicas de espécies, que se encontram
listadas na tabela 3.5, estando algumas delas ilustradas na figura 3.14. Nestas colheitas
foram identificadas um total de 13 espécies macrofingicas pertencentes a 10 familias,
sendo as mais representativas as familias Boletaceae, Bolbitiaceae e Pluteaceae, cada
uma com duas espécies. A maioria das espécies eram micorrizicas (11) sendo as

restantes (2) saprofitas e/ou parasitas.

Tabela 3.5 Espécies macrofiingicas registadas fora das parcelas estudadas ao
longo do presente estudo, respectivo grupo trofico (m — micorrizico, s—
saprofita, p — parasita) e comestibilidade (NC — ndo comestivel, C —
comestivel).

Familia e espécies Trofia Comest

Agaricaceae

Macrolepiota rhacodes (Vittad.) Singer s C
Boletaceae

Boletus aestivalis (Paulet) Fr. m C

Xerocomus subtomentosus (L.) Fr. m C
Bolbitiaceae

Hebeloma hiemale Bres. m NC

Hebeloma sinapizans (Fr.) Sacc. m NC
Entolomataceae

Entoloma lividum (Bull.) Quél. m NC
Marasmiaceae

Xerula radicata (Relhan) Dorfelt s (p?) NC
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Tabela 3.5 Continuagio.

Familia e espécies Trofia Comest
Paxillaceae

Paxillus involutus (Batsch) Fr. m NC
Pluteaceae

Amanita muscaria (L.) Lam. m NC

Amanita rubescens Pers. m C

Ramariaceae

Ramaria botrytis (Pers.) Ricken m C
Russulaceae

Russula virescens (Schaeff.) Fr. m C
Sclerodermataceae

Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch m C

o -

Russula virescens Ramaria botrytis Xerocomus subtomentosus

Figura 3.14 Cogumelos de algumas das espécies macrofingicas, associadas a plantagcdo de Castanea
sativa, colhidas fora das parcelas estudadas. As imagens foram obtidas no local de colheita, ndo se
reportando a nenhuma época/ano especifica.

3.2.10 Influéncia da temperatura e precipitacdo na riqueza e abundancia de

espécies macrofangicas

Para avaliar o efeito da temperatura (média, minima, maxima) ¢ da precipitagdo
total, na riqueza e abundancia de espécies macrofingicas, foram recolhidos os

respectivos dados climaticos da estagdo meteorologica mais proxima das parcelas
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inventariadas (Estagdo meteoroldogica da Quinta de Santa Apoldnia, do Instituto
Politécnico de Braganca, situada a 6 Km do souto estudado), desde Setembro de 2002
até Dezembro de 2005. Os resultados referentes aos valores de temperatura média
mensal e da precipitacdo total mensal foram comparados com o niimero de espécies
macrofuingicas e de carpoforos registados em cada més, para os quatro anos de estudo
(Figura 3.15). A precipitagdo total mensal registada foi variavel ao longo dos meses, em
especial nos meses correspondentes a época do Outono. Em 2002 e 2003, o seu valor foi
mais ou menos constante para 2 ou 3 meses da época do Outono, enquanto que em 2004
e 2005 registou-se precipitagdo praticamente num unico més (Outubro), sendo a
precipitacao total dos restantes meses do Outono muito inferior. De uma maneira geral,
nos meses onde se regista 0 maior numero de espécies e de carpdforos corresponde aos
meses onde ocorreu maior precipitacao total. Este aspecto foi evidente em Outubro de
2002; Junho, Outubro e Novembro de 2003; Maio, Outubro ¢ Novembro de 2005. No
que respeita a temperatura, verificou-se que os valores médios mensais eram muito

similares para os diferentes meses do Outono e da Primavera (Figura 3.15).

Tal como referido em 3.2.5 e 3.2.6, o maior numero de espécies e de carpoforos
foi registado durante os meses do Outono, correspondendo ao periodo onde os valores
de precipitacdo total foram superiores em relacdo aos restantes meses do ano e as
temperaturas médias mensais eram amenas (Figura 3.15). Nos meses correspondentes
ao periodo da Primavera o nimero de espécies e de carpoforos foi inferior (com
excepcao de 2004), altura onde a precipitagdo total mensal foi mais baixa e as

temperaturas médias mensais ligeiramente superiores em relacdo ao Outono.

A influéncia dos factores climdticos (temperatura média, minima, maxima, e
precipitagdo total) no numero de carpdforos e de espécies macrofingicas (total,
micorrizica e ndo micorrizica) colhidas de 2002 a 2005 foi avaliada mediante o célculo
do coeficiente de correlacdo de Spearman. A determinagdo deste valor foi efectuada
utilizando os valores médios de temperatura média, minima, maxima, e precipitacao
total referentes a 3, 5, 10, 15, 20 e 30 dias previamente a data de colheita (Tabela 3.6).
Os resultados obtidos indicam que o numero de espécies macrofiingicas e de carpoforos
se encontra significativamente correlacionado com a precipitacdo total que ocorreu
desde os 3 dias até aos 30 dias previamente a data de colheita dos macrofungos. A
temperatura (média, maxima e minima) também influéncia significativamente o niimero

de espécies e de carpoforos, mas apenas nos 3 dias prévios a data de colheita.
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Figura 3.15 Numero de espécies macrofungicas (A) e numero de carpoforos colhidos (B) em relagéo aos
valores de temperatura média (Tmédia, °C) e precipitagdo total (Ptotal, mm) registados no periodo de
colheita, desde Setembro de 2002 até Dezembro de 2005.

Enquanto que no caso da precipitagdo total se verificou que a correlacio com o
nimero de espécies e de carpoforos era directa e forte (valores de coeficientes de
correlacdo de Spearman a variar entre 0,34 e 0,11; Tabela 3.6), no caso da temperatura
(média, maxima e minima) a correlacdo era inversamente proporcional e fraca (valores
de coeficientes de correlagdo de Spearman a variar entre 0,16 e 0,13; Tabela 3.6). De
salientar que ndo foi encontrada qualquer relacdo entre a temperatura minima e o

numero de espécies e de carpéforos ndo micorrizicos.

82



Capitulo 3 Diversidade macroflngica associada a C. sativa

Tabela 3.6 Coeficientes de correlagdio de Spearman entre o numero de carpoforos e de espécies
macrofungicas (total, micorrizica e ndo micorrizica) colhidos de 2002 a 2005 e os factores climaticos
(temperatura média, maxima, minima e precipitacdo acumulada até 3-, 5-, 10-, 15-, 20- e 30- dias antes da
data de colheita).

Dias antes da colheita
3 5 10 15 20 30

Temperatura média

g Total -0,15%* ns ns ns ns ns

§ Micorrizicos -0,14* ns ns ns ns ns

é) Nao Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns

§ Total -0,15%*  ns ns ns ns ns

g Micorrizicos -0,14%* ns ns ns ns ns

g Nao Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns
Temperatura maxima

g Total -0,16** ns ns ns ns ns

Qg)- Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns

§ Naéo Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns

g Total -0,15%* ns ns ns ns ns

% Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns

§ Nao Micorrizicos -0,13* ns ns ns ns ns
Temperatura minima

g Total -0,11%* ns ns ns ns ns

:L Micorrizicos -0,16** ns ns ns ns ns

é Nao Micorrizicos ns ns ns ns ns ns

é Total -0,14%* ns ns ns ns ns

‘& Micorrizicos -0,16** ns ns ns ns ns

S

g Nao Micorrizicos ns ns ns ns ns ns
Precipitagdo acumulada

38 Total 0,31%** 0,18%* 0,20%** 0,18%** 0,25%** 0,25%**

g Micorrizicos 0,17** ns 0,12* 0,11%* 0,19%*%* 0,21%%*

§ Naéo Micorrizicos 0,33%%* 0,31%%** 0,27%** 0,26%** 0,28%** 0,26%**

é Total 0,27%%* 0,20%** 0,21%** 0,18%%** 0,24%%* 0,25%%*

5% Micorrizicos 0,17** ns 0,12* 0,11%* 0,18** 0,20%**

§ Nio Micorrizicos 0,34%%* 0,31%%** 0,27%** 0,26%** 0,29%** 0,26%*%*

ns - ndo significativo; * significativo ao nivel de 0,05; ** significativo ao nivel de 0,01; *** significativo
ao nivel 0,001.

Diferencgas apreciaveis foram evidenciadas entre os grupos troficos, micorrizicos e

ndo micorrizicos (Tabela 3.6). Os macrofungos ndo micorrizicos apresentaram sempre
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valores de correlacdo de Spearman superiores em relagdo aos dos macrofungos
micorrizicos. No caso dos macrofungos micorrizicos o valor de Spearman mais elevado
foi detectado nas correlagdes estabelecidas com dados de precipitacdo total de 30 dias
previamente a data de colheita (0,21 para o numero de espécies e 0,20 para o numero de
carpoforos). Pelo contrario, nos macrofungos ndo micorrizicos, o valor de correlagdo de
Spearman foi superior com a precipitagdo total que ocorreu em 3 dias antes da colheita

(0,33 para o numero de espécies e 0,34 para o nimero de carpdforos).
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3.3 DISCUSSAO

O numero de espécies de fungos ¢ muito elevado, apontando algumas estimativas
para a existéncia de 1,5 milhdes de espécies, das quais apenas 5 a 10% se encontram
descritas (Hawksworth, 2001). Num habitat natural, ¢ sugerido haver uma razdo de
fungos para plantas de aproximadamente 6:1 (ECCF, 2002). Os macrofungos
constituem um grupo artificial de fungos baseado no tamanho das estruturas
reprodutoras, os carpoforos ou cogumelos, que sdo visiveis a olho nu. Apesar da
relevancia dos macrofungos nos ecossistemas naturais, uma vez que exercem um papel
fundamental ao nivel da decomposicdo e mineralizacdo de compostos organicos ¢
estabelecem associacdes simbidticas com plantas, estes organismos sao pouco
estudados e as suas caracteristicas pouco conhecidas. Em Portugal, este cenario ¢
agravado pela falta de tradicdo micoldgica referindo-se, os poucos trabalhos publicados,

maioritariamente a registos esporadicos da ocorréncia de espécies macrofingicas.

O estudo da diversidade macrofiingica associada a uma das principais culturas do
nordeste transmontano, o castanheiro, constitui um dos objectivos do presente trabalho.
Este estudo decorreu desde Setembro de 2002 até Dezembro de 2005, e constitui o
primeiro trabalho de inventariacdo macrofungica efectuado de forma sistematica e a
longo prazo realizado na regido. Serdo discutidas a influéncia dos factores climaticos,
precipitacdo e temperatura, na riqueza ¢ abundancia de espécies macrofiingicas e as

potencialidades da explora¢do de cogumelos comestiveis para fins comerciais.

Inventariacdo efectuada no souto estudado

Os estudos de inventariacdo de macrofungos sdo frequentemente dificultados por
algumas das suas caracteristicas biologicas, tais como a sazonalidade de frutifica¢do
fortemente relacionada com as condigdes climatéricas (Eveling et al., 1990; Jonsson et
al., 2000; Lagana et al., 2002; Salerni et al., 2002), ¢ a curta longevidade dos carpoforos
(normalmente de 4 a 19 dias) (Richardson, 1970; Dickson, 1997). Outros factores que
contribuem para a falta de estudos nesta area compreendem a dificuldade na
identificagdo da maioria dos taxa, exigindo muitas vezes literatura especializada, assim
como as dificuldades a nivel taxondémico, nomeadamente no que concerne as
classificagdes propostas e a nomenclatura que nem sempre sao claras (Watling, 1995;

Castro, 2002).
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O nordeste transmontano, pelas suas caracteristicas edafo-climaticas e pela
diversidade de flora, ¢ sugerido como sendo uma das regides europeias com maiores
recursos em cogumelos silvestres, muitos dos quais de grande importancia gastrondmica
(Cano, 2002). O presente estudo de inventariagdo macrofingica, realizado numa das
principais culturas desta regido, o castanheiro, vem corroborar esta suposicao.
Verificou-se que, associado ao souto, existe uma flora micoldgica diversificada, tendo
sido registadas 73 espécies, pertencentes a 16 familias e 23 géneros. Os géneros mais
representados foram, por ordem decrescente, Russula, Inocybe, Lactarius, Tricholoma,
Boletus, Cortinarius e Amanita, o que esta de acordo com o previamente descrito para
esta regido (Azevedo, 1989; Menezes, 1990; Meireles, 1997; Borges, 1998). Apesar da
grande biodiversidade de espécies macrofungicas associadas a cultura do castanheiro, ¢
previsivel que esta possa ainda ser maior se se considerar o registo adicional de 13
espécies recolhidas fora das parcelas de amostragem. Sendo assim, o niimero total de
espécies macrofungicas identificadas como estando associadas a plantagdo do
castanheiro aumenta para 86. Estudos anteriores de inventariagdo, realizados em apenas
quatro dos inimeros habitats existentes nesta regido, carvalhal de Quercus pyrenaica,
souto (Castanea sativa), mancha de vegetacdo ultrabasica e pinhal de Pinus pinaster
tinham igualmente sugerido a existéncia de uma enorme diversidade macrofungica
(Azevedo, 1989; Menezes, 1990; Barbosa, 1994; Meireles, 1997; Barrote, 1998;
Borges, 1998; Baptista et al., 2003; Branco, 2003; Baptista et al., 2005).

A comparagdo das 86 espécies macrofingicas inventariadas no presente estudo
com as anteriormente registadas em C. sativa na regido de Tras-os-Montes (Anexo 1;
Azevedo, 1989; Menezes, 1990; Meireles, 1997; Borges, 1998) mostrou a existéncia de
31 novos registos, pertencentes a 11 familias e a 14 géneros. Nestes novos registos, as
familias mais representadas foram Cortinariaceae com 11 espécies (Cortinarius
anomalus, C. diasemospermus, C. helobius, C. hinnuleus, Inocybe asterospora,
I. flocculosa, 1. geophylla wvar. lilacina, 1. geophylla wvar. lutescens, . glabripes,
I. maculata, |I.rimosa), Russulaceae com 4 espécies (Russula amoenolens,
R. chloroides, R. foetens, R. odorata) e Tricholomataceae igualmente com 4 espécies
(Calocybe gambosa, Collybia marasmioides, Tricholoma acerbum, T. ustale). As
restantes espécies identificadas somente neste estudo integram as familias Boletaceae
(Boletus aereus, B.rhodoxanthus, B. satanoides), Agaricaccae (Macrolepiota

mastoidea, M. rhacodes), Cantharellaceae (Cantharellus melanoxeros), Gyroporaceae
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(Gyroporus  castaneus), Bolbitiaceac  (Hebeloma hiemale, H. sinapizans),
Entolomataceae (Entoloma lividum), Marasmiaceae (Xerula radicata) e Ramariaceae
(Ramaria botrytis). Possivelmente, o registo de todas estas espécies, anteriormente
ausentes nos estudos de inventariagdo de macrofungos na regido transmontana, pode ser
devido a diferengas dos ecossistemas comparados, nomeadamente ao nivel (i) da sua
estrutura, por exemplo no regime de exploracdo do castanheiro (souto ou castingal),
(i1) da sua composi¢do, nomeadamente na diversidade da flora arbustiva, e (iii) do seu
funcionamento (sucessdo da vegetacdo, decomposi¢do e ciclo de nutrientes) (Ferris et
al., 2000). As alteracdes ambientais que se tém verificado nos ultimos anos,
caracterizada por redugdes ao nivel da precipitacdo total, podem também constituir uma
possivel causa para o registo de novas espécies. Existem indicios de que as perturbagdes
provocadas por temperaturas extremas e secas periddicas podem favorecer o
aparecimento de novos fungos capazes de dar resposta a essas perturbacdes em

detrimento de outros (Arnolds, 1991; Bruns, 1995).

Algumas das dificuldades inerentes ao desenvolvimento de estudos de
inventariagdo macrofiingica encontram-se bem patentes no presente trabalho, por nao
ter sido possivel a identificagdo até a espécie de 16 das 86 espécies encontradas. Este
aspecto podera ter sido devido a algumas das caracteristicas bioldgicas apresentadas
pelos macrofungos e das quais se destacam:

(1) a ocorréncia de poucos carpoforos de algumas espécies, que ocorrem somente
num dos anos estudados, o que dificulta a identificacdo e/ou a sua confirmacao;

(i1) apesar de alguns carpoforos persistirem alguns anos, como os dos fungos da
familia Polyporaceae (Fomes, Ganoderma, entre outros), outros apresentam uma
longevidade muito curta, podendo durar apenas algumas horas (Coprinus spp.)
ou dias (Inocybe spp., Mycena spp.) (Salerni et al., 2002), o que dificulta a sua
identificacao;

(ii1) o aspecto morfologico de uma espécie macrofingica varia em funcao da idade,
complicando a sua identificagdo se ndo existirem exemplares em diferentes
estadios de crescimento.

A falta de bibliografia especializada e¢ a subjectividade de determinadas
caracteristicas, como sabor e aroma, vulgarmente utilizadas na identificagdo de alguns
taxa, tais como Russula spp. e Lactarius spp., foram igualmente factores que

dificultaram a identificagdo. Com a elaboracdo de um herbario na Escola Superior
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Agraria de Braganca, onde foram armazenados os exemplares correspondentes aos
registos apresentados, espera-se vir a dissipar possiveis duavidas actuais € mesmo

futuras.

Um outro problema inerente a avaliacdo da diversidade macrofingica reside na
flutuagcdo do aparecimento, associada a curta longevidade dos carpdforos (Watling,
1995). Este problema so6 serd ultrapassado, com a realizacao de amostragens ao longo de
varios anos sucessivos (Tofts & Orton, 1998). Somente desta forma serd possivel obter
medidas de diversidade rigorosas. O niimero minimo de anos necessarios para uma
inventariagdo de macrofungos credivel ndo ¢ consensual, podendo variar entre os dois
(Nara et al., 2003) e os 10 anos (Orton, 1986). Apesar da divergéncia de opinides, a
maioria dos investigadores considera que o periodo de cinco anos ¢ o mais adequado,
por permitir observar as espécies que surgem todos os anos, cada dois ou trés anos
(Castro, 2002). As inventariagdes efectuadas durante este periodo de tempo permitem
identificar até¢ 80% das espécies existentes num determinado ecossistema (Castro,

2002).

Uma forma de avaliar se um determinado estudo de inventariacdo se encontra
completo, passa pela realizagdo de curvas cumulativas de espécies, por fornecer
indica¢do do nimero previsivel de espécies no habitat estudado (Soberén & Llorente,
1993). Estas curvas permitem ainda inferir o esfor¢o da amostragem requerido para que
a inventariacdo seja o mais completa e rigorosa (Soberon & Llorente, 1993). Quando a
curva cumulativa de espécies atinge a sua assimptota significa que todas as espécies
previsivelmente existentes numa determinada area foram registadas. Pelo contrério, a
nao estabilizacdo da curva significa que outras espécies poderao ainda ser encontradas,
sendo necessdrio um maior esforco amostral. A curva cumulativa das espécies
macrofungicas colhidas no souto durante os quatro anos, mostrou uma tendéncia para a
estabilizagdo, o que sugere que este habitat foi devidamente amostrado apesar da
inventariagdo nao ter sido completa. As amostragens efectuadas permitiram registar
cerca de 80,5% do total de espécies macrofingicas previsivelmente existentes neste
souto, ultrapassando o valor de 80% que constitui o minimo aceitdvel de acordo com
este modelo (Castro, 2002). Foram registadas um total de 73 espécies e a previsao dada
pela curva cumulativa era de 91 espécies. Este resultado sugere que o estudo da
biodiversidade macrofingica associada a este ecossistema foi rigoroso, podendo ser

considerado credivel.
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As percentagens de espécies macrofungicas registadas, face ao total
previsivelmente existente em cada um dos anos estudados, variaram consideravelmente.
No ano de 2003, o nimero de espécies observadas alcangou os 80% do numero total de
espécies previsivelmente existente no souto, mas nos restantes anos tal nao se verificou.
No que concerne ao ano de 2002, a causa mais provavel de se ter registado apenas 64%
do numero previsivel de espécies macrofingicas existente deveu-se ao reduzido esforgo
amostral, uma vez que a inventariagdo ocorreu somente no periodo do Outono. As
condicdes climaticas desfavoraveis a frutificacdo dos macrofungos observadas durante
2004 e 2005 poderao, a semelhanga do sugerido por diversos autores (Nara et al., 2003),
ser a causa mais provavel do reduzido nimero de espécies registado nestes dois anos

(44% e 48% do numero previsivel, respectivamente).

Diversidade de macrofungos micorrizicos no souto estudado

As categorias mais usadas, na classificacdo das espécies macrofungicas em grupos
funcionais, sdo os grupos troficos micorrizico, saprofita e parasita. Esta classificagao
nem sempre ¢ clara, dado que existem espécies com capacidade de pertencer a mais de
uma das categorias referidas (revisto por Castro, 2002). Como exemplo, referem-se as
espécies Fistulina hepatica e Hypholoma fasciculare registadas no souto estudado e
referenciadas na bibliografia da especialidade como sendo saprofitas e/ou parasitas.
Armillaria mellea é outro exemplo, o qual parasita as arvores enquanto vivas mas, apos
a morte destas, continua a crescer sobre os restos lenhosos até os decompor totalmente.
Existem ainda espécies micorrizicas que, aquando do inicio do seu estabelecimento num
determinado local, o fazem como saproéfitas acabando por se associar a uma planta
hospedeira apropriada. Caso ndo existam hospedeiros a que se possa associar, a espécie
acabard por desaparecer do local. Esta dualidade funcional pode ser observada em
algumas espécies do género Laccaria, Boletus, Amanita, Hebeloma e Hydnum. Existem
outras espécies que nao oferecem qualquer duvida na sua classificagdo tais como
espécies do género Russula, Cortinarius e Inocybe que pertencem exclusivamente ao
grupo dos fungos micorrizicos e espécies do género Macrolepiota, Clitocybe, Collybia e

Mycena que se incluem no grupo dos fungos saprofitas.

Do total das espécies macrofiingicas colhidas, 82% eram micorrizicas, sendo os

restantes 15% e 3% correspondente a espécies saprofitas e saprofitas e/ou parasitas,
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respectivamente. Esta elevada predominancia de espécies micorrizicas em plantagdes de
castanheiro na regido transmontana tinha sido anteriormente verificada em estudos de
inventaria¢do (Azevedo, 1989; Menezes, 1990; Meireles, 1997; Borges, 1998). Segundo
alguns autores, o nimero de espécies micorrizicas existentes num determinado
ecossistema ¢ dependente da idade das plantas hospedeiras (Mason et al., 1982; Dighton
& Mason, 1985). E previsto que o seu niimero aumente gradualmente até alcancar um
valor maximo, que pode variar entre 20-25 anos até 80-199 anos, de acordo com a
espécie vegetal hospedeira, decrescendo lentamente a partir dai (Luoma et al., 1991;
Keizer & Arnolds, 1994). O elevado numero de espécies macrofiingicas micorrizicas
registado em relacao ao das ndo micorrizicas pode assim ser justificado, pelo menos em

parte, pela idade das plantas do souto estudado que era superior a 100 anos.

A diversidade de macrofungos micorrizicos manifesta-se também na sua
distribuicdo temporal, ou seja, ao longo dos estadios de sucessdo das florestas (Allen et
al., 1995). Tudo parece indicar que existem fungos caracteristicos dos estadios iniciais
dos povoamentos agro-florestais e, da mesma forma, dos estadios mais tardios (Arnolds,
1991; Matsuda & Hijii, 1998; Senn-Irlet & Bieri, 1999; Smith et al., 2002; Nara et al.,
2003). A principal razdo da existéncia destes dois grupos reside na disponibilidade de
hidratos de carbono, que é menor nas fases jovens dos povoamentos comparativamente
aos estadios mais tardios, permitindo o crescimento de fungos com menores
necessidades destes compostos (Marx & Cordell, 1989; Bruns, 1995). Outra hipotese
relaciona a sucessdo dos fungos micorrizicos com as diferentes formas de nutrientes
disponiveis no solo. Os fungos dos estaddios iniciais utilizam nutrientes
predominantemente na forma mineral, enquanto que os de estadios tardios utilizam-nos
na forma organica (Eaton & Ayres, 2002). Assim, a substituicdo de umas espécies de
macrofungos por outras, ao longo do tempo, podera em parte justificar as diferencas
observadas entre o souto estudado e os restantes estudos de biodiversidade efectuados
na regido transmontana para a mesma cultura, dado que as plantagdes possuiam idades
de instalacdo diferentes. Esta hipdtese ¢ reforgada pelo facto de se terem detectado pela
primeira vez espécies pertencentes aos géneros Cortinarius e Russula, apontados como
sendo caracteristicos dos estadios mais tardios da sucessdo (Matsuda & Hijii, 1998;

Nara et al., 2003).

As praticas culturais parecem igualmente ter influéncia na diversidade e

abundancia de espécies macrofungicas, em especial das espécies micorrizicas (Dighton
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& Mason, 1985; Mason et al., 1987; Baptista et al., 2005; Brown et al., 2006). Soutos
com a mesma localiza¢ao do estudado, submetidos a diferentes intervengdes culturais
no que se refere a mobilizacdo do solo, apresentavam diferencas no nimero de espécies
macrofiingicas, de carpoforos e de produgcdo de biomassa. Estes pardmetros
apresentavam valores significativamente inferiores no souto sujeito a mobilizagdo em

comparagao com o souto ndo mobilizado (Baptista et al., 2005).

A clara dominédncia de espécies macrofungicas micorrizicas em relacdo a outros
macrofungos (82%), observada no souto estudado, sugere ainda que este ecossistema se
encontra bem conservado. A propor¢do de espécies micorrizicas tem sido sugerida
como um importante indicador do equilibrio e bom estado de conservagao das florestas
(Lagana et al., 2002), tendo sido estabelecida uma relagdo directa entre a percentagem
de espécies micorrizicas (M) e o grau de distarbio numa floresta (60%<M<40%
corresponde a um distirbio latente; 40%<M<20% a um distirbio agudo; e M<20% a

um disturbio letal) (Schlechte, 1987; Fellner, 1989; Fellner & Soukup, 1991).

Riqueza e abundancia de espécies macrofungicas no souto estudado

O namero total de espécies inventariadas no souto amostrado foi muito variavel
para os quatro anos estudados. Desde 2002 até 2005, verificou-se uma reducao drastica
do nimero de espécies macrofungicas, tendo-se registado um total de 56, 43, 25 ¢ 12
espécies, respectivamente. Esta diminui¢do ¢ confirmada por qualquer um dos indices
de diversidade calculados (Shannon-Wiener ou Simpson), os quais apresentaram valores
significativamente diferentes entre os quatro anos, atingindo valores maximos em 2002
(2,0 £0,17 e 8,1 £0,98, respectivamente) e minimos em 2005 (0,03 = 0,03 e 1,1 = 0,06,
respectivamente). Um indice de diversidade elevado ¢ indicativo, na maioria dos casos,
de uma comunidade bem estruturada, onde ocorrem muitas espécies e geralmente
poucos exemplares de cada espécie. Apesar de ndo estar esclarecida a causa desta
redu¢do do numero de espécies ao longo dos anos, ¢ sugerido que esta possa estar
relacionada com as alteragdes climaticas verificadas em 2004 e 2005, onde os valores
de precipitacao total registados na regido foram muito baixos. Esta suposi¢cdo baseia-se
no facto dos outros factores com influéncia na diversidade dos macrofungos,

nomeadamente o pH do solo, a disponibilidade de nutrientes e os padrdes de sucessao
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da vegetagdo (Webster, 1980; Calonge, 1983; Ferris et al., 2000), ndo terem sofrido

alteragdes substanciais ao longo do estudo.

Para além do ntimero de espécies, a quantidade de carpdforos colhidos durante os
quatro anos estudados também sofreu altera¢des, assim como a espécie mais abundante
em cada ano. Do total dos carpoforos colhidos em 2002 (814 exemplares), 2003 (1514
exemplares), 2004 (211 exemplares) e 2005 (138 exemplares), verificou-se que as
espécies mais abundantes foram Laccaria laccata, Hebeloma crustuliniforme,
Cantharellus cibarius e Collybia dryophila, respectivamente. No entanto, as espécies
que surgiram com maior abundancia no total dos quatro anos foram L. laccata,
H. crustuliniforme e Inocybe geophylla que representaram, respectivamente, 12,10%,
11,54% e 11,32% dos 2677 exemplares colhidos durante os quatro anos. As diferengas
observadas podem, a semelhanca do referido anteriormente, estar relacionadas com as
alteragdes dos factores ambientais, como ¢ o caso da precipitagdo que diminuiu
drasticamente nos ultimos dois anos. A imposi¢ao deste stresse podera ter favorecido
uma espécie em relacdo a outras, resultando num aumento da sua dominancia e na
reducdo da diversidade (tal como evidenciado pelos indices de diversidade calculados).
De facto, coincidente com o periodo de seca observado no ano de 2005, registou-se uma
redugdo da diversidade e aumento da dominancia da espécie saprofita Collybia
dryophila (ao contrario do observado nos anos anteriores cuja dominancia foi ocupada
por espécies micorrizicas), sugerindo que o stresse imposto favorece o aparecimento
especifico desta espécie, provavelmente por ser capaz de dar resposta a essas

perturbagdes (Arnolds, 1991; Bruns, 1995).

Apesar de na maioria dos meses, o numero maximo de espécies ter sido
coincidente com o nimero maximo de carpdforos, houve alguns em que tal ndo se
verificou, como por exemplo em Maio e Junho de 2004 ¢ em Outubro e Novembro de
2005. A ndo coincidéncia do nimero maximo de carpoforos e de espécies pode ser
devido as caracteristicas intrinsecas de cada espécie, tal como sugerido por outros
autores (Lagana et al., 2002). A abundancia das diferentes espécies macrofiingicas, para
além de ser influenciada pelas condi¢des climaticas, depende das suas caracteristicas
intrinsecas, uma vez que determinados grupos, tais como os fungos saprofitas,
frutificam em grande numero enquanto que outros formam carpéforos isolados (Lagana

etal., 2002).
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Ocorréncia e fenologia de frutificacdo de espécies macrofingicas no souto estudado

No conjunto dos anos estudados, as espécies Hebeloma crustuliniforme e Inocybe
geophylla foram as que surgiram com maior frequéncia, estando presentes em 17,6% e
15,1% das amostras, respectivamente. Verificou-se igualmente que a maioria das
espécies macrofingicas inventariadas (46% do total das espécies) ocorreram somente
num dos anos estudados, tendo 2002 apresentado o maior numero de espécies
exclusivas (20 espécies). As espécies com ocorréncia exclusiva num dos anos
pertencem sobretudo aos géneros Amanita, Boletus, Lactarius e Tricholoma. Apenas
4% do total de espécies inventariado teve ocorréncia nos quatro anos, nomeadamente as
espécies Lycoperdon perlatum, Russula lutea ¢ R.cyanoxantha. A analise de
similaridade do ntiimero de espécies macrofiingicas comuns nos varios anos, realizada
mediante o calculo do indice de Sorensen, revelou que foi entre 2002 e 2003 que surgiu
o maior numero de espécies comuns (indice de Sorensen igual a 0,63). Pelo contrario, a
maioria das espécies com ocorréncia durante 2002 foram diferentes as surgidas durante
2005 (indice de Sorensen igual 0,24). Estes resultados corroboram a sugestdo
anteriormente referida, sobre a necessidade dos estudos de inventariagdo de
macrofungos ocorrerem durante varios anos sucessivos, de forma a registar o nimero

maximo de espécies.

O carécter esporadico de frutificagdo da maioria das espécies macrofiingicas ¢ um
fenomeno vulgar (Arnolds, 1995; Watling, 1995; O'Dell et al., 1999; Castro, 2002;
Smith et al., 2002). Segundo alguns autores, esta sazonalidade pode ser devida (i) a
frutificacdo das espécies ocorrer em resposta a determinadas condi¢des climaticas
especificas, e (i1) por existirem espécies que frutificam somente ao fim de dois ou trés
anos, sendo esta periodicidade regulada por ciclos biologicos praticamente

desconhecidos (O'Dell et al., 1999; Castro, 2002).

No presente estudo verificou-se a existéncia de duas épocas de frutificacio
macrofiingica, uma no Outono e outra na Primavera. A época de frutificagdo do Outono
ocorreu entre o inicio de Setembro e o fim de Novembro, e foi onde se observou um
maior numero de espécies e de carpoforos. A época de frutificacdo da Primavera, com
menor expressdo, ocorreu entre finais de Maio e fim de Junho. Nos estudos de
inventariagdo macrofingica, realizados na regido de Tras-os-Montes, em carvalhais
(Branco, 2003) e em soutos e castingais (Azevedo, 1989) verificou-se a mesma

fenologia de frutificagdo, tendo sido também a época de frutificagdo do Outono aquela
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onde se observou uma maior diversidade e abundancia de carpoforos. As épocas de
frutificagdo do Outono e Primavera foram coincidentes com as alturas do ano onde as
temperaturas foram amenas e as precipitacdes abundantes. Este facto estd de acordo
com diversos autores que sugerem que a fenologia de frutificacdo esta directamente
relacionada com as condigdes climaticas (Eveling et al., 1990; Jennings & Lysek, 1996;

Jonsson et al., 2000; Lagana et al., 2002; Salerni et al., 2002).

No conjunto dos anos verificou-se que 85% do numero total de espécies
inventariadas foram registadas exclusivamente no Outono. Alguns dos géneros onde tal
se verificou foram Amanita, Cortinarius, Inocybe e Tricholoma. Somente 15% do total
inventariado, ocorreram em ambas as €épocas de frutificagdo, a maioria das quais
pertencentes ao género Russula, Lactarius e Boletus. Este resultado ¢ refor¢cado pelos
baixos valores do indice de Sorensen obtidos para anélise de similaridade do ntimero de
espécies macrofungicas comuns as duas épocas de frutificacdo, que traduziram sempre
reduzida similaridade entre a época de frutificacdo do Outono e da Primavera.
Adicionalmente, este resultado estd de acordo com os obtidos por outros autores em
estudos de inventariagdo macrofiingica associada a Quercus pyrenaica (Branco, 2003) e
a C. sativa (Azevedo, 1989), realizados na mesma regido a que se reporta o presente
trabalho. Apesar de ndo estar esclarecida a causa provavel da exclusividade de
determinadas espécies numa época de frutificagdo, pensa-se que esta possa estar
relacionada com as condi¢des climaticas, temperatura e precipitagdo. As espécies com
ocorréncia exclusiva no Outono provavelmente tém necessidades de precipitagao total
superiores ¢ de temperatura inferiores em relagdo as que surgem na Primavera. Estas
espécies podem igualmente conter informacdao genética para que a sua frutificagao
ocorra somente nesta época do ano (Guinberteau & Courtecuisse, 1997). O estado
fisiologico das plantas também poderd ter alguma influéncia na ocorréncia da
frutificacdo, dado que foram principalmente as espécies micorrizicas que apresentaram

exclusividade numa das épocas de frutificagao (Brundrett et al., 1996).

No presente estudo, a espécie mais frequente na época de Outono foi
H. crustuliniforme, enquanto que na época de Primavera foram as espécies C. cibarius e
R.risigalina. Em trabalhos anteriores de inventariagdo macrofungica associada a
castanheiro, realizado em varios concelhos transmontanos, foi igualmente observado
uma maior frequéncia de C. cibarius durante a Primavera (Azevedo, 1989). No entanto,

no presente estudo, as espécies encontradas em determinada época ndo se tornam a
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encontrar, necessariamente, na mesma €época num ano diferente. Adicionalmente, a
ocorréncia de uma mesma espécie na época de Primavera e Outono ndo aconteceu
necessariamente no mesmo ano, como foi observado para B. aereus, R. risigalina,
R. cyanoxantha, L. volemus e C. cibarius. Estes resultados sdo corroborados pela baixa
similaridade no numero de espécies comuns entre épocas de frutificacdo (Primavera e
Outono) para o mesmo ano, traduzida pelo reduzido indice de Sorensen. Estas
flutuacdes na frutificacdo podem, a semelhanga do sugerido anteriormente, estar
relacionada quer com as alteragdes climaticas, quer com a programacao genética das

diferentes espécies.

Condig6es climaticas na producéo de macrofungos

Durante o periodo estudado, em particular na época de frutificagdo do Outono,
verificaram-se drésticas variagdes anuais no numero de espécies e de carpdforos
recolhidos. No Outono de 2002 e 2003, onde ocorreram precipitagdes totais superiores a
300 mm, registou-se um maior nimero de espécies e de carpoforos, sendo que a sua
ocorréncia nas varias saidas de campo realizadas descreveu claramente uma curva
normal. Pelo contrario no Outono de 2004 e 2005, com precipitagdes totais a rondarem
os 200 mm, o nimero de espécies e de carpoforos foi substancialmente inferior, sendo
que a sua ocorréncia nao correspondeu a uma curva normal. De igual modo, o maior
nimero de espécies e de carpoforos foi registado durante os meses do Outono, onde os
valores de precipitacdo total foram superiores face aos restantes meses do ano e as
temperaturas médias mensais eram amenas. Na época da Primavera, com temperaturas
médias superiores e precipitagdo total mensal mais baixa, o nimero registado de
espécies e carpoforos foi inferior. Estes resultados sugerem que a frutificacdo das
diferentes espécies macrofliingicas possa estar relacionada com a precipitagdo total. De
facto, o maior nimero de espécies e de carpdoforos foi observado, geralmente, nos meses
com precipitagdo abundante e temperaturas médias amenas, como em Outubro de 2002;
Junho, Outubro e Novembro de 2003; Maio, Outubro ¢ Novembro de 2005. Estes
resultados sdo corroborados por aqueles obtidos em estudos de inventariacdao
macrofingica que tém indicado que o maior numero de espécies e de carpdforos €
observado nos meses onde a precipitagdo total ¢ abundante e as temperaturas médias
amenas (Eveling et al., 1990; Jennings & Lysek, 1996; Jonsson et al., 2000; Lagana et
al., 2002; Salerni et al., 2002).
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O efeito da precipitagdo total na frutificacdo dos macrofungos tinha sido
anteriormente verificada por alguns autores, tendo sido mesmo considerado como um
dos factores mais importantes neste processo (Lange, 1978; Eveling et al., 1990; Lagana
et al., 2002; Salerni et al., 2002). Nas analises efectuadas, a precipitagdo tem revelado
possuir uma acgdo positiva (Salerni et al., 2002) ou negativa (Lagana et al., 2002) na
diversidade macrofungica, ao contrario do numero de carpdforos que surge como
estando sempre positivamente correlacionado com este factor climatico (Eveling et al.,
1990; Lagana et al., 2002; Salerni et al., 2002). Segundo alguns autores, o excesso de
precipitagdo pode ser inibidor da frutificagdo de algumas espécies, em especial das
micorrizicas ¢ humicolas (Lagana et al., 2002), ao baixar a temperatura do solo (Eveling

etal., 1990).

Quando a precipitagdo total e o nimero de espécies e de carpoforos recolhidos no
souto, no decurso dos quatro anos em que decorreu o estudo, foram correlacionados
pela determinagao dos coeficientes de Spearman, evidenciou-se que a precipitacio total
constitui um parametro determinante na frutificagdo dos macrofungos. A abundancia e
nimero de espécies, em especial das ndo micorrizicas, estd positivamente
correlacionada com a precipitagdo total, sugerindo uma accdo favorecedora na
frutificacdo macrofingica. No caso dos fungos micorrizicos, a precipitacdo total
mostrou ter uma menor influéncia, o que estd de acordo com diversos autores ao
sugerirem que a sua ocorréncia depende também do estado fisiologico do hospedeiro ao

qual se associam (Brundrett et al., 1996).

Para além de ser influenciada pela precipitagdo, no presente trabalho foi
igualmente evidenciado que a frutificacdo das espécies macrofungicas ¢ influenciada
pelo nimero de dias em que ocorreu a precipitagdo até a data de colheita, tal como ja
tinha sido reportado por outros autores (Lagana et al., 2002; Salerni et al., 2002). No
caso dos macrofungos micorrizicos a precipitacdo acumulada que ocorreu 30 dias antes
da colheita foi a que favoreceu o aparecimento de um maior numero de espécies e de
carpoforos; enquanto que nos ndo micorrizicos tal situacdo foi observada com
precipitagdes acumuladas correspondentes a 3 dias antes da colheita. A maior rapidez da
resposta dos fungos ndo micorrizicos relativamente aos micorrizicos, as mudangas
climaticas, pode ser devido ao facto de os primeiros ocuparem preferencialmente

estratos mais superficiais do solo (Salerni et al., 2002).
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A temperatura mostrou ter uma menor influéncia na frutificagdo dos macrofungos
que a precipitacdo, apresentando coeficientes de Spearman mais reduzidos (a variar
entre 0,16 e 0,13) na correlagdo estabelecida entre a temperatura (média, minima,
maxima) e o numero de espécies e de carpoforos recolhidos no souto, no decurso dos
quatro anos em que ocorreu o estudo. Esta correlagdo foi verificada com os valores de
temperatura registados 3 dias antes da colheita, ndo tendo sido observada qualquer
relacdo com intervalos de tempo superiores. A menor influéncia da temperatura,
comparativamente a precipitacdo, na frutificagdo de macrofungos tinha sido
anteriormente verificada por diversos autores (Eveling et al., 1990; Lagana et al., 2002;
Salerni et al., 2002). Outros autores constataram que, apesar de ser pouco influente, a
temperatura possui um efeito inibitdrio na frutificagdo das espécies macrofiingicas, quer

fossem micorrizicas ou ndo micorrizicas (Lagana et al., 2002; Salerni et al., 2002).

Esta contrariedade de respostas dos macrofungos, a precipitacdo e a temperatura,
resulta de na sua frutificagdo se encontrarem envolvidos uma grande diversidade de
parametros (Eveling et al., 1990). Este facto levou alguns autores a sugerirem que a
frutificacdo de macrofungos possa ser um processo variavel de regido para regido, nao
sendo por isso correcto a extrapolacdo destes resultados, para regides diferentes

daquelas em que se efectuou o estudo (O'Dell et al., 1999).

Producéo de macrofungos no souto estudado

A colheita de todas as espécies macrofiingicas, realizada durante o presente estudo,
correspondeu a uma produgdo total de 67,6 kg de peso seco por hectare, sendo as
espécies mais produtoras Lactarius piperatus (11,0 kg ps/ha), Russula delica (8,0 kg
ps/ha) e Boletus edulis (6,2 kg ps/ha). Estas espécies, apesar de ndo terem sido as mais
abundantes, foram as que mais contribuiram para a produgdo total de macrofungos,

devido as elevadas dimensodes que os carpdforos normalmente exibem.

Para além do nimero de espécies e de carpoforos colhidos, também a producao
total de macrofungos decresceu ao longo dos anos (44,0 kg ps/ha em 2002, 17,1 kg
ps/ha em 2003, 4,3 kg ps/ha em 2004 e 2,3 kg ps/ha em 2005) o que, a semelhan¢a do
referido anteriormente, podera estar relacionado com as baixas precipitagdes registadas
durante 2004 e 2005. Esta hipotese ¢ reforcada pelos resultados referidos por Azevedo

(1989) que mostram a existéncia de uma correlag@o entre as precipitagdes acumuladas e
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a producdo total de macrofungos, num souto localizado na mesma regido que o aqui

estudado.

Com excepgdo de 2004, a maior produgdo de macrofungos foi sempre registada na
época de frutificagdo do Outono, resultado este espectavel por coincidir com o periodo
no qual se observou um maior nimero de espécies e de carpoéforos. Em 2004, foram
produzidos 2,5 kg ps/ha na época de frutificagdo da Primavera em comparagdo com a
producdo 1,8 kg ps/ha obtida na época de Outono. Nesse ano, a ligeira superioridade do
nimero de carpoforos registado na época da Primavera (107 exemplares) em relacdo ao
Outono (104 exemplares) podera explicar, em parte, as diferengas observadas ao nivel
da produ¢ao macroftiingica. No entanto, o facto da maioria das espécies que frutificaram
nesta Primavera apresentarem dimensdes superiores (B. aereus, L. piperatus,
R. cyanoxantha, R. risigalina) comparativamente as com ocorréncia no Outono, parece
ser a causa mais provavel para a elevada producdo obtida na primeira época de

frutificacdo.

Exploracéo do souto na producdo de cogumelos comestiveis

Na ultima década, tem-se assistido no nordeste transmontano a uma intensificacao
da colheita e comercializacio de cogumelos silvestres comestiveis, sendo uma
importante fonte de rendimento para as populag¢des rurais (Cano, 2002; Baptista et al.,
2003; Rodrigues, 2005; Cristovdo & Baptista, 2006; Garcia et al., 2006). Muitas
familias interrompem a sua actividade profissional, durante a época de frutificacdo dos
macrofungos, para se dedicarem exclusivamente a sua colheita e venda. Apesar desta
actividade ser notdria, o processo de colheita e comercializagdo de macrofungos €, em
grande parte, desconhecido ndo obedecendo a regras nem critérios definidos. As vendas
sdo efectuadas a intermedidrios responsaveis pela distribuicdo desta mercadoria,
maioritariamente, para paises como Espanha, Franca e Italia (Baptista et al., 2003;
Branco, 2003; Cristovao & Baptista, 2006). Na regido ndo existem, ainda empresas de
comercializacdo e transforma¢do, encontrando-se em Satdo (Viseu) a empresa
portuguesa mais proxima. No lado espanhol a oferta ¢ mais variavel existindo, na zona
de Alcanices (provincia de Zamora), seis unidades que se dedicam ao comércio e
processamento de cogumelos silvestres. Comega também a ser visivel a integragao dos

cogumelos silvestres transmontanos noutras actividades econdmicas da regido,
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nomeadamente na restauracdo, existindo alguns restaurantes que os incluem nos seus

menus (Cristovao & Baptista, 2006).

A colheita de cogumelos silvestres na regido transmontana tem incidido num
numero restrito de espécies, sendo feita de forma muito intensiva e sem qualquer tipo de
regulamentacdo e controlo das quantidades transaccionadas. Esta situagdo podera por
em risco a sobrevivéncia das espécies recolhidas e ameagar a propria economia dos
agregados que se dedicam a esta actividade (Rodrigues, 2005; Cristovao & Baptista,
2006). Apesar da grande diversidade de cogumelos existentes na regido, os colectores,
apenas procedem a colheita de algumas espécies, nomeadamente de Amanita caesarea,
varias espécies do género Boletus (B.edulis, B. aereus, B. pinicola, B. aestivalis),
Cantharellus cibarius, Lactarius deliciosus, € em menor nimero Morchella conica,
Hydnum rufescens, Tricholoma portentosum ¢ Calocybe gambosa (Cano, 2002;
Rodrigues, 2005; Garcia et al., 2006). A maioria destes macrofungos sdo micorrizicos
de castanheiro, carvalho e pinheiro, que constituem as principais espécies agro-

florestais do nordeste transmontano.

Das 36 espécies macrofiingicas comestiveis colhidas no souto estudado, que
perfazem 63% do total de espécies identificadas, foram registadas algumas com elevada
valorizagdo gastrondmica, como A. caesarea, B.edulis, B.aereus, C. cibarius,
H. rufescens e C. gambosa. Estas espécies sdo umas das mais valorizadas nos mercados
nacionais, com pregos de venda' que podem atingir os 10-15 €/kg ou mesmo 60 €/kg
(no caso de C. gambosa, que constitui a espécie mais cotada encontrada neste souto)
(Garcia et al., 2006). Varios estudos tém mostrado que o rendimento de soutos ¢ de
castingais decorrentes da exploragdao do fruto e da madeira de castanheiro, associada a
exploracdo de cogumelos, pode ser particularmente importante na economia agro-
florestal (Ana-Magan & Fernandez, 2000; Baptista et al., 2003). No souto, a que se
reporta o presente estudo, foi verificado que através da colheita e comercializagao das
espécies macrofungicas comestiveis, sobretudo das que apresentam mercados bem
estabelecidos na regido, era possivel aumentar o rendimento decorrente da exploragao

de fruto em 507,2 € por hectare e por ano (Baptista et al., 2003).

' Pregos praticados em 2003
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4.1 INTRODUCAO

Numa comunidade bioldgica, a interaccdo entre os diferentes organismos que a
compdem ¢ um fendémeno constante, com consequéncias ao nivel da sua organizagao.
Duas espécies em coexisténcia, permanente ou temporaria, podem interactuar de
diferentes maneiras, tendo sido as varias formas classificadas em (i) interacgdes
positivas, quando ocorre o beneficio mutuo para ambos os seres vivos, ou para apenas
um deles, sem o prejuizo do outro, (ii) interaccdes negativas quando surge prejuizo para
ambos ou para um dos organismos interactuantes em beneficio do outro, e por fim (iii)
interacgoes onde nenhuma das duas espécies interactuantes ¢ afectada (neutralismo).
Todas estas formas de interaccdo podem ocorrer entre individuos da mesma espécie,
interacgdes intra-especificas, ou entdo entre individuos de espécies diferentes,
interacgoes inter-especificas. Na tabela 4.1 sdo apresentados os principais tipos de

interac¢do que podem operar numa comunidade biologica.

Tabela 4.1 Tipos de interac¢do entre duas espécies e suas caracteristicas.

Espécie
Tipos de interaccgéo ——  Caracteristicas da interac¢ao
A B
Neutralismo 0 0 Nenhuma das duas espécies afecta a outra

Interacgdes negativas

Ambas as espécies sdo atingidas negativamente,
Competicao - - porque a sua competigdo por um determinado
recurso leva a exaustdo do mesmo

Amensalismo (antibiose e Secrecgdo pela espécie A de substancias nocivas a

. 0 - e
alelopatia) espécie B
.. A espécie A (parasita) requer a presenga da
Parasitismo + - . p (p . ) red p ¢
espécie B (hospedeiro) prejudicando-a
~ A espécie A (predador) consome a espécic B
Predagdo + - p (p ) P
(presa)
Interacgdes positivas
. A espécie A (comensal) beneficia da presenca da
Comensalismo + 0 b ( ~ ) P ¢
espécie B, que ndo ¢ afectada
~ As duas espécies favorecem-se mutuamente, mas
Protocooperagio + + .
sobrevivem sem a presenca da outra
. As duas espécies favorecem-se mutuamente e
Mutualismo + + P

requerem a presenca da outra

0 aespécie ndo ¢ afectada pela presenga da outra
+ aespécie € beneficiada ou requer a presenca da outra
- aespécie ¢ prejudicada pela presenga da outra
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4.1.1 Tipos de interaccdo em fungos saprofitas-lenhicolas

Ao nivel da comunidade macrofiingica saprofita-lenhicola, ¢ possivel observar
todos os tipos de interac¢do descritos na tabela 4.1, sendo a competi¢do o tipo de
interac¢do mais comum que ocorre ao nivel deste grupo tréfico (Boddy, 2000). A
defini¢ao de competicdo ¢ controversa, estando descritas diferentes definigdes, que
reflectem o énfase colocado nos mecanismos de interac¢do competitiva, nas respostas
das populacdes a testes experimentais, ou em qualquer outro aspecto particular. A
defini¢do geralmente aceite, proposta por Keddy (1989), refere que existe competi¢cao
entre dois organismos sempre que um deles exer¢a um efeito negativo sobre outro, quer
consumindo quer controlando o acesso a um recurso cuja disponibilidade ¢ limitada.
Este tipo de interac¢do favorece um processo selectivo que culmina, geralmente, com a
preservagdo das formas de vida melhor adaptadas ao meio ambiente, e com a extingdo
de individuos com baixo poder adaptativo, constituindo, assim, um factor regulador da
densidade populacional. No que refere a competi¢ao, podem definir-se dois tipos: a
competicdo por interferéncia e a competicdo por exploracdo (Keddy, 1989). Na
competicdo por interferéncia (ou directa) um organismo exclui directamente um outro
da disponibilidade de um recurso geralmente através de agressdo (fisica ou quimica);
enquanto que na competi¢ao por exploragdo (ou indirecta), um organismo utiliza um
recurso tornando-o indisponivel ou diminuindo a sua disponibilidade para outros

organismos.

A competicdo ao nivel dos fungos saprofitas-lenhicolas pode ocorrer em duas
fases distintas, de acordo com o estado de colonizagdo do recurso. Na primeira fase,
designada por captagdo primaria do recurso, a competicdo ocorre pela obtencdo de
recursos nao colonizados por outras espécies fungicas, enquanto que na segunda fase,
designada por captagdo secundaria do recurso, ocorre competi¢cdo pela obtencdo de
recursos ja colonizados por outras espécies fungicas (Boddy, 2000). O sucesso da
primeira fase de competicdo depende de varios factores, como a eficaz dispersdo de
esporos e sua rapida germinacao, taxa de crescimento do micélio e capacidade do fungo
em utilizar compostos organicos disponiveis no substrato ndo-colonizado. Na segunda
fase de competicdo, a conquista, a manutengdo ¢ a defesa do recurso ¢ feito por
intermédio de mecanismos antagonistas desenvolvidos pelo fungo. Estes mecanismos
podem operar a distancia (antagonismo a distdncia) ou apds contacto, resultando em

reacgdes tais como “interferéncia de hifas” e parasitismo (micoparasitismo). Aquando
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do estabelecimento do contacto entre fungos opositores, o resultado da interac¢do pode
ser a substituicdo total ou parcial do micélio de uma das espécies fingicas, sendo que
um fungo invasor ganha o territério do fungo opositor. Alternativamente, o fungo
invasor consegue crescer sobre ou através do micélio opositor, ndo ocorrendo ocupagao

do territorio do fungo opositor (Boddy, 2000).

Mecanismos antagonistas desenvolvidos por fungos saprofitas-lenhicolas

No antagonismo a disténcia, a inibi¢ao de crescimento do fungo opositor ocorre
na auséncia, ou previamente, ao estabelecimento de contacto fisico das hifas fungicas
interactuantes. Este tipo de antagonismo ¢ usualmente atribuido a produgdao de
compostos volateis e/ou difusiveis, tais como antibidticos (Boddy, 2000). Por vezes
estdo ainda envolvidos metabolitos ou enzimas extracelulares (Heilmann-Clausen &
Boddy, 2005). Neste tipo de antagonismo, as reac¢des sdo muito variaveis de acordo
com a combinacdo de espécies fungicas. No entanto, as reac¢des mais vulgares
correspondem a degeneracdo das hifas ou a sua substituicdo pelo micélio da espécie

interactuante (Boddy, 2000).

O mecanismo de “interferéncia de hifas” ocorre quando uma hifa estabelece
contacto com uma outra hifa ou esporo da espécie interactuante, resultando na morte
desta como consequéncia de uma série programada de eventos de destrui¢do
citoplasmatica (Boddy, 2000; Woods et al., 2005). Este tipo de antagonismo ¢ um dos
mais vulgares ao nivel dos basidiomicetos saprofitas-lenhicolas, sendo a espécie
Phlebiopsis gigantea a mais estudada devido a sua larga aplica¢do como agente
bioldgico no controlo de Heterobasidion annosum (Pratt et al., 1999; Vainio et al.,
2001; Annesi et al.,, 2005). O mecanismo de “interferéncia de hifas” ndo esta
perfeitamente esclarecido, mas ¢ referido como sendo mediado pela producdo de
metabolitos difusiveis, nao-enzimaticos, secretados apenas quando as hifas

interactuantes estabelecem contacto (Boddy, 2000).

O micoparasitismo ¢ um mecanismo antagonista definido quando um fungo
parasita outro. De acordo com a defini¢do geral de parasita, o fungo parasita obtém
nutrientes a partir do outro fungo (hospedeiro) com quem vive em intima associagao. A
obtencdo de nutrientes pode ocorrer apds a morte das células do hospedeiro (parasita

necrotrofico) ou entdo a partir das células vivas do hospedeiro (parasita biotréfico).
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Apesar de nem sempre se verificar em todas as interac¢des fungo parasita - fungo
hospedeiro, o processo de micoparasitismo envolve as seguintes etapas: a percep¢do do
hospedeiro; o crescimento do parasita em direccdo ao hospedeiro; o contacto e
reconhecimento do hospedeiro; a adesdo e penetracdo do fungo parasita no hospedeiro
(Whipps, 2001). Apds reconhecimento, as hifas parasitas aderem e enrolam-se
progressivamente sobre a superficie das hifas hospedeiras, acabando por penetra-las e
crescer no seu interior. Nalguns casos ¢ possivel observar estrangulamento das hifas
hospedeiras devido ao forte enrolamento das hifas parasitas (Boddy, 2000). A
penetragdo das hifas parasitas nas células hospedeiras ¢ normalmente mediada pela
producdo de varias enzimas extracelulares, tais como [B-1,3 glucanases, quitinases,
celulases e proteases (Whipps, 2001). A actividade antagonista de micoparasitas pode
igualmente estar associada a produ¢do de antibidticos, toxinas e de outras -glucanases,
em quantidades que causam a morte ou a destrui¢do dos seus hospedeiro (Inglis &
Kawchuk, 2002; Bara et al., 2003; Aggarwal et al., 2004). Em macrofungos
saprofitas-lenhicolas somente foram relatadas algumas situagdes de micoparasitismo de
Lenzites betulina e de Pseudotrametes gibbosa sobre varias espécies de Coriolus e de
Bjerkandera, respectivamente (Rayner et al., 1987). Nestes casos, o parasitismo
observado nao tem fungdes exclusivas ao nivel da nutricdo do fungo parasita, mas
facilita ao fungo micoparasita a possessdo da area de crescimento ocupada pelo fungo
hospedeiro na madeira. Apds a total colonizagdo do substrato, o fungo parasita passa a
nutrir-se pela decomposicdo da madeira, utilizando outros mecanismos de interac¢do
antagénica como forma de manutengao e de defesa do recurso ocupado (Rayner et al.,

1987).

Para além do mecanismo de interferéncia e micoparasitismo, que pressupdem um
contacto fisico entre os fungos opositores, ainda existe um outro tipo de antagonismo
que ocorre por contacto micelial, constituindo o mecanismo de antagonismo de maior
relevancia ao nivel dos fungos saprofitas-lenhicolas. Este tipo de antagonismo ocorre
apos estabelecimento de contacto de micélios de duas espécies fungicas, resultando em
alteracdes morfologicas nos fungos interactuantes. De uma maneira geral, estas
alteragdes morfologicas, t€m como funcdo aumentar a resisténcia a penetracdo do
micélio do fungo invasor ou possibilitar o crescimento micelial sobre ou através da
colonia fingica opositora (Dowson et al., 1988c¢). Estas alteragdes morfologicas podem

incluir especificamente (i) a formagao de micélio denso que constitua uma “barreira”
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que impega a invasdao do fungo interactuante, (ii) a formagao de um micélio “invasivo”
pela criacdo de varias frentes de crescimento, (iii) a formag¢do de um micélio com
crescimento aéreo, ¢ (iv) a formagao de corddes miceliais ou de estruturas rizomorficas
(Dowson et al., 1988c; Boddy, 2000; Donnelly & Boddy, 2001; Wald et al., 2004;
Woods et al., 2005). Estas alteragdes sdo normalmente acompanhadas por uma
redistribuicdo do micélio, que passa a apresentar-se menos denso nas zonas distais a
zona de interac¢do, tornando a colonia susceptivel ao fungo invasor no caso de
ocorréncia de fragmentagio da zona de interacgio (Boddy, 2000). E igualmente
frequente ocorrer a producdo intra- e intercelular de pigmentos (Donnelly & Boddy,
2001). Nalgumas interacg¢des estabelecidas entre fungos que formam corddes miceliais,
pode ocorrer a descoloracdo e a indu¢do de uma resposta litica, num ou em ambos os
segmentos dos corddes miceliais (Dowson et al., 1988c). Esta resposta micelial foi
designada pelos autores como “interferéncia de micélios” devido a sua semelhanca com

a resposta do mecanismo de antagonismo de “interferéncia de hifas”.

4.1.2 Factores que afectam a interaccao entre fungos

O efeito da interac¢do entre fungos depende de multiplas variaveis, tais como (i)
factores abioticos, nomeadamente temperatura do substrato, pH, potencial hidrico,
pressdo atmosférica de CO,; (i) estado fisioldgico/nutricional das espécies fungicas
interactuantes; (iii) presenca de uma terceira espécie fungica; e o mais importante (iv)
natureza intrinseca das espécies, ou seja a sua combatividade/ agressividade (Boddy,

2000; Wald et al., 2004; Cano & Bago, 2005).

Inumeros estudos tém vindo a ser realizados de modo a avaliar o efeito de factores
abidticos no estabelecimento da interac¢do entre fungos, verificando-se que podem
condicionar o crescimento de um dos fungos interactuantes em favorecimento do outro
fungo. Tem sido demonstrado que o crescimento da maioria das espécies
saprofitas-lenhicolas ¢ afectado pelo potencial hidrico, cessando o seu crescimento
quando este apresenta valores abaixo dos -4,4 MPa (Boddy, 2000; Wald et al., 2004). A
actividade antagonica, de diversas espécies de basidiomicetos que formam corddes
miceliais, tem sido descrita como ficando seriamente comprometida quando os niveis de
CO; sdo elevados e os de O, baixos (Chapela et al., 1988). A temperatura e o pH do

substrato parecem igualmente influenciar a forma e a taxa de crescimento dos fungos
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saprofitas-lenhicolas, com consequéncias ao nivel do efeito da interac¢ao (Schoeman et
al., 1996; Wald et al., 2004). Enquanto que alguns fungos crescem bem aos 30°C,
outros fungos conseguem crescer quando a temperatura ¢ de -18°C (Yakovlev et al.,
2000; Wald et al., 2004). A maioria dos fungos saprofitas-lenhicolas promove
alteragdes drasticas do pH do meio de cultura, baixando os seus valores iniciais (Wald

etal., 2004).

A disponibilidade de nutrientes para ambas as espécies fungicas influencia a
interac¢do estabelecida, por determinar directamente o estado nutricional dos fungos
interactuantes (Holmer & Stenlid, 1997; Boddy, 2000; Wells & Boddy, 2002; Wald et
al., 2004). De uma maneira geral, os fungos que ocupam um maior volume de substrato
possuem uma maior capacidade combativa em relacdo aos fungos que ocupam volumes
de substrato inferiores (Zakaria & Boddy, 2002; Wald et al., 2004). O substrato onde ¢é
efectuado o crescimento de ambos os fungos também interfere na interacgdo
estabelecida, tendo sido verificado que a interac¢do observada em solo nem sempre ¢
idéntica a verificada noutro substrato diferente, por exemplo em madeira, para a mesma
combina¢do fungica (Wells & Boddy, 2002). De facto, a maioria dos estudos da
interac¢do entre espécies fungicas saprofitas-lenhicolas ¢ realizada em condigdes
axénicas, recorrendo a crescimentos efectuados em meios de cultura. Apesar dos
resultados fornecerem informacdes importantes, a sua extrapolagdo directa para as
condi¢des naturais de campo deve ser feita com muito cuidado e com alguma reserva,
uma vez que os resultados obtidos nem sempre sdo coincidentes com o obtido em

substrato natural (Dowson et al., 1988c¢).

A presenca de uma terceira espécie fingica, pode alterar a resposta da interac¢ao
por um efeito indirecto da interac¢do ou pela modificagdo da interac¢dao (Boddy, 2000).
As modificagdes na interaccao reportam sobretudo a situagdes onde a presenca de uma
terceira espécie fungica pode modificar a resposta da interac¢ao, previamente observada
para duas espécies fungicas. Por exemplo, o fungo Poria placenta quando cultivado em
agar substitui Coniophora marmorata, C. marmorata substitui o fungo imperfeito
Paecilomyces variotii ¢ P. placenta substitui P. variotii (White et al., 1998). Quando as
trés espécies estivessem em interaccao, a extrapolagdo destes resultados sugeria que
P. variotii era substituido por C. marmorata, que por sua vez era também substituido
por P. placenta. Contudo, na pratica, este resultado ndo se verificou, sugerindo que a

resposta da interac¢do entre duas espécies ndo pode ser extrapolada para interacgdes
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com trés espécies, uma vez que a presenca desta terceira espécie pode alterar a resposta

da interacgao.

De entre os factores que influenciam a interac¢do entre duas espécies fungicas, a
combatividade/agressividade de ambas as espécies interactuantes ¢ que determina o tipo
de interac¢ao estabelecido. Existem alguns fungos que sdo inaptos no ataque e na defesa
de um recurso, enquanto que outros o fazem de um modo bastante eficaz. Existem ainda
outros que sdo eficazes no ataque mas inabilitados na defesa, enquanto que outros
apesar de apresentarem mads caracteristicas para o ataque podem ser excelentes na
defesa do recurso que ocupam. Esta multiplicidade de respostas da interacgdo entre
diferentes espécies de fungos saprofitas-lenhicolas permitiu efectuar a hierarquizagao
das espécies relativamente a sua combatividade (Boddy, 2000). Nesta hierarquizagao foi
tido em conta o efeito da combatividade contra outros fungos (por exemplo,
indisponibilizando recursos) ¢ também o nivel da resposta de combatividade (por

exemplo, na defesa do recurso ocupado face a fungos invasores).

4.1.3 Efeito das interacgfes fungicas negativas na comunidade bidtica

Embora as interac¢des positivas sejam tdo importantes na comunidade bidtica
como sdo as interac¢des negativas, tem sido dedicado mais esfor¢o a compreender o
efeito das ultimas comparativamente as primeiras. As interac¢des inter-especificas nos

fungos saprofitas-lenhicolas nao sdo excepgao.

Apesar de poucos trabalhos reportarem o efeito da interaccdo antagonista com
fungos saprofitas-lenhicolas na translocag¢dao de nutrientes, algumas evidéncias sugerem
a translocacdo de macronutrientes (carbono e de fosforo) entre os fungos interactuantes,
tendo sido igualmente verificada a perda de nutrientes na zona de interac¢ao (Boddy,
2000; Wells & Boddy, 2002). De facto, o notavel padrio de crescimento de fungos
saprofitas formadores de corddes miceliais, capazes de colonizar extensas areas, faz
com que estes fungos tenham um papel importante na mobilizagcdo e na translocacdo de

biomassa e de nutrientes nos ecossistemas naturais (Wells & Boddy, 2002).

Os fungos saprofitas, em especial os basidiomicetos, exibem diferentes estratégias
para a captura de nutrientes, que variam de acordo com a espécie, a quantidade e tipo de
recurso disponivel (solo ou madeira), o estado nutricional do fungo e a presenca de

outros organismos no recurso (Dowson et al., 1989; Holmer & Stenlid, 1997; Boddy,
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1999). Em estudos de interaccao com fungos saprofitas-lenhicolas tem sido evidenciada
uma reducdo do crescimento (mm dia') e da producdo de biomassa (mg dia™) do
micélio devido a presenca de outro fungo no mesmo recurso (Donnelly & Boddy,
2001). A superficie ocupada pelos micélios das colonias fingicas interactuantes revelou
ainda alteragdes na distribui¢do de um dos micélios que se apresentava menos denso e

ramificado.

Durante a interac¢do entre fungos saprofitas-lenhicolas, ¢ provavel que ocorram
modificacdes na actividade metabolica dos micélios interactuantes, decorrentes
sobretudo da accdo defensiva ou combativa contra o fungo opositor (Freitag & Morrell,
1992). Algumas evidéncias sugerem que a competicdo entre dois fungos saprofitas
esteja associada a custos de energia, ocorrendo frequentemente alteragdes dos niveis de

CO; (aumento ou diminui¢do) durante as interacg¢des antagonistas (Boddy, 2000).

Das interacgdes inter-especificas nos fungos saprofitas-lenhicolas podem ser assim
distinguidas repercussdes negativas, nao s6 ao nivel da composicdo da comunidade
fingica, mas também ao nivel do seu funcionamento. Neste Gltimo caso, os efeitos
observados podem ocorrer no padrdo de crescimento e distribuicdo dos respectivos
micélios, na translocagdo de nutrientes num mesmo micélio € para outros organismos
(inclusivamente para o fungo opositor) e nas taxas de libertacdo de CO, (respiracao)
(Boddy, 2000). A competi¢do entre fungos saprofitas-lenhicolas constitui, assim, um
dos mais importantes reguladores da densidade populacional e/ou da estrutura final da

comunidade (i.e. abundancia relativa de cada espécie na comunidade).

4.1.4 Aplicacdo da interacc¢do: controlo bioldgico de doencas

Uma estratégia que tem vindo a ser utilizada para o controlo de determinadas
doengas ou pragas consiste no controlo bioldgico, onde ¢ utilizado um organismo
(predador, parasita ou patdégeneo) que ataca um outro prejudicial a culturas de interesse.
O incremento dos custos do controlo quimico, a perda de eficiéncia de alguns dos
produtos utilizados, os problemas ao nivel da intoxicagdo do homem e dos animais e os
problemas ambientais advindos destas praticas, promoveram a procura de alternativas
para o controlo de fungos patogénicos. A utilizacdo de microrganismos antagonistas
como agentes bioldgicos apresenta potencialidades para (i) a limitacdo da actividade de

patogéneos, pela utilizagdo de diversos mecanismos (dos quais se destacam o
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micoparasitismo, a producdo de antibidticos ou de enzimas, € a competicio por
nutrientes), ou (i) o aumento da resisténcia do hospedeiro, estimulando os seus

mecanismos de defesa e/ou produgdo de metabolitos toxicos (Brimner & Boland, 2003).

De entre os fungos filamentosos, as espécies pertencentes ao género Trichoderma
sao reconhecidamente os microrganismos antagonistas mais utilizados no controlo
bioldgico, sendo por essa razdo uns dos mais estudados. Estes fungos saprofitas tém
sido frequentemente utilizados no controlo biolodgico de patogéneos radiculares, tais
como Rizoctonia solani, Sclerotium spp., Fusarium spp. ¢ Armillaria spp., ¢ de
patogéneos da parte aérea, como por exemplo Venturia spp., Botrytis spp. e
Pyrenophora tritici-repentis (Calistru et al., 1997; Inglis & Kawchuk, 2002; Perell6 et
al., 2003). O seu modo de acgao ¢ variado podendo o seu mecanismo de antagonismo
ser por parasitismo (Lu et al., 2004), pela producdo de metabolitos volateis e ndo
volateis (antibioticos, enzimas) (Inglis & Kawchuk, 2002; Wiest et al., 2002; Reithner
et al., 2005) ou pela competi¢dao por nutrientes, espago e oxigénio (Brimner & Boland,

2003).

A elevada agressividade exibida pela maioria dos fungos saprofitas-lenhicolas
sugere a sua utilizacdo, como agentes biologicos, no controlo de patogénicos. Um
exemplo de sucesso ¢ a utilizacdo do fungo Phlebiopsis (Peniophora) gigantea na
prevencdo da colonizagdo das superficies de corte (feridas) em troncos de pinheiro
(Pinus spp.) ou de abeto (Picea abies) pelo fungo patogénico Heterobasidion annosum
(Pratt et al., 1999; Vainio et al., 2001; Annesi et al., 2005). A accdo do fungo
P. gigantea deriva sobretudo da sua elevada taxa de crescimento nestes tecidos
competindo, desta forma, com o agente patogénico pelo mesmo recurso por intermédio
do mecanismo de antagonismo “interferéncia de hifas” (Boddy, 2000; Woods et al.,
2006). Os fungos saprofitas-lenhicolas formadores de corddes miceliais, por exibirem
elevada agressividade, tém sido igualmente utilizados no controlo bioldgico de
determinados agentes patogénicos. De entre estes, destacam-se as espécies Hypholoma
fasciculare, Hypholoma australe, Phanerochaete filamentosa, Phanerochaete velutina,
Coriolus versicolor, Stereum hirsutum, Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune e
Xylaria hypoxylon no controlo bioldgico de Armillaria spp., um patogéneo radicular que
ataca diversas espécies florestais e fruteiras, e algumas plantas herbaceas, nas regides
temperadas e tropicais (Pearce & Malajczuk, 1990; Pearce et al., 1995; Chapman et al.,
2004; Cox & Scherm, 2006). Apesar da maioria destes trabalhos de antagonismo ter
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sido efectuada em condi¢des laboratoriais, alguns casos de sucesso de controlo
bioldgico de Armillaria spp. em condi¢des de campo tém sido referidos. De entre estes,
destaca-se a redugdo significativa da taxa de mortalidade de plantas atribuida a
Armillaria ostoyae, trés a cinco anos apos inoculagdo com o fungo H. fasciculare
(Chapman et al., 2004). Resultados semelhantes foram obtidos com outras espécies
fungicas, nomeadamente Hypholoma australe ¢ Phanerochaete filamentosa, cuja
inoculacdo juntamente com um tratamento quimico com sulfamato de amonio, reduziu
significativamente a colonizagdo de plantas pelo fungo patogénico Armillaria
luteobubalina (Pearce et al., 1995). O mecanismo de antagonismo adoptado por estes
agentes bioldgicos ¢ normalmente ao nivel da “interferéncia de hifas”, caracterizado
pela cessacdo de crescimento do fungo patogénico como resultado da vacuolizacio,
granulacdo e lise das hifas (Cox & Scherm, 2006). Para além do controlo da Armillaria,
alguns fungos saprofitas formadores de corddes miceliais, tém demonstrado exercer um
efeito antagonista, em condigdes laboratoriais ou de campo, contra o fungo patogénico
Heterobasidion annosum que ataca sobretudo as raizes e o colo da maioria das coniferas
(Nicolotti & Varese, 1996; Woods et al., 2006). De entre estes, destacam-se as espécies
H. fasciculare, P. velutina, Verticillium bulbillosum (Nicolotti & Varese, 1996) e
Resinicium bicolor (Woods et al., 2006).

4.1.5 Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare: duas espécies fungicas presentes

em soutos

De entre a comunidade fingica do solo, existente no souto transmontano estudado
neste trabalho (Capitulo 3), destaca-se a presenca de fungos saprofitas, que enquanto
decompositores contribuem para o funcionamento dos ecossistemas; e os fungos
ectomicorrizicos, que para além de desempenharem um papel importante no ciclo de
nutrientes no solo, estdo intimamente envolvidos na nutrigdo mineral das plantas com as
quais se associam (Fitter & Garbaye, 1994; Cairney & Meharg, 2002). No souto
estudado foram registados exemplares de Pisolithus tinctorius, os quais desempenham
um papel benéfico para Castanea sativa (Martins et al., 1997; Martins, 2004), assim
como exemplares de Hypholoma fasciculare (Capitulo 3). A interacgdo entre estes dois
fungos, e em geral entre fungos saprofitas e ectomicorrizicos, nunca foi estabelecida.

Este aspecto reveste-se, no entanto, de elevada importancia uma vez que podera ter
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repercussoes quer ao nivel da composicao da comunidade fingica, mas também ao nivel
do seu funcionamento, nomeadamente na translocacdo de nutrientes (Boddy, 2000),
com consequéncias importantes no seio da comunidade vegetal (crescimento e sanidade

das plantas) (El-Shatnawi & Makhadmeh, 2001).

Pisolithus tinctorius

O fungo Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch (= P. arhizus) (Kirk et al.,
2001) ¢ uma espécie ectomicorrizica com uma vasta distribuicdo geografica, formando
associagdes simbidticas com mais de 20 géneros de espécies vegetais hospedeiras
(Cairney & Chambers, 1997). Os carpdforos surgem frequentemente ao longo de
bordaduras dos povoamentos com os quais o fungo se encontra associado e ao longo
dos caminhos rurais. Encontra-se durante todo o Outono e principios de Inverno, mais
raramente na Primavera, no solo de qualquer tipo de formagdo arborea: pinheiro,
eucalipto, carvalho, castanheiro, entre outros. Véarias evidéncias tém indicado este fungo
como sendo um colonizador primario (Gardner & Malajczuk, 1988) apresentando, no
entanto, baixa ac¢do competitiva contra outras espécies fungicas ectomicorrizicas (Marx
et al., 1984; McAfee & Fortin, 1986). A ocorréncia desta espécie foi ja descrita em,
pelo menos, 33 paises (Martins, 2004), encontrando-se frequentemente em locais com
condi¢des ambientais adversas, como sejam ambientes resultantes de actividades de
mineracdo (Marx, 1977) ou em solos erodidos (Valdez, 1986), solos com acidez
extrema, secos ¢ com baixa fertilidade (Cairney & Chambers, 1997), suportando
também altas temperaturas (Martins, 2004). Este aspecto pode justificar a persisténcia
de utilizagdo de P. tinctorius em programas de florestagdo com plantas micorrizadas,
em solos sujeitos a stresses edaficos (Cairney & Chambers, 1997). De facto, a facilidade
de crescimento desta espécie em cultura in vitro tem impulsionado a sua utilizagdo em
programas de florestacdo, tendo vindo a ser desenvolvidos inimeros protocolos de
inoculagdo de plantas com esta espécie fungica (Cairney & Chambers, 1997). A
inoculacdo controlada tem igualmente permitido estudar diversos aspectos morfoldgicos
e fisiologicos, decorrentes do processo de micorrizagao com P. tinctorius. De entre os
sistemas micorrizicos estudados destaca-se a interac¢do P.tinctorius - Eucalyptus
globulus, sendo inclusivamente considerada como a simbiose ectomicorrizica “modelo”

(Cairney & Chambers, 1997). A micorrizagao de C. sativa por P. tinctorius também se
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encontra descrita, tanto em plantas micropropagadas como em germinantes, com efeitos
sobretudo ao nivel do aumento das taxas de crescimento das plantas (Martins et al.,

1996; Martins, 2004).

Segundo Kirk et al. (2001), o fungo Pisolithus tinctorius inclui-se nos seguintes

grupos taxondémicos:

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Sub-classe: Agaricomycetidae
Ordem: Boletales
Familia: Sclerodermataceae
Género: Pisolithus

Espécie: Pisolithus tinctorius

Hypholoma fasciculare

O fungo Hypholoma fasciculare (Huds.) P. Kumm. (=Naematoloma
fasciculare=Nematoloma fasciculare) (Kirk et al., 2001) ¢ uma espécie descrita como
saprofita-lenhicola, apresentando por vezes comportamentos de parasita, os quais ainda
requerem confirmagio. E uma espécie que apresenta uma vasta distribui¢do geografica,
ocorrendo em varios habitats, incluindo florestas tropicais, temperadas e boreais
(Boddy, 1999). Os carpéforos surgem em tufos cespitosos, sobretudo sobre tocos de
caducifolias, durante todo o Outono e principios de Inverno, ¢ na Primavera. O
crescimento micelial deste fungo caracteriza-se morfologicamente pela formagdo de
corddes, que sdo agregados de hifas alinhadas longitudinalmente (Boddy, 1999). Esta
caracteristica particular, associada a sua elevada taxa de crescimento micelial, permite-
lhes ocupar extensas areas que podem atingir mais de 100 m de diametro (Boddy,
1993), com repercussdes ao nivel da mobilizagdo e translocacdo de biomassa e de
nutrientes, sobretudo nos ecossistemas florestais (Wells & Boddy, 2002). O fungo
H. fasciculare, a semelhanga de outras espécies fingicas cujo micélio forma corddes, €
apontado como sendo um colonizador secundario em madeira de arvores de
gimnospérmicas e de angiospérmicas (Dowson et al., 1988c; Holmer & Stenlid, 1997),

apresentando capacidade em manter o dominio ocupado por muitos anos (Pearce et al.,
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1995). Embora seja preferencialmente um colonizador de pedagcos de madeira de
grandes dimensdes, pode também encontrar-se associado a decomposi¢do de folhas e de
pequenos ramos (Dowson et al., 1988c). Trata-se de uma espécie muito combativa
contra outras espécies saprofitas, capazes ou ndao de formarem corddes miceliais
(Dowson et al., 1988c; Donnelly & Boddy, 2001). Este Gltimo aspecto tem incentivado,
nos ultimos anos, a sua utilizagdo como agente biologico contra fungos patogénicos,
sendo o exemplo mais comum a sua utilizacio no controlo de doengas de
apodrecimento de raizes causadas por Armillaria spp. (Chapman et al., 2004) ¢
H. annosum (Nicolotti & Varese, 1996). O fungo H. fasciculare também tem sido
descrito como interactuante com alguns microartropodes do solo, nomeadamente
algumas espécies de colémbolas como Folsomia candida, Proisotoma minuta e
Hypogastrura cf. tullbergi (Kampichler et al., 2004). A sua reconhecida acgdo
antagonista contra outros microrganismos tem incentivado a realizagdo de varios
estudos que visam conhecer as estratégias de crescimento adoptadas por este fungo em
diversos recursos (tipos de madeira) (Dowson et al., 1989) ¢ também as interacgoes
inter-especificas estabelecidas com outras espécies fungicas, saprofitas ou lenhicolas,
presentes no mesmo recurso, assim como as repercussoes dessas interac¢des (Dowson
et al., 1988c; Dowson et al., 1988a; Dowson et al., 1988b; Nicolotti & Varese, 1996;
Donnelly & Boddy, 2001; Wells & Boddy, 2002; Heilmann-Clausen & Boddy, 2005;
Woods et al., 2005; Cox & Scherm, 2006; Woods et al., 2006).

Segundo Kirk et al. (2001), o fungo Hypholoma fasciculare inclui-se nos

seguintes grupos taxondmicos:

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Sub-classe: Agaricomycetidae
Ordem: Agaricales
Familia: Strophariaceae
Género: Hypholoma

Espécie: Hypholoma fasciculare
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4.1.6 ldentificagdo molecular de fungos

O estudo das comunidades macrofiingicas, em especial de ectomicorrizicas, teve
recentemente um impulso significativo com o desenvolvimento e aplicacdo de métodos
moleculares, que permitiram obviar muitos dos problemas inerentes a identificacdo de
espécies pelos métodos convencionais. A metodologia de identificagdo molecular mais
utilizada baseia-se na amplifica¢do, recorrendo a reaccdo da polimerase em cadeia
(PCR), da regido do DNA que contém o conjunto de genes que codificam o RNA
ribossomico (rRNA), nuclear ou mitocondrial (Buscot et al., 2000; Martin &
Rygiewicz, 2005).

Nos organismos eucariotas, o conjunto de genes de rRNA existe em multiplas
copias (até 200 num genoma haploéide) (Bruns et al., 1991), encontrando-se alinhados
em tandem em um ou dois cromossomas (Soll, 2000). Cada unidade repetitiva do rDNA
¢ constituida por (i) regides conservadas, correspondentes aos trés genes 18S, 5,8S ¢
28S (regides codificantes); (ii) regides nao codificantes, € por isso menos conservadas,
que correspondem aos designados espacadores internos transcritos (ITS); (iil) e
espacadores intergénicos ndo transcritos (IGS), que separam as diferentes unidades de
transcrigdo (Figura 4.1) (White et al., 1990; Martin & Rygiewicz, 2005). Devido a
possuir regides pouco conservadas entre espécies, a identificacao ou estabelecimento de
relagdes filogenéticas em fungos ¢ efectuada recorrendo-se a regido ITS, localizada
entre os genes 18S e 28S do rRNA e que geralmente inclui também a regido codificante
do gene 5,8S do rRNA (White et al., 1990; Redecker et al., 1999; Anderson et al., 2001;
Diez et al., 2001; Gomes et al., 2002; Moyerson et al., 2003; Oda et al., 2004). As
diferencas na regido ITS sdo detectadas por sequenciacdo dos produtos amplificados
(Redecker et al., 1999; Anderson et al., 2001; Diez et al., 2001; Moyerson et al., 2003;
Oda et al., 2004) ou pela variagdo dos fragmentos obtidos pela actividade de
endonucleases de restri¢do, pela técnica designada PCR/RFLPs (Anderson et al., 2001;
Gomes et al., 2002; Martin & Rygiewicz, 2005).

Sdo varias as razdes que tornam a regido ITS adequada a identificagdo de fungos:
(i) a facilidade de amplificagdo por PCR desta regido, uma vez que na maioria das
espécies fungicas esta regido possui um comprimento de 650 a 900 pb; (i1) a existéncia
de multiplas copias destas sequéncias no genoma em andlise, permitindo a amplificacdo
a partir de amostras de DNA reduzidas, diluidas ou bastante degradadas; (iii) a

existéncia de um elevado polimorfismo inter-especifico nas sequéncias amplificadas,
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sendo a variabilidade intra-especifica muito reduzida (Buscot et al., 2000) e, finalmente,
(iv) a possibilidade de utilizacdo de iniciadores nucleotidicos universais (White et al.,
1990; Gardes & Bruns, 1993; Egger, 1994; Martin & Rygiewicz, 2005). De facto,
multiplos iniciadores oligonucleotidicos t€ém vindo a ser concebidos para a amplificagao
desta regidao, de modo a diferenciar eficazmente as espécies fungicas (White et al.,
1990; Gardes & Bruns, 1993; Egger, 1994; Martin & Rygiewicz, 2005). No entanto, a
maioria dos investigadores recorrem frequentemente ao par ITS1 e ITS4 ou entdo ITS4 e
ITS5 (White et al., 1990; Martin & Rygiewicz, 2005), por permitirem uma maior

variabilidade entre espécies.

5.8 Unidade repetitiva do rDNA
rDNA / 185 AN 285 5S g T ——————— . /
ITS-1 ITS-2  IGS-1 1GS-2 ,’ *
/', \\
7 ITSIF N,
;. ITS5
, ITS1 \
B SReR TS N
, ROR e _ .
18S DNAr s 78S DNAr
§ 585 % g
H . ITS4R
i LR1
200 pb v N
I ITS-1 ITS-2

Figura 4.1 Representagdo esquematica da regido de rDNA, que contém as unidades repetitivas dos genes
que codificam o RNA ribossémico nuclear. A localizagdo dos iniciadores nucleotidicos, vulgarmente
utilizados na amplificac@o da regido ITS para identificacdo molecular fungica, é igualmente representada.
Os rectangulos representam os genes com sequéncias conservadas, enquanto as linhas representam as
regides espagadoras mais variaveis. As setas a vermelho indicam os locais de ligacdo dos iniciadores
nucleotidicos e a direc¢do da polimerizagdo (adaptado de White et al., 1990).

4.1.7 Objectivos

No estudo da comunidade macrofingica associada a povoamentos de C. sativa, no
nordeste transmontano, foi evidenciada a presenga do fungo H. fasciculare pertencente
ao grupo tréfico dos fungos saproéfita-lenhicola (Capitulo 3). O seu isolamento a partir
de um carpoforo de Amanita muscaria infectado por este fungo saproéfita, sugeriu o
estabelecimento de uma interaccdo entre estas duas espécies fungicas. No entanto,
apesar de existir uma documentada ac¢do antagonista de H. fasciculare contra outras

espécies fungicas saprofitas, lenhicolas e patogénicas, derivado sobretudo da sua
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elevada taxa de crescimento, nunca foram reportados efeitos desta espécie sobre a
comunidade de espécies ectomicorrizicas. Assim sendo, o presente trabalho teve como
objectivo avaliar o potencial mecanismo antagonista do fungo saproéfita-lenhicola
H. fasciculare sobre o fungo ectomicorrizico P. tinctorius, em condigdes in vitro. A
escolha de P. tinctorius deveu-se ao facto (i) de se tratar de um fungo ectomicorrizico,
que ocorre naturalmente nos povoamentos de C. sativa na regido transmontana, (ii) por
possuir uma vasta distribui¢do geografica, formando associa¢des simbiodticas com raizes
de mais de 20 géneros de plantas hospedeiras (Cairney & Chambers, 1997), inclusive
com o castanheiro (Martins et al., 1996; Martins et al., 1997; Martins, 2004), ¢ (iii) por
a micorriza¢do com P. tinctorius demonstrar efeitos positivos em plantas de castanheiro

(Martins et al., 1996; Martins et al., 1997; Martins, 2004).

Apoés caracterizacdo morfologica e molecular dos fungos interactuantes
(H. fasciculare e P. tinctorius), o(s) mecanismo(s) antagonista(s) adoptado pelo fungo
H. fasciculare foi avaliado pelo crescimento radial e analise morfoldgica (macroscopica
e microscopica) das colonias flingicas interactuantes. Aspectos particulares relacionados
com a agressividade de H. fasciculare foram igualmente estudados pela avaliagdo da

acidificagdo do meio de interacgao.

Os estudos desenvolvidos permitirdo avaliar a interac¢do estabelecida entre os
fungos H. fasciculare e P. tinctorius, a qual podera ser relevante para o estabelecimento
de medidas que permitam a sobrevivéncia e a persisténcia de espécies fungicas
ectomicorrizicas num determinado ecossistema do solo, com consequéncias ao nivel da

produtividade agricola e florestal.
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Aspectos morfologicos de Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare

Os esporocarpos de Pisolithus tinctorius desenvolveram-se a superficie do solo do
souto, apresentando uma forma globosa, piriforme ou clavada, com cerca de 5-20 cm de
altura e 4-10 cm de largura (Figura 4.2). Os carpoforos apresentaram uma cor
amarela-acastanhada, por vezes apresentando manchas escuras a superficie. Quando
seccionados, os carpdéforos revelaram uma massa de esporos (gleba), os quais se
encontravam em compartimentos de forma oval ou circular, os peridiolos. Os
peridiolos, localizados na metade superior do corpo de frutificagdo, apresentaram
coloracdo acastanhada devido a maturagdo dos esporos, enquanto que aqueles contendo
esporos em vias de maturagdo apresentaram cor amarelada. Os carpdforos desta espécie
ocorreram predominantemente em solos de soutos adjacentes ao estudado e sujeitos a

mobilizagdes frequentes, tendo sido registados durante ambas as épocas de frutificacdo,

mais raramente na Primavera (Capitulo 3).

Figura 4.2 Aspecto macroscopico de carpoforos de Pisolithus tinctorius inteiros e seccionados. Sdo
visiveis a gleba com peridiolos amarelos junto a estipe ¢ amarelos-acastanhados na metade superior do
corpo de frutificacdo.

Os esporocarpos de Hypholoma fasciculare desenvolveram-se a superficie do solo
do souto estudado, em tufos cespitosos, durante o Outono e principios de Inverno. Os
carpoforos apresentaram um pileo de convexo a hemisférico, passando a aplanado com
a maturagdo (Figura 4.3). O pileo de coloragdo amarelo-sulfuroso-vivo, exibindo por
vezes o vértice alaranjado, apresentou um didmetro varidvel de 2 a 6 cm. As laminas
eram apertadas e sinuadas, apresentando uma coloragdo amarelo-sulfuroso-claro, nos

exemplares jovens, e amarelo-esverdeado, nos exemplares mais maduros. O estipe com
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5-12 cm de altura e 3-10 mm de largura, apresenta coloracao amarelo-sulfuroso, mais
clara ou mais escura, consoante o grau de maturagdo dos exemplares. Nalguns
exemplares foi ainda possivel observar uma zona anilhada membranosa. A carne
apresentou uma coloragdo amarelo-sulfuroso, exibindo um aroma agradavel e sabor

amargo.

Figura 4.3 Aspecto macroscopico de carpoforos de Hypholoma fasciculare, evidenciando o seu
aparecimento em tufos cespitosos, junto ao colo de castanheiro (A) e em povoamentos mistos de
Castanea sativa-Pinus pinaster (B).

Quando em crescimento no meio de cultura sélido Melin-Norkrans (pH 6,6), as
colonias de P.tinctorius apresentaram o micélio com uma coloragdo amarelo-
acastanhado, mais escura no centro (Figura 4.4). Em toda a superficie da colonia
observou-se crescimento de micélio aéreo de cor amarelo-acastanhado e com aspecto
algodonoso. As margens apresentaram-se regulares. No reverso, a coldnia exibe uma
coloragdo amarelo-acastanhado, ligeiramente mais escuro no centro, ndo evidenciando

exsudagao de compostos pigmentados para o meio de cultura.

As colonias de H. fasciculare, quando cultivadas em meio de cultura sélido Melin-
Norkrans (pH 6,6), apresentaram um micélio com colora¢do branca (Figura 4.4). No
decurso do seu crescimento, as colonias revelaram altera¢des nas suas caracteristicas
morfologicas. No inicio da inoculagdo, as colonias apresentaram um crescimento
estriado (semelhante a corddes) e com as margens regulares, desenvolvendo depois um
micélio muito pruinoso (coberto de uma camada poeirenta ou farinhenta), sobretudo no

centro da coldnia, e exibindo margens irregulares.
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Figura 4.4 Aspecto macroscopico das colonias de Pisolithus tinctorius (A) e de Hypholoma fasciculare
(B) em meio de cultura s6lido Melin-Norkrans (MMN), pH 6,6. Apresentam-se igualmente as diferengas
macroscépicas entre as colonias de H. fasciculare com 30 (B) e 10 dias (inserto) apos inoculagao.

Quando observadas em microscopia Optica, as hifas de P. tinctorius,
apresentaram-se septadas, com paredes grossas, ¢ com um didmetro variavel de 5,5 a
6,5 um (Figura 4.5A). Foram igualmente evidenciadas ansas de anastomose, que
promovem a ligacdo entre dois compartimentos continuos das hifas, de modo a garantir
a manutenc¢do do micélio num estado dicaridtico aquando da divisdo celular. As hifas de
H. fasciculare apresentaram-se com paredes finas ¢ com um didmetro regular de cerca
de 2,5 um (Figura 4.5B). Para além de muito mais finas, estas hifas apresentavam-se
muito ramificadas. Nas suas extremidades eram visiveis multiplos artrosporos que se
apresentam em forma de cadeia, podendo por vezes observar-se a formagao de circulos

(Figura 4.5C).

4.2.2 ldentificagdo molecular de H. fasciculare e P. tinctorius

A identificagdo molecular do fungo isolado a partir de carpoforos de Amanita
muscaria e de P. tinctorius foi efectuada pela amplificacdo termociclica da regido ITS
do rDNA nuclear, utilizando o par de iniciadores nucleotidicos ITSS5FO e ITS4RE. A
amplificagdo de DNA gendmico de ambos os fungos resultou num Unico fragmento de
700 pb (Figura 4.6). Apds reamplificacdo e purificacdo, ambos os fragmentos foram

sequenciados, utilizando os mesmos iniciadores.
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Figura 4.5 Aspectos microscopicos de Pisolithus tinctorius (A) e de Hypholoma fasciculare (B, C). A
presenga de hifas septadas (seta com trago duplo) e de ansas de anastomose (seta com trago simples) esta
evidenciada em P. tinctorius (A) e a formagdo de artrosporos em H. fasciculare (C). Barra 50pum (A, B);
25um (C).
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Figura 4.6 Analise electroforética dos produtos resultantes da amplificagdo de DNA genomico de
Hypholoma fasciculare (1) e Pisolithus tinctorius (2), na presenga dos iniciadores nucleotidicos ITSSFO
e ITS4RE. A electroforese foi realizada em gel de agarose 1,2% (p/v). MM - marcador de massa
molecular (100 pb DNA Ladder).

A sequéncia nucleotidica correspondente a regido ITS do rDNA nuclear do fungo

isolado de carpdéforos de Amanita muscaria encontra-se representada na figura 4.7. Esta
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sequéncia compreende 655 pb e inclui a regido ITS1 (com 274 pb) e ITS2 (com 220 pb)
e a regido codificante correspondente ao gene 5,8S com 161 pb. Ambas as regides ITS1
e ITS2 ndo se encontram completas, devido a utilizacdo dos iniciadores ITS5FO e
ITS4RE que ndo flanqueiam essas regides na totalidade. Quando efectuada a analise
comparativa da sequéncia nucleotidica obtida com regides ITS de rDNA de outras
espécies fungicas, foram obtidos valores de identidade de 99,0% com
Hypholoma fasciculare (n° acesso DQ320134), o que confirmou a identidade do fungo

isolado.

GAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAATAAACCTGGCTTGGTTGATGCTGGTCTTTTCGGAGACATGTGCACACCTTGTCAT 100

CTTTATATCTCCACCTGTGCACCTTTTGTAGACCTGGATTCAACTTTCCGAGGAAACTTGGTTGTGAGGAATTGCTTAATAGGCTTTCCTTGTTAGTTTC 200

CAGGGCTATGTTTTCATATACACCTTAAGAATGTAACAGAATGTCATTATTAGGCTTAATTGCCTTATAAACTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCT 300
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT 400
GGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCTTTATTAACTTTTTGGTTAGTAAGTGGATTGGAAGTGGGGGCATGTTGGTTTC 500
TTCATTGAAATAAACTCCCCTGAAATGCATTAGCTGGTTGCCTTGTGCGAACATGTCTATTGGTGTGATAATTATCTACGCCGTGGGCTATTTGCCGTTT 600

ATAGCACTGCTTATAATCGTCTGTTCATTCAGACAATATATGACAATTTGACCTC 655

Figura 4.7 Sequéncia nucleotidica da regido ITS do rDNA do fungo isolado a partir de carpéforo de
Amanita muscaria. A regido codificante do gene 5,8S encontra-se sombreado a rosa e as regides nio
codificantes ITS1 e ITS2 encontram-se, respectivamente, indicadas com letra azul e verde. Os numeros a
direita referem-se aos nucledtidos.

A sequéncia nucleotidica correspondente a regidao ITS do rDNA de P. tinctorius
encontra-se representada na figura 4.8. A sequéncia compreende 492 pb e inclui a
regido ITS1 (com 105 pb) e IST2 (com 225 pb) e a regido correspondente ao gene 5,8S
com 162 pb. A andlise comparativa da sequéncia nucleotidica com regides ITS do
rDNA de outras espécies fungicas revelou valores de identidade de 99,0% com o

P. tinctorius (n° de acesso AF374707), confirmando assim a sua identificag@o.

O alinhamento das sequéncias nucleotidicas de H. fasciculare e P. tinctorius com
regioes ITS do rDNA nuclear de outras espécies macrofiingicas mostraram uma elevada
conservagao na sequéncia, de cerca de 160 pb, correspondente ao gene 5,8S (Figura

4.9). As regides nado codificantes ITS1 e ITS2 apresentaram-se mais variaveis.
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ACACACCTCACGTGCACCCCATTCGCAAGGGCCCTTCGGGACCCGCGCGTTTCATCTCCGACTCGCATGTCTACAGAATGTCGATAGCATTTGATATATA 100
TAAAAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATCGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGATTTTCCGTGAAT 200
CATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATCGAAATCTCAAACCAAGCTTTTCTTGACTTCGGT 300
CGAAGGCTCGGGTTTGGACCGTTGGGAGTCTGCGGGCGACGCATGTCGTCGGCTCTCCTGAAATGCATTAGCGGTGGGCATGCAAGTCTTGCTTGGCACC 400

AGCCTCTCCCGGCGTCATAGTGATCGTCGCGGGCTGTCCAGCTGCAAGGGACATGTCCCATGCTTCTCCAACTTTGCGAGCCCCTCTCCTGG 492

Figura 4.8 Sequéncia nucleotidica da regido ITS do rDNA de Pisolithus tinctorius. A regido codificante
do gene 5,8S encontra-se sombreado a rosa e as regides ndo codificantes ITS1 e ITS2 encontram-se,
respectivamente, indicadas a azul e verde. Os numeros a direita referem-se aos nucledtidos.
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Figura 4.9 Alinhamento de sequéncias nucleotidicas, que flanqueiam os iniciadores oligonucleotidicos
ITS5FO e ITS4RE, de diversas espécies de asco- e basidiomicetos. A regido codificante do gene 5,8S esta
indicada com uma linha rosa. As regides ndo codificantes ITS1e ITS2 do rDNA estdo indicadas com uma
linha azul e verde, respectivamente. As sequéncias foram alinhadas com o programa MegAlign
(DNASTAR) utilizando o método Clustal. Os residuos nucleotidicos conservados encontrados nas
sequéncias analisadas estdo sombreadas a preto. (ver anexo II para os numeros de acesso).
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Figura 4.9 Continuagéo.
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Figura 4.9 Continuagéo.

A arvore filogenética, construida com base no alinhamento de sequéncias
nucleotidicas correspondentes aos fragmentos de varias espécies macrofiingicas,
pertencentes as classes ascomicetos e basidiomicetos, confirmam a classificacdo de
H. fasciculare e P. tinctorius em grupos taxonémicos distintos (Figura 4.10). Ambas as
espécies integram a classe basidiomicetos (sombreada a azul), perfeitamente distinta dos
fungos da classe ascomicetos (sombreada a rosa), mas pertencem a ordens distintas. A
espécie H. fasciculare encontra-se integrada na ordem Agaricales e familia
Strophariaceae, apresentando-se filogeneticamente muito proxima de outras espécies

que integram a mesma ordem e familia, como por exemplo com Pholiota nameko. A
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espécie P. tinctorius pertence a ordem Boletales e familia Sclerodermataceae. A sua
relacdo filogenética ¢ muito proxima com outras espécies que integram a mesma ordem

e familia, como por exemplo com Scleroderma bovista.
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Figura 4.10 Arvore filogenética representando a relagdo entre a regido ITS do rDNA de Hypholoma
fasciculare e de Pisolithus tinctorius com a de outras espécies de basidiomicetos e ascomicetos. As
sequéncias nucleotidicas foram alinhadas através do programa MegAlign (DNASTAR), pelo método de
Clustal utilizando a tabela dos pesos residuais PAM250. O comprimento de cada par de ramos representa
a distancia entre cada par de sequéncias. A escala que se encontra sob a arvore mede a distancia entre as
sequéncias (ver anexo Il para os nlimeros de acesso).

4.2.3 Efeito da interacgéo P. tinctorius - H. fasciculare no crescimento micelial

A interacgao P. tinctorius-H. fasciculare (Pt-Hf) foi avaliada no que se refere ao
crescimento micelial pela determinag@o dos raios das coldnias (interno, na regido inter-
in6culos e externo, nas regides diametralmente opostas), ao longo de 19 dias. Como
controlo foram efectuadas culturas com dois indculos da mesma espécie, P. tinctorius -

P. tinctorius (Pt-Pt) e H. fasciculare - H. fasciculare (Hf-Hf).

O fungo H. fasciculare revelou exercer um efeito inibitério no crescimento de

P. tinctorius na regido inter-indculos e nas regides diametralmente opostas (Figura 4.11,
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4.12). Ao comparar o crescimento verificado na co-cultura com o fungo interactuante
(Pt-Hf) ou com um in6culo da mesma espécie (Pt-Pt), verifica-se que a inibicdo no
crescimento de P. tinctorius foi notdria logo nos primeiros dias apds inoculagdo, sendo
mais evidente na regido inter-indculos que nas regides diametralmente opostas. De
facto, o efeito inibitorio no crescimento de P. tinctorius foi observado ao fim de 4-6 dias
de co-cultura Pt-Hf, com percentagens de reducdo de crescimento significativas em

relacio ao controlo Pt-Pt, de 26% (raio interno) e 36% (raio externo).
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Figura 4.11 Crescimento de colénias de P.tinctorius e H. fasciculare em co-cultura, avaliadas por
medic¢do do raio interno, na regido inter-indculos (A) e raio externo, nas regides diametralmente opostas
(B), ao longo de 19 dias apds inoculagdo. As coldnias cresceram em co-cultura: P.tinctorius (Pt) -
H. fasciculare (Hf), P. tinctorius - P.tinctorius (Pt controlo), H. fasciculare - H. fasciculare (Hf
controlo). As linhas a tracejado indicam o momento a partir do qual as coldnias interactuantes
estabeleceram contacto. A barra indica média + ep (n=6).
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Apos este periodo, as percentagens de reducdao de crescimento do raio externo de
P. tinctorius foram praticamente constantes, apresentando valores significativamente
diferentes do controlo entre 27% e 34% (Figura 4.12). Pelo contrario, a inibi¢do no
crescimento de P. tinctorius na regido inter-indculos foi aumentando ao longo do tempo
do ensaio, tendo sido observado, ao fim de 12 dias de co-cultura Pt-Hf, um maximo de
inibi¢do de crescimento de 49% em relagdo ao controlo Pt-Pt. De salientar que o efeito
inibitoério no crescimento de P. tinctorius ocorreu muito antes de se ter estabelecido

qualquer contacto fisico entre as coldnias, o qual foi somente observado ao fim de 22

dias de co-cultura.
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Figura 4.12 Diferengas de crescimento percentual, do raio interno e externo de coldnias de H. fasciculare
(Hf) e P. tinctorius (Pt) em co-cultura Pt-Hf, em relagdo a colonias em co-cultura controlo Hf-Hf e Pt-Pt.
A existéncia de diferencas estatisticas relativamente aos respectivos controlos, para 0 mesmo tempo de
interacgao, ¢ indicada por * para p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.

Contrariamente ao verificado para P.tinctorius, as colonias de H. fasciculare
exibiram maior crescimento na regido inter-in6culos, quando em co-cultura com o
P. tinctorius (Pt-Hf) do que no controlo (Hf-Hf) (Figura 4.11, 4.12). Apds 17 e 19 dias
de co-cultura Pt-Hf foram registados aumentos significativos do raio interno das
coldnias de 50% e 64% em relagdo ao controlo Hf-Hf, respectivamente. Pelo contrario,
ndo foram registadas diferencas significativas entre o crescimento do raio externo das

colonias de H. fasciculare quando em cultura com P. tinctorius ou com H. fasciculare.
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Uma vez que se estabeleceu contacto fisico entre as colonias de P. tinctorius, ao
fim de 12 dias de co-cultura Pt-Pt, utilizaram-se os valores de crescimento aos 10 dias
de cultura para evidenciar as diferencas de crescimentos de ambos os fungos, nas
diferentes condig¢des de crescimento (Figura 4.13). Tal como detectado anteriormente, o
fungo H. fasciculare reduziu significativamente o crescimento do raio interno (cerca de
47%) e externo (cerca de 27%) de P. tinctorius em co-cultura Pt-Hf, quando comparado
com o controlo Pt-Pt. Contrariamente, ndo foram observadas diferencas significativas
nas taxas de crescimento do raio interno e externo de H. fasciculare quando em cultura
com P.tinctorius (Pt-Hf) ou com H. fasciculare (Hf-Hf). Contudo, nas colonias
controlo Hf-Hf a taxa de crescimento do raio interno do fungo foi ligeiramente inferior
(em cerca de 13%) face ao raio externo, situacdo nao observavel para mesma espécie

fingica em co-cultura Pt-Hf.
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Figura 4.13 Crescimento das colénias de Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare em co-cultura ao
fim de 10 dias apos inoculagdo. O crescimento foi avaliado na regido inter-inoculo (raio interno - R. int),
e na regido diametralmente oposta (raio externo - R. ext), em colonias em co-cultura P.tinctorius -
P.tinctorius (Pt-Pt), P. tinctorius - H. fasciculare (Pt-Hf), H. fasciculare - H. fasciculare (Hf-Hf). A barra
indica média £ ep (n=6). Os valores indicados com letras diferentes diferem estatisticamente ao nivel de
p<0,05 na mesma espécie fungica.

4.2.4 Caracterizagdo morfologica das co-culturas
Aspectos macroscopicos

A caracterizagcdo morfologica das co-culturas Pt-Hf e dos controlos Pt-Pt e Hf-Hf

foi efectuada macroscopicamente, ao longo de 25 dias de interac¢do (Figura 4.14). O
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fungo H. fasciculare apresentou, até aos 12 dias apés inoculagao, um crescimento radial
uniforme em ambos os tipos de ensaio (Pt-Hf e Hf-Hf). Ao fim de 17 dias de co-cultura
com P.tinctorius (Pt-Hf), as colonias de H.fasciculare apresentaram margens
irregulares e micélio menos denso. Apesar de também ter sido evidente a formagado de
margens irregulares no controlo Hf-Hf, a diminui¢do da densidade do micélio nao foi
observada. Apos o estabelecimento de contacto fisico entre as coldnias fingicas na co-
cultura Pt-Hf, o micélio de H. fasciculare cresceu a volta da colénia de P. tinctorius,
acabando por envolvé-lo completamente e ocupar toda a superficie do meio de cultura

ao fim de 40 dias de co-cultura (resultados nao apresentados).

Na presenga de H. fasciculare, o fungo P. tinctorius apresentou desde o inicio
alteracdes significativas do seu crescimento, quando comparado com o ensaio controlo
(Pt-Pt) (Figura 4.14). Apesar de até aos 6 dias de co-cultura Pt-Hf, se ter verificado um
crescimento radial e uniforme, verificou-se que o micélio era mais denso ¢ compacto e
com menor crescimento aéreo, que nas colonias de P. tinctorius em crescimento no
ensaio controlo Pt-Pt. Este aspecto foi sobretudo mais notorio apds os 17 dias de co-
cultura Pt-Hf, havendo a clara distingdo entre o micélio da regido inter-indculos e da
regido diametralmente oposta. Verificou-se ainda, ocorréncia da produgdo extracelular
de um pigmento acastanhado, que se acumulava sobretudo na zona envolvente das
colonias de P. tinctorius (pouco evidente na Figura 4.14). A producdo deste pigmento
foi notdria ao fim de 10-12 dias de cultura e intensificou-se ao longo do tempo de

interacgao.

Curiosamente, nos ensaios controlo Pt-Pt e Hf-Hf, foram detectadas diferengas no
crescimento das respectivas colonias. Enquanto que no crescimento dos dois indculos
de P. tinctorius ocorreu sobreposi¢do dos dois micélios, havendo coalescéncia das duas
colonias apods 10 dias de cultura, o micélio de ambas as colonias de H. fasciculare nunca
se sobrepos, parecendo evitar ocupar o mesmo espago de crescimento (Figura 4.14).
Este padrdo de crescimento no fungo H. fasciculare foi mantido durante todo o ensaio
verificando-se, ao fim de 40 dias de cultura, a ocupacao de toda a superficie do meio de
cultura e auséncia de sobreposi¢cdo de micélio de ambas as colonias fungicas (resultados

nao apresentados).
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H. fasciculare-H. fasciculare  P. tinctorius-H. fasciculare P. tinctorius-P. tinctorius

4 dias

6 dias

10 dias

12 dias

17 dias

19 dias

25 dias

Figura 4.14 Aspecto morfologico das co-culturas estabelecidas entre H. fasciculare - H. fasciculare (Hf-
Hf), P. tinctorius - H. fasciculare (Pt-Hf) e P. tinctorius - P. tinctorius (Pt-Pt), no decurso de 25 dias apos
inoculagdo.
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Aspectos microscopicos

A regido de contacto de ambos micélios das co-culturas Pt-Hf e controlos Pt-Pt e
Hf-Hf, detectada aos 25 dias de interacc¢do, foi observada por microscopia Optica e
electrénica de varrimento. Contrariamente ao observado para a zona de contacto das co-
culturas controlo Pt-Pt ¢ Hf-Hf, em que ndo se registaram alteracdes morfoldgicas das
hifas, na zona de interac¢ao da co-cultura Pt-Hf foram evidenciadas drasticas alteracdes
morfoldgicas (Figura 4.15). As imagens de microscopia Optica revelaram que essas
alteragdes ocorriam somente nas hifas do fungo P. tinctorius, cuja identificacdo se
baseou pelo maior didmetro das suas hifas e pela presenca de ansas de anastomose. As
alteragdes mais comuns observadas foram a granulagdo do protoplasma das hifas (setas
simples nas Figuras 4.15A, C), associado frequentemente a um pronunciado colapso das
mesmas (seta dupla na Figura 4.15A), restricao das hifas (seta simples na Figura 4.15B),
destrui¢do parcial da parede das hifas (seta simples na Figura 4.15D) e 4pice das hifas
com uma forma atipica (setas simples na Figura 4.15E) ou com a formacao de estruturas

semelhantes a vesiculas (seta dupla na Figura 4.15B).

Na zona de interac¢do Pt-Hf foi ainda observada a presenga de um grande nimero
de estruturas cristalinas, que se encontravam fortemente aderentes a superficie das hifas
de P. tinctorius (setas simples na Figura 4.15F-H). A presenca de cristais foi confirmada
por microscopia electronica de varrimento, a qual evidenciou cristais de dimensdo
varidvel, apresentando um aspecto laminado e podendo encontrar-se livres, sobrepostos
ou incrustados uns nos outros (setas simples na Figura 4.151, J). O sistema de
microanalise por Raio-X por espectroscopia de energia dispersiva, associado ao
microscopio electrénico de varrimento, revelou que estes cristais eram compostos por
calcio, sendo muito provavelmente cristais de oxalato de célcio. Nas co-culturas

controlo Pt-Pt e Hf-Hf ndo foi detectada a presenca destes cristais.

4.2.5 Deteccéao de acidificagdo do meio de interaccao

A acidificacao do meio de interac¢ao das co-culturas Pt-Hf e controlos Pt-Pt e Hf-
Hf foi avaliada por alteragdo de cor do meio de cultura, na presenga de azul de

bromocresol (indicador de pH), ao longo de 12 dias de co-cultura. Em todos os ensaios
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Figura 4.15 Imagens de microscopia Optica (A-H) e electronica de varrimento (I, J), na zona de
interacgdo entre as colonias de P.tinctorius e H.fasciculare, ao fim de 25 dias de co-cultura. O
significado das setas simples e duplas vem descrito no texto. Barra 25um (A-H) e 20um (I, J).
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ocorreu a acidificagdo do meio de cultura, revelado pela alteragdo da coloragdo azul-
purpura para amarelo (Figura 4.16). A acidificagdo do meio de cultura ocorreu logo no
inicio do ensaio, tendo-se observado acidificagdo da zona de crescimento de
H. fasciculare, no final de um dia de co-cultura. A acidificagio da regido de
crescimento de P. tinctorius foi detectada a partir dos dois dias de co-cultura. Apesar de
produzir halos de acidificagdo de menores dimensdes que H. fasciculare, as regides de
acidificacdo correspondentes a P. tinctorius apresentavam uma cor amarela mais escura,

indicadora de um valor de pH mais reduzido.

A acidifica¢do do meio de cultura foi aumentando com o concomitante
crescimento das coldnias, apresentando-se praticamente todo o meio de cultura amarelo,
ao fim de 12 dias de co-cultura, em todas as combinagdes fungicas (Figura 4.16).
Quando em cultura dupla Pt-Hf, o contacto dos halos de coloragdo dos fungos
P. tinctorius ¢ H. fasciculare ocorreu ao fim de 4 dias de interac¢do. Nas co-culturas
controlo Pt-Pt e Hf-Hf, o encontro dos halos de coloracao ocorreram ao fim de 5 ¢ 3

dias para os fungos P. tinctorius e H. fasciculare, respectivamente.
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H. fasciculare-H. fasciculare P. tinctorius- H. fasciculare P. tinctorius-P. tinctorius

1 dia

2 dias

3 dias

4 dias

6 dias

12 dias

Figura 4.16 Acidificacdo do meio de cultura promovido pelas co-culturas H. fasciculare - H. fasciculare
(Hf-Hf), P. tinctorius - H. fasciculare (Pt-Hf) e P. tinctorius - P. tinctorius (Pt-Pt), ao longo 12 dias de
interaccdo. O meio de cultura foi suplementado com azul de bromocresol, permitindo avaliar a
acidificag@o por alteracdo da colorac¢@o de azul-purpura para amarelo.

136



Capitulo 4 Estudo da Interaccdo: P. tinctorius — H. fasciculare

4.3 DISCUSSAO

Os microrganismos vivem no solo sob a forma de comunidades complexas, onde
tem lugar uma grande variedade de interac¢des. De modo a contribuir para o estudo do
efeito da populacao fungica saprofita sobre a ectomicorrizica, este trabalho pretende o
esclarecimento da interacgdo entre o fungo H. fasciculare, descrito como saprofita-
lenhicola, e o fungo ectomicorrizico P. tinctorius. Apesar de P. tinctorius ocorrer com
relativa frequéncia nos soutos transmontanos, tal como evidenciado pela presenca de
carpoforos desta espécie, para os estudos de interaccdo recorreu-se a um fungo da
colecgdo de Tiibingen (Alemanha). O fungo saprofita Hypholoma fasciculare foi
igualmente detectado no souto transmontano estudado. Neste caso, o fungo utilizado
nos estudos de interacc¢do correspondeu a um isolado obtido a partir de um carpoforo de

Amanita muscaria, carecendo a sua identifica¢do de confirmagao.

Identificacéo das espécies Pisolithus tinctorius e Hypholoma fasciculare

Os fragmentos resultantes da amplificagdo da regido ITS, do fungo de coleccdo
P. tinctorius e do isolado de H. fasciculare, possuem uma dimensdo aproximada de
700 pb, correspondente a gama de dimensdes descritas para a maioria das espécies
fungicas (Buscot et al., 2000). O alinhamento das sequéncias nucleotidicas com as
correspondentes regides ITS de outras espécies macrofiingicas revelou elevada
conservagdo na sequéncia correspondente ao gene 5,8S (cerca de 160 pb) e uma maior
variabilidade nas regides ITS1 e ITS2. E precisamente esta elevada variabilidade nas
sequéncias ITS, que permite estudos de identificacao e de filogenia de espécies fungicas
(White et al., 1990; Henrion et al., 1992; Redecker et al., 1999; Anderson et al., 2001;
Diez et al., 2001; Gomes et al., 2002; Moyerson et al., 2003; Oda et al., 2004).
Adicionalmente, estas regides caracterizam-se por apresentarem reduzida variabilidade

intra-especifica o que reforga a sua utilizagdo nestes estudos (Buscot et al., 2000).

A andlise comparativa das sequéncias nucleotidicas corrrespondentes as regides
ITS do fungo de colecgdo P. tinctorius e do isolado de H. fasciculare, com regides ITS
de rDNA de outras espécies fungicas, permitiu confirmar a identificacdo destas duas
espécies. Para ambas as sequéncias foram obtidos valores de identidade de 99,0% com a
sequéncia de P.tinctorius (n° de acesso AF374707) e de H.fasciculare (n°acesso

DQ320134), respectivamente. Adicionalmente, a arvore filogenética, construida com
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base no alinhamento das sequéncias nucleotidicas da mesma regido ITS de varias
espécies de ascomicetos e basidiomicetos, confirmou a classificagdo de H. fasciculare e
P. tinctorius. Por esta analise, a espécie H. fasciculare foi incluida no agrupamento de
membros da ordem Agaricales e familia Strophariaceae, apresentando-se
filogeneticamente relacionada com Pholiota nameko, espécie que integra a mesma
ordem e familia. De igual modo, a espécie P. tinctorius agrupou com outras espécies
pertencentes a ordem Boletales e familia Sclerodermataceae, como ¢ o caso de
Scleroderma bovista. Apesar desta relagdo filogenética, alguns autores consideram que
P. tinctorius pertence a uma nova familia, a Pisolithaceae, sendo esta a classificagdo

adoptada no Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Alteracdes de crescimento das espécies interactuantes

O estudo da interacg¢do entre o fungo saprofita H. fasciculare e o ectomicorrizico
P. tinctorius foi efectuado recorrendo-se ao método da cultura dupla em condi¢des
estéreis (in vitro). Neste trabalho, foi utilizado como meio de interac¢do um meio de
cultura, mas poderia igualmente ter sido utilizado serrim ou pedagos de madeira estéreis
tal como descrito por diversos autores (Dowson et al., 1988c; Nicolotti & Varese, 1996;
Woods et al., 2005; Cox & Scherm, 2006; Woods et al., 2006). A inocula¢do do meio
de interac¢do foi efectuada por transferéncia de indculos de agar retirados da regido
periférica de culturas fingicas em crescimento activo, tal como tem sido descrito para o
estudo de interac¢des com fungos saprofitas (Woods et al., 2005; Cox & Scherm, 2006),
mas poderiam igualmente ter sido utilizados pedacos de madeira previamente
colonizados pelo fungo (Dowson et al., 1988c). Alguns estudos de interacgdo com
fungos saprofitas tém igualmente sido efectuados em condigdes ndo estéreis, utilizando
solo e/ou pedagos de madeira ndo esterilizados, como meio de interac¢do (Dowson et
al., 1988c; Donnelly & Boddy, 2001; Wells & Boddy, 2002). Nestes casos, a inoculagdo
¢ frequentemente feita pela transferéncia de indculos de serrim e/ou de pedagos de
madeira, previamente colonizados com os fungos (Dowson et al., 1988c; Donnelly &
Boddy, 2001; Wells & Boddy, 2002). Os testes in vitro, apesar de praticos, constituem
apenas uma primeira abordagem na avaliagdo da capacidade antagonista de um
determinado fungo assim como dos mecanismos antagonistas por ele adoptados. E
recomendavel que os testes de antagonismo sejam continuados por ensaios realizados

sob condi¢des naturais de campo (testes em campo). Estes ensaios podem ser efectuados
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sobre o tecido da planta (normalmente superficies de corte efectuadas nos troncos das
arvores) (Woods et al., 2006) ou em solo (Dowson et al., 1988a; Dowson et al., 1988b).
Em ambos os casos, a inoculacdo ¢ normalmente feita pela transferéncia de indculos de
serrim e/ou de pedagos de madeira, previamente colonizados com os fungos (Dowson et

al., 1988a; Dowson et al., 1988b; Woods et al., 2006).

Nas co-culturas P. tinctorius - H. fasciculare (Pt-Hf) foi evidenciada uma
altera¢do no crescimento de P. tinctorius, mas ndo de H. fasciculare, em relagdo as co-
culturas controlo (Hf-Hf, Pt-Pt). De facto, a presenca de H. fasciculare mostrou um
significativo efeito inibitério no crescimento de P.tinctorius, observado antes da
ocorréncia de contacto fisico entre as coldnias fungicas. A ac¢ao inibitoria de fungos
saprofitas-lenhicolas no crescimento de algumas espécies fingicas patogénicas, do solo
e de sementes, foi j4 assinalada em diversos estudos de interaccdo realizados em cultura
dupla (Nicolotti & Varese, 1996; Calistru et al., 1997; Perell6 et al., 2003; Aggarwal et
al., 2004; Cox & Scherm, 2006). De entre estes, destacam-se algumas espécies
pertencentes ao género Trichoderma (Nicolotti & Varese, 1996; Calistru et al., 1997,
Perell6 et al., 2003) e as espécies Chaetomium globosum (Aggarwal et al., 2004),
Ganoderma lucidum, Schizophyllum commune, Xylaria hypoxylon (Cox & Scherm,
2006), Hypholoma fasciculare (Nicolotti & Varese, 1996; Cox & Scherm, 2006),
Verticillium bulbillosum, Phanerochaete velutina, Mucor hiemalis ¢ Phoma fimeti
(Nicolotti & Varese, 1996). No entanto, a ac¢do inibitéria de fungos saprofitas-
lenhicolas no crescimento de fungos ectomicorrizicos nem sempre se mostrou evidente,
podendo ocorrer respostas de interac¢ao contraditdrias, dependendo da dimensao do
inoculo da espécie fungica lenhicola utilizada na co-cultura (Lindahl et al., 2001) e da
combinagdo de espécies fungicas. Por exemplo, recorrendo ao método de cultura dupla
in vitro em meio de cultura, verificou-se que o fungo saprofita T. harzianum inibia o
crescimento do fungo ectomicorrizico L. laccata (Zadworny et al., 2004), situagdo que
se alterou quando a co-cultura, realizada nas mesmas condicdes, era estabelecida com o

fungo saprofita Trichoderma virens (Werner et al., 2002).

Pelo facto da maioria dos estudos de interac¢do entre espécies saprofitas e
ectomicorrizicas serem efectuados em condigdes in vitro, utilizando meios de cultura
artificiais, tem sido sugerido que a ac¢do antagonista exibida pelos fungos
ectomicorrizicos contra os fungos saproéfitas ndo ¢ evidenciada por se encontrar

fortemente relacionada com a deficiéncia de nutrientes (Werner & Zadworny, 2003). No
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entanto, em condi¢cdes naturais, a deficiéncia nutricional ndo ¢ frequentemente
verificdvel uma vez que existe na rizosfera uma multiplicidade de microrganismos que
intervém na disponibilidade de nutrientes. Estas questdes colocam algumas restricdes
para o uso exclusivo dos testes in vitro, uma vez que na maioria das vezes os resultados
obtidos nestas condi¢des, nem sempre coincidem ou, as vezes, sdo opostos aqueles
obtidos em condi¢des ndo controladas (Boddy, 2000). Tem-se verificado que trabalhos
de interaccdo entre espécies flingicas ectomicorrizicas e saprofitas, realizados sob
condi¢cdes ndo estéreis, sdo contraditorios relativamente a acgdo antagonista dos
primeiros sobre os fungos saprofitas. Na interaccdo entre os fungos ectomicorrizicos
Suillus variegatus, Paxillus involutus e o fungo lenhicola H. fasciculare, efectuada em
solo ndo estéril, os fungos ectomicorrizicos apresentam uma ac¢do antagonista traduzida
pela reducdo no crescimento do fungo lenhicola e pela captagdo de nutrientes (fésforo)
deste para o fungo ectomicorrizico (Lindahl et al., 1999). Contudo, esta acgdo
antagonista ndo foi similar para as duas espécies ectomicorrizicas, apresentando a
espécie S. variegatus uma acg@o antagonista superior ao P. involutus. Utilizando uma
técnica de cultura e um substrato de interaccdo similar, foram descritos resultados
diferentes para o fungo ectomicorrizico Suillus bovinus quando em co-cultura com o
fungo lenhicola Phanerochaete velutina, verificando-se apenas redugdo no crescimento
do fungo micorrizico (Leake et al., 2001). A diminui¢do do crescimento do fungo
ectomicorrizico era ainda acompanhada pela reducdo da transferéncia de carbono da
planta hospedeira para o fungo ectomicorrizico, ¢ pelo aumento da acumulagdo de

carbono no fungo lenhicola.

Neste trabalho, ¢ descrita pela primeira vez a existéncia de uma acg¢ao inibitoria no
crescimento de P.tinctorius pelo fungo lenhicola H. fasciculare. A reducdo do
crescimento de P.tinctorius, verificada anteriormente ao contacto fisico entre as
colonias fungicas, sugere que o mecanismo antagonista adoptado pelo H. fasciculare,
pelo menos durante as fases iniciais da interac¢do, seja do tipo “antagonismo a
distancia” (Boddy, 2000). Trata-se de um mecanismo antagonista cujo efeito se
encontra associado a producdo de compostos volateis e/ou difusiveis, tais como
antibidticos (Inbar et al., 1996; Calistru et al., 1997; Boddy, 2000) ou metabolitos
extracelulares, e inclusive enzimas extracelulares (Heilmann-Clausen & Boddy, 2005).
Assim, € provavel que na inibi¢do do crescimento de P. tinctorius estejam envolvidos

este tipo de compostos produzidos pelo fungo H. fasciculare. Esta hipdtese parece ser
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corroborada pelos resultados obtidos relativos a acidificacado do meio de interac¢ao das
co-culturas P. tinctorius - H. fasciculare, provavelmente devida a produgdo de
compostos e/ou ides libertos para o meio de cultura pelos fungos em crescimento. De
facto, o contacto dos halos de coloragdao das duas espécies fingicas em co-cultura foi
coincidente com o aparecimento de diferencas significativas na redugdo de crescimento
do P.tinctorius, em relagdo ao respectivo controlo, sugerindo que a producdo de

compostos difusiveis sejam os responsaveis por tal reacgao.

A reduzida inibi¢do no crescimento, observada ao nivel do raio interno (em cerca
de 13%) das colonias fangicas controlo estabelecidas entre H. fasciculare -
H. fasciculare (Hf-Hf), face ao observado ao nivel do raio externo, sugerem um
comportamento muito agressivo e combativo desta espécie. Esta inibi¢do no
crescimento poderd resultar da competi¢do por espago ou inclusivamente por recursos

(Boddy, 2000).

Alteracfes morfoldgicas das espécies interactuantes

Durante a interac¢ao entre o fungo P. tinctorius e H. fasciculare (Pt-Hf), ¢ ainda
antes da ocorréncia de contacto fisico entre as coldnias interactuantes, registaram-se
alteragdes morfologicas macroscopicas ao nivel do micélio de P. tinctorius. Logo apds
6 dias de inoculagdo, o micélio de P.tinctorius adquiriu um aspecto mais denso e
compacto, € com menor crescimento aéreo em relacdo as colonias de P. tinctorius
controlo (Pt-Pt), que apresentavam predominancia de um micélio com crescimento
aéreo. Este aspecto tornou-se mais evidente na zona de interac¢do com o fungo
H. fasciculare, ao fim de 10 a 12 dias de cultura. Esta alteragdo morfologica em
P. tinctorius, podera constituir uma forma de tornar a colonia mais resistente a invasao
do H.fasciculare, a semelhanca do proposto para outras espécies fungicas que
desenvolvem mecanismos semelhantes em estudos de interac¢do (Boddy, 2000). O
aparecimento desta alteragdo morfologica no P.tinctorius, previamente ao
estabelecimento de contacto fisico com o H. fasciculare, sugere que esta possa ter tido
origem da exsudacdo de compostos sintetizados durante a interac¢do para o meio de

cultura. Nao estd esclarecido o mecanismo responsavel pela reducdo no crescimento

micelial aéreo. No entanto, ¢ sugerido que possa estar relacionado com alteragdes na
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producdo de metabolitos hidrofobicos ou, alternativamente, com o aumento da

actividade de lacase (Boddy, 2000).

As colonias de H. fasciculare apresentaram igualmente alteragcdes em co-cultura
com P.tinctorius. As margens das colonias em Pt-Hf apresentaram micélio menos
denso em relacdo as colonias controlo Hf-Hf, onde o micélio se distribuia
uniformemente. Esta redistribuicdio do micélio, correspondente ao aumento da
densidade do micélio nas zonas distais a zona de interac¢do, pode constituir um
mecanismo de resposta a presenga P.tinctorius. A semelhanca do referido para o
P. tinctorius, ¢ provavel que estas alteragdes morfologicas resultem de alteragdes na
actividade de enzimas (tais como a lacase) ou da producao de metabolitos hidrofébicos

(Boddy, 2000).

Na co-cultura estabelecida entre P. tinctorius - H. fasciculare, foi ainda possivel
observar a ocorréncia de um outro mecanismo antagonista, frequentemente verificado
na maioria das interac¢des fingicas, que consiste na “interferéncia de hifas” (Boddy,
2000). Este mecanismo que parecer ter lugar na interacg¢do P. tinctorius-H. fasciculare,
foi apenas evidente nos estddios mais avangados da interac¢do, apds o estabelecimento
de contacto fisico entre ambos os micélios interactuantes. Na zona de interacg¢do entre
os dois fungos interactuantes, as hifas de P.tinctorius apresentaram alteragdes
morfologicas tipicas deste mecanismo antagonista (Boddy, 2000; Woods et al., 2005),
tais como a granulacdo do protoplasma das hifas, associado a um pronunciado colapso e
restricdo das mesmas, apice com formas atipicas ou a formagdo de estruturas
semelhantes a vesiculas e ainda destruigdo parcial das hifas. Os mecanismos de
“interferéncia de hifas” sdo muito vulgares no seio dos fungos saprofitas-lenhicolas,
tendo sido demonstrada a sua participagdo em inumeros estudos de interac¢do com
diversas espécies de fungos ndo-patogénicos ou patogénicos do solo e de sementes,
realizados em cultura dupla (Nicolotti & Varese, 1996; Calistru et al., 1997; Pratt et al.,
1999; Vainio et al., 2001; Perell6 et al., 2003; Annesi et al., 2005; Woods et al., 2005;
Cox & Scherm, 2006). No que concerne a estudos de interaccdo com fungos
ectomicorrizicos, os resultados sdo contraditorios sendo possivel observar alteragdes
morfologicas em ambas as hifas fingicas interactuantes (saprofita e ectomicorrizica)
(Zadworny et al., 2004) ou entdo somente ao nivel das hifas do fungo saprofita (Werner

etal., 2002).
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O mecanismo de antagonismo por “interferéncia de hifas” ¢ caracterizado por uma
inibi¢do do crescimento e/ou indugdo da morte celular dos compartimentos celulares do
fungo opositor, como consequéncia de uma série programada de eventos de destrui¢cdo
citoplasmatica (Boddy, 2000; Woods et al., 2005). Apesar do mecanismo de
“interferéncias de hifas” nao estar perfeitamente esclarecido, pensa-se que possam estar
envolvidas a producdo de enzimas liticas e de metabolitos difusiveis ndo-enzimaticos,
nomeadamente de antibidticos, pelo fungo agressor. Estes ao alterarem a
permeabilidade da membrana plasmadtica das hifas antagonizadas, originam a sua
plasmolise e consequentemente a sua morte celular (Calistru et al., 1997; Boddy, 2000).
Esta interac¢do antagonista pode ainda ser mediada pela libertagdo de toxinas nao-
enzimaticas (Boddy, 2000). Face ao exposto, ¢ provavel que as alteragdes morfoldgicas,
observadas nas hifas de P.tinctorius, tenham sido originadas por este tipo de

metabolitos extracelulares produzidos pelo fungo H. fasciculare.

Neste trabalho, o efeito antagonista evidenciado por H. fasciculare contra
P. tinctorius parece assim ter resultado de varios mecanismos, tais como o
“antagonismo a distdncia’e “interferéncia de hifas”. Nestes mecanismos de
antagonismo poderdo estar envolvidos compostos exsudados pelo fungo que ao
entrarem em contacto com as hifas de P.tinctorius poderdo influenciar o seu
crescimento e funcionamento, e inclusivamente poderdo induzir a sua morte celular. Na
co-cultura estabelecida entre H. fasciculare e P.tinctorius foi igualmente possivel
observar, ao fim de 10-12 dias de interaccdo, a produgdo de um pigmento acastanhado
junto as margens das colonias de P. tinctorius, cuja intensidade aumentava com o
decorrer da interac¢do. Em estudos de interac¢do fungica, realizados em cultura dupla
em meio de cultura, ¢ frequente observar uma produgdo intra e/ou intercelular de
pigmentos (Calistru et al., 1997; Donnelly & Boddy, 2001; Murphy & Mitchell, 2001).
Embora nao esteja perfeitamente esclarecido qual o mecanismo indutor da produgao
deste tipo de pigmentos, pensa-se que possa constituir uma alteracdo no metabolismo
como consequéncia de um stresse (nutritivo ou outro) imposto por um organismo mais
agressivo (Calistru et al., 1997; Murphy & Mitchell, 2001), ou entdo podera ser o
resultado da oxidacao de compostos fenolicos pela fenoloxidase e peroxidase (Donnelly
& Boddy, 2001). E provavel que ambas as hipoteses estejam envolvidas na produgio de
pigmentos acastanhados pelo fungo P. tinctorius, quando em cultura com um fungo

mais agressivo, o H. fasciculare.
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Producdo de cristais de célcio como resposta da interac¢ao

Na zona de interacgdo entre P. tinctorius e H. fasciculare foram registadas, ao fim
de 25 dias de co-cultura, a presenga de um grande niimero de estruturas cristalinas
fortemente aderentes as hifas de P. tinctorius. A analise destes cristais por microanalise
por Raio-X, associada a microscopia electronica de varrimento, revelou uma
constitui¢do rica em célcio. Apesar destes cristais de calcio apresentarem dimensdo e
forma variavel, a maioria exibia um aspecto laminado, com morfologias muito similares
as apresentadas pelo oxalato de calcio produzido pelos fungos (Tait et al., 1999; Kolo &
Claeys, 2005). Assim, e apesar de ndo se ter estudado a sua composigdo, os resultados
obtidos sugerem que estas estruturas cristalinas possam ser cristais de oxalato de célcio.
As imagens de microscopia optica e electronica de varrimento ndo permitiram elucidar
qual a espécie fungica responsavel pela produgdo destas estruturas. Contudo, a forte
adesdo de cristais a superficie das hifas do fungo P. tinctorius, sugerem que esta espécie

possa ser a responsavel pela sua producao.

A deposicao de cristais de oxalato de célcio sobre a superficie das hifas fingicas é
um processo comum, tendo sido j& referida a sua producdo em inumeras espécies de
basidiomicetos, quando em crescimento em meio de cultura. De entre estas destacam-se
as espécies saprofitas-lenhicolas Coriolus versicolor, Heterobasidion annosum,
Pleurotus florida, Phanerochaete chryosporium, Agaricus bisporus, Amyloporia
xantha, Coniophora marmorata, C. puteana, Poria vaporaria (Dutton et al., 1993) e a
espécie ectomicorrizica Suillus bovinus (Sun et al., 1999). A deposigdo de cristais de
oxalato de célcio tem sido igualmente observada em ectomicorrizas formadas em
condi¢des naturais (solo) (Lapeyrie et al., 1987; Arocena et al., 2001; Massicotte et al.,
2005) ou em condigdes de in vitro mediante inoculagdes com as espécies fungicas
ectomicorrizicas Paxillus involutus (Lapeyrie et al., 1987), Piloderma spp. (Arocena et

al., 2001) e Rhizopogon roseolus (Casarin et al., 2003).

A producdo de oxalato de calcio pelos fungos resulta da reacc¢do entre o acido
oxalico, produzido pelos fungos, e o célcio presente no meio de crescimento (Kolo &
Claeys, 2005). De facto, a producdo de oxalato de célcio é considerada como um
processo de destoxificacdo do célcio presente no meio de crescimento do fungo, uma
vez que a existéncia de quantidades elevadas deste elemento pode exercer toxicidade
nas células fungicas (Lapeyrie et al., 1987; Sun et al., 1999; Tait et al., 1999; Kolo &

Claeys, 2005). Desta forma, é provavel que os cristais observados sobre a superficie das
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hifas de P. tinctorius tenham tido origem na reac¢do entre o acido oxalico e o calcio
presente no meio de cultura. Dado que a observacdo de cristais somente ocorreu na
interac¢do entre P. tinctorius - H. fasciculare, e nao nas interac¢des controlo Pt-Pt e Hf-
Hf, e sabendo que o meio de cultura foi idéntico em todos os ensaios, a produgdo de
cristais de oxalato de calcio parece ser uma consequéncia do processo de interaccao. A
acidificacdo do meio de cultura, observada na co-cultura P. tinctorius-H. fasciculare,
sugere que de entre outros compostos produzidos com propriedades acidas, possa estar
incluido o acido oxalico. No entanto, o aparecimento do halo de acidificacdo, em redor
de ambas as colonias fungicas interactuantes, foi igualmente visivel nas interacg¢des Pt-
Pt e Hf-Hf que ndao produziram cristais de oxalato de calcio, o que sugere que a
acidificagdo do meio ndo se deve exclusivamente a producdo de acido oxalico. De
qualquer modo, a acumula¢do de 4cido oxalico no meio de cultura observavel pela
rapida reducdo dos valores de pH, tinha sido ja referido em fungos decompositores
(Shimada et al., 1997). Nestes fungos, o acido oxalico actua principalmente no processo
de decomposicdo vegetal (madeira, entre outros) da celulose, hemicelulose e lenhina, ao
intervir em diversos mecanismos enzimaticos € ndo enzimaticos (Shimada et al., 1997).
A producdo de acido oxalico pelos fungos ectomicorrizicos encontra-se normalmente
associada ao aumento da disponibilidade de nutrientes para a planta hospedeira,
nomeadamente de fosforo e de ferro (Lapeyrie et al., 1987; Tait et al., 1999; Massicotte
et al., 2005). A produgdo de acido oxalico contribui igualmente para a patogenicidade
de diversas espécies fungicas fitopatogénicos, pela acidificacdo dos tecidos do
hospedeiro e pela sequestragdo de calcio das paredes celulares do hospedeiro,
facilitando assim a degradacdo da parede celular (Dutton & Evans, 1996). A deposi¢ao
de oxalato de calcio observada em alguns fungos pode ainda constituir uma barreira
fisica, conferindo dureza as suas hifas e, desta forma, contribuindo para a sua defesa
contra o ataque de fungos patogénicos (Arocena et al., 2001). O mecanismo envolvido
na producdo destes cristais e o seu papel na interac¢ao entre P.tinctorius e

H. fasciculare ainda necessita de ser esclarecido.
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5.1 INTRODUCAO
5.1.1 Simbiose ectomicorrizica

As plantas desenvolveram uma multiplicidade de estratégias de forma a
sobreviverem a grande diversidade de estimulos bidticos e abidticos. Uma das
estratégias adoptadas com sucesso pelas plantas consistiu no desenvolvimento de
associacoes mutualistas com fungos superiores de vida livre, fungos das classes
zigomicetos, ascomicetos e basidiomicetos, formando as ectomicorrizas (Smith & Read,
1997). Nesta relacdo mutualista, a planta hospedeira recebe nutrientes minerais por
intermédio do fungo e, em contrapartida, o fungo obtém compostos carbonados de

origem fotossintética.

A inicia¢do, o desenvolvimento e a manuten¢ao de uma simbiose ectomicorrizica
funcional envolve uma série de acontecimentos que ocorrem entre solo, fungo e raiz
(Tagu et al., 2002). Durante o estabelecimento ectomicorrizico, a planta possui a
capacidade de reconhecer e de se associar ao fungo. Por sua vez, o fungo consegue
aderir e penetrar na raiz, contornando os mecanismos de defesa da planta hospedeira. A
biodiversidade existente na rizosfera, designadamente de bactérias, fungos, nematodes e
de invertebrados, ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento da micorrizagdo

(Tagu et al., 2002).

No processo ectomicorrizico ¢ essencial que ocorra a troca de sinais entre o0s
simbiontes, para que seja reconhecida a sua compatibilidade e para que ocorra a
preparacdo de ambos os parceiros para as modificagdes fisiologicas e morfoldgicas
essenciais na formagdo dos Orgdos ectomicorrizicos (Figura 5.1) (Martin et al., 2001b;
Voiblet et al., 2001; Podila, 2002). E proposto que a iniciagdo ¢ a manutengio da
comunicagdo estabelecida entre os simbiontes se deva ao facto de ambos terem
desenvolvido moléculas sensoras (receptores ou moléculas sinalizadoras), responsaveis
pela rapida adaptag¢ao as modificagdes ambientais na imediacao das células radiculares
(Tagu et al., 2002). Adicionalmente, estas moléculas sensoras poderdo transferir intra-
celularmente os sinais ao nucleo, através de vias sinalizadoras, induzindo ou reprimindo
os genes especificos responsaveis pelo fendtipo ectomicorrizico. Assim sendo, a
formagdo de ectomicorrizas afigura-se como um processo de interac¢do, caracterizado
por uma sequéncia de eventos altamente regulados e coordenados (Martin et al., 2001b;

Voiblet et al., 2001).
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Até a data, a natureza molecular dos sinais emitidos (moléculas sinalizadoras),
bem como os mecanismos de reconhecimento e interac¢do dos parceiros simbidticos,
ndo se encontra perfeitamente esclarecida, tratando-se de uma érea de estudo muito

atractiva e promissora.

AMBIENTE

Solo Nut. Micro.| | Clim. Anim.

‘ Sinais ambientais ‘_
Controlo ¢ V v V N Controlo
genético # v v # % genético
/ Qs ) s N
: S ¥ 9 ‘
CELULA FONGICA N ELULA RADICULARI

—

intra . intra
PR ceptor ; ' Receptor Ncleo

Sinais inter-celulares

Programa

Programa
D

genetico
FENOTIPO MICORRIZICO

Figura 5.1 Comunicacgdes inter- e intra-celulares estabelecidas entre as hifas do fungo e as células
radiculares no desenvolvimento ectomicorrizico. Alteracdes ambientais podem desenvolver sinais que,
apos percepcdo por ambos os parceiros, sdo transduzidos para o ntcleo provocando modificagdes na
expressdo génica e consequentemente no fendtipo. S. intra — sinais intra-celulares, Nut. — nutrientes,
Micro. — microrganismos, Clim. — factores climaticos, Anim. — animais (incluindo o Homem) (adaptado
de Tagu et al., 2002).

5.1.1.1 Desenvolvimento ectomicorrizico

A formagdo de ectomicorrizas engloba normalmente quatro estddios: a pré-
colonizagdo, a iniciacdo, a diferenciacdo e o funcionamento (Figura 5.2) (Martin et al.,
2001b). Durante a pré-colonizagdo, ocorre a troca de sinais entre as raizes da planta e o
fungo simbionte, permitindo o reconhecimento da compatibilidade da simbiose. A raiz e
o micélio fungico iniciam entdo o seu crescimento até ao estabelecimento de contacto
fisico (iniciacdo). Depois do contacto, as hifas crescem gradualmente por entre as

células da epiderme e do cortex radicular, formando os 6rgaos ectomicorrizicos manto e
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rede de Hartig (diferenciagdo) e inicia-se a transferéncia bidireccional de nutrientes
(funcionamento). Durante as diferentes etapas envolvidas na morfogénese
ectomicorrizica, especialmente na germinagdo dos esporos fiingicos, na quimioatrac¢ao
entre fungo-raiz, na adesdo e penetragdo do fungo na raiz, ¢ no desenvolvimento de
estruturas micorrizicas (manto e rede de Hartig), a permuta de sinais entre os simbiontes

¢ fundamental (Tagu et al., 2002).

Quimiotropismo
Sinais rizosféricos
Fase de pré-colonizacdo i

Fase de iniciacdo =

Diferenciacao das hifas

Morfogénese fungica &‘ % Morfogénese radicular

Fase de diferenciacao Matriz
————————————————————————————————————— extracelular -----------------------~-—-~-~——-

Proliferagao das hifas <::ﬂ:> Formacao de raizes secundarias
Alteragdes do citoesqueleto Alongamento das células epidérmicas

Fase de funcionamento

Figura 5.2 Fases envolvidas na morfogénese ectomicorrizica (adaptado de Martin & Tagu, 1995).

O tempo requerido por cada etapa do desenvolvimento ectomicorrizico, desde a
pré-colonizagdo até a formacdo do manto e da rede de Hartig, ¢ variavel e dependente
sobretudo da compatibilidade genética dos parceiros, dos factores abidticos e da técnica
de estabelecimento da micorrizacao (condigdes axénicas ou ndo axénicas) (Smith &
Read, 1997). Para que seja possivel o estudo de interacgdes hospede-hospedeiro nas
associacdes ectomicorrizicas € necessario que se proceda ao estabelecimento de
ectomicorrizas em condi¢des axénicas, uma vez que em condi¢des naturais existe uma
multiplicidade de factores bioticos e abiodticos, ndo controldveis, que podem interferir.

No sistema in vitro, geralmente a pré-colonizagdo e adesdo das hifas a superficie
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radicular da planta hospedeira ocorrem nas primeiras 24 horas; e a formagao do manto e
da rede de Hartig entre as 24 horas e os 7 dias de micorrizacao (Tabela 5.1) (Martin &
Tagu, 1995; Le Quéré et al., 2005).

Tabela 5.1 Periodos de tempo em que ocorre cada um dos estadios do desenvolvimento ectomicorrizico
de Eucalyptus, apds inoculagdo com Pisolithus tinctorius, em condigdes in vitro. As principais
caracteristicas anatdmicas que ocorrem em cada um dos estadios sdo igualmente descritas (adaptado de
Martin & Tagu, 1995).

Tempo Estadio de desenvolvimento  Caracteristicas anatomicas
0-12h Pré-colonizagao Contacto hifa-raiz
12-24h Inicio da simbiose Adesao das hifas a superficie radicular

Formagao das primeiras camadas do manto
24-48h Colonizag¢ao do fungo Penetragdo das hifas nos espacos intercelulares das
células epidérmicas

. - — Répida formacao do manto
48-96h Diferenciagdo da simbiose Proliferagio da rede de Hartig
Manto denso com forte aderéncia a superficie radicular

96h-7dias  Funcionamento da simbiose Final da formagdio da rede de Hartig

5.1.1.2 Sinais rizosféricos emitidos durante a pré-colonizacio

A troca de sinais entre os parceiros simbiodticos surge muito tempo antes da
ocorréncia de contacto fisico, sugerindo o envolvimento de eliciadores difusiveis nas
primeiras fases da interac¢ao ectomicorrizica. No trabalho desenvolvido por Menotta et
al. (2004) verificou-se que 58 genes do fungo ectomicorrizico Tuber borchii
apresentavam expressao diferencial antes da ocorréncia de qualquer contacto fisico com
o seu hospedeiro simbiodtico Tilia americana. Foi igualmente observado que genes
fingicos, potencialmente envolvidos em vias de sinalizacdo, como aqueles que
codificam proteinas ras e PF6.2 (Kim et al., 1999; Martin et al., 2001b; Sundaram et

al., 2001), eram induzidos antes de haver contacto fisico com as raizes do hospedeiro.

No estadio de pré-colonizacdo as hifas colonizadoras detectam a presenca da raiz
da planta hospedeira (Tagu et al., 2002). As hifas colonizadoras podem ser originarias
de um esporo em germinagdo ou de uma micorriza ja existente. No caso do fungo
colonizador provir da germinagdao de esporos, a percepcdo da raiz pelo fungo pode

resultar de modificacdes que ocorrem na composi¢cdo nutricional na rizosfera. A
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deplecao em azoto e o enriquecimento em carbono na zona envolvente da raiz, como
resultado da absor¢do de azoto e da secrecdo de acucares por parte da planta hospedeira,
podem constituir sinais tréficos para a germinagdo dos esporos fungicos (Tagu et al.,
2002). Contudo, estes sinais troficos muito provavelmente ndo serdo especificos,
podendo igualmente intervir na percep¢ao da planta hospedeira por parte de fungos

saprofitas e patogénicos (Tagu et al., 2002).

Os exsudados radiculares e fingicos parecem constituir sinais mais especificos
para que ocorra a percepcao e o reconhecimento de uma associacdo compativel (Figura
5.3). Durante a pré-colonizagdo, a secre¢ao de determinadas moléculas sinalizadoras por
parte da planta potenciam a germinacao de esporos € o crescimento do micélio (Fries et
al., 1987; Horan & Chilvers, 1990; Barker et al., 1998; Barker & Tagu, 2000; Lagrange
et al., 2001a). Fries et al. (1987) constataram que exsudados radiculares de Pinus
sylvestris induziam a germinacdo de esporos de espécies flngicas pertencentes ao
género Suillus (S. granulatus, S. grevillei, S. luteus, S. variegatus). Este composto
indutor da germinacdo foi identificado como sendo o 4cido abiético que, segundo os
mesmos autores, poderd desempenhar um papel importante no processo micorrizico por
conferir vantagem selectiva ao fungo Suillus sp. relativamente aos restantes fungos
presentes na rizosfera. Em exsudados radiculares de Eucalyptus globulus ssp. bicostata
foi igualmente detectada a presenca de flavondides, nomeadamente de rutina, que
estimulavam o crescimento de varias estirpes de Pisolithus tinctorius (Lagrange et al.,
2001a). Nos estadios iniciais da micorrizagdo in vitro de raizes de Larix decidua pelo
fungo ectomicorrizico Suillus tridentinus verificou-se igualmente um aumento da
concentragdo de fenilpropanodides, principalmente de flavondides, acidos benzodicos e
acidos cindmicos, sugerindo que estes compostos possam constituir sinais importantes
na simbiose ectomicorrizica (Weiss et al., 1997). Contudo, a identificagdo de moléculas
indutoras de crescimento fungico nem sempre foi conseguida, mesmo apos
demonstragdo da sua presenca. No trabalho desenvolvido por Horan & Chilvers (1990)
foi provado que a presenga de moléculas difusoras provenientes da raiz hospedeira
actuavam como quimioatractivos dos fungos P. tinctorius e Paxillus involutus sem, no

entanto, ter-se conseguido a sua identificagdo.

A produgdo de citocininas, nomeadamente de zeatina, por parte da raiz hospedeira
parece também exercer influéncia no padrdo de crescimento e de ramificagdo das hifas

do fungo micorrizico (Barker & Tagu, 2000; Martin et al., 2001b).
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Figura 5.3 Representagdo esquematica da formagdo de ectomicorrizas. As modificagdes morfologicas
que ocorrem durante os estadios iniciais (esquerda) e finais (direita) da formagdo ectomicorrizica estdo
esquematizadas. As moléculas potencialmente envolvidas neste processo produzidas pela planta estdo

sombreadas a verde, e aquelas produzidas pelo fungo estdo sombreadas a rosa (adaptado de Barker et al.,
1998).

A sintese de moléculas sinalizadoras pelo fungo ectomicorrizico possui
igualmente um papel essencial nos estadios iniciais da morfogénese ectomicorrizica
(Barker & Tagu, 2000; Martin et al., 2001b). Varios autores t€m atribuido as auxinas
produzidas pelo fungo um papel importante como molécula sinalizadora nos estadios
iniciais do desenvolvimento ectomicorrizico (Nehls et al., 1998; Martin et al., 1999;
Rincoén et al., 2001). Adicionalmente, a produgdo de eliciadores ou de moléculas
sinalizadoras por parte da planta hospedeira sdo controlados pelos niveis de acido indol-

acético (IAA) produzido pelo fungo simbionte (Mensen et al., 1998; Rincén et al.,
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2001). Assim, as alteragdes no balango de auxinas parecem constituir um pré-requesito

para a organogénese das micorrizas (Barker & Tagu, 2000).

A secre¢do de um outro composto indodlico, a hipaforina, por parte do fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius parece influenciar igualmente o estabelecimento
simbidtico (Béguiristain et al., 1995; Béguiristain & Lapeyrie, 1997; Ditengou et al.,
2000). Este alcaldide fungico, presente em quantidades ndo desprezaveis no micélio ou
nos extractos fungicos de P. tinctorius quando em cultura pura (Béguiristain et al.,
1995), ¢ particularmente produzido durante a formagdo ectomicorrizica. Ao fim de
24 horas apo6s a inoculag¢do de raizes de plantulas de Eucalyptus globulus com o fungo
P. tinctorius, ¢ observado um aumento de hipaforina (de 3 a 5 vezes) no micélio
colonizador relativamente ao micélio em crescimento em cultura pura (Béguiristain &
Lapeyrie, 1997). A planta hospedeira parece estimular a produgdo de hipaforina no
fungo, a qual sera absorvida e translocada para varios 6rgdos, incluindo a parte aérea,
onde podera regular a actividade de auxinas enddgenas (Nehls et al., 1998; Jambois et
al., 2005). A hipaforina revelou ainda possuir um efeito morfogénico nas raizes de
plantulas de Eucalyptus globulus, ao promover uma acentuada redugdo do alongamento
dos pélos radiculares (Béguiristain & Lapeyrie, 1997; Ditengou et al., 2000; Ditengou
& Lapeyrie, 2000; Ditengou et al., 2003). Apesar do papel destes compostos no
estabelecimento da associagdo simbidtica ndo estar perfeitamente esclarecido, os
resultados obtidos até ao momento sugerem que a hipaforina secretada pelo fungo
regula os niveis enddgenos de IAA da planta, permitindo a redugdo do crescimento dos
pélos radiculares, que constitui uma caracteristica marcante das raizes micorrizadas

(Barker & Tagu, 2000; Ditengou et al., 2000; Jambois et al., 2005).

5.1.1.3 Proteinas envolvidas na adesao e formac¢ao da interface simbiotica

Para que se verifique a formagao de estruturas ectomicorrizicas (manto e rede de
Hartig) ¢ necessdrio que ocorra o contacto fisico entre o fungo ectomicorrizico e a
superficie radicular (o designado, contacto célula-célula). Logo apds contacto com a
planta hospedeira, verificam-se alteracdes morfologicas ao nivel do crescimento do
fungo ectomicorrizico, que se caracteriza por um aumento da ramificacdo e do
intumescimento das hifas (Figura 5.3). Estas alteracdes morfologicas sdo ainda

acompanhadas por um aumento da divisdo nuclear (Martin & Tagu, 1995). Nao se
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conhece ao certo qual o sinal ou o mecanismo responsavel por estas alteracdes
morfologicas. No entanto, e¢ considerando que no caso dos fungos patogénicos a
viruléncia parece ser induzida pela limitacdo de azoto, a deficiéncia de nutrientes na
zona envolvente da raiz poderd constituir um dos sinais desta modificacdo morfologica
(Barker et al., 1998). Exsudados radiculares ¢ a topografia da superficie radicular
podem igualmente potenciar a ramificagdo e o intumescimento das hifas (Tagu et al.,
2002). Estas modificacdes morfogénicas parecem constituir um indicador da
compatibilidade da interaccdo entre os parceiros simbioticos (Peterson & Bonfante,

1994).

No processo de adesdo do fungo a raiz da planta hospedeira estdo envolvidas
varias classes de proteinas com propriedades especificas ao nivel da adesdo celular,
secretadas pelo fungo ectomicorrizico (Figura 5.3). Estudos de andlise ultraestrutural da
zona de interface fungo ectomicorrizico-raiz, nos estadios iniciais de colonizagdo,
revelaram a presenca de um material fibrilar rico em glicoproteinas (adesinas),
proveniente da parede fingica em direcgdo a raiz (Lei et al., 1990a; Lei et al., 1990b;
Martin et al., 1999; Rincon et al., 2001). As adesinas sdo complexos proteicos que
reconhecem e se ligam a receptores na superficie das células da planta, participando na
adesdo das hifas a superficie radicular no desenvolvimento ectomicorrizico (Martin et
al., 1999; Gross et al., 2004). Estas adesinas desempenham igualmente um papel
importante na agrega¢do do micélio, aquando da forma¢d@o do manto, nos estadios finais

da micorrizacao (Martin & Tagu, 1995).

As lectinas parecem ter uma fun¢do semelhante as adesinas, no processo de
adesdo fungo-raiz nos estadios iniciais da formacao ectomicorrizica, podendo também
intervir nos estadios finais da micorrizagdo. Em raizes de Picea abies inoculadas com
Lactarius deterrimus foi detectado um aumento de secre¢do de lectina pelo fungo
ectomicorrizico, a qual se acumulava preferencialmente junto aos pélos radiculares e
aos apices das raizes secundarias da planta hospedeira (Giollant et al., 1993).
Contrariamente, a expressdo diferencial de genes, durante o desenvolvimento
ectomicorrizico estabelecido entre Betula pendula e Paxillus involutus, evidenciou uma
repressao dos genes de lectina fingica durante os estadios iniciais da micorrizagdo, 0s

quais eram induzidos aos 14 dias ap6s inoculagdo (Le Quéré et al., 2005).

A pesquisa de genes diferencialmente expressos durante as interaccoes

ectomicorrizicas tem contribuido muito para a identificacdo de outras classes de
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proteinas com fungdes de adesdo. Na interacgdo ectomicorrizica Pisolithus — Eucalyptus
foi possivel detectar a expressdo diferencial de genes flingicos que codificam proteinas
hidrofobicas - as hidrofobinas (Tagu et al., 1996; Duplessis et al., 2001; Voiblet et al.,
2001; Peter et al., 2003; Duplessis et al., 2005). Estas proteinas sdo normalmente
secretadas pelo fungo para o meio extracelular ou sdo depositadas sobre a superficie da
parede celular fingica. As hidrofobinas apresentam uma distribuicdo conservada de oito
residuos de cisteina na sua sequéncia aminoacidica, os quais estabelecem ligagdes
dissulfureto entre si (Linder et al., 2005). Cada molécula possui duas partes nitidamente
diferenciadas, uma por¢do hidrofilica (que se encontra ligada a superficie celular
fingica) e outra por¢do hidrofoba (projectada para o meio exterior). Dado tratarem-se
de moléculas anfipaticas, conferem hidrofobicidade a superficie fingica que se encontra
em contacto com o ar e também medeiam a ligagdo entre as hifas e as superficies
hidrofobas. Sendo assim, as hidrofobinas parecem promover a adesdo das hifas a
superficie da célula hospedeira e por outro a agregacao das hifas (Kershaw & Talbot,
1998; Wosten, 2001). A presenga de varios tipos de hidrofobinas numa mesma espécie
fungica, como acontece no caso do Pisolithus tinctorius, onde ja foram identificados
sete genes (designados por HydPt-1 a HydPt-6 ¢ HydPt-8; Tagu et al., 1996; Duplessis
et al., 2001; Voiblet et al., 2001; Duplessis et al., 2005) pode ser relevante na
complementacao de fungdes (Linder et al., 2005). As diferentes hidrofobinas possuem
pequenas diferencas estruturais, associadas provavelmente a funcionalidades diferentes,
para além de serem diferencialmente expressas durante o desenvolvimento do fungo ou

como resultado das condigdes ambientais (Linder et al., 2005).

A presenca de hidrofobinas foi ja descrita em pelo menos 20 espécies de fungos
pertencentes as classes ascomycetes, basidiomycetes e zigomycetes (Wessels, 1996).
Estas proteinas encontram-se ainda descritas como estando envolvidas noutros
processos de desenvolvimento dos fungos, como seja, no crescimento aéreo das hifas,
na agregac¢do das hifas aquando da formagdo dos corpos de frutificagdo (carpdforos), na
esporulacdo e dispersdo de esporos em fungos filamentosos, e ainda na infeccdo de
alguns fungos patogénicos de plantas e insectos (Wessels, 1996; Kershaw & Talbot,
1998; Wosten, 2001; Linder et al., 2005). Neste ultimo caso, as hidrofobinas
desempenham um papel essencial, uma vez que a penetracdo e a posterior infec¢dao
dependem da adesdo do patogéneo a superficie hidréfoba do hospedeiro (Wessels,

1996; Wosten, 2001). Para além do seu papel na adesdo entre raiz-fungo no processo de
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colonizacdo das raizes pelo fungo ectomicorrizico, as hidrofobinas tém sido
recentemente implicadas no processo de reconhecimento da planta hospedeira e na

especificidade do fungo em relagdo ao hospedeiro (Mankel et al., 2002).

No estabelecimento de ectomicorrizas com Pisolithus tinctorius, a analise da
expressdo dos genes de hidrofobinas sugerem que estas proteinas provavelmente
participam apenas na adesdo das hifas a superficie radicular e ndo na formagdo do
manto fungico ou da rede de Hartig (Martin et al., 1999), apesar de terem sido
detectadas hidrofobinas nas hifas que constituiam o manto e a rede de Hartig da
associa¢dao Pisolithus—Eucalyptus (Tagu et al., 2001). De qualquer modo, nesta
interac¢ao ectomicorrizica, o nivel de RNAm codificante de hidrofobinas ¢ induzido
nos estadios iniciais do desenvolvimento ectomicorrizico e suprimido ao fim de 4 dias
de micorrizagdo (Tagu et al., 1996; Martin et al., 1999). Resultados semelhantes foram
obtidos por Sebastiana (2006) ao verificar a sobre-expressao de HydPt-2 e HydPt-3,
12 horas apos contacto entre raizes de Castanea sativa e o fungo P. tinctorius.
Curiosamente, outros estudos de expressdo diferencial de genes, durante o
estabelecimento de outras interac¢des ectomicorrizicas, descrevem resultados
contraditérios quanto a expressdo de genes que codificam hidrofobinas (Mankel et al.,
2002; Johansson et al., 2004; Le Quéré et al., 2005). Existem indicios de que esta
expressao possa variar de espécie para espécie fingica ou planta hospedeira, ou mesmo
ser influenciada pela presenca de certos nutrientes no substrato, sugerindo uma
regulagdo complexa dos genes de hidrofobinas durante o processo de micorrizagao

(Martin et al., 1999; Santos, 2006).

Uma outra classe de proteinas de adesao foi identificada em P. tinctorius, apés a
detec¢@o da sua sobre-expressdo ao quarto dia de colonizagdo de raizes de Eucalyptus
globulus (Laurent et al., 1999). Estas proteinas - symbiosis-regulated acidic
polypeptides (SRAPs) — apresentam pelo menos seis isoformas com uma massa
molecular que varia entre 31-32 kDa. As SRAPs que possuiam uma massa molecular
correspondente a 31 e 32 kDa foram designadas, respectivamente, por SRAP3; e
SRAP3;. Caracterizam-se por apresentarem a sequéncia aminoacidica Arginina-Glicina-
Acido aspartico (RGD) (Martin et al., 1999), vulgarmente associada a adesdo em
células animais (Critchley et al., 1999) ¢ vegetais (Mellersh & Heath, 2001; Meinhardt
et al., 2002). Em conformidade, estudos efectuados para a localizagdo celular das

SRAP;, durante o desenvolvimento ectomicorrizico, detectaram uma acumulagdo
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preferencial sobre a superficie das hifas, na interface fungo-raiz e na superficie das hifas
que formam a rede de Hartig (Laurent et al., 1999). A sugestao de que as proteinas
SRAP estdo associadas a agregacdo das hifas aquando da formacdo do manto fungico e
também no desenvolvimento da rede de Hartig é ainda corroborada pela analise de
genes diferencialmente expressos durante o estabelecimento de ectomicorrizas. Ao fim
de quatro dias de micorrizagdo de E. globulus com P. tinctorius é detectado um
aumento de transcritos codificantes de SRAP;, (4,1 vezes) e de um novo gene (4,7
vezes) que codifica uma proteina de pequena massa molecular (17 kDa), denominada
SRAP;; (Voiblet et al., 2001). Contudo, a participagdo de SRAPs no desenvolvimento
ectomicorrizico parece decrescer nos estadios finais da micorrizagdo, sendo detectada
uma repressao dos genes que codificam SRAPs3, e de SRAP,7 a partir dos 7-12 dias de
desenvolvimento da simbiose E. globulus-Pisolithus microcarpus (Duplessis et al.,
2005).

5.1.1.4 Morfogénese da ectomicorriza

O desenvolvimento e manutengdo de uma simbiose ectomicorrizica funcional
envolve modificacdes morfologicas significativas em ambos os parceiros. As maiores
modificagdes morfogénicas que ocorrem no fungo simbionte sdo (i) a agregacao das
hifas para formag¢do do manto que envolve a superficie radicular (ii) e a penetracdo e
crescimento das hifas por entre as células epidérmicas e corticais da raiz, formando a

rede de Hartig (Figura 5.3) (Smith & Read, 1997).

O desenvolvimento do manto fingico requer uma série de eventos altamente
programados e coordenados. Apds contacto e adesdo as células epidérmicas radiculares,
as hifas multiplicam-se gerando varias camadas, as quais se irdo diferenciar num manto
plenamente desenvolvido (Martin et al., 2001b). A morfologia do manto ¢ dependente
dos genomas da planta hospedeira e do fungo simbionte que estabelecem a interacgao,
recorrendo-se por isso frequentemente ao estudo da estrutura do manto para
identificagdo de fungos micorrizicos presentes no solo (Peterson & Bonfante, 1994).
Existem indicagdes de que a formagao do manto ¢é influenciada pela planta hospedeira, a
qual estimula o crescimento das hifas e promove o desenvolvimento de um manto
perfeitamente compacto (Martin et al.,, 2001b). Diversos factores abidticos,

nomeadamente a disponibilidade de nutrientes e de oxigénio, podem igualmente
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influenciar o desenvolvimento do manto (Peterson & Bonfante, 1994; Martin et al.,

1999).

A rede de Hartig ¢ o conjunto das hifas fingicas que penetram intercelularmente
na raiz. A penetragdo do fungo no espaco apoplastico da raiz ¢ feita através de um
processo de natureza mecanica, mas também pode envolver a producdo de enzimas
liticas que digerem a parede celular das células do hospedeiro (Cairney & Burke, 1994).
Devido a sua incapacidade em degradar a lenhina e suberina presente na parede das
células da endoderme, o crescimento do fungo € restringido apenas as células corticais
da raiz (Barker et al., 1998). A rede de Hartig pode desenvolver-se somente ao nivel das
células da epiderme (na maioria das angiospérmicas) ou penetrar por entre as células
corticais podendo atingir a endoderme, como ¢ tipico nas gimnospérmicas (Peterson &
Bonfante, 1994; Smith & Read, 1997). O facto do mesmo fungo colonizar somente as
células epidérmicas ou adicionalmente as células corticais, dependendo da planta
hospedeira, sugere que ¢ a planta hospedeira quem influéncia e controla o crescimento
fingico. Apesar de existirem indicagdes de uma relagdo entre a formagdo da rede de
Hartig e a produ¢do de auxinas, nomeadamente de acido indol-acético, por parte do
fungo ectomicorrizico (Figura 5.3) (Gay et al., 1994; Karabaghli-Degron et al., 1998;
Mensen et al., 1998; Rincon et al., 2001), os mecanismos moleculares subjacentes a

esta interac¢do sdo ainda desconhecidos (Smith & Read, 1997).

Na planta hospedeira ocorrem simultanecamente modificagdes estruturais
sobretudo ao nivel do meristema radicular e das células epidérmicas (Figura 5.3). A
progressdo do fungo ectomicorrizico pelos espagos intercelulares das células
epidérmicas radiculares, na maioria das angiospérmicas, provoca alteracdes na sua
morfologia. O contacto fisico com o fungo, promove um alongamento radial
(alongamento transversal obliquo) das células da raiz. Modificagdes nos niveis e na
organizagdo de filamentos de actina (microfilamentos) e de tubulina (microtubulos) em
células radiculares e/ou fingicas, durante o processo de micorrizagdo, sugerem um
papel destas proteinas na morfogénese ectomicorrizica (Timonen et al., 1993; Carnero
Diaz et al., 1996; Timonen et al., 1996; Johansson et al., 2004; Le Quér¢ et al., 2005).
Em estudos de expressdo diferencial de genes fingicos durante o desenvolvimento de
varios sistemas ectomicorrizicos, proteinas associadas a actina e a microtubulos foram
igualmente detectadas (Voiblet et al., 2001; Timonen & Peterson, 2002; Menotta et al.,

2004; Le Quéré et al., 2005). Contudo, ainda ndo esta esclarecido se estas alteragdes da
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expressdao genética ao nivel do citoesqueleto sdo uma causa ou consequéncia da

morfogénese radicular micorrizica (Barker et al., 1998).

Apobs colonizagdo do sistema radicular pelo fungo ectomicorrizico ocorre a
reducdo da actividade meristematica radicular, ao contrario do verificado nos estadios
iniciais da micorrizagdo, ¢ o aparecimento de estruturas dicotomicas (Peterson &
Bonfante, 1994). Estas alteracdes morfologicas sdo atribuidas, em grande parte, a ac¢ao
das auxinas produzidas pelo fungo. Segundo Barker & Tagu (2000), a inibicdo da
divisdo das células meristematicas deriva da percep¢do das elevadas concentracdes de
auxinas fungicas pela raiz, por se encontrar totalmente envolvida pelo micélio fingico.
Diversos trabalhos desenvolvidos com recurso a inibidores de transportadores auxinicos
tém demonstrado que os efeitos morfogénicos derivados das auxinas (dicotomia das
raizes laterais) sao dependentes do seu gradiente de concentragdo e da sua distribui¢ao
no meristema radicular (Karabaghli-Degron et al., 1998; Kaska et al., 1999). No
entanto, convém referir que até ao momento ndo existem trabalhos que demonstrem
claramente o efeito do fungo ectomicorrizico ao nivel da concentragdo e da distribui¢ao

das auxinas nas raizes da planta hospedeira.

5.1.1.5 Alteracao da expressdo génica durante o desenvolvimento ectomicorrizico

A avaliacdo da transcrigdo génica em varios sistemas ectomicorrizicos tem
revelado alteragdes na expressdo de genes fungicos e da planta hospedeira durante a
interac¢do micorrizica. Métodos de hibridagao subtractiva supressiva (SSH) (Voiblet et
al., 2001; Podila, 2002; Johansson et al., 2004; Kriiger et al., 2004; Menotta et al.,
2004; Morel et al., 2005), Differential Display Reverse Transcriptase — PCR (DDRT-
PCR) (Kim et al., 1999) e mais recentemente os arrays (micro e macro) de cDNA
(Voiblet et al., 2001; Peter et al., 2003; Johansson et al., 2004; Duplessis et al., 2005;
Le Quéré et al., 2005; Santos, 2006; Sebastiana, 2006) tém resultado na identificagdo de
genes regulados pela simbiose (genes SR, symbiosis regulated genes). As principais
categorias fisiologicas nas quais se incluem estes genes sdo (i) crescimento e
organizagdo celular, (ii)) morfogénese, (iii) metabolismo e energia, (iv) sintese e
interacc¢ao proteica, regulagdo da transcricao e tradugao, (v) transporte celular (de ides,
aminoacidos e peptideos), (vi) citoesqueleto (proteinas membranares estruturais e de

sinalizacdo), (vii) processamento de DNA/RNA, (viii) stresse, defesa e morte celular
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programada. Estes resultados sugerem que a formagdo de ectomicorrizas € um processo
altamente dinamico, no qual a planta e o fungo estdo constantemente a receber e a
enviar sinais, estdo expostos a elevados niveis de stresse e sofrem drasticas

transformagoes morfologicas e fisiologicas (Martin et al., 2001b).

Os vérios trabalhos de expressdo diferencial de genes vieram confirmar o
envolvimento de vias de transdu¢do de sinal, responsaveis pela percep¢ao da invasao
dos tecidos da planta pelo fungo e pela transmissdo dessa informagdo ao nicleo. Em
diferentes associacdes ectomicorrizicas, foi verificada a sobre-expressdo de varios genes
potencialmente envolvidos em processos de sinalizagdo, tais como, genes codificantes
de GTPases heterotriméricas, proteinas ras, calmodulina e proteinas cinase (Voiblet et
al., 2001; Podila, 2002; Duplessis et al., 2005; Le Quéré et al., 2005), igualmente
detectados no sistema micorrizico Castanea sativa-Pisolithus tinctorius (Sebastiana,
2006). A elevada homologia de genes sobre-expressos com genes implicados nas
respostas de defesa sugere que o contacto entre o fungo ectomicorrizico ¢ a planta
hospedeira induz vias de transdu¢do de sinal comuns aquelas activadas por fungos
patogénicos, tais como producdo de ROS, de resposta hipersensivel, de proteinas de
resisténcia, de compostos antimicrobianos (p. e. fitoalexinas) e de transdugdo de sinal de
stresse (Voiblet et al., 2001; Podila, 2002; Peter et al., 2003; Johansson et al., 2004;
Kriiger et al., 2004; Menotta et al., 2004; Duplessis et al., 2005; Le Quéré et al., 2005;
Morel et al., 2005). Estas evidéncias sugerem que as plantas provavelmente usam
programas genéticos comuns em resposta a fungos simbidticos e patogénicos (Guimil et
al., 2005). De facto, em todas as combinagdes ectomicorrizicas estudadas até ao
momento ndo se registaram alteracdes na expressao diferencial de genes ditos
“especificos da micorrizagdo”. A alteracdo de um padrdo de expressdo de genes,
normalmente expressos nos parceiros em vida livre, sugere que a interac¢do entre os

simbiontes ndo desencadeie um programa genético especifico (Voiblet et al., 2001).

Estudos de expressao diferencial de genes ao longo do processo de micorrizagao,
desde a pré-colonizagdo até a formagao de estruturas ectomicorrizicas (manto e rede de
Hartig), revelaram que o niimero de genes fungicos com expressao diferencial ¢ muito
superior comparativamente ao nimero de genes da planta hospedeira (Duplessis et al.,
2005; Le Quéré et al., 2005). Estes estudos evidenciaram igualmente uma maior sobre-
expressdo durante os primeiros 8 dias apds a inoculacdo, sendo o maior niimero de

genes induzidos entre os 4-8 dias, periodo coincidente com o desenvolvimento do
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manto e da rede de Hartig, seguido pela sua supressdao em estadios mais avangados da

micorrizagao.

A indugdo transiente dos genes da planta tem sido interpretada como uma reacc¢ao
inicial desta para restringir o crescimento do fungo (Voiblet et al., 2001; Duplessis et
al., 2005). De entre os genes que apresentaram sobre-expressdo destacam-se os genes
codificantes de (i) moléculas ou enzimas anti-oxidantes tais como a glutationa-S-
transferase (Podila, 2002; Johansson et al., 2004; Le Quéré et al., 2005), glutationa
peroxidase (Podila, 2002) e a superdxido dismutase (Johansson et al., 2004; Morel et
al., 2005); (ii) moléculas que actuam na via da sinaliza¢cdo como resposta a estimulos de
stresse, como por exemplo as metalotioninas (Peter et al., 2003; Johansson et al., 2004;
Kriiger et al., 2004), proteinas GRAS (Le Quéré et al., 2005), proteinas cinases (Voiblet
et al., 2001; Podila, 2002; Kriiger et al., 2004; Duplessis et al., 2005), proteinas ras
(Voiblet et al., 2001; Podila, 2002; Duplessis et al., 2005), calmodulinas ¢ GTPases
heterotriméricas (Voiblet et al., 2001; Duplessis et al., 2005); (iii) proteinas de
resisténcia (PR), como quitinases (Le Quéré et al., 2005), proteinas da familia PR-10
(Duplessis et al., 2005; Le Quéré et al., 2005) e de O-metiltransferase, que intervém na
via biossintética da lenhina e dos fenilpropanoéis (Voiblet et al., 2001; Duplessis et al.,
2005; Le Quéré et al., 2005).

Recentemente foi avaliada a expressdo de genes de Castanea sativa e do fungo
Pisolithus tinctorius, ao fim de 12 horas de contacto, por microarrays de cDNA
(Santos, 2006; Sebastiana, 2006). Os resultados permitiram a identificacdo de 32 genes
de Castanea sativa diferencialmente expressos, em resposta ao contacto com
P. tinctorius, os quais estdo potencialmente envolvidos em processos celulares como a
resposta de defesa, a degradacdo/maturagdo de proteinas, a modificacio da parede
celular, o metabolismo primario, a transdug@o de sinal ou a altera¢do da organizagio do
citoesqueleto (Sebastiana, 2006). Destes 32 genes, com expressao diferencial, 13
apresentaram sobre-expressao e 19 sub-expressdo. Os resultados parecem indicar que:
(1) a planta responde ao contacto inicial com o fungo, diminuindo a transcri¢do de varios
genes relacionados com a resposta de defesa, (ii) da interac¢do entre os dois organismos
simbioticos resultam alteragdes da estrutura da parede celular da planta, possivelmente
para permitir o subsequente crescimento do fungo no espaco apopléstico da raiz, (iii) o
fungo activa, na planta hospedeira, vias de transdu¢do de sinal que sdo comuns as

activadas por fungos patogénicos, (iv) tal como na maioria das interacgdes entre plantas
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€ microrganismos, o citoesqueleto das células radiculares do castanheiro sofrem uma
reorganizacdo apos o contacto com o micélio do fungo ectomicorrizico, (v) o
metabolismo primario e a produgdo de energia nas células da raiz parecem diminuir em
resposta ao contacto com o fungo ectomicorrizico. Em Pisolithus tinctorius, foram
identificados 40 genes diferencialmente expressos, dos quais 15 apresentavam sobre-
expressdo e 25 sub-expressdo. Estes genes estdo potencialmente envolvidos em
processos celulares como metabolismo e energia, sintese proteica, organizagao celular
(proteinas membranares estruturais e de sinalizacdo) e resposta de defesa, sugerindo
uma elevada actividade metabdlica nas hifas do fungo em contacto com a raiz (Santos,

2006).

5.1.2 Efeito de fungos saproéfitas no desenvolvimento ectomicorrizico

Apesar da micorrizacdo promover um aumento da disponibilidade de nutrientes
minerais, importante no crescimento e produtividade vegetal, o estudo da interaccao de
fungos micorrizicos com outros microrganismos tem sido descurada. A maior parte dos
trabalhos tem incidido sobre o efeito da inoculacdo de fungos saprofitas na micorrizagao
de plantas por fungos arbusculares ou por fungos ectomicorrizicos. De entre as espécies
saprofitas estudadas destacam-se as espécies pertencentes aos géneros Trichoderma sp.
(McAllister et al., 1994; Fracchia et al., 1998; Godeas et al., 1999; Wells & Boddy,
2002; Werner et al., 2002; Fracchia et al., 2004; Martinez et al., 2004) e Fusarium sp.
(McAllister et al.,, 1994; Garcia-Romera et al., 1998; Fracchia et al., 2000),
encontrando-se representadas em menor ntimero as espécies Wardomyces inflatus,
Paecilomyces farinosus, Gliocladium roseum (Fracchia et al., 1998; Godeas et al.,
1999), Tricholomopsis rutilans (Murphy & Mitchell, 2001), Aspergillus niger e
Penicillium restrictum (Fracchia et al., 2004). Os resultados obtidos indicam que, de
uma maneira geral, os fungos saprofitas reduzem o crescimento da planta e inibem a
colonizagdo das raizes pelo fungo simbionte, comprometendo a micorrizagao (Fracchia
et al., 1998; Godeas et al., 1999; Murphy & Mitchell, 2001; Martinez et al., 2004). No
entanto, este efeito nem sempre ¢ observavel podendo ocorrer uma resposta antagonica
a descrita, a qual depende sobretudo da espécie e estirpe, quer do fungo saprofita quer
do simbionte (Garcia-Romera et al., 1998; Fracchia et al., 2000; Werner et al., 2002;

Fracchia et al., 2004). A supressdo da micorrizagdo pelos fungos saprofitas faz-se sentir
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principalmente durante a fase da pré-colonizacdo do desenvolvimento simbiotico,
através da inibi¢do da germinacdo dos esporos e do crescimento das hifas dos fungos
micorrizicos (Martinez et al., 2004). Esta inibigdo resulta da produgdo de substancias

volateis e de exsudados soluveis pelo fungo saprofita (Martinez et al., 2004).

No que concerne especificamente a supressdao da formacao de ectomicorrizas por
fungos saprofitas a maioria dos resultados foram obtidos em estudos de interac¢do
antagonista entre fungos saprofitas e ectomicorrizicos (Shaw et al., 1995; Lindahl et al.,
2001). Na interacgdo entre Hypholoma fasciculare e Suillus variegatus verificou-se que,
dependendo da quantidade de substrato disponivel, o fungo H. fasciculare apresentava
um crescimento superior face ao fungo ectomicorrizico interactuante, impedindo na
maioria dos casos a sua colonizacdo do solo e por conseguinte a micorrizacdo das
plantas (Lindahl et al., 2001). Este facto reveste-se de elevada importancia, atendendo a
que os carpoforos de H.fasciculare apresentam elevada toxicidade e exibem
quantidades nao negligenciaveis de triterpenos, alguns dos quais inibidores do

crescimento de plantas (Kleinwéchter et al., 1999; Akasaka et al., 2005).

O efeito da interaccdo entre fungos saprofitas existentes no solo e fungos
ectomicorrizicos pode também ter repercussdes na nutricdo mineral das plantas
hospedeiras, nomeadamente em azoto e fosforo (Koide & Kabir, 2001; Wu et al., 2003;
Wu et al.,, 2005). Quando os teores destes nutrientes minerais no solo ndo sdo
limitativos, os fungos saproéfitas aumentam a sua disponibilidade para os fungos
ectomicorrizicos resultando numa melhoria do estado nutricional da planta hospedeira.
Este aumento ¢ sobretudo importante ao nivel dos nutrientes minerais que derivam de
polimeros complexos, os quais a maioria dos fungos ectomicorrizicos, ao contrario dos
saprofitas, ndo consegue hidrolisar (Koide & Kabir, 2001; Wu et al., 2005). Quando os
solos apresentam teores limitativos neste nutrientes, ocorre competi¢ao directa entre os
fungos saprofitas e ectomicorrizicos, com prejuizos na nutricdo mineral das plantas

hospedeira (Koide & Kabir, 2001).

5.1.3 Inducao de respostas de defesa na planta

Quando infectadas por patogéneos, as plantas podem activar uma vasta gama de
mecanismos de defesa (Figura 5.4). O reconhecimento de moléculas produzidas pelo

patogéneo (eliciadores) ao nivel de proteinas receptores das células pode conduzir a
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activagdo de cinases ¢ ao despoletar de cascatas de fosforilagdo, implicando fosfatases,
proteinas G e fluxos i6nicos. Estes eventos estimulam o aparecimento de um padrao
caracteristico de resposta de defesa por parte da planta, o qual inclui (i) a produgdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS), (ii) a resposta hipersensivel (HR), (iii) a indugdo
de genes de defesa ou relacionados com a patogénese (genes PR), (iv) o reforco da
parede celular (deposicao de calose, lenhina, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina), (v)
a biossintese de acido jasmoénico (JA), e/ou de etileno (ET), e/ou de acido salicilico
(SA), (vi) a producdo de metabolitos secundarios (fitoalexinas antimicrobianas) (vii) e
de enzimas liticas (quitinases e glucanases). Por ultimo e apods estes acontecimentos, a
planta poderd induzir a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e, eventualmente, a
emissdo de sinais para outras plantas (Dixon & Lamb, 1990; Baker & Orlandi, 1995;
Doke et al., 1996; Mehdy et al., 1996; Lamb & Dixon, 1997).

RESPOSTA LOCAL * RESPOSTA SISTEMICA

(primaria) (secundaria)
A l
Evento precoce / Fase oxidativa ~ Evento rapido a intermédio Eventos tardios
Percepcao do sinal -Fortalecimento da parede Sintese de proteinas
Transdugdo do sinal celular de defesa
-Estimulagdo de metabolitos
secundarios SINAL A LONGA DISTANCIA

- Sintese de tioninas
- Sintese de proteinas de
defesa (PR) (Proteinas PR)

Si Pmdlégaf) dg RQS, -Estimulo da biossintese de
intese de 6xido nitrico ET, JA ¢ SA
Doenga Morte celular e hipersensibilidade (HR) Resposta sistémica
PV PA

Figura 5.4 Principais etapas da resposta de defesa de plantas ao ataque por patogéneos. ROS — espécies
reactivas de oxigénio; PV — patogénese virulenta; PA — patogénese avirulenta, ET — etileno; JA — 4cido
jasmonico; SA — acido salicilico; HR — resposta hipersensivel; PR — proteinas de resisténcia (adaptado de
Cordeiro & de Sa, 1999).
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Os patogeneos virulentos, por falta de especificidade no reconhecimento, escapam
a activagdo rapida destes mecanismos de defesa, podendo multiplicar-se e provocar a
doenga (interac¢do compativel ou susceptivel). Os patdgeneos avirulentos activam
rapidamente a cadeia de eventos de transducdo de sinal que culminam na activagdo de
mecanismos de defesa, como a HR ¢ a SAR, e no impedimento do crescimento do
patogéneo (interaccao incompativel ou resistente) (Dixon & Lamb, 1990; Kapulnik et

al., 1996).

Recentemente, de acordo com o modelo nao-hospedeiro, foi sugerido que, o
desenvolvimento de HR, nem sempre ocorre apos infec¢do por um patogéneo (Mysore
& Ryu, 2004; Reignault & Sancholle, 2005). O patdogeneo poderd ndo conseguir
penetrar, nem multiplicar-se nas células da planta, e por conseguinte ndo ocorre o
desenvolvimento de sintomas por parte da planta. Neste caso, o patogéneo ndo consegue
ultrapassar os mecanismos de defesa passivos (barreira fisica desenvolvida pela planta,
tais como reforco da parede celular, produgdao de compostos antimicrobianos e de

metabolitos secundarios), nem os mecanismos de defesa activos despoletados na planta.

5.1.3.1 Inducao de respostas de defesa na planta por fungos ectomicorrizicos

A semelhanca do observado para a interac¢io planta-fungo patogénico, a
inoculacdo de plantas com fungos ectomicorrizicos inclui a inducgdo/supressdo de
mecanismos associados a resposta de defesa despoletada na planta hospedeira. Estes
mecanismos parecem desempenhar um papel fulcral na determinagdo da
compatibilidade simbidtica, no desenvolvimento e no funcionamento ectomicorrizico
(Martin et al., 2001b). O tratamento de células de Picea abies com eliciadores da parede
celular dos fungos ectomicorrizicos Amanita muscaria (Schwacke & Hager, 1992) ¢
Hebeloma crustuliniforme (Schwacke & Hager, 1992; Salzer et al., 1996) despoleta
muitas reac¢des bioquimicas de resisténcia tipicas de um ataque patogénico
incompativel. Logo apds o inicio do tratamento ocorre o efluxo de ides de CI” e de K*
para o meio de cultura, seguindo-se o influxo de Ca®" para o interior das células
(Schwacke & Hager, 1992; Salzer et al., 1996). Quatro minutos apos a adigdo dos
eliciadores, verifica-se a fosforilacdo e a desfosforilagdo de proteinas (Salzer et al.,
1996), a alcalinizagdo do meio extracelular e a acumulacdo transiente de ROS,

nomeadamente de peroxido de hidrogénio (H,O,) (Schwacke & Hager, 1992; Salzer et
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al., 1996). Foi ainda sugerido que as enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), responsavel pela dismutagao dos anides superoxido em oxigénio ¢ H,O,, ¢ a
catalase (CAT), responsavel pela decomposi¢ao do H,O,, poderiam estar envolvidas na
regulacdo da producgdo destas ROS (Schwacke & Hager, 1992). Esta similaridade com
as vias de transdu¢do de sinal, relacionadas com a percep¢ao da invasdo dos tecidos da
planta por patogéneos incompativeis, sugere que nos estadios iniciais da micorrizagdo o
fungo ectomicorrizico secreta eliciadores que induzem uma resposta de defesa na planta
hospedeira (Hebe et al., 1999). Esta hipdtese tem vindo a ser corroborada por diversos
autores que referem processos tipicos de resposta de defesa de plantas durante a
interac¢ao planta-fungo ectomicorrizico. Observagdes microscopicas de ultraestruturas
radiculares de Pinus nigra inoculadas com uma estirpe de Suillus collinitus
evidenciaram uma acumulacdo de um constituinte da calose, a [-1,3-glucanase,
especificamente sintetizada pela planta em situacdes relacionadas com o ataque de
patégencos (Bonfante et al., 1998). Em diversos sistemas ectomicorrizicos, a
acumulacdo localizada de compostos fenolicos nas paredes celulares das plantas
restringe a progressdo do fungo durante a formacdo das estruturas ectomicorrizicas,
sobretudo da rede de Hartig (Weiss et al., 1997; Feugey et al., 1999; Weiss et al., 1999).
De facto, durante o inicio da progressao do fungo pelos espagos apoplasticos da raiz
para a formacao da rede de Hartig, a fenilalanina amonia liase (PAL), enzima envolvida
na via biossintética de compostos secundarios fendlicos, apresenta um aumento
transiente da sua actividade, acompanhado por um aumento da expressdo de genes que
codificam proteinas de resisténcia PR (Feugey et al., 1999). Face a estes resultados, os
autores sugeriram que a inducdo de resposta de defesa, despoletada na planta
hospedeira, durante a invasao intercelular da raiz pelo fungo impede a formacao da rede

de Hartig (Feugey et al., 1999).

Ao contrario do que sucede na interaccdo incompativel planta-patogéneo, na
interac¢ao planta-fungo ectomicorrizico parece ocorrer a supressao da rapida resposta
de defesa despoletada na planta hospedeira (Salzer et al., 1996). Em P. abies esta
supressao parece estar relacionada com a produ¢do de quitinases (enzimas hidroliticas
vulgarmente sintetizadas pela planta apdés um ataque patogénico), que inactivam 0s
eliciadores (fragmentos de quitina) secretados pelo fungo ectomicorrizico (Salzer et al.,
1997a; Salzer et al., 1997b). Estes resultados sugeriram que esta inactivagdo podera

constituir um pré-requesito para o reconhecimento de uma interac¢do compativel entre
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planta e fungo ectomicorrizico, nos quais a quitina ¢ uma parte constituinte da parede
celular. E também proposto que a activagdo da producdo de quitinases na planta
hospedeira possa favorecer o crescimento das hifas nos espagos intercelulares da raiz,
permitindo a formagdo de estruturas ectomicorrizicas (Sauter & Hager, 1989). Esta
hipotese ¢ sustentada pelo facto da formagao das micorrizas ser aumentada na presenga
de concentragoes elevadas de quitinases (Albrecht et al., 1994). Para além das
quitinases, as auxinas produzidas pelo fungo ectomicorrizico durante o processo de
colonizacao, tém revelado possuir um papel na inibicdo/atenuagdo da resposta de defesa
induzida na planta hospedeira. Em cultura de células de Picea abies, foi demonstrado
que os eliciadores de fungos ectomicorrizicos provocavam alteragdes na actividade de
peroxidases, que por sua vez eram atenuadas pelas auxinas sintetizadas pelo fungo

(Mensen et al., 1998).

Curiosamente, a inducao de resposta de defesa na planta hospedeira observada nos
estadios iniciais da micorrizagdo nem sempre ¢ seguida pela sua supressdo/atenuagao
nos estadios mais avangados. Em co-culturas estabelecidas entre “callus” de Picea abies
com Lactarius deterrimus ou com Suillus variegatus foi observado o desenvolvimento
de reacgdes tipicas de uma resposta hipersensivel (HR), ocorrendo uma necrose das
células de P. abies que posteriormente progredia para uma lesao necrotica (Sirrenberg et
al., 1995). Deste modo, a resposta de defesa das plantas hospedeiras induzida pelos
fungos ectomicorrizicos parece ser bastante diversificada e por vezes contraditoria,
sobretudo no que concerne a atenuagdo da resposta de defesa nos estadios mais
avancados de micorrizagdo. E proposto que para as diferentes combinagdes planta-
fungo ectomicorrizico existam também diferentes mecanismos bioquimicos e
moleculares de regulagdo da micorrizagdo (Martin et al., 1999), o que permitira explicar
a grande contradicdo de resultados referenciados. Para além da interac¢do do gendtipo
do fungo e da planta convém ainda considerar que a interac¢ao destes com o ambiente

pode ser igualmente determinante na resposta de defesa da planta hospedeira.

5.1.3.2 Indugio de respostas de defesa na planta por fungos saprofitas

Os estudos sobre o efeito directo da inoculagao de fungos saprofitas em plantas
sd0 muito escassos. No entanto, os poucos trabalhos realizados neste ambito tém

mostrado que a inoculacdo de fungos saprofitas induz mecanismos associados a resposta
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de defesa na planta hospedeira, sobretudo nas primeiras horas de interac¢ao (Asiegbu et
al., 1999; Yedidia et al., 1999), seguida da sua supressdo (Yedidia et al., 1999). Em
plantulas de Cucumis sativus inoculadas com o fungo saprofita Trichoderma harzianum,
vulgarmente utilizado como agente biolégico no controlo de patogéneos do solo, foi
detectado um aumento da sintese de quitinase e de peroxidase ao fim de 48-72 horas de
inoculagdo, situagdo que se reverteu ao fim de 120 horas (Yedidia et al., 1999). Cortes
transversais de raizes inoculadas ao fim de cinco dias apresentavam ainda um reforgo da
parede celular pela deposicao de calose e um aumento de infiltragdes de celulose, que
constituem respostas tipicas desenvolvidas pela planta apos ataque de patégeneos. O
desenvolvimento de reacgdes caracteristicas de uma resposta hipersensivel (HR) foi
evidenciado em raizes de Pinus sylvestris inoculadas com os fungos saprofitas
Phlebiopsis gigantea e Marasmius androsaceus, as quais apresentaram necrose apos 9
dias de inoculagao (Asiegbu et al., 1999). Foi igualmente observado um aumento da
concentragdo de peroxidase em raizes inoculadas com P. gigantea ao fim de 3 dias.
Contudo, estas reac¢gdes nem sempre foram observadas apos inoculagdes com fungos
saprofitas, como € o caso das inoculagdes de P. sylvestris com Trichoderma aureoviride

e Coriolus versicolor (Asiegbu et al., 1999).

5.1.4 Stresse oxidativo

Em interac¢des planta-patogéneo, a activacdo dos mecanismos de defesa da planta
frequentemente conduz a uma rapida produgdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS),
tais como o peroxido de hidrogénio (H,0,), o ido superdxido (O,") e, em menor escala
o radical hidroxilo (OH") (Mehdy et al., 1996; Lamb & Dixon, 1997). Este choque ou
stresse oxidativo tem vindo a ser observado em plantas que estiveram em contacto com
varios tipos de microrganismos patogénicos, incluindo fungos, bactérias e virus, e ainda
em cultura de células sujeitas a eliciadores, tais como paredes celulares de agentes

patogénicos (Wojtaszek, 1997).

A produgdo de ROS ¢ um processo que ocorre normalmente no metabolismo
celular e ndo somente apds imposi¢cdo de um stresse bidtico ou abidtico (Tabela 5.2). A
sua producdo pode ocorrer directa ou indirectamente como resultado de varias reacgdes
celulares, estando todos os compartimentos da célula implicados na sua geragao (Neill

et al., 2002). O processo através do qual o oxigénio molecular sofre redugdo sequencial,
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levando a formagdo de varios intermediarios reactivos, pode ser representado da

seguinte forma:

02 e

0y
—

e H202 €

OH e _ HO

—

Tabela 5.2 Mecanismos responsaveis pela producdo e remogao de espécies reactivas de oxigénio (ROS)
em plantas (adaptado de Mittler, 2002).

Mecanismo Localizagao celular ROS produzida/removida
Producio

Fotossintese, TE e PSI ou PSII Cl 0,
Respiragdo, TE Mit Oy
Glicolato oxidase Per H,0,
Clorofila excitada Cl 0,'
NADPH oxidase MP Oy
B-oxidag8o dos acidos gordos Per H,0,
Oxalato oxidase Apo H,0,
Xantina oxidase Per 0,
Peroxidases, Mn?" e NADH PC H,0,, Oy
Amina oxidase Apo H,0,
Remocao

Superoxido dismutase Cl, Cit, Mit, Per, Apo 0y
Ascorbato peroxidase Cl, Cit, Mit, Per, Apo H,0,
Catalase Per H,0,
Glutationa peroxidase Cit H,0,, ROOH
Peroxidases PC, Cit, Vac H,0,
Tiorredoxina peroxidase Cl, Cit, Mit H,0,
Acido ascorbico Cl, Cit, Mit, Per, Apo H,0,, Oy
Glutationa Cl, Cit, Mit, Per, Apo H,0,
o-Tocoferol Membranas ROOH, 0!
Carotenoides Cl 0,

(Apo - apoplasto; Cit - citosol; CI - cloroplasto; Mit - mitocondria; MP - membrana plasmatica; Per -
peroxissoma; PC - parede celular; PS - fotossistema; TE - transporte de electrdes; Vac — vacuolo).

A imposi¢do de um stresse bidtico ou abidtico leva ao aumento dos niveis de
ROS, pelas mesmas vias atras referidas e também por vias enzimaticas, tais como, (i)
NADPH oxidase, localizada na membrana plasmatica, (ii) pelas peroxidases,
localizadas nos espagos apoplasticos e ligadas covalentemente ou ionicamente a parede

celular, e (iii) pela xantina oxidase e amina oxidase (Neill et al., 2002; Apel & Hirt,
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2004; Torres et al., 2006). Na interac¢do compativel, imediatamente apos a infecgdo
pelo patogéneo ocorre um aumento transiente de ROS (fase I), o qual parece
corresponder a uma reac¢do bioldgica inespecifica. Na interac¢do incompativel, esta
fase de produgdo ¢ seguida por uma outra (fase II), de maior duragdo e intensidade,
entre as 2-3 até 5-6 horas apds a infeccdo. Esta segunda fase de produgdo ¢é
acompanhada algumas horas mais tarde pelo desenvolvimento da resposta hipersensivel
(HR) que se traduz pela morte das células em redor do local de infeccdo (Baker &
Orlandi, 1995; Lamb & Dixon, 1997). Deste modo, a presenca de ROS parece ser
essencial para o controlo da infec¢do, desempenhando um papel importante na morte do
agente patogénico, no cross-linking de glicoproteinas da parede celular (prevenindo a
invasdo e a propagacdo do patogéneo), na HR e na indu¢cdo SAR (Mehdy et al., 1996;
Lamb & Dixon, 1997; Torres et al., 2006). Uma outra fungdo destas espécies quimicas ¢
a de constituirem segundos mensageiros, responsaveis pela activacdo de genes
associados a patogénese e genes envolvidos na biossintese de fitoalexinas (Inzé¢ & Van

Montagu, 1995; Torres et al., 2006).

A manutengao intracelular dos niveis normais de ROS ¢ de extrema importancia;
caso contrario, podera ocorrer a morte celular derivado da elevada toxicidade exibida
pelas ROS. Um balango regulado entre a producao e a destruigdo de ROS mantém a
eficiéncia e fungdo metabolica durante as condigdes normais e de stresse (bidtico ou
abiotico), permitindo igualmente regular as vias de sinalizagdo, uma vez que as ROS
podem funcionar como moléculas sinalizadoras (Mittler, 2002). As plantas
desenvolveram varios mecanismos de defesa, enzimaticos e ndo enzimaticos, que
regulam a concentragdo intracelular ou que minimizam a toxicidade destes radicais de
oxigénio (Tabela 5.2). Os antioxidantes ndo enzimaticos sdao geralmente pequenas
moléculas que podem ser hidrofilicas, tais como o ascorbato (vitamina C) e a glutationa,
ou lipofilicas, como a-tocoferol (vitamina E) e os carotendides (Apel & Hirt, 2004). As
poliaminas e os flavondides também oferecem proteccdo contra as espécies reactivas

(Gaspar et al., 2002).

Os mecanismos antioxidantes enzimaticos sdo constituidos por enzimas com a
capacidade de remover ou neutralizar os radicais livres. Nestes mecanismos incluem-se
a enzima superoxido dismutase (SOD), responsavel pela eliminagio do O,", e as
enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX),

glutationa redutase (GR), monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e desidroascorbato
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redutase (DHAR), participando todas elas na decomposi¢do do H,O, (Asada, 1999;
Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004).

A SOD ¢ responsavel pela dismutagdo do anido superdxido em peroxido de
hidrogénio, eliminando assim uma espécie reactiva mas conduzindo a produ¢ao de uma
outra igualmente nociva (Mittler, 2002). A remocao do H,O, pode ser efectuada pela
CAT, que catalisa a decomposi¢do directa do H,O, em agua e oxigénio. A acg¢do
combinada de SOD e CAT resulta na conversdo de radicais potencialmente perigosos
como H,O; e O, em 4gua e oxigénio, evitando possiveis danos celulares (Scandalios,

1993).

Como a CAT se encontra confinada aos peroxissomas, a remoc¢ao do H,O, nos
cloroplastos e outros compartimentos subcelulares, nomeadamente no citosol e
mitocondrias, ¢ efectuada por um outro conjunto de enzimas que protagonizam uma
série de reacgdes que compdem o designado ciclo do ascorbato-glutationa (Figura 5.5)

(Jiménez et al., 1997; Asada, 1999; Mittova et al., 2000; Mittler, 2002).
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Figura 5.5 Ciclo do ascorbato-glutationa. Vias do sistema de defesa antioxidante, evidenciando enzimas
antioxidantes (representadas a vermelho) e antioxidantes ndo enzimaticos. O ciclo do ascorbato-glutationa
encontra-se sombreado a amarelo (adaptado de Bray et al., 2000).
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De acordo com este ciclo, o0 H,O, ¢é reduzido pelo ascorbato a d4gua, numa reacgao
catalizada pela APX, ocorrendo a concomitante geracdo de radicais de
monodesidroascorbato (MDHA) (Figura 5.5). Por sua vez, o radical MDHA pode ser
convertido espontaneamente em ascorbato e desidroascorbato (DHA) ou,
alternativamente, ser reduzido pela ferrodoxina ou pela NAD(P)H numa reacgdo
catalizada pela MDHAR. De forma a regenerar o ascorbato, a enzima DHAR utiliza a
glutationa para reduzir o DHA. A glutationa oxidada ¢ entdo regenerada pela GR

utilizando equivalentes redutores do NADPH (Mittler, 2002).

5.1.5 Objectivos

A semelhanga do observado para a interacgdo incompativel planta-patogéneo, a
inducdo de mecanismos de resposta de defesa na planta hospedeira face a inoculagdo
com fungos ectomicorrizicos e saprofitas tem vindo a ser sugerida. O esclarecimento
destes processos de defesa permitird, no caso dos fungos ectomicorrizicos, elucidar o
envolvimento de ROS na regulacdo do desenvolvimento simbidtico e averiguar o papel
dos fungos saprofitas como agentes causadores de stresse na planta. Neste trabalho, foi
pretendido o estudo da interacgdo entre raizes de Castanea sativa e o fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius ou o fungo sapréfita Hypholoma fasciculare, em

termos de resposta de defesa dos organismos intervenientes (planta e fungo).

Na interaccao estabelecida entre C. sativa - P. tinctorius foi avaliada:

- A capacidade de adesdao das hifas de P. tinctorius as raizes de castanheiro,
evidenciada por microscopia electronica de varrimento;

- Alteragdes de produgio de ROS (H,0; e O;7) e de enzimas de stresse oxidativo
(catalase e superoxido dismutase), em raizes de castanheiro durante as primeiras
48 horas de interacgdo com P. tinctorius;

- A resposta de P.tinctorius face a presenca de extractos radiculares de
castanheiro eliciados pelo mesmo fungo, com diferentes tempos de contacto
raiz-fungo. Esta resposta foi avaliada em termos de capacidade de crescimento

de micélio.

Na interaccéo estabelecida entre C. sativa — H. fasciculare foi avaliada:
- A capacidade de adesdo das hifas de H. fasciculare as raizes de castanheiro,

evidenciada por microscopia electronica de varrimento;
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- Modificagdes estruturais nas raizes do castanheiro decorrentes da inoculacao
com H. fasciculare, assim como o aparecimento de sintomas indicadores de
situacdes de stresse/doenca;

- Alteragdes de produgio de ROS (H,0, e O;") e de enzimas de stresse oxidativo
(catalase e superoxido dismutase), em raizes de castanheiro durante as primeiras
48 horas de interac¢dao com H. fasciculare;

- O possivel envolvimento de hidrofobinas de H. fasciculare no processo de
adesdo as raizes de castanheiro. Este estudo foi iniciado pela identificagdo e
caracterizagdo de um gene codificante de hidrofobina, estando ainda em
progresso a avaliagcdo da sua expressdo no decurso da interacgdo C. sativa —

H. fasciculare.
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5.2 RESULTADOS

O estudo da interac¢do entre raizes de Castanea sativa e o fungo ectomicorrizico
Pisolithus tinctorius ou o fungo saprofita Hypholoma fasciculare foi realizado em
plantas com cerca quatro meses, crescidas em sistema hidroponico, e que apresentavam

um sistema radicular bem desenvolvido (Figura 5.6).

T BT i
THELTREIAY RABLILLR REELLELLY i nEEHEN NG

Figura 5.6 Cultivo de plantulas de Castanea sativa em cultura hidroponica.

Sementes, desinfectadas superficialmente com hipoclorito de sddio [5% (p/v) cloro activo], sob agitagdo
(100 rpm) (A), foram estratificadas em tabuleiros, entre camadas de areia de quartzo (B). Apos
germinacdo, as sementes foram de novo desinfectadas superficialmente, em hipoclorito de sédio [2,5%
(p/v) cloro activo] (C), tendo sido removido a porg¢do apical da radicula com 4 cm. Apés a poda radicular,
as sementes foram depositadas sobre uma rede de plastico, previamente inserida nos frascos de cultura
(D) e as culturas foram mantidas no escuro, a 19°C (E). Apods o aparecimento das primeiras folhas e de
um sistema radicular desenvolvido, as culturas de plantulas foram submetidas a um fotoperiodo de 16h, a
mesma temperatura.
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Aliquotas de micélio de P. tinctorius ou H. fascicular, correspondentes a 4 g de
peso fresco, foram transferidas para frascos contendo as plantulas de C. sativa (Figura

5.7). Os controlos foram efectuados, utilizando o mesmo procedimento, mas sem

adicionar micélio.

Figura 5.7 Inoculagéo de plantulas de castanheiro com Pisolithus tinctorius ou Hypholoma fasciculare.
Plantulas de castanheiro cultivadas em sistema hidroponico, sob fotoperiodo de 16h, a 19°C (A) foram
eliciadas com micélio de Hypholoma fasciculare (B) ou de Pisolithus tinctorius (C) crescidos em meio

MMN, no escuro, a 23-25°C. Apobs a inoculagdo com o fungo (D), as plantulas foram mantidas nas
mesmas condigdes.
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5.2.1 Interaccio Castanea sativa — Pisolithus tinctorius

A resposta das plantulas de castanheiro a inoculagao com o fungo ectomicorrizico
P. tinctorius foi avaliada durante as primeiras 48 horas de contacto raiz-fungo. Foram
avaliadas a capacidade de adesdo do fungo a raiz, a producdo de ROS e alteracdes da
actividade de enzimas de stresse oxidativo. Os ensaios foram efectuados em raizes de

castanheiro eliciadas e ndo eliciadas (controlo) para os mesmos tempos de interacgao.

A resposta do fungo ectomicorrizico P.tinctorius a presenga das raizes de
castanheiro foi igualmente estudada durante as primeiras 48 horas de contacto raiz-
fungo. Para tal avaliou-se o efeito do extracto proteico de raizes de castanheiro eliciadas

no crescimento do fungo.

5.2.1.1 Capacidade de adesao de P. tinctorius a raizes de castanheiro

A capacidade do fungo P. tinctorius em aderir a superficie de raizes de castanheiro
foi avaliada por microscopia electronica de varrimento, durante as horas iniciais de
contacto entre os simbiontes (Figura 5.8). Apds duas horas de contacto ¢ ja evidente a
existéncia de hifas adsorvidas a superficie das raizes de C. sativa, especialmente das
raizes laterais (Figura 5.8A,D). A densidade das hifas aderentes a superficie da raiz
aumenta ainda com o tempo de contacto (Figura 5.8B,C), parecendo a ador¢do das hifas
ocorrer em todo o comprimento da raiz, a excepcdo do apice (Figura 5.8C). Apds 12
horas de eliciagdo, a maioria das raizes laterais exibe varias camadas de hifas,
originando uma estrutura semelhante ao manto vulgarmente presente em raizes
micorrizadas (Smith & Read, 1997) (Figura 5.8B). Contrariamente, a observagdo de
secgoes transversais da raiz apos 24 horas de eliciagdo, evidenciou nao terem ocorrido
alteracdes anatomicas significativas, ndo sendo observado manto bem desenvolvido
nem rede de Hartig (Figura 5.8E). Raizes de plantulas de castanheiro ndo eliciadas

encontram-se desprovidas de hifas adsorvidas a sua superficie (Figura 5.8F).
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Figura 5.8 Aspectos da interacgao entre raizes de Castanea sativa e Pisolithus tinctorius, 2h (A), 12h (B)
e 24h (C) apos a eliciacdo, observados por microscopia electronica de varrimento. Sec¢des transversais de
raizes ap6s 2h (D) e 24h (E) de contacto com o micélio. Como controlo, foram utilizadas plantulas nio
eliciadas (F). Barra, 5S0pm.

5.2.1.2 Producio de espécies reactivas de oxigénio

A producao de espécies reactivas de oxigénio, em raizes de castanheiro inoculadas
com P. tinctorius, foi avaliada pela quantificagdo espectrofotométrica de H,O, e a

detecgdo histoquimica de O,".

Peroxido de hidrogénio (H,05)

A avaliacdo da produgdo de H,O, foi efectuada em raizes de C. sativa nas

primeiras horas de contacto (0 - 48h) com o fungo P. tinctorius, tendo sido utilizado
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como controlo raizes de castanheiro ndo eliciadas para os mesmos tempos de
interaccdo. Os resultados evidenciam a existéncia de trés picos de produgdo de H,O,
(Figura 5.9; Tabela 5.3). O primeiro pico foi observado ao fim de 2 horas de
inoculacdo, e corresponde a um aumento significativo de 1,5 vezes relativamente ao
observado em raizes de plantulas apos 0,5 horas de eliciagdo. Apds o primeiro pico, 0s
niveis de H,O, decresceram, para valores semelhantes aos determinados em raizes nao
eliciadas, ao fim de 3 horas de inoculacdo. Um segundo pico de producdo de H,O, foi
observado ao fim de 5 horas apos a inoculagdo, e correspondeu ao aumento mais
significativo (1,6 vezes relativamente ao determinado em plantulas 3 horas apés a
inoculagdo). O terceiro pico de producao de H,O,, observado ao fim de 11 horas apds
a inoculacdo, correspondeu a um aumento de 1,2 vezes, relativamente ao observado
em plantulas 9 horas apds a eliciagdo, ndo sendo, contudo, esta diferenca
estatisticamente diferente. Apds um ligeiro decréscimo observado as 15 horas, os
niveis de H,O, apresentaram uma leve tendéncia para aumentar, até as 48 horas de
inoculagdo, nao sendo o seu valor estatisticamente diferente do observado em raizes

15 horas ap6s a inoculagao.

. —— C.sativa-P.tinctorius
x —— C.sativa

* * %

*
*
*

H20> (umol & Pf)

O [ T T T T T T T T T 1
0 5 100 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo de contacto raiz-fungo (horas)

Figura 5.9 Quantificacdo de H,0, em raizes de Castanea sativa no decurso da eliciagdo com Pisolithus
tinctorius (C. sativa - P. tinctorius). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas como controlo
(C. sativa). A barra indica média + ep (n=3). As diferencas estatisticamente significativas entre plantulas
inoculadas e ndo inoculadas, para o mesmo tempo de inoculagdo, sdo indicados por ** para p<0,01;
**% para p<0,001.
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Tabela 5.3 Niveis de H,O, em raizes de Castanea
sativa no decurso das primeiras 48 horas apos a
eliciagdo com Pisolithus tinctorius. Os valores sdo
apresentados na forma média + desvio padrdo (n=3).
Valores com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de p<0,05.

Tempo [H,0,]
(hy (umol g Pf) Significancia
0 5,3%1,9 ¢
0.5 5,8£1,4 of
! 8,2+1,7 bode
2 8,7+1,5 abed
3 6,9+1,5 def
5 10,8424 .
7 10,5+1,7 b
’ 7.6=1.0 cdef
H 9,5+0,9 tbed
15 8,1+0,9 bede
24 8,5+1,0 abcd
48 9,3+£2,1 abe

Anido superoxido (0,")

Adicionalmente ao H,O, foi igualmente avaliada existéncia de alteragdes do teor
do anido superoxido, pela sua deteccao histoquimica através do método de redugdo do
NBT. Nos locais onde ocorre a produ¢do de O,” surge uma coloragdo azulada,
resultante da redugdo do NBT a formazano, pelo anido superoxido. Raizes de C. sativa
inoculadas com o fungo P. tinctorius foram analisadas durante as primeiras horas de
contacto (0,5 - 7h), utilizando como controlo raizes de castanheiro nao eliciadas. O
contacto com o fungo induziu a produ¢do de anido superoxido, sobretudo em raizes
recém-formadas (secundarias) (Figura 5.10). Esta producdo, dependente do tempo de
inoculacdo, apresentou dois picos de maior intensidade. No primeiro pico, observado ao
fim de 0,5 -1 hora de contacto raiz—fungo, a producgdo de O, restringiu-se a zonas
especificas da raiz, estando confinada as células epidérmicas. Ao fim de 2 - 3 horas ap6s
a inoculacdo, ndo foi observada acumulacdo de formazano, indicativo da producdo de
anido superoxido. O segundo pico, de maior intensidade traduzida pelo aumento da

intensidade da coloracdo azul, foi observado 5-7 horas apds a inoculagdo.

181



Estudo das Interacgdes: C. sativa - P. tinctorius e C. sativa - H. fasciculare Capitulo 5

Controlo

Figura 5.10 Detecgdo in situ do anido superoxido, pelo método da reducdo de NBT, em raizes de
Castanea sativa inoculadas com o fungo Pisolithus tinctorius, apds as primeiras horas de contacto (0,5 —
7 horas). A produgdo do anido superoxido é evidenciada pela acumulagdo de precipitados de formazano
(coloracao azul). Raizes ndo inoculadas foram utilizadas como controlo (ampliagdo 100x).
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Contrariamente ao observado para o primeiro pico, a produgido de O," parece ocorrer
intracelularmente. As raizes ndo inoculadas nunca apresentaram coloragdo azul,
indicativo da producdo de anido superoxido, para qualquer dos tempos de contacto raiz-

fungo estudados.

5.2.1.3 Actividade de enzimas de stresse oxidativo

Em raizes de castanheiro inoculadas com P.tinctorius foi determinada a
actividade de enzimas antioxidantes, designadamente superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Os ensaios foram efectuados no decurso das horas iniciais de contacto
raiz-fungo (0 —48h). Como controlo, foram utilizadas raizes de castanheiro nao

eliciadas.

Superodxido dismutase (SOD)

A determinacdo de actividade de SOD em raizes de castanheiro inoculadas com
P. tinctorius demonstrou que para todos os tempos de inoculagdo estudados (0 - 48h),
com excep¢do das 0 horas, as raizes inoculadas apresentavam actividades
significativamente superiores as raizes nao inoculadas (Figura 5.11). Verificou-se ainda
que a actividade da SOD apresentou variagdes ao longo do tempo de inoculagdo, tendo-
se registado trés picos de actividade (Figura 5.11, Tabela 5.4). O primeiro pico,
observado ao fim de 2 horas de inoculagdo, corresponde ao valor maximo da actividade
registado (81,0 Umg™" proteina), sendo significativamente superior em 2.2 vezes ao
valor obtido para raizes inoculadas ao fim de meia hora. Apos decréscimo até as 3 horas
de inoculagdo, registou-se um ligeiro aumento da actividade da SOD as 5 horas de
contacto raiz-fungo, com um acréscimo significativo de 4,6 vezes relativamente as
raizes ndo inoculadas. O valor correspondente a este aumento nao foi, contudo,
estatisticamente diferente do registado nas raizes inoculadas ao fim de 3 horas. A
actividade da SOD decresce novamente até as 48 horas de inoculagdo exibindo apenas
um ligeiro aumento ao fim de 24 horas de inoculacdo, significativo em 4,1 vezes face as
raizes ndo inoculadas. Também para este tempo de contacto raiz-fungo ndo foram
detectadas diferencas significativas, nos valores de actividade da SOD, face aos

registados em raizes inoculadas ao fim de 11 horas.
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Figura 5.11 Actividade da SOD em raizes de Castanea sativa ap6s terem sido inoculadas com
Pisolithus tinctorius (C. sativa - P. tinctorius). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas como
controlo (C. sativa). A barra indica média + ep (n=3). As diferencas estatisticamente significativas entre
plantulas inoculadas e n3o inoculadas, para 0 mesmo tempo de inoculacdo, sdo indicados por * para
p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.

Tabela 5.4 Actividade da SOD em raizes de Castanea
sativa  inoculadas com  Pisolithus tinctorius,
determinada no decurso das primeiras 48 horas de
contacto. Os valores de actividade da SOD sdo
apresentados na forma média + desvio padrio (n=3).
Valores com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de p<0,05.

Tempo Actividade da SOD

®) (U mg"' proteina) Significancia
0 32,4425 ,
0,5 37,3+4,0 be
! 62,6+2,2 ab
2 81,0425.7 .
3 54,8+21,7 abe
3 5644133 ibe
' 51,422 abc
? 413243 b
1 313217 .
15 34.944,5 .
24 43,849,1 .
48 29,6+2.4 .
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Catalase

Os resultados obtidos para a actividade da CAT permitem constatar que para todos
os tempos de contacto raiz-fungo estudados (0 — 48h), com excepc¢do das 0 e 24 horas,
as raizes inoculadas apresentavam valores significativamente diferentes face as raizes
nao inoculadas (Figura 5.12). A actividade da enzima apresentou variacdes ao longo do
tempo de contacto, tendo-se registado trés picos de indugdo (Figura 5.12, Tabela 5.5). O
primeiro pico foi detectado 0,5 horas apds a inoculacdo, e corresponde a um aumento
significativo de actividade de 3,0 e 3,4 vezes superior ao observado em raizes nio
inoculadas e em raizes eliciadas, 0 horas ap6s a inoculagdo, respectivamente. Apos um
ligeiro decréscimo, observado ao fim de 1 hora de inoculagdo, a actividade da CAT
aumenta, atingindo o valor mais elevado registado (155,3 U mg™ proteina), ao fim de 3-
5 horas de inoculagdo. Este valor foi significativamente superior em 5,0 e 1,9 vezes face
as raizes nao inoculadas e inoculadas ao fim de 2 horas, respectivamente. Seguidamente
a actividade da CAT decresce, exibindo apenas um ligeiro aumento (3,6 vezes face as
raizes ndo inoculadas) ao fim de 9 horas de inoculacdo, o qual ndo ¢ significativamente
diferente do obtido para plantulas inoculadas ao fim de 7 horas. Ao fim de 48 horas de
interac¢do raiz-fungo, sdo atingidos valores significativamente inferiores (2,5 vezes) em

relacdo as raizes nao inoculadas.
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Figura 5.12 Actividade da CAT em raizes de Castanea sativa apos terem sido inoculadas com Pisolithus
tinctorius (C. sativa - P. tinctorius). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas como controlo
(C. sativa). A barra indica média = ep (n=3). As diferengas estatisticamente significativas entre plantulas
inoculadas e ndo inoculadas, para 0 mesmo tempo de inoculagdo, sdo indicados por ** para p<0,01;
**% para p<0,001.
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Tabela 5.5 Actividade da CAT em raizes de Castanea
sativa inoculadas com Pisolithus tinctorius determinada
no decurso das primeiras 48 horas de contacto. Os
valores de actividade da CAT sdo apresentados na
forma média + desvio padrdo (n=3). Valores com a
mesma letra ndo diferem significativamente entre si ao

nivel de p<0,05.
Tempo Actividade da CAT

) (U mg" proteina) Significincia
0 31,3+£29,2 de

0,5 104,9+58,0 abc
1 69,2+8,8 cde
2 81,8+19,2 bede
3 155,3+40,9 a

5 151,8+99,3 ab
7 74,0+£35,3 cde
9 92,5+42,6 abcd
11 71,0+5,8 cde
15 52,8427 cde
24 44,8+22,6 cde

48 12,2+11,1 e

5.2.1.4 Efeito do extracto proteico de raizes de castanheiro eliciadas com

P. tinctorius no crescimento do fungo P. tinctorius

O efeito de extractos de raizes de castanheiro eliciadas por P. tinctorius, no
crescimento deste fungo, foi avaliado para as primeiras 48 horas de interac¢do raiz-
fungo. Plantulas de castanheiro eliciadas com P. tinctorius foram recolhidas a diferentes
tempos de contacto raiz-fungo (0 — 48h), e utilizadas para a obtencdo de extractos
proteicos. A avaliagdo do crescimento de P.tinctorius decorreu em meio MMN
gelificado, complementado com 24 pug da proteina extraida. Apds inoculagdo com
P. tinctorius, o crescimento deste fungo foi avaliado nos 30 dias seguintes (Figura 5.13).
Até aos 11 dias de inoculagdo, o crescimento de P. tinctorius nos meios de cultura
contendo extractos proteicos preparados até as 2 horas de contacto raiz — fungo ¢ muito
semelhante ao observado nos controlos (meio MMN complementado com tampao de
extraccdo). Nestes ensaios, a partir dos 14 dias de inoculacdo verifica-se o aumento

significativo do crescimento radial das colonias de P. tinctorius face ao controlo. Esta
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situagdo ¢ igualmente observada para os casos em que foram utilizados extractos
radiculares obtidos as 11 horas e apos 24 horas de eliciagdo com P. tinctorius. Nos
casos em que foram utilizados extractos proteicos de raizes eliciadas, obtidos entre as 3
e as 9 horas e também as 15 horas de contacto raiz-fungo, verificou-se uma diminui¢do
significativa inicial do crescimento radial das coldnias face ao controlo. Apoés 8 a 14
dias de inocula¢do do fungo, a taxa de crescimento de P. tinctorius atingiu valores
semelhantes aos verificados nas placas controlo, registando-se em alguns casos

aumentos significativos de crescimento relativamente ao controlo 23 ou 30 dias apds

inoculagao.
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Figura 5.13 Crescimento radial relativo (diferenga entre o crescimento radial de colonias de Pisolithus
tinctorius a crescer em meio MMN, na presenca de extracto proteico de raizes de Castanea sativa
eliciadas e coldnias de P. tinctorius a crescer em meio MMN na presenca de tampdo de extracgdo). Neste
ensaio foram utilizados extractos proteicos de raizes eliciadas, ap6s diferentes tempos de contacto raiz-
fungo (0-48 h), e indicado no respectivo grafico. A barra indica média + ep (n=5). A existéncia de
diferencas estatisticas relativamente ao controlo, para o mesmo tempo de inoculacdo, ¢ indicada por
* para p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.
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O efeito de extractos proteicos de raizes sujeitas a diferentes tempos de contacto

com o fungo, no crescimento radial de coldnias de P. tinctorius, foi comparado ao fim

de 8 e de 17 dias de crescimento do micélio na presenca do extracto. Os resultados

encontram-se apresentados na figura 5.14 e indicam que ao fim de 8 dias de cultura do

fungo na presenca de extractos de raizes em contacto com o fungo até 48 horas, o

crescimento das colonia foi inferior ao observado nas coldnias crescidas na presenca de

tampao de extrac¢do (controlo) (Figura 5.14A) a excepc¢do de quando foi utilizado

extracto proteico de raizes apos 11 horas de contacto com o fungo. Contudo, apenas as

colonias de P. tinctorius crescidas em extractos radiculares obtidos apds 15 horas de

contacto raiz-fungo apresentaram uma redugdo significativa de crescimento da

observada no controlo.

188



Capitulo 5 Estudo das InteraccBes: C. sativa - P. tinctorius € C. sativa - H. fasciculare

>

125 -
120 -

1,15
1,103

o

1,05 -
1,00 -
095 -
0,90 -

Crescimento radial (mm dia™)

0,85
0,80 T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo de contacto raiz-fungo (horas)

=

Crescimento radial (mm dia™)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo de contacto raiz-fungo (horas)

Figura 5.14 Crescimento radial de Pisolithus tinctorius, determinado ao fim de 8 (A) e 17 (B) dias de
incubagdo em meio MMN complementado com extractos proteicos radiculares de plantulas de Castanea
sativa eliciadas com P. tinctorius (0-48 horas). Como controlo foi utilizado meio MMN contendo tampéo
de extrac¢do (linha a tracejado). A barra indica média £ ep (n=5). Valores com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de p<0,05.

Ao fim de 17 dias de inoculagdo, o crescimento radial das coldnias de P. tinctorius
incubadas com extractos radiculares de raizes sujeitas a diferentes tempos de contacto
com o fungo (0-48h) foi sempre superior ou igual ao registado nas placas controlo

(Figura 5.14B). Os resultados indicam ainda que o aumento do crescimento radial de
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P. tinctorius foi variavel em fung¢do do tempo de contacto raiz-fungo do extracto
radicular utilizado. O extracto de raiz de C. sativa ndo eliciada (0 horas) promoveu
significativamente o crescimento radial de P.tinctorius, comparativamente ao
crescimento do fungo na presenca de tampao de extracc¢do (controlo). De igual modo, os
extractos proteicos de raizes eliciadas sujeitas a 2, 11 e apds 24 horas de contacto com o
fungo, estimularam o crescimento do P.tinctorius, observando-se valores
significativamente superiores (> 0,2 x) aos observados nas placas controlo. Quando
foram utilizados extractos proteicos obtidos de raizes eliciadas, no intervalo 3 a 9 horas
de contacto com o fungo e ao fim de 15 horas de contacto, verificou-se uma diminuig¢ao
do estimulo verificado no crescimento do fungo, observando-se valores muito
semelhantes aos determinados nas placas controlo. Adicionalmente, apesar de ndo se
registarem diferencas estatisticas, verificou-se que os extractos proteicos de raizes apos

7 horas de contacto com o fungo induziam ligeiramente o crescimento de P. tinctorius.

A analise macroscopica das colonias de P.tinctorius crescidas na presenga de
extractos proteicos de raizes sujeitas a diferentes tempos de contacto com o fungo
P. tinctorius, ndo evidenciou diferengas ao nivel morfolégico (Figura 5.15). Todas as
colonias de P. tinctorius apresentavam o micélio muito denso e com crescimento aéreo,
sobretudo na parte central das colonias. A sua coloragdo era acastanhada, apresentando-
se mais escura no centro. As margens apresentavam-se regulares, ndo tendo sido

observada a formagdo de exsudados, traduzida pela presenca de goticulas.

Figura 5.15 Aspecto macroscopico das colonias de Pisolithus tinctorius, 23 dias apos inoculagdo, em
meio de cultura MMN contendo extractos proteicos radiculares de plantulas de Castanea sativa. Cada
placa corresponde ao ensaio de um extracto proteico de raizes de castanheiro eliciadas, sendo indicado o
periodo de tempo de interac¢ao com P. tinctorius a que se refere.
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5.2.2 Interaccao Castanea sativa — Hypholoma fasciculare

A resposta das plantulas de castanheiro ao fungo saprofita H. fasciculare foi
estudada durante as primeiras 48 horas de contacto raiz-fungo. Foram avaliadas a
capacidade de adesdo do fungo a raiz e o envolvimento de hidrofobinas neste processo,
a producao de ROS, nomeadamente de peroxido de hidrogénio e de anido superoxido, e
a determinacdo da actividade de enzimas de stresse oxidativo, como a superdxido
dismutase e catalase. Os ensaios foram efectuados em raizes de castanheiro eliciadas
com micélio de H. fasciculare e nao eliciadas (controlo) para os mesmos tempos de
interac¢do raiz-fungo. Foram ainda avaliadas alteragdes estruturais nas raizes do
castanheiro decorrentes da inoculagdo com H. fasciculare, ao longo de 60 dias de
interac¢do raiz-fungo, assim como o aparecimento de sintomas indicadores de situacdes

de stresse/doenca.

5.2.2.1 Capacidade de adesdo de H. fasciculare a raizes de castanheiro

A capacidade de adesdo de H. fasciculare as raizes de plantulas de castanheiro e a
avaliacdo de alteragdes estruturais nas raizes foi efectuada por microscopia electronica
de varrimento. Foram observadas raizes sujeitas a diferentes tempos de contacto com o
fungo, até a um maximo de 60 dias. Apds 48 horas de interac¢ao raiz-fungo, € ja notdria
a adsor¢do de hifas a superficie radicular (Figura 5.16A). No decurso do contacto raiz-
fungo a densidade de hifas depositadas a superficie das raizes aumenta
significativamente sendo possivel observar, ao fim de 25 dias, uma espessa ¢ compacta
camada de hifas a envolver toda a superficie radicular (Figura 5.16B). A observagao de
seccoes transversais das raizes evidencia que, ao fim de 60 dias de interaccdo raiz-
fungo, os vasos condutores, especialmente o xilema, encontravam-se obstruidos (Figura
5.16C.1, C.2). Nao foi possivel observar a ocorréncia de penetracdo das hifas nos
tecidos radiculares. Em plantulas crescidas em idénticas condi¢des, mas ndo sujeitas ao
contacto com o fungo, ndo se observou oclusdo dos vasos condutores (resultados ndo

apresentados).
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Figura 5.16 Raizes de Castanea sativa apds 48 horas (A) e 25 dias (B) de contacto com Hypholoma
fasciculare, em microscopia electronica de varrimento. Cortes transversais de raizes inoculadas ao fim de
60 dias (C.1, C.2) com H. fasciculare apresentam obstrugdo dos vasos condutores. Barra 100um (A, B,
C.1); 50um (C.2).

5.2.2.2 Sintomas em plantulas de C. sativa decorrentes da eliciagdo radicular com

H. fasciculare

As plantulas de castanheiro sujeitas ao contacto com H. fasciculare ao nivel
radicular manifestaram sintomas indicadores de uma situacao de stresse ou doenca ao
fim de 60 dias de contacto raiz-fungo. As folhas, perderam a sua coloragdo verde
brilhante normal, apresentando uma clorose que se foi acentuando até cairem
prematuramente. Este amarelecimento das folhas parece ter tido inicio a partir dos
feixes vasculares, expandindo-se progressivamente por todo o limbo (Figura 5.17). As
raizes apresentaram-se enegrecidas, com a epiderme mole e em vias de decomposi¢ao
(resultados ndo mostrados). Nas plantulas controlo (ndo inoculadas com H. fasciculare),
nas quais foi promovido o crescimento exactamente nas mesmas condi¢des que nas
plantulas inoculadas, as folhas apresentaram-se verdes e brilhantes para os mesmos

tempos de estudo.
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Figura 5.17 Aspecto de folhas de plantulas de Castanea sativa ndo eliciadas (A) e apds 60 dias de
contacto raiz- Hypholoma fasciculare (B).

5.2.2.3 Envolvimento de hidrofobinas na adesio de H. fasciculare a raizes de

C. sativa

Com o objectivo de avaliar o envolvimento de hidrofobinas na adesdao do fungo
saprofita H. fasciculare as raizes de castanheiro foi iniciado o estudo da expressdo de
genes que codificam hidrofobinas de H. fasciculare no decurso do contacto raiz-fungo.
Este estudo foi iniciado pela amplificacdo termociclica de uma sequencia nucleotidica
homologa as de genes codificantes de hidrofobinas de fungos, dado nio ter sido editada

na base NCBI sequéncias de DNA de H. fasciculare que codifiquem aquelas proteinas.

Desenho dos iniciadores oligonucleotidicos

A metodologia utilizada na concep¢do dos iniciadores oligonucleotidicos
degenerados, a utilizar na amplificacdo termociclica de regides codificantes de
hidrofobinas de H. fasciculare, bascou-se na analise comparativa de sequéncias
aminoacidicas de hidrofobinas de diferentes espécies pertencentes a classe dos
basidiomicetos, editadas na base de dados NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). A
analise do alinhamento destas sequéncias aminoacidicas, efectuada recorrendo ao
programa MegAlign (DNASTAR), utilizando o método Clustal, permitiu identificar as
regidoes mais conservadas das hidrofobinas, as quais incluem as oito cisteinas
conservadas, caracteristicas destas proteinas (Figura 5.18). Estas regides conservadas

foram consideradas para a concep¢do de iniciadores oligonucleotidicos degenerados,
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atendendo-se ao grau de degenerescéncia do iniciador concebido. Foram
preferencialmente consideradas regides pobres em leucina, arginina € serina que por
serem aminoacidos muito degenerados contribuem significativamente para o aumento

da degenerescéncia final dos iniciadores.
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Figura 5.18 Alinhamento de sequéncias aminoacidicas de hidrofobinas fiingicas editadas na base de
dados NCBI. As sequéncias aminoacidicas foram alinhadas com o programa MegAlign (DNASTAR)
utilizando o método Clustal. Os residuos aminoacidicos estdo sombreadas a cinzento e as cisteinas
conservadas em todas as sequéncias de hidrofobinas, estdo sombreadas a preto. As regides utilizadas na
concepgdo do iniciador oligonucleotidico na orienta¢do directa HydHfFO1 (seta rosa) e HydHfFO2 (seta
azul) bem como do iniciador oligonucleotidico na orientagdo inversa HydHfRE (seta verde) encontram-se
assinaladas (ver anexo III para os numeros de acesso).

Neste trabalho foram utilizados dois iniciadores oligonucleotidicos na orientagdo
directa (HydHfFO1 e HydHfFO2) e um iniciado oligonucleotidico na orienta¢do inversa

(HydHfRE), encontrando-se as respectivas sequéncias apresentadas na tabela 5.6. Com
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base nas sequéncias editadas em base de dados, exibidas na figura 5.18, o par de
iniciadores HydHfFO1/HydHfRE permitira a amplificagdo de um fragmento com cerca
de 213 pb, enquanto que amplificacdo realizada na presenca do par de iniciadores

HydHfFO2/HydHfRE originara um fragmento de cerca de 186 pb.

Tabela 5.6 Iniciadores oligonucleotidicos degenerados concebidos para a amplificagdo termociclica de
regides codificantes de hidrofobinas de Hypholoma fasciculare.

. . . L. Grau de Orientacao do
Designacio Sequéncia nucleotidica (5°—3°) . .
degenerescéncia iniciador
HydHfFO1 CAR TGY AAY ACIGGI TC 8x directa
HydHfFO2 CAR TGY TGY MAI AGY GTI CA 32x directa
HydHfRE KRC ARC AIA CIGKYT G 32x inversa
I: desoxinosina R: A+G M: A+C Y: C+T K: T+G

A amplifica¢do termociclica foi efectuada a partir de DNA de H. fasciculare,
extraido de micélio, que apresentava um elevado grau de pureza (Ajs0/A230=1,91). Para
ambos os pares de iniciadores concebidos, nas respectivas reac¢des, foi considerada a
mesma temperatura de hibridagdao de 50°C. A analise electroforética dos produtos de
reaccdo (Figura 5.19) evidenciou auséncia de amplificacdo quando foram utilizando os
iniciadores HydHfFO1/HydHfRE e a amplificagdo de um fragmento de cerca de 250 pb,
quando foram utilizados os iniciadores HydHfFO2/HydHfRE. Apesar do fragmento
amplificado apresentar uma dimensdo ligeiramente superior da esperada (186 pb),

procedeu-se a sua sequenciagdo e caracterizagao.

Analise da sequéncia de hidrofobina de H. fasciculare

A sequéncia nucleotidica (HydHf) putativamente codificante de uma hidrofobina
de H. fasciculare bem como a respectiva sequéncia aminoacidica deduzida encontram-
se apresentadas na figura 5.20. A sequéncia nucleotidica compreende 230 pb e inclui
uma sequéncia nao traduzida (intrdo) de 61 pb e uma grelha de leitura aberta (ORF) de

169 pb. Apesar de ndo conter toda a regido codificante, o fragmento codifica 56
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Figura 5.19 Analise electroforética dos produtos resultantes da amplificagdo de DNA de Hypholoma
fasciculare, na presenca dos iniciadores HydHfFO1/HydHfRE (1) e¢ HydHfFO2/HydHfRE (2). A
electroforese foi realizada em gel de agarose 2,0% (p/v). MM - marcador de massa molecular (1kb DNA
Ladder).

1 10 20 30
QCCKSVQAADTPSVSS LLGILGVVVQGLTGOQV GV
CAGTGYTGCAAGAGYGTGCAGGCGGCGGACACCCCCAGCGTCTCCAGCCTCCTCGGCATCTTGGGCGTCGTCGTCCAGGGCCTCACCGGACAGGTCGGCG 100

40 50 60
T CDWPI SVIGASGNSC
TGACCTGCGACCCCATCAGCGTGATCGGCGCCTCTGGCAACTCCTGGTACGCACTCCCTTTATTACGGACTATATATTTGCTGATGTGCTTTCTGCCTCT 200

70
S AQ PV CC
CAAATAGCTCCGCCCAGCCCGTCTGCTGCC 230

Figura 5.20 Sequéncias nucleotidica e aminoacidica deduzida do fragmento de HydHf de Hypholoma
fasciculare. A sequéncia aminoacidica deduzida ¢ apresentada no coédigo de uma letra. Os niimeros a
direita referem-se aos nucledtidos e os numeros por cima referem-se aos aminoacidos. A sequéncia
nucleotidica sombreada a cinzento representa a sequéncia ndo traduzida (intrdo). Os residuos de cisteina
conservados em todas as hidrofobinas estdo evidenciados a amarelo.

residuos aminoacidicos, dos quais 20 sdo hidrofébicos (alanina, isoleucina, leucina e
valina). De facto, o perfil de hidrofobicidade, determinado de acordo com o algoritmo
de Kyte e Doolittle (1982), da sequéncia aminoacidica deduzida de HydHf evidencia a
presenca de um dominio com caracteristicas marcadamente hidrofobicas (Figura 5.21).
A presenca de dominios hidrofobicos ¢ uma caracteristica das hidrofobinas, sendo
facilmente identificavel a presenca de trés dominios hidrofobicos conservados nos seus

perfis de hidrofobicidade. A hidrofobina da espécie Pholiota nameko foi a que, de entre
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as diferentes espécies fungicas, apresentou um perfil de hidrofobicidade mais similar ao

observado para a sequéncia deduzida do fragmento de HydHf de H. fasciculare.

P. ostreatus
Hyd5
-4.5
457
0 g8 A. bisporus
Hyd4
-4.5
L. edodes
Hyd2
-4.5_]
P. nameko
Hyd2
-4.5

H. fasciculare

Figura 5.21 Perfil de hidrofobicidade de hidrofobinas de fungos pertencentes a classe basidiomicetos e
sua compara¢do com o fragmento de HydHf de Hypholoma fasciculare. As sequéncias aminoacidicas
foram analisadas utilizando o algoritmo de Kyte e Doolittle (Protean, DNASTAR) (ver anexo III para os
nameros de acesso).

O alinhamento da sequéncia aminoacidica deduzida de HydHf de H. fasciculare
com outras hidrofobinas de espécies fungicas pertencentes a classe dos basidiomicetos
evidenciou uma elevada homologia (Figura 5.22). A sequéncia de HydHf apresenta

residuos aminoacidicos conservados em todas as sequéncias de hidrofobinas analisadas,
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nomeadamente, a cisteina, na posi¢cdo 69, 70, 107, 121, 127 e 128, e a prolina, na
posi¢ao 109. Outros residuos aminoacidicos, designadamente a leucina (na posicao 90),
a glicina (na posi¢do 91, 104 e 118), a isoleucina (na posicao 110), a glutamina (na
posicdo 68 e 124) e a valina (na posicdo 126) encontram-se igualmente muito

conservados.
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Figura 5.22 Alinhamento da sequéncia aminoacidica deduzida do fragmento de HydHf de Hypholoma
fasciculare com as hidrofobinas de outros fungos pertencentes a classe dos basidiomicetos. As sequéncias
aminoacidicas foram alinhadas com o programa MegAlign (DNASTAR) utilizando o método Clustal. Os
residuos conservados na maioria das sequéncias estdo sombreados a preto (ver anexo III para os numeros
de acesso).

A analise comparativa da sequéncia aminoacidica deduzida de HydHf com as
regides correspondentes de outras hidrofobinas de espécies fungicas revelou igualmente
elevadas percentagens de identidade, as quais apresentavam valores superiores para

hidrofobinas de espécies da classe basidiomicetos (67,9 — 32,1%) do que para as da
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Tabela 5.7 Percentagem de identidade entre a sequéncia aminoacidica deduzida
de HydHf de Hypholoma fasciculare e as regides correspondentes de outras
hidrofobinas de espécies flngicas pertencentes as classes basidiomicetos e
ascomicetos. A analise das sequéncias aminoacidicas foi efectuada pelo método
Clustal (ver anexo III para os numeros de acesso).

Hidrofobinas % identidade

Basidiomicetos
Pholiota nameko Hyd?2 67,9
Pholiota nameko Hyd1 64,3
Pleurotus ostreatus Hyd5 62,5
Lentinula edodes Hyd2 55,4
Pholiota nameko Hyd3 55,4
Dictyonema glabratum Hyd3 55,4
Agaricus bisporus Hyd1 51,8
Agaricus bisporus Hyd?2 51,8
Dictyonema glabratum Hyd1 51,8
Phlebiopsis gigantea Hyd1 51,8
Flammulina velutipes Hyd 50,0
Pleurotus ostreatus Hyd1 46,4
Pisolithus tinctorius Hyd3 44,6
Lentinula edodes Hyd1 42,9
Phlebiopsis gigantea Hyd2 42,9
Pleurotus ostreatus Hyd4 42,9
Pleurotus ostreatus Hyd3 41,1
Dictyonema glabratum Hyd2 39,3
Agaricus bisporus Hyd4 37,5
Agaricus bisporus Hyd3 35,7
Paxillus involutus Hyd 35,7
Pisolithus tinctorius Hyd1 35,7
Pleurotus ostreatus Hyd6 32,1
Pisolithus tinctorius Hyd2 32,1

Ascomicetos
Cladosporium fulvum Hyd2 23,2
Xanthoria parietina Hyd 21,4
Xanthoria ectaneoides Hyd 21,4
Cladosporium fulvum Hyd3 21,4
Aspergillus fumigatus Hyd1 19,6
Aspergillus fumigatus Hyd2 19,6
Aspergillus fumigatus Hyd3 19,6
Aspergillus nidulans Hyd 19,6
Cladosporium fulvum Hyd1 19,6
Metarhizium anisopliae Hyd 19,6
Paracoccidioides brasiliensis Hyd 19,6
Aspergillus fumigatus Hyd4 17,9
Cladosporium herbarum Hyd 16,1
Cladosporium fulvum Hyd4 16,1
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classe ascomicetos (<23,2%) (Tabela 5.7). De facto, a andlise da arvore filogenética
elaborada através do programa MegAlign (DNASTAR), utilizando o método Clustal ¢ a
tabela dos pesos residuais PAM250, permite constatar que as hidrofobinas de espécies
pertencentes a classe ascomicetos e a classe basidiomicetos originam dois agrupamentos
distintos, estando a sequéncia deduzida de HydHf incluida neste ultimo agrupamento

(Figura 5.23).
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Figura 5.23 Arvore filogenética representando a relagdo entre a HydHf de Hypholoma fasciculare e as
regides correspondentes de outras hidrofobinas de espécies pertencentes as classes basidiomicetos e
ascomicetos. As sequéncias aminoacidicas foram alinhadas utilizando o programa MegAlign
(DNASTAR) pelo método de Clustal utilizando a tabela dos pesos residuais PAM250. O comprimento de
cada par de ramos representa a distancia entre cada par de sequéncias. A escala que se encontra sob a
arvore mede a distancia entre as sequéncias (ver anexo III para os nimeros de acesso).
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No agrupamento relativo aos basidiomicetos, verificou-se ainda que a maioria das
hidrofobinas pertencentes a mesma ordem se encontravam filogeneticamente proximas
(Figura 5.23). De entre as diferentes espécies destacam-se Pisolithus tinctorius e
Paxillus involutus, ambas incluidas na ordem Boletales; e ainda as espécies Pholiota
nameko e Hypholoma fasciculare, ambas pertencentes a ordem Agaricales e a familia
Strophariacea. De facto, as hidrofobinas da espécie Pholiota nameko foram as que
apresentaram maior percentagem de identidade com a sequéncia aminoacidica deduzida

de HydHf de H. fasciculare, com valores entre 67,9 e 55,4% (Tabela 5.7).

O envolvimento das hidrofobinas na capacidade de adesdo das hifas de
H. fasciculare a raizes de castanheiro esta a ser avaliada por analise de expressdo do
gene HydHf nas primeiras horas de contacto raiz-fungo. Desse modo, foi optimizado o
método para a extrac¢do de RNA de raizes de C. sativa que foi aplicado a obtengdo de
RNA de raizes eliciadas a diferentes tempos, aguardando-se a respectiva analise de

Northern.

5.2.2.4 Producao de espécies reactivas de oxigénio

A produgdo de espécies reactivas de oxigénio em raizes de castanheiro inoculadas
com H. fasciculare foi avaliada por determinacdo espectrofotométrica dos niveis de

H,0, e pela detecgdo histoquimica de O, pelo método de redugdo do NBT.

Peroxido de hidrogénio (H,0;)

A avaliagdo da produ¢do de H,O, em raizes de C. sativa nas primeiras horas de
contacto (0 - 48h) com o fungo H. fasciculare foi efectuada considerando como
controlo raizes de castanheiro ndo eliciadas para os mesmos tempos de interac¢do. Tal
como previamente descrito para a interacg¢do C. sativa — P. tinctorius foram observados
trés picos na producdo de H,O, (Figura 5.24, Tabela 5.8). O primeiro aumento ocorreu
ao fim de 30 minutos ap0s a eliciacdo, apresentando um acréscimo significativo de 1,3
vezes relativamente as plantulas ndo eliciadas, mas ndo se verificando diferencas
significativas face as plantulas imediatamente apods eliciagao (0 horas). Seguidamente,

os niveis de H,O, decresceram, atingindo valores significativamente inferiores (1,2
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Figura 5.24 Quantificacdo de H,O, em raizes de Castanea sativa no decurso da eliciagio com
Hypholoma fasciculare (C. sativa-H. fasciculare). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas
como controlo (C. sativa). A barra indica média + ep (n=3). As diferengas estatisticamente significativas
entre plantulas inoculadas e ndo inoculadas, para o mesmo tempo de inoculagédo, sdo indicados por * para
p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.

Tabela 5.8 Niveis de H,O, em raizes de Castanea
sativa no decurso das primeiras 48 horas apés a
eliciagdo com Hypholoma fasciculare. Os valores sao
apresentados na forma média + desvio padrdo (n=3).
Valores com a mesma letra nd3o diferem
significativamente entre si ao nivel de p<0,05.

Tempo [H,0,]

(h) (umol g”! Pf) Significincia
0 5,9+2.0 b
0,5 7,3+1,9 b
! 6,7+2,2 ob
2 6,4+0,7 b
3 4,7+0,6 be
> 5,7+1,1 b
7 9,843.4 .
0 9,5+3,9 .
1 2,1£1,0 .
15 6,9+1,0 ab
24 42422 be
43 5,724 b
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vezes) aos das raizes ndo sujeitas ao contacto com o fungo, ao fim de 3 horas. O
segundo pico, com maior intensidade, ocorreu ao fim de 7-9 horas apos a eliciagdo, com
um acréscimo significativo face as plantulas ndo eliciadas de 1,5 vezes. Os valores de
H,0, registados neste intervalo de tempo foram também significativamente superiores
(cerca de 1,7 vezes) comparativamente aos observados em raizes apds 5 horas de
contacto com o fungo. Ao fim de 11 horas apos a eliciagdo registou-se um decréscimo
dos niveis de H,O, apresentando valores significativamente inferiores (2,9 vezes) aos de
plantulas ndo eliciadas. O terceiro pico de producdo de H,O, verificou-se ao fim de 15
horas de contacto com o fungo, apresentado um acréscimo significativo de 1,2 e 3,3
vezes face as plantulas controlo e as plantulas eliciadas ap6s 11 horas de contacto com o
fungo, respectivamente. Apds um ligeiro decréscimo, os niveis de H,O, mantiveram-se
praticamente constantes, apresentando valores abaixo ou muito similares aos das raizes

ndo eliciadas.

Anido superdxido (0,")

A avaliacdo da produ¢do do anido superoxido foi efectuada pela sua detecgdo
histoquimica em raizes de C. sativa durante as primeiras horas de contacto (0,5 - 7h)
com o fungo H. fasciculare. Como controlo, foram utilizadas raizes de castanheiro nido
eliciadas. Os resultados revelam que o fungo induziu a produgdo de anido superdxido,
sobretudo ao nivel das raizes secundarias (Figura 5.25). Esta produgdo foi dependente
do tempo de contacto raiz-fungo, sendo possivel observar dois picos de producao. O
primeiro pico foi registado ao fim de 0,5-1 hora de contacto raiz-fungo, restringindo-se
a produgdo de O, a zonas especificas da raiz, confinadas as células epidérmicas. Apds
auséncia de coloragdo azulada, indicativa da redug¢do do NBT pelo anido superdxido,
entre as 2 e as 3 horas de contacto raiz-fungo, um segundo pico com maior intensidade
foi observado ao fim de 5-7 horas de inoculag¢do. Tal como detectado para a interacgdo
C. sativa— P. tinctorius, neste segundo pico a acumulagio de O,  ocorreu
intracelularmente. Nas raizes ndo eliciadas ndo foi observado o aparecimento de
coloragdo azul, indicativa da producdo de anido superdxido, em nenhum dos tempos

estudados.

203



Estudo das Interacgdes: C. sativa - P. tinctorius e C. sativa - H. fasciculare Capitulo 5

Controlo

Figura 5.25 Deteccao in situ do anido superdxido, pelo método da redugdo de NBT, em raizes de
Castanea sativa inoculadas com o fungo Hypholoma fasciculare, ap6s as primeiras horas de ¢ ontacto
(0,5 — 7 horas). A producdo do anido superoxido ¢ evidenciada pela acumulagdo de precipitados de
formazano (coloragdo azul). Raizes ndo inoculadas foram utilizadas como controlo (ampliagdo 100x).
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5.2.2.5 Actividade de enzimas de stresse oxidativo

A actividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foi
determinada nas primeiras horas de contacto entre raizes de castanheiro e micélio de
H. fasciculare. Como controlos foram determinadas as actividades destas enzimas para

0s mesmos tempos em raizes de castanheiro nao eliciadas.

Superdxido dismutase (SOD)

Em todos os tempos de contacto, com excep¢do das 0 e 2 horas, as raizes de
castanheiro eliciadas com H. fasciculare apresentavam uma actividade de SOD
significativamente superior a de raizes nao eliciadas (Figura 5.26). A actividade da SOD
apresentou ainda uma variacdo ao longo do tempo de contacto raiz-fungo, tendo-se
registado dois picos de actividade (Figura 5.26, Tabela 5.9). O primeiro pico ocorreu ao
fim de 30 min apods a inoculagdo, apresentando um acréscimo significativo de 3,0 e 1,9
vezes face as plantulas nao eliciadas e imediatamente apds inoculacao (0 horas),
respectivamente. Seguidamente, a actividade da SOD decresceu até as 2 horas apos a

inoculagdo atingindo valores muito similares aos observados nas raizes de castanheiro

—e— C. sativa-H. fasciculare
—e— C.sativa

Al

)
D
S

L
* % %

SOD (U mg'1 proteina

0 T T T T T T T T T 1
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Tempo de contacto raiz-fungo (horas)

Figura 5.26 Actividade da SOD em raizes de Castanea sativa ap6s terem sido inoculadas com
Hypholoma fasciculare (C. sativa — H. fasciculare). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas
como controlo (C. sativa). A barra indica média + ep (n=3). As diferencas estatisticamente significativas
entre plantulas inoculadas e nao inoculadas, para 0 mesmo tempo de inoculagdo, sdo indicados por * para
p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001.
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Tabela 5.9 Actividade da SOD em raizes de Castanea
sativa inoculadas com Hypholoma fasciculare
determinada no decurso das primeiras 48 horas de
contacto. Os valores de actividlade da SOD sdo
apresentados na forma média + desvio padrio (n=3).
Valores com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si ao nivel de p<0,05.

Tempo Actividade da SOD

(hy (U mg" proteina) Significancia
0 26,0411,9 dof

0,5 48,8412 ibe
1 43,244,1 bede
2 17,942,2 .
3 56,4+0,6 ab
3 63,748,3 .
7 442445 abed
’ 41,9127 bede
1 41,3£7,3 bede
15 28,4+8,7 def
24 23,7+4,0 o
48 34,1+3,6 cdef

ndo eliciadas. O segundo pico, correspondente ao valor maximo da actividade foi
observado ao fim de 5 horas apds inoculagdao. Este valor de actividade foi
significativamente superior em relacdo ao valor obtido para raizes ndo eliciadas e em
raizes 2 horas ap6s a inoculagdo, respectivamente, 5,2 e 3,6 vezes. A actividade da SOD
decresce novamente, apesar de apresentar uma ligeira tendéncia para aumentar nas
ultimas 24 horas consideradas. Este aumento no valor de actividade ndo €, no entanto,

estatisticamente diferente do registado em raizes 9 horas apos a inoculagdo.

Catalase

As raizes de castanheiro inoculadas com H. fasciculare apresentaram, para todos os
tempos de interac¢do (com excepgdo das 0 e 3 horas), valores de actividade da CAT

significativamente superiores aos de raizes nao inoculadas (Figura 5.27). A actividade
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Figura 5.27 Actividade da CAT em raizes de Castanea sativa ap6s terem sido inoculadas com
Hypholoma fasciculare (C. sativa — H. fasciculare). Raizes de plantulas ndo inoculadas foram utilizadas
como controlo (C. sativa). A barra indica média + ep (n=3). As diferencas estatisticamente significativas
entre plantulas inoculadas e ndo inoculadas, para o mesmo tempo de inoculagdo, sdo indicados por * para
p<0,05; *** para p<0,001.

Tabela 5.10 Actividade da CAT em raizes de Castanea
sativa inoculadas com Hypholoma fasciculare no
decurso das primeiras 48 horas de contacto. Os valores
de actividade da CAT sdo apresentados na forma
média + desvio padrdo (n=3). Valores com a mesma
letra ndo diferem significativamente entre si ao nivel de

p<0,05.
Tempo Actividade da CAT

(hy (U mg" proteina) Significincia
0 38,9482 .

0.5 104,8+47,3 .
1 86,1329 b
2 70,6+16,8 be
3 57,4+5.2 be
> 80,8428, c
7 53,1416, be
9 55,4+15,6 be
11 54.4+17.7 be
15 74,0416,3 b

24 65,3+12,8 be

48 64,938, 1 be
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da CAT apresentou variagdes ao longo do tempo de contacto com o fungo, tendo-se
registado trés picos de indugdo da sua actividade (Figura 5.27, Tabela 5.10). O primeiro
pico, observado ao fim de meia hora de inoculagdo, correspondeu ao maior valor de
actividade registado e foi significativamente superior em 3,0 e 2,7 vezes ao de plantas
ndo inoculadas e ao de plantas imediatamente apds inoculagdo (0 horas),
respectivamente. Contudo, foi no segundo pico, observado ao fim de 5 horas apds a
inoculagdo, que se registou a maior diferenga de actividade da CAT (3,4 vezes superior)
em relacdo a raizes ndo inoculadas. No entanto, este valor de actividade ndo foi
estatisticamente diferente do registado em plantulas inoculadas ao fim de 3 horas de
contacto com o fungo. O terceiro pico ocorreu 15 horas apds a inoculacao, apresentando
um acréscimo significativo de 2,8 vezes face ao exibido por plantulas ndo inoculadas.
Também para este tempo de contacto raiz-fungo ndo foram observadas diferengas
estatisticas na actividade da CAT comparativamente com raizes inoculadas ao fim de 11
horas de contacto. Apds um ligeiro decréscimo, a actividade da CAT manteve-se

praticamente constante, até as 48 horas de inoculagao.
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5.3 DISCUSSAO
5.3.1 Interaccio Castanea sativa - Pisolithus tinctorius

A formacdo de ectomicorrizas ¢ um processo altamente complexo, caracterizado
por uma sequéncia de eventos que permite a aderéncia do fungo a raiz, a agregacao das
hifas a superficie radicular para a formag¢ao do manto e finalmente a penetracdo das
hifas nos espacos intercelulares da raiz para a formacao da rede de Hartig (Martin et al.,
1999; Martin et al., 2001a). A compatibilidade entre planta-fungo implica a existéncia
de mecanismos, na planta hospedeira, que reconhecam claramente a presenca de
microrganismos simbidticos e transmitam essa informacao ao ntcleo, promovendo uma
resposta adequada que seja capaz de os discriminar relativamente aos microrganismos

patogénicos (Smith & Read, 1997).

Em interac¢des incompativeis planta-patogéneo, a invasdo dos tecidos vegetais
pelo patogéneo induz a activagdo de uma série de mecanismos de defesa na planta
hospedeira que pretende prevenir a penetracdo e a progressao do agente invasor (Lamb
& Dixon, 1997). Viarios trabalhos efectuados ao nivel do estudo de interac¢des planta-
microrganismos benéficos (tais como fungos micorrizicos ou bactérias fixadoras de
azoto) sugerem que, durante os estadios iniciais da invasao do microrganismo, ocorre a
indu¢do de uma resposta de defesa na planta hospedeira similar a induzida por
microrganismos patogénicos, sendo suprimida nos estaddios mais avancados da
associag@o simbidtica (Martin et al., 2001b; Garcia-Garrido & Ocampo, 2002; Mithofer,
2002). De facto, o reduzido ntmero de trabalhos desenvolvidos com fungos
ectomicorrizicos, comparativamente aos fungos arbusculares, sugere um aumento
transiente da resposta de defesa na planta hospedeira, durante os estadios iniciais da
formagao ectomicorrizica, € a sua supressao nos estadios mais avangados (Schwacke &
Hager, 1992; Albrecht et al., 1994; Salzer et al., 1996; Salzer et al., 1997a; Salzer et al.,
1997b). Estas evidéncias t€ém sido confirmadas, nos ultimos anos, pelo estudo da
expressdo diferencial de genes em raizes colonizadas por fungos ectomicorrizicos

(Duplessis et al., 2005; Le Quéré et al., 2005).

Apesar de existirem alguns dados sugerindo o envolvimento de espécies reactivas
de oxigénio e de enzimas de stresse oxidativo na eliciacdo de raizes por fungos
ectomicorrizicos, a inoculacdo directa de raizes com micélio nunca foi até a data

utilizada neste tipo de estudos.
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No presente trabalho, o contacto imediato entre o fungo ectomicorrizico
P. tinctorius e o sistema radicular de C. sativa foi promovido pela utilizagdo de um
sistema de hidroponia, permitindo avaliar este tipo de resposta de defesa, na planta
hospedeira, durante as primeiras 48 horas de interac¢do entre os simbiontes. O sistema
hidroponico permitiu o contacto fisico entre as raizes e o fungo logo apds 2 horas de
eliciac¢do, tal como avaliado por microscopia electronica de varrimento. Este sistema in
Vitro parece ser assim indicado para efectuar estudos relacionados com a produgdo de
sinais entre os simbiontes durante as primeiras fases de contacto entre planta e fungo.
Este aspecto podera ser particularmente relevante, uma vez que o contacto célula-célula
tem sido sugerido por diversos investigadores como sendo fundamental no processo de
sinalizagdo em ectomicorrizas (revisto por Sirrenberg et al., 1995). Ao fim de 12 horas
de eliciagdo, as hifas de P. tinctorius apresentavam-se dispostas em camadas em toda a
zona de contacto com a raiz de castanheiro. Esta estrutura multicelular, que podera
corresponder a um manto muito incipiente, provavelmente resulta da promog¢ao da
adesdo do fungo a raiz da planta hospedeira, induzida pela troca de sinais entre os
simbiontes. Neste processo, tal como tem vindo a ser evidenciado, poderdo estar
envolvidas proteinas secretadas pelo fungo ectomicorrizico com propriedades
especificas ao nivel da adesdo celular (lectinas, adesinas e hidrofobinas) (Giollant et al.,
1993; Gross et al., 2004; Duplessis et al., 2005). Esta hipdtese ¢ corroborada pelos
resultados de Santos (2006) e Sebastiana (2006) que, recorrendo a um sistema
hidropdénico idéntico ao utilizado neste trabalho, verificaram que as 12 horas de
contacto ocorre a expressao maxima de determinados genes, quer no fungo P. tinctorius
quer na planta C. sativa. Ao fim de 24 horas de eliciagdo, cortes transversais radiculares
de C. sativa mostraram ndo existir ainda penetragdo das hifas para a formacdo da rede

de Hartig.

Envolvimento de espécies reactivas de oxigénio

A resposta de defesa despoletada nas plantulas de castanheiro, apds inoculacao
com P. tinctorius, foi avaliada por medig@o dos niveis de espécies reactivas de oxigénio
(ROS) e implicacdo do sistema antioxidante na sua produgdo. Durante as primeiras
48 horas de interaccdo, trés picos de produgdo de H,O, foram registados ao fimde 2, 5 e
11 horas ap6s inoculacdo, sugerindo o envolvimento desta espécie reactiva nos estadios

iniciais do desenvolvimento ectomicorrizico. A rapida producdo de ROS ¢ um dos
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acontecimentos que ocorre logo apds a infeccdo da planta por patogéneos avirulentos
(Lamb & Dixon, 1997; Wojtaszek, 1997). Varios trabalhos tém igualmente apontado a
sua producdo durante o desenvolvimento de associagdes micorrizicas. A primeira
evidéncia de acumulacdo de ROS durante o desenvolvimento micorrizico com fungos
arbusculares foi observada na associacdo Medicago truncatula - Glomus intraradices
(Salzer et al., 1999). Recorrendo a métodos histoquimicos, a acumulagdo de H,O, foi
sobretudo observada na superficie radicular onde ocorreu a penetragdo de hifas e nas
células corticais da raiz que continham arbusculos. Desde entdo, e apesar de nunca se
ter quantificado os niveis de ROS, tem sido evidenciada a sua produ¢do durante o
desenvolvimento micorrizico arbuscular (Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Em fungos
ectomicorrizicos, a acumula¢do de ROS, em especial de H,O,, ¢ apenas referida em
estudos que resultam do tratamento de células de Picea abies com eliciadores da parede
celular dos fungos ectomicorrizicos Amanita muscaria (Schwacke & Hager, 1992) ¢

Hebeloma crustuliniforme (Salzer et al., 1996).

A produgdo de H,O, apds inoculagdo com o fungo ectomicorrizico P. tinctorius
reflecte uma condicdo de stresse oxidativo semelhante aquela observada em interacgdes
planta-microrganismo incompativeis (Wojtaszek, 1997). Esta hipotese ¢ ainda reforcada
pela semelhanga verificada entre o padrao da producao de H,O, observado nas raizes de
castanheiro e em diversas interac¢des incompativeis planta-patogéneo (Lamb & Dixon,
1997; Mahalingam & Fedoroff, 2003). Na interac¢do incompativel, normalmente ocorre
um aumento transiente de ROS, 1-2 horas apés a infec¢do (fase I); seguida por uma
outra fase de producgdo, de maior duragdo e intensidade, entre as 2-3 até as 5-6 horas
apods a infeccdo (fase II) (Lamb & Dixon, 1997; Mahalingam & Fedoroff, 2003). Os
tempos de ocorréncia de producdo de ROS, bem como a sua intensidade, ¢ variavel,
dependendo das espécies interactuantes (Wojtaszek, 1997; Bolwell et al., 2002).
Enquanto que a primeira fase de produgao de ROS tem sido referida como uma reacgao
bioldgica ndo especifica; a segunda fase de produgdo, ¢ acompanhada algumas horas
mais tarde pelo desenvolvimento da resposta hipersensivel (HR) que se traduz pela
morte das células em redor do local de infeccdo (Baker & Orlandi, 1995; Lamb &
Dixon, 1997). Os dois primeiros picos de producao de H,O,, observados ao fim de 2 e
5 horas de contacto entre raizes de castanheiro e o fungo P. tinctorius, observados no
presente trabalho, sdo coincidentes as fases I e II determinadas para as interacgdes

incompativeis. Contudo, a indugdo de stresse oxidativo ndo desencadeou nenhuma

211



Estudo das InteracgBes: C. sativa - P. tinctorius e C. sativa - H. fasciculare Capitulo 5

resposta hipersensivel, ndo tendo sido observada morte celular e ocorrendo a massiva
colonizagdo das raizes de castanheiro pelo fungo. A semelhanca do referido por (Tagu
et al., 2002) este resultado sugere que o fungo ectomicorrizico conseguiu ultrapassar os
mecanismos de defesa da planta permitindo a sua invasdo. Este caracter transiente da
resposta de defesa foi sugerido como sendo uma consequéncia da baixa capacidade do
fungo em activar os mecanismos de defesa da planta hospedeira (Garcia-Garrido &
Ocampo, 2002). Estes autores sugeriram igualmente a indu¢do de um mecanismo na
planta hospedeira capaz de suprimir esta resposta. A atenuagdo da resposta de defesa da
planta pode ainda estar relacionada com a inactivagdo de eliciadores segregados pelo
fungo, através da acc¢ao de enzimas hidroliticas produzidas pela planta hospedeira, como
¢ o caso das quitinases (Albrecht et al., 1994; Salzer et al., 1997a; Salzer et al., 1997b).
As auxinas produzidas pelo fungo ectomicorrizico durante o processo de colonizacdo,
tém igualmente revelado possuir um papel na inibi¢cao/atenuagdo da resposta de defesa

induzida na planta hospedeira (Mensen et al., 1998).

Em numerosas interacgdes entre plantas e microrganismos patogénicos, incluindo
fungos, bactérias e virus, e ainda em cultura de células sujeitas a eliciadores, o H,O,
tem sido indicado como sendo a principal espécie reactiva produzida (Wojtaszek, 1997).
No entanto, dado haver producdo de H,O, a partir do ido superdxido (O,") através da
actividade da superoxido dismutase (SOD), o ido superoxido pode também ser uma das
principais espécies reactivas a despoletar a resposta de defesa da planta hospedeira. De
facto, em raizes de castanheiro eliciadas com o fungo P. tinctorius foi possivel detectar
dois picos de produgdo de O,", ao longo do tempo de interacgio raiz-fungo. O primeiro
ocorreu ao fim de 0,5-1 hora e o segundo pico, de maior intensidade, ocorreu ao fim de
5-7 horas de contacto com o fungo. A semelhanga no padrdo de ocorréncia entre O, ¢ 0
H,0,, para os dois primeiros picos de producdo, sugere que ambas as espécies reactivas
sdo produzidas durante a resposta decorrente da inoculagdo do P.tinctorius e que
poderdo ter uma geragio interdependente. Na primeira fase, a producdo de O, parece
ser extracelular, sugerindo que as primeiras reaccdes a presenga do fungo
ectomicorrizico ocorrem ao nivel da parede e/ou membrana celular. Este aspecto ¢
caracteristico dos ataques por patogéneos, onde as principais vias enzimaticas de
producdo de ROS estdo confinadas a membrana plasmatica (NADPH oxidase) e a
parede celular (peroxidases, xantina oxidase e amina oxidase) (Neill et al., 2002; Apel

& Hirt, 2004). No segundo pico, ao contrario do verificado para o primeiro, a produgdo
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de O, parece ocorrer intracelularmente, sendo possivel observar microdominios de
acumulacdo de O,” no interior das células. Este resultado sugere que neste caso a
produgdo de ido superoxido poderd estar dependente de vias de producdo de ROS

localizadas intracelularmente (Neill et al., 2002; Apel & Hirt, 2004).

Apesar de ndo ter sido avaliada a produgio de O," em raizes de castanheiro ap0s
11 horas de contacto com o fungo P. tinctorius, verificou-se a produgdo menos intensa
de H,O; nesse periodo. Para além de um possivel significado fisioldgico, esta produgao
menos intensa de H>O, podera reflectir apenas a indu¢@o/inibi¢do dos mecanismos de

decomposi¢ao das ROS promovida pelas enzimas de stresse oxidativo.

A eficiente dismutac¢do do O, e a decomposi¢ido do H,O, requer a acgio de varias
enzimas antioxidantes. De entre estas, a CAT ¢ a SOD sdo as mais eficientes no
controlo dos niveis destas espécies reactivas (Scandalios, 1993). No sistema
estabelecido entre C. sativa e o fungo P.tinctorius foi observado que, durante as
primeiras 48 horas de interac¢do, ocorriam variagdes na actividade da SOD e da CAT.
Relativamente a SOD, os resultados parecem evidenciar que a variagdo da sua
actividade ¢ coincidente a variacdo verificada para o H,O,. De facto, o rdpido aumento
na actividade da SOD, registado ao fim de 2 horas de interac¢do raiz-fungo, ¢
coincidente com o primeiro pico de produg¢do de H,O,. Um resultado semelhante foi
observado ao fim de 5 horas de interac¢do raiz-fungo. Dado que o H,O, ¢ um dos
produtos de reac¢do da SOD, este resultado corrobora a possivel contribuicdo desta
enzima para o aumento temporario dos niveis de H,O, em raizes de C. sativa apds
eliciacdo com P. tinctorius, a semelhanga do sugerido por outros autores (Schwacke &
Hager, 1992; Johansson et al., 2004; Morel et al., 2005). Adicionalmente, este aumento
de actividade na SOD pode constituir uma estratégia para a eliminacdo dos ides

superoxido produzidos durante as primeiras horas de eliciagdo.

Simultaneamente ao aumento da actividade da SOD, observado ao fim de 2 horas
de inoculagdao com P. tinctorius, foi registada uma diminui¢ao da actividade da CAT,
contribuindo igualmente para o aumento dos niveis de H,O, registado neste tempo de
interac¢do. O segundo aumento de actividade da CAT, registado ao fim de 3 horas de
inoculagdo, ¢ coincidente com uma diminuicdo dos niveis de H,0,. A activagao
temporaria da CAT parece ser relevante na proteccdo da planta hospedeira contra o
aumento da producdo ROS, evitando possiveis danos celulares (morte celular). Em

associagdes ectomicorrizicas, o envolvimento da CAT e da SOD na regulagdo de
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producdo de ROS foi sugerido em cultura de células em suspensdao de Picea abies
eliciadas com fragmentos da parede celular dos fungos H. crustuliniforme e A. muscaria
(Schwacke & Hager, 1992). Recentemente, alguns trabalhos sobre o estudo da
expressdo diferencial de genes durante o desenvolvimento ectomicorrizico té€m
comprovado esta hipotese. Durante o desenvolvimento ectomicorrizico entre Betula
pendula e Paxillus involutus verificou-se um aumento de 8 vezes nos niveis de
expressdo de um gene codificante para a SOD dependente de manganésio nas raizes
micorrizadas em relagdo ao fungo em cultura pura (Morel et al., 2005). No mesmo
sistema micorrizico, resultados semelhantes ja tinham sido referidos, tendo-se registado
nas raizes micorrizadas aumentos de expressdo na ordem de 2 vezes de um gene
codificante da SOD em relagdo ao fungo em cultura pura (Johansson et al., 2004).
Contudo, Martins (2004) ao estudar a activacdo de enzimas antioxidantes, decorrentes
da inocula¢do de plantulas de castanheiro com o fungo P. tinctorius, verificou nio
existirem diferencas significativas ao nivel da SOD, da ascorbato peroxidase e da
glutationa redutase, entre plantulas micorrizadas e ndo-micorrizadas. A autora atribui
estes resultados ao facto de ndo se ter efectuado a monitorizagdo destas enzimas para
tempos inferiores a 24 horas de interac¢do planta-fungo, altura em que possivelmente
ocorreriam mecanismos de tipo oxidativo. De facto, apesar de terem sido observados
elevados aumentos de CAT e SOD nas primeiras 11 horas de interaccdo com
P. tinctorius, ambas as actividades tendem a diminuir a partir deste tempo, atingindo
valores proximos aos das plantas controlo ao fim de 48 horas. Apesar da actividade da
CAT se apresentar baixa em raizes de castanheiro, entre as 15 e as 48 horas apds
inoculagdo, parece ser suficiente para manter os niveis de HO; abaixo da toxicidade, os
quais apresentam para o mesmo tempo de eliciagdo valores significativamente
superiores ao controlo. Este resultado sugere que estes niveis elevados de H,O, devam
contribuir para vias de transducdo do sinal essenciais para o desenvolvimento
ectomicorrizico. Face ao exposto, no sistema C. sativa-P. tinctorius, a acgdo conjunta da
SOD e da CAT parece controlar de um modo bastante preciso os niveis de O,” ¢ de

H,0; evitando que os niveis se tornem nocivos para o sistema.

Efeito de extractos de raizes eliciadas no crescimento do fungo micorrizico

Varios compostos identificados em exsudados e/ou extractos de raiz tém sido

referidos como tendo um papel importante nas propriedades fisicas e quimicas da
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rizosfera, e no estabelecimento da comunicagdo raiz-microrganismos (revisto por
Hirsch et al., 2003; Bais et al., 2004). No presente trabalho, pretendeu-se avaliar o
efeito de extractos proteicos de raizes de castanheiro eliciadas com o fungo
P. tinctorius, no crescimento deste fungo ectomicorrizico. Os resultados indicam que,
de um modo geral, a presenca de extractos radiculares de C. sativa estimulam o
crescimento de P. tinctorius, a partir dos 14 dias de cultura. A promog¢ao no crescimento
de fungos ectomicorrizicos e arbusculares, por parte de exsudados e/ou extractos
radiculares, tem sido referida em algumas interac¢des micorrizicas (revisto por
Giovannetti & Sbrana, 1998; Lum & Hirsch, 2003). De entre os compostos secretados
em exsudados radiculares, a rutina (Lagrange et al., 2001b), a zeatina (Barker & Tagu,
2000; Martin et al., 2001b), os flavondides ¢ isoflavonoides (Kapulnik et al., 1996;
Weiss et al., 1997; Harrison, 1999; Lum & Hirsch, 2003) tém sido apontados como
tendo um efeito indutor no crescimento micelial. Curiosamente, o efeito estimulador dos
extractos radiculares de C. sativa eliciados por P. tinctorius no crescimento do fungo
ndo foi tdo evidente nos primeiros 8 dias de cultura, verificando-se inclusivamente para
alguns extractos um efeito inibidor. De facto, logo ap6s a inoculagdo verificou-se existir
uma inibicao significativa do crescimento quando eram utilizados os extractos de raizes
em contacto com o fungo durante 3 a 9 horas e também as 15 horas. Este efeito
inibitdrio pode ser o resultado da producdo de alguns compostos em consequéncia da
inoculagdo com P. tinctorius, deixando de ser observado a partir dos 14 dias de ensaio
provavelmente devido a sua degradacdo e/ou inactivagao por parte do fungo cultivado.
O decréscimo verificado na estimulagdo do crescimento de P. tinctorius por parte de
extractos proteicos de raizes poderd ser relevante durante o processo de
ectomicorrizagdo. A restricdo no crescimento e consequentemente da invasdo dos
tecidos da planta hospedeira de fungos diferentes daquele que iniciou o processo de
micorrizacao (inclusivamente da mesma espécie) podera, de certa forma, promover o
estabelecimento da associagdo simbiotica. Esta hipdtese necessita, no entanto, de
confirmag¢do mediante a realizagdo de ensaios semelhantes utilizando espécies fingicas

diferentes.

Um estimulo evidente no crescimento do fungo P. tinctorius foi observado 14 dias
apds a inoculagdo, em meio de cultura contendo extractos de raizes ndo eliciadas
(0 horas apds inoculagdo) e eliciadas até as 2 horas, ao fim de 11 horas e apos as 24

horas. De salientar que nos extractos preparados a partir de raizes eliciadas com pouco
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tempo de contacto com o fungo (0,5 a 2 horas de contacto) o efeito no crescimento de
P. tinctorius é muito idéntico ao das raizes nao eliciadas (0 horas). Os efeitos mais
evidentes s6 sdo observados quando extractos preparados apos 3 horas de contacto sdo
utilizados, o que podera corresponder ao tempo necessario para a percep¢ao, transducao

de sinal e expressdo de genes que participem na regulacdo do crescimento do fungo.

Analisando a capacidade estimuladora/inibidora de crescimento do fungo ao longo
do tempo de eliciacdo dos extractos radiculares, verifica-se um padrdo muito
semelhante ao observado para a variagdo dos niveis de H,O,. Nos extractos de raiz de
castanheiro eliciados entre as 3 ¢ 9 horas ¢ ao fim de 15 horas, a estimula¢do do
crescimento de P. tinctorius foi reduzida, apresentando pelo menos duas redugdes
significativas da capacidade estimuladora do crescimento. Esse padrio mantém-se ao
longo de todo o periodo de crescimento do fungo, mesmo quando ainda ndo eram
detectaveis estimulos significativos do seu crescimento nas placas contendo extractos de
raiz nao eliciada (até¢ aos 11 dias de incubagdo). A semelhanca de padrao verificada
entre producdo de H,O, (2h, 5h e 11 h de interac¢do raiz-fungo) e a redugdo da
capacidade estimuladora de crescimento do fungo (3 h, 9h e 15 h de interac¢do raiz-
fungo) sugere que estes dois fendmenos possam estar de algum modo relacionados.
Apesar do H,O, produzido pelas raizes de castanheiro ndo explicar directamente a
reducdo do estimulo verificado no crescimento fungico (até porque possivelmente esta
ROS seria completamente degradada no decurso dos 30 dias em que demorou o ensaio),
podera desempenhar fungdes ao nivel da sinalizagdo. O papel desempenhado pelo H,O,,
produzido durante as interac¢des incompativeis planta-patogéneo, tem sido controverso
(Neill et al., 2002). O facto da produgdo de ROS estar intimamente relacionada com o
aparecimento da resposta hipersensivel, associada a sua elevada toxicidade, sugere que
estas sejam as principais responsaveis pelos efeitos citotoxicos (Bowler & Fluhr, 2000).
No entanto, a elevada difusibilidade exibida pelo H,O, através das membranas celulares
e a sua maior estabilidade comparativamente as restantes ROS, apontam para que esta
molécula tenha uma ac¢do preponderante na sinalizagdo intracelular e na regulagcdo da
expressdao genética (Mehdy et al., 1996; Foyer et al., 1997; De Gara et al., 2003). Em
conformidade, estudos recentes sugerem que a produg¢do de ROS, e em especial do
H,0,, estejam particularmente implicadas, como moléculas sinalizadoras, na resposta a
varios estimulos biodticos e abiodticos (Laloi et al., 2004; Torres et al., 2006). Estas

respostas incluem reac¢des de defesa a ataques por patogéneos e herbivoros,
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encerramento dos estomas, excesso de luz, exposicdo ao ozono, regulacdo do
crescimento celular e no desenvolvimento das plantas (Foyer et al., 1997; Mittler, 2002;

Neill et al., 2002; Laloi et al., 2004).

O possivel envolvimento do H,O, como molécula sinalizadora na interacgdo
C. sativa - P. tinctorius ¢ corroborado pelos resultados obtidos por Sebastiana (2006).
Utilizando um sistema micorrizico semelhante ao usado no presente trabalho, foi
observada inducdo da expressdo de genes codificantes de cinases receptoras em raizes
de castanheiro, ao fim de 12 horas de interaccdo com o fungo. As cinases receptoras
constituem uma familia multigénica de proteinas associadas @ membrana plasmatica do
hospedeiro, envolvidas na percepgdo e transmissdo de sinais exteriores (Shiu et al.,
2004), cuja inducdo parece estar relacionada com a presenga de H,O, (Desikan et al.,
2000). A accdo indutora do H,O, na expressdo de genes codificantes de cinase
receptoras foi demonstrada apos tratamento de células em suspensdo de Arabidopsis
thaliana com adigdo exogena de H,O, (Desikan et al., 2000). A indugdo da expressao
de proteinas cinases receptoras tem também sido observada noutras simbioses
ectomicorrizicas (Kriiger et al., 2004) e em endosimbioses (nddulos fixadores de azoto
e micorrizas arbusculares) (Stracke et al., 2002; Madsen et al., 2003; Kuster et al.,
2004; Guimil et al., 2005). Estes resultados corroboram a hipotese do H,O, intervir
como molécula sinalizadora na expressdo de genes que eventualmente participem no

desenvolvimento ectomicorrizico.

A avaliagdo macroscopica das colonias de P.tinctorius, em crescimento na
presenca de extractos radiculares de plantulas de castanheiro eliciadas por P. tinctorius
ou tampao de extraccdo (controlo), ndo evidenciaram diferengas. Os resultados
decorrentes desta avaliagdo macroscopica mostram que a presenga de extractos
radiculares eliciados ndo induziram alteragdes morfoldgicas no fungo, nem a sintese de
pigmentos que pudessem alterar a coloracdo das culturas. Este ultimo aspecto ¢
relevante uma vez que muitas micotoxinas sdo pigmentadas, como por exemplo, as
naftoquinonas de Penicillium e Aspergillus (Loguercio-Leite et al., 2006). Por outro
lado, certos pigmentos tém fungdo antioxidativa, como por exemplo os -carotenos e a

torularodina (Loguercio-Leite et al., 2006).
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5.3.2 Interacg¢ao Castanea sativa — Hypholoma fasciculare

O fungo Hypholoma fasciculare, descrito como fungo saprofita-lenhicola, é uma
espécie com elevada distribuicdo mundial, podendo ocorrer em florestas tropicais,
temperadas e boreais (Boddy, 1999). No nordeste transmontano, este fungo ¢
encontrado quer em povoamentos de castanheiro quer noutros ecossistemas agro-
florestais (Capitulo 3; Branco, 2003; Baptista et al., 2005). Apesar da sua elevada
ocorréncia, tanto quanto ¢ do nosso conhecimento, ndo sdo referidos estudos sobre o
efeito directo deste fungo no crescimento e sanidade das plantas. Este aspecto reveste-se
de elevada importancia uma vez que o fungo H. fasciculare tem sido utilizado com
alguma frequéncia, nos ultimos anos, como agente bioldgico no controlo de patogéneos
que provocam a podriddo de raizes (Armillaria sp.) (Chapman et al., 2004; Cox &
Scherm, 2006). Estudos neste ambito foram apenas realizados para os fungos saproéfitas
Trichoderma harzianum (Yedidia et al., 1999), Phlebiopsis gigantea, Marasmius
androsaceus, Trichoderma aureoviride e Coriolus versicolor (Asiegbu et al., 1999),
alguns dos quais, a semelhanga do H. fasciculare, sdo usados como agentes bioldgicos

no controlo de patogéneos do solo.

A presenca de H. fasciculare nos soutos transmontanos ¢ o facto de aparecer
associado a fungos ectomicorrizicos (Amanita muscaria) justificou, no presente
trabalho, o estudo do efeito desta espécie fingica na sanidade de plantulas de
castanheiro, avaliando a sua capacidade de adesdo a raizes de castanheiro e as respostas
de defesa da planta a inoculacao por este fungo. Para tal, recorreu-se a0 mesmo sistema
de hidroponia utilizado no estudo da interac¢do C. sativa - P. tinctorius, de modo a
permitir o contacto imediato entre o fungo e as raizes de plantulas de castanheiro,
constituindo, assim, um sistema controlado para avaliar, ao longo do tempo, a

interac¢ao raiz-fungo.

Adesao do fungo a raiz de castanheiro

A adesdo a superficie de 6rgdos da planta hospedeira constitui o processo inicial
de infeccdo de fungos patogénicos, do qual depende em grande parte o sucesso da
patogenicidade (Epstein & Nicholson, 1997). No sistema in vitro estabelecido entre
C.sativa e o fungo H. fasciculare, as observagdes por microscopia electronica de

varrimento mostraram uma elevada aderéncia das hifas a superficie radicular, logo 48
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horas apos a inoculagdo. A adesdao aumenta ao longo do tempo de contacto raiz-fungo,
sendo possivel observar ao fim de 25 dias, uma camada compacta de hifas a envolver
toda a superficie radicular. Apés 60 dias de contacto com o fungo H. fasciculare, a
observacao de secgdes transversais de raizes de castanheiro evidenciaram que os vasos
xilémicos apresentavam-se obstruidos. A obstrucao de vasos xilémicos foi ja descrita
com sendo uma resposta frequente a infec¢do por fungos patogénicos vasculares tais
como Fusarium oxysporum (Resende et al., 1996; Trillas et al., 2000), Verticillium
dahliae (Hammond-Kosack & Jones, 1996; Williams et al., 2002), Ceratocystis
fimbriata (Clérivet et al., 2000) e Leptosphaeria maculans (Roussel et al., 1999). De
facto, a oclusdo de vasos condutores por géis vasculares ou gomas tem vindo a ser
descrito como um mecanismo que visa sobretudo a limitacdo do crescimento do
microrganismo patogénico nos tecidos vasculares (Kpémoua et al., 1996; Trillas et al.,
2000; Williams et al., 2002). A origem desta substancia gomosa ou material gelificado ¢
muito controversa. Segundo Crews (1998), o seu aparecimento resulta da hidrolise de
determinados materiais que compdem a parede das células. Uma outra hipotese sugere a
ocorréncia de sintese de novo do material gelificado pelas células do parénquima
xilémico (Rioux et al., 1998). Nalgumas interac¢des planta-fungo, a natureza deste
material oclusivo encontra-se descrita como contendo pectina, calose, celulose e lenhina
(Kpémoua et al., 1996; Rioux et al., 1998; Roussel et al., 1999; Clérivet et al., 2000;
Trillas et al., 2000).

A oclusdo dos vasos xilémicos de raizes de C. sativa, em resposta a inoculagao
com H. fasciculare, foi coincidente com o aparecimento de sintomas de deficiéncia em
agua na planta. As folhas, sobretudo as mais jovens, exibiam clorose precoce, apos
60 dias de contacto das raizes com o fungo. Este amarelecimento acentuou-se até as
folhas acabarem por murchar e cairem prematuramente. Estes sintomas sdo idénticos
aos verificados em plantas que apresentam o tipo de resposta de defesa estrutural a
invasdo por patogéneos vasculares, o que sugere que o transporte de agua e sais
minerais ao nivel do xilema, fica comprometido pela obstrucdo dos vasos xilémicos
(Dong et al., 1997). Esta sugestdo ¢ corroborada pela facto do amarelecimento das
folhas de castanheiro ter inicio ao nivel das nervuras, progredindo a toda a superficie do

limbo.

A obstrucdo dos vasos condutores como resposta a eliciagdo com o fungo

H. fasciculare, espécie descrita como saprofita-lenhicola, ndo tinha sido previamente
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referida. Contudo, ao contrario do descrito para interac¢des com fungos patogénicos
vasculares, ndo foi verificada a penetragdo das hifas de H. fasciculare nos vasos
condutores nem noutro tecido radicular. Apesar de necessitar de confirmacdo, este
resultado sugere que a produgdo deste tipo de materiais nos vasos xilémicos radiculares,
observado na interac¢do C. sativa - H. fasciculare, provavelmente desempenha fungdes
diferentes a vulgarmente associada ao ataque por fungos patogénicos vasculares. Varias
evidéncias tém sugerido que a producdo deste tipo de materiais ndo resulta
exclusivamente de ataques por patogéneos, tendo sido ja referida a sua producdo em
plantas apds imposi¢do de stresse abiodticos (ferimentos) (Moerschbacher & Mendgen,

2001).

Sintese de hidrofobinas por Hypholoma fasciculare

O processo de adesdo de fungos patogénicos ou simbidticos a superficie da planta
hospedeira estd associado a compostos com fun¢do de adesdo, presentes numa matriz
extracelular. De entre os compostos identificados destacam-se proteinas, como
glicoproteinas de elevado peso molecular (Apoga et al., 2001), e glicidos (Mendgen et
al., 1996). Para além de compostos com propriedades adesivas, as interacgdes
hidrofobicas estabelecidas entre as hifas e a superficie da planta sdo igualmente
consideradas como essenciais no processo de adesdo. Estas interac¢des hidrofobicas sdo
mediadas pela preseng¢a, na matriz extracelular, de proteinas com cerca de 100 residuos
aminoacidicos - as hidrofobinas. Secretadas unicamente por fungos filamentosos
(Wessels, 1997; Wosten et al., 1999), as hidrofobinas, sdo caracterizadas por possuirem
um baixo peso molecular (7-9 kDa) (Kwan et al., 2006) e por exibirem propriedades de
auto-reunido a interfaces hidrofilico/hidrofébico, formando peliculas anfipéticas entre a
parede polissacaridica das hifas fungicas e a superficie hidrofobica da planta (Wosten et
al., 1993; Waosten et al., 1994; Wosten et al., 1995; Talbot et al., 1996; Wessels, 1996;
Kershaw & Talbot, 1998; Wosten, 2001; Whiteford & Spanu, 2002). Para além do papel
de adesdo no processo da patogenicidade (Talbot et al., 1996; Wessels, 1996; Wosten,
2001; Whiteford & Spanu, 2002), as hidrofobinas podem ter adicionalmente uma ac¢ao
toxica (Wosten, 2001), podendo ainda desempenhar outras fungdes ao nivel do
crescimento ¢ do desenvolvimento dos fungos, e intervir na formacdao de
ectomicorrizicas (Tagu et al., 1996; Duplessis et al., 2001; Voiblet et al., 2001;
Duplessis et al., 2005).
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A forte adesdo das hifas fungicas de H. fasciculare a superficie radicular de
C. sativa, observada algumas horas apos eliciacdo, pode estar associada a presenga de
hidrofobinas produzidas pelo fungo a semelhanca do indicado para varias interacgdes
incompativeis planta-patogéneo (Wosten, 2001). A identificagdo de uma sequéncia
nucleotidica, obtida a partir da amplificagdo de DNA genémico de H. fasciculare, que
codifica possivelmente uma hidrofobina refor¢a, em parte, o envolvimento deste tipo de
proteinas na adesdo do fungo a raizes de castanheiro. Contudo, apenas a analise de
expressao deste gene no decorrer do processo de infeccdo de raizes de castanheiro com
o fungo H. fasciculare é que permitira elucidar o seu envolvimento no processo de

adesdo fungo-raiz.

De modo a obter um fragmento da regido codificante de hidrofobina, a ser
utilizado como sonda nesta andlise de expressdo, foram desenhados iniciadores
oligonucleotidicos degenerados para as regides conservadas de hidrofobinas de
basidiomicetos, editadas em bases de dados. Apds amplificacao termociclica foi obtido
um fragmento de 230 pb, que inclui uma sequéncia ndo traduzida (intrdo) de 61 pb e
uma ORF de 169 pb. A presenca de intrdes em genes codificantes de hidrofobinas
fingicas ¢ muito vulgar, ocorrendo normalmente em niimero superior a um € com uma
dimensao, compreendida entre 50 a 60 pb, dependendo da espécie fungica (Martin et

al., 1999).

Apesar da sequéncia nucleotidica obtida neste trabalho ndo se encontrar completa
foi possivel deduzir um polipéptido de 56 aminodcidos, que apresenta elevada
percentagem de identidade com hidrofobinas de basidiomicetos (67,9 e 32,1%), e em
especial com a espécie Pholiota nameko (67,9 e 55,4%), igualmente pertencente a
familia Strophariaceae. Este resultado sugere que o fragmento amplificado contém
regides codificantes de hidrofobina de H. fasciculare, a qual passara a ser designada por
HydHf. As hidrofobinas, bem como os respectivos genes codificantes tém sido
identificados em varias espécies de ascomicetos e basidiomicetos (Wessels, 1997,
Wasten, 2001) e, em menor extensdo, em algumas espécies de zigomicetos (de Vries et
al., 1993). Encontram-se descritas até ao momento cerca de 70 genes codificantes de
hidrofobinas numa grande variedade de espécies fungicas, incluindo fungos saprofitas,
cogumelos comestiveis, fungos patogénicos e simbiontes (que formam ectomicorrizas e
liquenes). Muitas destas espécies possuem varios tipos de hidrofobinas, tendo sido ja

identificadas 7 hidrofobinas em Pisolithus tinctorius (Tagu et al., 1996; Duplessis et al.,
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2001; Voiblet et al., 2001; Duplessis et al., 2005), 6 em Pleurotus ostreatus
(Asgeirsdottir et al., 1998; Penas et al., 1998) e no fungo patogénico Cladosporium

fulvum (Segers et al., 1999).

A andlise comparativa da sequéncia aminoacidica deduzida HydHf com outras
sequéncias de hidrofobinas flingicas evidenciou a existéncia de uma significativa
homologia. De entre os varios residuos aminoacidicos que compdem a sequéncia de

H. fasciculare, os residuos de cisteina (Cys®: 7" 107 121 127. 128 109

) e de prolina (Pro
foram os que se apresentaram mais conservados, estando presentes em todas as
hidrofobinas analisadas. Este resultado corrobora a identidade da proteina deduzida uma
vez que as hidrofobinas se caracterizam por possuirem uma distribuicdo conservada de
8 residuos de cisteina (X;-C-Xs.10-CC-X1.44-C-X5.23-C-X5.9-CC-X4.15-C-X1),
separados por outros residuos aminoacidicos (X), cuja maioria exibe caracteristicas
apolares (Wessels, 1994; Wessels, 1996; Wessels, 1997; Kershaw & Talbot, 1998;
Wosten, 2001; Linder et al., 2005). Embora a hidrofobina deduzida de H. fasciculare
exiba apenas seis residuos de cisteina, uma vez que se encontra incompleta, esta

apresenta alguns residuos aminoacidicos com caracteristicas hidrofobicas, cuja presenca

¢ relativamente conservada em sequéncias de hidrofobinas. Entre estes, destacam-se a

1103, 126 91, 104, 118)

leucina (Leu™), a isoleucina (Ile''®), a valina (Va ) e a glicina (Gly

Devido a sua elevada conservacgdo, os residuos de cisteina devem desempenhar
fungdes criticas ao nivel da estrutura proteica das hidrofobinas. De facto, estes oito
residuos de cisteina parecem estabelecer ligagdes dissulfeto intramoleculares (Linder et
al., 2005), contribuindo para um aumento da estabilidade da proteina (de Vocht et al.,
2000). Os restantes residuos aminoacidicos, por apresentarem alguma divergéncia,
devem ser os responsaveis pelas pequenas diferencas estruturais, associadas
provavelmente a propriedades e/ou fungdes diferentes das diversas hidrofobinas
(Kershaw & Talbot, 1998; Martin et al., 1999; Linder et al., 2005). Alguns autores t€ém
referido que esta baixa similaridade das sequéncias de hidrofobinas tem dificultado a
concepgdo de iniciadores oligonucleotidicos que permitam a amplificacdo de sequéncias
nucleotidicas codificantes destas proteinas, comprometendo a sua identificacdo e
isolamento (Whiteford & Spanu, 2002). Esta dificuldade reflectiu-se na concepgdo dos
iniciadores oligonucleotidicos utilizados na amplificacdo da sequéncia nucleotidica

codificante da hidrofobina do fungo H. fasciculare, tendo havido a necessidade de
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seleccionar as duas regidoes mais conservadas e correspondentes aos residuos de cisteina

que ocupavam posi¢des muito proximas.

Apesar das diferentes hidrofobinas apresentarem reduzida similaridade na
sequéncia aminoacidica, o seu perfil hidrofébico ¢ bastante similar (Wessels, 1996;
Kershaw & Talbot, 1998; Martin et al., 1999; Linder et al., 2005). Esta caracteristica é
devida a presenca das cisteinas conservadas em associa¢do com residuos aminoacidicos
de natureza variavel, mas com caracteristicas hidrofobicas, contribuindo
significativamente para a hidrofobicidade final da proteina. A andlise do perfil de
hidrofobicidade da hidrofobina da sequéncia aminoacidica de H. fasciculare permitiu
evidenciar a presenga de um dominio hidrofébico, com uma distribuicdo muito
conservada ao nivel das diferentes sequéncias de hidrofobinas analisadas,
nomeadamente de Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Lentinula edodes e

especificamente com Pholiota nameko (espécie da mesma familia que H. fasciculare).

Baseado nas diferencas existentes entre o perfil de hidrofobicidade e nas
propriedades biofisicas, Wessels (1994), classificou as hidrofobinas em duas classes
distintas; classe I e classe II. Este autor verificou que as diferengas entre estas duas
classes residiam na solubilidade dos agregados por elas formados. Actualmente, mais
caracteristicas distintivas entre estas duas classes de hidrofobinas encontram-se
descritas. Apesar das hidrofobinas, que integram ambas as classes, possuirem os 8
residuos de cisteina e estarem todos envolvidos na formagdo de ligagdes dissulfeto, as
hidrofobinas pertencentes a classe I apresentam uma variacdo no espagamento entre os
residuos de cisteina, sendo este praticamente invaridvel nas hidrofobinas que integram a
classe II (Kershaw & Talbot, 1998; Linder et al., 2005). As hidrofobinas pertencentes a
classe I caracterizam-se ainda por formarem peliculas anfipaticas mais estaveis e por
apresentarem uma estrutura em bastonete, ambas as caracteristicas nao verificaveis nas
hidrofobinas da classe II (Kwan et al., 2006). Adicionalmente, foi sugerido que as
hidrofobinas da classe II s6 existem em ascomicetos, enquanto que as hidrofobinas da
classe I existem em basidiomicetos ¢ ascomicetos (Linder et al., 2005), o que indicia
que as hidrofobinas da classe II possam ter evoluido em ascomicetos
independentemente das hidrofobinas da classe I e depois da separagdo dos
basidiomicetos (Whiteford & Spanu, 2002). Face ao exposto e com base no alinhamento
das sequéncias e perfil de hidrofobicidade, ¢ possivel afirmar que a sequéncia

aminoacidica deduzida de HydHf de H. fasciculare pertence a classe I, dado apresentar
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caracteristicas muito similares as exibidas por outras hidrofobinas fungicas pertencentes

a esta classe de hidrofobinas.

Com base no alinhamento de sequéncias aminoacidicas de hidrofobinas de varias
espécies fungicas, pertencentes as classes basidiomicetos e ascomicetos, efectuou-se o
estudo filogenético de forma a permitir observar as relagdes evolutivas entre HydHf de
H. fasciculare e outras hidrofobinas. Os resultados evidenciam uma clara distin¢do entre
as hidrofobinas (todas elas pertencentes a classe I) de ascomicetos e basidiomicetos, o
que esta de acordo com o previamente referido (Whiteford & Spanu, 2002; Linder et al.,
2005). Alguns autores sugerem que esta separagdo filogenética se deva ao facto das
hidrofobinas da classe I j& existirem nos fungos filamentosos, previamente a ocorréncia

da sua divisdo nas duas classes, basidiomicetos e ascomicetos (Whiteford & Spanu,

2002).

Envolvimento de espécies reactivas de oxigénio

A avaliacdo da indugdo de respostas de defesa em plantulas de castanheiro apos
inoculagdo com micélio de H. fasciculare foi efectuada pela quantificagdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS), durante as primeiras 48 horas de interacgdo raiz-fungo. Os
resultados evidenciaram a existéncia de trés picos de producao de H,O,, registados
30 minutos, 7 e 15 horas apds inoculacdo, cujo padrao ¢ semelhante ao descrito para a
interac¢do C. sativa — P. tinctorius. A indugao de resposta do tipo oxidativo em plantas
face a inoculacdo por fungos sapréfitas nunca tinha sido referida, existindo apenas
evidéncias de inducdo de proteinas de defesa (quitinase e peroxidase) e reforgo da
parede celular (deposi¢ao de calose), assim como necrose € morte celular (HR)

(Asiegbu et al., 1999; Yedidia et al., 1999).

Tal como referido anteriormente, durante as interac¢des incompativeis, a produgdo
de ROS ocorre em duas fases distintas (fase I e II), havendo variabilidade no seu tempo
de ocorréncia e intensidade consoante as espécies interactuantes (Lamb & Dixon, 1997;
Mahalingam & Fedoroff, 2003). Os dois primeiros picos de produ¢do de H,O, em raizes
de castanheiro eliciadas com H. fasciculare (0,5 e 7 horas de contacto) sdo coincidentes
as fases I e II. Ap6s uma primeira fase de producao de H,O,, provavelmente resultante
do contacto inicial entre C. sativa — H. fasciculare, o segundo pico de produgdo podera

ser o resultado da activacao dos mecanismos de defesa das plantulas de C. sativa apos
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reconhecimento dos eliciadores sintetizados por H. fasciculare. Este segundo pico de
producdo de H,O, corresponderia a uma resposta bioldgica mais especifica, tal como
descrito para as interac¢des incompativeis (Baker & Orlandi, 1995; Lamb & Dixon,
1997). No entanto, enquanto que em interacgdes incompativeis esta segunda fase de
producdo de H,O, ¢ normalmente acompanhada pelo aparecimento de resposta

hipersensivel, na interacgdo C. sativa - H. fasciculare, tal situagao ndo se verificou.

De acordo com o mecanismo nao-hospedeiro, que constitui um modelo
explicativo da resisténcia de uma populacdo de hospedeiros a uma populacdo de
patogéneos, a ocorréncia de resposta hipersensivel permite distinguir dois tipos de
resisténcia: Tipo I e Tipo II (Mysore & Ryu, 2004). Na resisténcia de Tipo I, a planta
nao desenvolve sintomas visiveis de HR, encontrando-se a resisténcia de Tipo II sempre
associada ao desenvolvimento rapido e localizado de resposta hipersensivel. No Tipo I
de resisténcia ndo-hospedeiro, a auséncia de morte celular deve-se ao facto do
patdogeneo nao conseguir penetrar ¢ multiplicar-se nas c€lulas da planta, devido a sua
incapacidade em ultrapassar os mecanismos de defesa passivos e activos despoletados
na planta (Mysore & Ryu, 2004; Reignault & Sancholle, 2005). Sendo assim, dada a
existéncia de dois picos de producdo de H,O, e a auséncia de lesdes vulgarmente
associadas a resposta hipersensivel, as plantulas de castanheiro parecem evidenciar uma
resposta ao H. fasciculare semelhante a descrita para o Tipo I. Contudo, esta reacgdo
tem sido variavel consoante as espécies interactuantes, uma vez que plantulas de Pinus
sylvestris inoculadas com os fungos saprofitas Phlebiopsis gigantea e Marasmius
androsaceus desenvolveram lesdes necréticas nas células radiculares (Asiegbu et al.,
1999). Foi ainda verificado que o fungo P. gigantea, ao contrario de M. androsaceus,

penetrava até ao sistema vascular da planta provocando a sua morte.

\

Apesar de uma resposta de defesa da planta de castanheiro a inoculagdo de
H. fasciculare ser evidente nas primeiras 48 horas de contacto entre as raizes e fungo,
foi notdrio o aparecimento de danos no sistema vascular das raizes ao fim de 60 dias de
eliciagdo. O fungo H. fasciculare parece conseguir ultrapassar as barreiras estruturais
e/ou quimicas resultantes da activagdo rapida dos mecanismos de defesa. A
monitorizagdo da resposta de defesa despoletada nas plantulas de castanheiro face a
eliciagdo com H. fasciculare para tempos superiores a 48 horas permitira, no futuro,

compreender melhor esta questao.
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No sistema estabelecido entre C. sativa e o fungo H. fasciculare verificou-se que,
para além do H,0,, ocorreu produ¢do de O, durante as primeiras 7 horas de interacgio,
tendo sido possivel detectar dois picos de producdo. Apds uma fase inicial de detec¢ao
transiente de O, as 0,5-1 hora, foi detectada uma maior produgio desta espécie reactiva
as 5-7 horas ap0s inoculagdo. A semelhanga no padrido de produgdo de O, e H,O,, até
as 7 h de contacto C. sativa - H. fasciculare (correspondente ao periodo avaliado quanto
a geracdo de O,"), sugere que ambas as espécies reactivas estdo a ser geradas por vias
interdependentes, a semelhanga do verificado para a interac¢ao C. sativa — P. tinctorius
e para diversas interacgdes incompativeis planta-patogéneo (Lamb & Dixon, 1997). Tal
como referido para a interacg¢do C. sativa - P. tinctorius, no primeiro pico, a produgio
de O, parece ocorrer ao nivel da parede e/ou membrana celular das células das raizes
de castanheiro, o que € um aspecto caracteristico associado ao ataque por patogéneos
(Neill et al., 2002; Apel & Hirt, 2004). A produgdo de O,", associada ao segundo pico,
parece ocorrer no interior das células radiculares, sugerindo o envolvimento de vias de

produgdo de ROS localizadas intracelularmente (Neill et al., 2002; Apel & Hirt, 2004).

Tem sido referido a ac¢@o sincronizada de varias enzimas antioxidantes, das quais
se destacam a catalase ¢ a superoxido dismutase, na interac¢do planta-patogéneo. Esta
coordenagdo contribui para o controlo dos niveis de ROS evitando, assim, possiveis
danos celulares decorrentes da sua elevada toxicidade (Lamb & Dixon, 1997; Garcia-
Limones et al., 2002; Gayoso et al., 2004). Na interac¢@o estabelecida entre C. sativa e
o fungo H. fasciculare foi estudado o envolvimento da superdxido dismutase (SOD) e
da catalase (CAT), no controlo dos niveis de ROS produzidos durante as primeiras 48

horas de interacg¢ao.

No que concerne a SOD verificou-se que o rapido aumento da sua actividade,
observado 30 minutos apds eliciacdo com o fungo, era coincidente com o primeiro pico
de produgdo de H,O,. Este resultado, a semelhanga do ja referido para a interacgdo
C. sativa — P. tinctorius e em varias interac¢des incompativeis (Mittler, 2002; Apel &
Hirt, 2004), sugere a contribuicdo desta enzima para o aumento temporario dos niveis
de H,0O, em raizes de C. sativa apos inoculagdo com H. fasciculare, como consequéncia
da dismutacao do radical superdxido. Adicionalmente, o aumento de actividade da SOD
pode constituir uma estratégia para a eliminagdo dos ides superoxido produzidos
durante as primeiras horas de interac¢do raiz-fungo. Em conformidade com esta ultima

hipdtese, verificou-se que o segundo aumento na actividade da SOD, observado ao fim
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de 5 horas de interacc¢ao, ndo foi coincidente com o segundo pico de producao de H,O,,
apenas registado as 7 horas apds a inoculagdo. Este resultado sugere um outro
mecanismo para a producdo de H,O, para além da actividade da SOD, tal como foi
evidenciado em algumas interacgdes incompativeis (Able et al., 2000; Mittler, 2002).
De facto, apesar da maioria do H,O, presente nas células das plantas ter origem a partir
da actividade da SOD, esta espécie reactiva pode igualmente ser produzida por outros

mecanismos enzimaticos ou nao-enzimaticos (Foyer et al., 1997; Blokhina et al., 2003).

A diminui¢do dos niveis de H,O,, observada apds 5 horas de interacc¢ao
C. sativa — H. fasciculare, foi coincidente com o aumento da actividade da SOD e da
CAT. Este resultado sugere uma maior capacidade de decomposi¢ao do H,O;
relativamente a actividade da SOD na geracdo de H,O,. A activagdo temporaria da CAT
podera desempenhar um papel importante na protec¢do contra o aumento da producao
ROS, evitando possiveis danos celulares (morte celular). A subsequente diminui¢do da
actividade da CAT, registada ao fim de 7 horas de inoculagdo, coincidente com o
aumento dos niveis de H,O,, corrobora a hipotese de possuir um papel no controlo dos
niveis de H,O, em raizes de C. sativa. O envolvimento da CAT na regulagdo dos niveis
celulares de H,0,, durante as fases iniciais da interac¢do incompativel planta-

patogéneo, foi ja sugerido por alguns investigadores (Schwacke & Hager, 1992).

A ac¢do sincronizada da SOD e da CAT parece assim contribuir para o controlo
dos niveis de O, e de H,O,, que se formam durante as primeiras 48 horas de interacgio
entre plantulas de C. sativa e o fungo H. fasciculare, evitando por um lado que os niveis
se tornem nocivos para o sistema e por outro lado que constituam sinais especificos na

inducdo de respostas adaptativas da planta ao stresse bidtico imposto.
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No decurso do presente trabalho, foi observado que na regido transmontana
associada a cultura do castanheiro, existe uma flora micoldgica diversificada, tendo sido
registadas 73 espécies, pertencentes a 16 familias e 23 géneros. Os géneros mais
representados foram Russula, Inocybe, Lactarius, Tricholoma, Boletus, Cortinarius ¢
Amanita. No decurso deste estudo verificou-se a existéncia de 31 novos registos
associados a cultura de C. sativa na regido transmontana. A elevada predominancia das
espécies micorrizicas, que perfazem 82% do total das espécies colhidas, sugere que o
souto estudado se encontra em bom estado de conservagao. Cerca de 63% do total de
espécies identificadas sdo comestiveis, apresentando algumas delas elevado valor
comercial. As espécies macrofiingicas mais abundantes, no total dos quatro anos, foram
L. laccata, H. crustuliniforme e I. geophylla; tendo sido estas duas tltimas também as
mais frequentes. A colheita de todos os macrofungos correspondeu a uma produgao
total de 67,6 kg ps/ha, tendo sido L. piperatus, R. delica e B. edulis as espécies mais
produtoras. Quase metade do total das espécies inventariadas ocorreu somente num dos
anos estudados, sobretudo espécies dos géneros Amanita, Boletus, Lactarius e
Tricholoma; apresentando apenas 4% de ocorréncia, no total dos quatro anos. Foram
registadas duas épocas de frutificacdo, uma no Outono (entre o inicio de Setembro e o
fim de Novembro) e outra na Primavera (entre finais de Maio e fim de Junho), sendo a
primeira aquela onde se observou um maior nimero de espécies e de carpdforos. Foi
também na época de frutificacdio do Outono onde se observou o maior numero de
espécies exclusivas de uma dada época, perfazendo 85% do total das espécies
inventariadas, algumas das quais pertencentes aos géneros Amanita, Cortinarius,
Inocybe e Tricholoma. O decréscimo do nimero de espécies, de carpoforos e de
produgdo macrofliingica registado ao longo dos anos parece estar relacionado com as
variagoes da precipitacdao, € em menor extensdo da temperatura. A precipitagdo mostrou
ter um efeito positivo na frutificagdo, muito evidente nos 3 e 30 dias que antecedem a
colheita de espécies ndo micorrizicas e micorrizicas, respectivamente. A temperatura
mostrou possuir um efeito inibitério na frutificacdo, nos 3 dias que antecedem a
colheita. Pressupde-se que o numero de espécies macrofungicas existentes neste souto
seja maior, uma vez que se registou apenas 80,5% do total de espécies previsivelmente

existente. E igualmente indispensivel a sensibilizagio das populagdes sobre a
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importancia dos macrofungos, do seu papel fundamental na ecologia ¢ o seu lugar de
destaque na esfera econdmica, e investir na formagao de técnicos especializados na area
dos macrofungos. A implementacdo destas medidas contribuird para a conservagiao e

uma boa gestdo do patrimonio micoldgico transmontano e nacional.

De entre a comunidade macrofungica associada ao souto estudado, encontrava-se
a espécie ectomicorrizica Pisolithus tinctorius (Pers.) Coker & Couch e a espécie
saprofita Hypholoma fasciculare (Huds.) P. Kumm. Recorrendo ao método da cultura
dupla em meio de cultura, verificou-se que o fungo H. fasciculare exibia uma acgio
antagonista sobre o fungo P. tinctorius, evidenciada pela redugdo do crescimento e pela
indug¢do de alteragcdes morfologicas nas colonias e nas hifas de P.tinctorius. Os
mecanismos antagonistas adoptados pelo H. fasciculare foram ‘“antagonismo a
distancia”, observado nos primeiros 20 dias de interaccdo; e “interferéncia de hifas”,
nos estadios mais avancados, apos ocorréncia de contacto fisico entre as coldnias
fungicas interactuantes. Por sua vez, a espécie P. tinctorius parece responder a acgio
antagonista pela formacdo de um micélio mais compacto € com menor crescimento
aéreo, possivelmente como forma de tornar a coldénia mais resistente a invasdo do
H. fasciculare. Este mecanismo parece ocorrer como resposta a presenga de um
composto exsudado por H. fasciculare. Adicionalmente, foi verificada a deposi¢do de
cristais de oxalato de calcio na superficie das hifas de P.tinctorius. Muito
provavelmente, estes cristais resultam da precipitacdo do célcio do meio de cultura pela
producdo de acido oxalico por P. tinctorius em resposta ao antagonismo evidenciado

por H. fasciculare.

Os resultados apresentados constituem uma primeira abordagem ao estudo da
interac¢do entre fungos saprofitas-lenhicolas e ectomicorrizicos, sendo necessario a
realizagdo de trabalhos futuros que permitam a elucidagdo da natureza dos metabolitos
envolvidos nos mecanismos de interac¢do, assim como do mecanismo de produgdo de
cristais de calcio e da sua funcdo. Estes estudos deverdo ser complementados com a
realizacdo de ensaios em condi¢gdes naturais (campo) para que se possa compreender
melhor a ecofisiologia destes microrganismos na rizosfera do castanheiro e,
consequentemente, o seu efeito na produtividade desta espécie com grande importancia

sOcio-econOmica.

A inoculagdo de plantulas de C. sativa com o fungo ectomicorrizico P. tinctorius

ou com o fungo saprofita-lenhicola H. fasciculare, em condi¢cdes de hidroponia,
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desencadeou uma série de modificagdes bioquimicas, vulgarmente associadas a resposta
de defesa a agentes patogénicos. Uma das reaccoes de defesa, observada nas primeiras
48 horas de contacto raiz-fungo, foi o designado choque oxidativo, caracterizado pela
produgdo de espécies reactivas de oxigénio (H,O, e O,"). As alteragdes na produgido de
ROS nas raizes de castanheiro, parecem resultar da ac¢do coordenada entre as diferentes
vias de producdo e decomposi¢do de ROS, nomeadamente da accdo da SOD e da CAT,
descritas como estando envolvidas no processo de resisténcia de plantas a agentes

patogénicos.

Nas primeiras 48 horas de interac¢do raiz-fungo, as plantulas de castanheiro
parecem exibir uma resposta de defesa muito semelhante quando eliciadas com o fungo
ectomicorrizico ou com o fungo saproéfita-lenhicola. Contudo, a partir das 48 horas apds
a inoculacdo os mecanismos subjacentes a defesa parecem distinguir-se em fun¢do do
tipo de interaccdo, surgindo respostas diferentes consoante a espécie fingica analisada.
Na interacg¢do estabelecida entre C. sativa - P. tinctorius, a indu¢dao da resposta de
defesa nas plantulas de castanheiro parece ser insuficiente ou suprimida (pelo proprio
fungo e/ou pela planta), de forma a ocorrer a invasdo do fungo para a formacdo de
estruturas ectomicorrizicas, com efeitos benéficos para ambos os simbiontes (Martins,
2004). Pelo contrario, na interac¢do C. sativa - H. fasciculare foram observados efeitos
deletérios para as plantulas, as quais apresentavam, apos 60 dias de eliciagdo,
modificacdes morfologicas ao nivel das raizes (obstrucdo dos vasos xilémicos)
acompanhado pelo aparecimento de sintomas de deficiéncia em agua na planta. O
aparecimento destas lesdes sugere que as plantulas possivelmente ndo conseguiram
estabelecer um mecanismo efectivo de defesa contra os efeitos do fungo H. fasciculare.
Uma outra hipdtese reside no facto das modificagdes estruturais observadas no sistema
vascular das plantulas constituirem uma resposta de defesa, induzida nos estadios mais
avanc¢ados da interac¢ao C. sativa - H. fasciculare. Esta hipotese carece, no entanto, de
confirmacdo uma vez que ndo foi observada a invasdo dos tecidos radiculares pelo
micélio de H.fasciculare. O estudo dos mecanismos bioquimicos e moleculares
subjacentes a defesa para tempos superiores a 48 horas de interac¢do raiz-fungo

permitira, no futuro, elucidar melhor esta questao.

Os resultados observados na interac¢do C. sativa - P. tinctorius fornecem ainda
evidéncias que sugerem a capacidade de extractos de raizes de castanheiro, nos estadios

iniciais de contacto com P. tinctorius, regularem o crescimento do fungo micorrizico.
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Nos primeiros 8 dias de cultura de P. tinctorius, na presenga de extractos proteicos
radiculares de C. sativa eliciados com P. tinctorius, foi verificada a inibi¢do do
crescimento do fungo, sobretudo ao fim de 3 a 9 e 15 horas. Esta inibicdo podera ter
resultado da sintese de alguns compostos pela planta, decorrentes da inoculagdo com
P. tinctorius, que reduzem o crescimento de um micélio diferente daquele que iniciou o
processo de micorrizagdo. Esta hipdtese, apesar de carecer de confirmagao, sugere que a
planta, apds o reconhecimento de um determinado fungo compativel favorece o seu
crescimento em detrimento de outros, promovendo, desta forma, o desenvolvimento da
simbiose ectomicorrizica. Dado que o efeito inibitorio s6 foi registado apds 3 horas de
eliciacdo, esse periodo podera corresponder ao tempo necessario para a percep¢ao,
transducdo de sinal e expressdo de genes envolvidos na regulacdo do crescimento do
fungo. O H,O; parece ainda constituir um importante produto inicial da interac¢do entre
C.sativa e P.tinctorius e uma potencial molécula sinalizadora na regulacdo do
desenvolvimento ectomicorrizico. A partir dos 14 dias de cultura de P. tinctorius, o
efeito inibitorio foi suprimido, sendo notério um estimulo no crescimento de
P. tinctorius, o qual podera ter resultado da degradacdo e/ou da inactivagdo dos

compostos atras referidos por parte do fungo cultivado.

Na interac¢ao C. sativa - H. fasciculare verificou-se uma forte adesdo das hifas
fungicas a superficie radicular das plantulas, que podera estar associada a producao de
hidrofobinas pelo fungo. A identificagdo de uma sequéncia nucleotidica, por
amplificagdo de DNA gendémico de H. fasciculare, de uma putativa hidrofobina de
classe I, reforca, em parte, o envolvimento deste tipo de proteinas na adesdo do fungo a
raizes de castanheiro. Contudo, apenas a analise de expressao deste gene no decorrer do
processo de infec¢do de raizes de castanheiro com o fungo H. fasciculare permitira
elucidar o seu envolvimento no processo de adesdo fungo-raiz. O reconhecido papel de
das hidrofobinas no processo da patogenicidade, a indu¢do de mecanismos de defesa em
plantulas de castanheiro, bem como o aparecimento de lesdes nas plantulas de
castanheiro apds inoculagao com H. fasciculare, levam a supor que este fungo possa ser
um agente infeccioso. Apesar de preliminares, estes resultados revestem-se de interesse
uma vez que quantidades ndo negligenciaveis de carpoforos de H. fasciculare foram
registados em soutos saudaveis, podendo vir a exercer um efeito nefasto para a cultura
do castanheiro. Adicionalmente, o efeito antagonista do H. fasciculare sobre

P. tinctorius pode (i) alterar a composicao, a dimensao e funcionamento da comunidade
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fingica existente no solo, nomeadamente ao nivel da translocagdo de nutrientes, com
efeitos na sanidade e no crescimento das plantas e (i1) comprometer a micorrizagdo das
plantas de castanheiro e as vantagens que dai advém (Martins, 2004). Contudo, convém
referir que a interpretacdo dos resultados e a sua extrapolagdo para o campo devem ser
efectuadas com cautela, dado que estes estudos foram efectuados em condicdes estéreis,
nao reflectindo as condig¢des naturais onde os diferentes organismos interactuam. Este
aspecto reveste-se de importancia uma vez que a resposta da planta depende, para além
das caracteristicas do agente patogénico e do hospedeiro, dos factores ambientais
(Reignault & Sancholle, 2005). A resposta de defesa da planta, depende também de um
grande numero de varidveis, incluindo a idade e estddio de desenvolvimento da planta
(Mehdy et al., 1996). Sendo assim, ¢ recomendavel que a infecgdo de plantas de
castanheiro por H. fasciculare seja estudada por ensaios realizados em condigdes

naturais de campo, utilizando plantas em diferentes estadios de desenvolvimento.
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ANEXO |

Espécies macrofungicas associadas a soutos e castingais na regido transmontana
anteriormente referénciadas

Familia, género e espécies Trofia  Comest Referéncia
Bolbitiaceae
Agrocybe
A. aegirita (V. Brig.) Quél. S C 1
Hebeloma
H. crustuliniforme (Bull.) Quél. m NC 1
H. fusipes Bres. m NC 1
H. radicosum (Bull.) Ricken m C 2
Pluteaceae
Amanita
A. caesarea (Scop.) Pers. m C 2
A. citrina (Schaeff.) Pers. m NC 1,2,4
A. gemmata (Fr.) Bertill. m NC 1,34
A. muscaria (L.) Lam. m NC 1,2,3
A. pantherina Gonn. & Rabenh. m NC 1,2,4
A. phalloides (Vaill. Ex Fr.) Link m NC 2
A. rubescens Pers. m C 1,2,34
A. spissa (Fr.) P. Kumm. m C 1,34
A. vaginata (Bull.) Lam. m C 1,2,4
A. vittadinii (Moretti) Sacc. m NC 4
Marasmiaceae
Armillaria
A. mellea (Vahl) P. Kumm. p C 2
Marasmius
M. androsaceus (L.) Fr. S NC 1
M. oreades (Bolton) Fr. S C 2
M. quercophilus Pouzar S NC 1
Oudemansiella
O. radicata (Relhan) Singer S C 1,2
Astraeaceae
Astraeus
A. hygrometricus (Pers.) Morgan S NC 3
Auriculariaceae
Auricularia
A. auricula-judae (Fr.) Quél. S C 2
Boletaceae
Boletus
B. aestivalis (Paulet) Fr. m C 1
B. appendiculatus Schaeff. m C 4
B. calopus Pers. m NC 1,2
B. edulis Bull. m C 1,234
B. erythropus Pers. m C 1,2,3,4
B. lividus Rostk. m C 3
B. luridus Schaeff. m C 1
B. piperatus Sowerby m NC 2
B. queletii Schulzer m C 1,3
B. subtomentosus L. (= Xerocomus subtomentosus (L.) Fr.) m C 1,2,3,4
Xerocomus
X. badius (Fr.) Kithner m C 2,3
X. chrysenteron (Bull.) Quél. m C 1,4
Lycoperdaceae
Bovista
B. plumbea Pers. S NC 1
Lycoperdon
L: foetidum Bonord. S C 3
L. molle Pers. S NC 1,3
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anteriormente referenciadas (cont.)

Familia, género e espécies Trofia Comest Referéncia
L. perlatum Pers. S C 1,2,3,4
L. pyriforme Schaeff. S C 2,3

Vascellum
V. pratense (Pers.) Kreisel S C 1

Cantharellaceae

Cantharellus
C. cibarius Fr. m C 1,2,34
C. cinereus Pers. m C 1,2
C. lutescens (Pers.) Fr. m C 1
C. tubaeformis (Bull.) Fr. m C 1,2

Clavulinaceae

Clavulina
C. rugosa (Bull.) J. Schrét. S C 1

Tricholomataceae

Clitocybe
C. alexandri (Gillet) Konrad S C 3
C. candicans (Pers.) P. Kumm. S NC 1
C. cyathiformis (Bull.) P. Kumm. S C 1
C. gibba (Pers.) P. Kumm. S C 1,2
C. metachroa (Fr.) P. Kumm. S NC 2
C. odora (Bull.) P. Kumm. S C 2,3
C. suaveolens (Schumach.) P. Kumm. S C 2
C. subalutacea (Batsch) P. Kumm. S 1

Collybia
C. butyracea (Bull.) Fr. S C 2
C. dryophila (Bull.) P. Kumm. S C 1,2
C. extuberans (Fr.) Quél. S ? 1,2
C. fusipes (Bull.) Quél. S C 1,2
C. maculata (Alb. & Schwein.) P. Kumm. S C 1,2
C. succinea (Fr.) Quél. S NC 1

Lepista
L. nuda (Bull.) Cooke S C 1,2,3

Mycena
M. alcalina (Fr.) P. Kumm. S NC 2
M. epipterygia (Scop.) Gray S NC 2
M. galericulata (Scop.) Gray S C 1
M. inclinata (Fr.) Quél. S C 2
M. pura (Pers.) P. Kumm. S C 2

Myxomphalia
M. invita (P. Karst.) M.M. Moser S ? 1

Pseudoclitocybe
P. obbata (Fr.) Singer S C 1

Tricholoma
T. album (Schaeff.) P. Kumm. m NC 2
T. aurantium (Schaeff.) Ricken m C 2
T. columbetta (Fr.) P. Kumm. m C 2
T. inodermeum (Fr.) Gillet m NC 1
T. luridum (Schaeff.) P. Kumm. m C 3
T. pardinum Quél. m NC 2
T. portentosum (Fr.) Quél. m C 1,2,3
T. saponaceum (Fr.) P. Kumm. m C 3
T. sulphureum (Bull.) P. Kumm. m NC 1
T. ustaloides Romagn. m C 1
T. vaccinum (Schaeff.) P. Kumm. m NC 2
T. virgatum (Fr.) P. Kumm. m NC 2
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anteriormente referénciadas (cont.)

Familia, género e espécies Trofia Comest Referéncia
Entolomataceae
Clitopilus
C. prunulus (Scop.) P. Kumm. m C 1,3
Entoloma
E. ameides (Berk. & Broome) Sacc. S C 1
E. eximium (Romagn.) Noordel. S ? 1
E. nidorosum (Fr.) Quél. S NC 2
E. papillatum (Bres.) Dennis S NC 1
E. sordidulum (Kihner & Romagn.) P.D. Orton S NC 1
Cortinariaceae
Cortinarius
C. alboviolaceus (Pers.) Fr. m NC 1
C. arvinaceus Fr. m NC 1
C. elatior Fr. m C 2
C. glaucopus (Schaeff.) Fr. m C 1
C. multiformis (Fr.) Fr. m C 2
C. odorifer Britzelm. m NC 2
C. orellanus Fr. m NC 2
C. purpurascens (Fr.) Fr. m C 2
C. saniosus (Fr.) Fr. m NC 1
C. saturninus (Fr.) Fr. m NC 2
C. semisanguineus (Fr.) Gillet m NC 1,2
C. speciosissimus Kilhner & Romagn. m NC 2
C. strobilaceus M.M. Moser m NC 1
C. torvus (Fr.) Fr. m NC 2
C. trivialis J.E. Lange m C 1,2
C. variicolor (Pers.) Fr. m C 2
C. versicolor A. Blytt m NC 2
C. viscidulus M.M. Moser m NC 1
Crepidotus
C. herbarum (Peck) Sacc. ? 1
C. mollis (Schaeff.) Staude C 1
Flammulaster
F. gracilis (Quél.) Watling S NC 1
F. rhombospora (G.F. Atk.) Watling S NC 1
Inocybe
I. brevispora Huijsman m NC 1
I. geophylla (Pers.) P. Kumm. m NC 1
Phaeomarasmius
P. erinaceus (Pers.) Scherff. ex Romagn. S NC 1
Nidulariaceae
Crucibulum
C. laeve (Huds.) Kambly S NC 1
Fistulinaceae
Fistulina
F. hepatica s(p?) C 1,2
Ganodermataceae
Ganoderma
G. lucidum (Curtis) P. Karst. p NC 1
Helvellaceae
Helvella
H. acetabulum (L.) Quél. S C 1
H. lacunosa Afzel. S C 1,4
Pyronemataceae
Humaria
H. hemisphaerica (F.H. Wigg.) Fuckel S NC 2
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anteriormente referénciadas (cont.)

Familia, género e espécies Trofia Comest Referéncia
Hydnaceae
Hydnum
H. repandum L. m C 2,3
H. rufescens Pers. m C 1
Hygrophoropsidaceae
Hygrophoropsis
H. aurantiaca (Wulfen) Maire S C 2,3
Hygrophoraceae
Hygrophorus
H. arbustivus Fr. m C 1
H. discoideus (Pers.) Fr. m C 3
H. purpurascens Gonn. & Rabenh. m C 1
H. virgineus (Wulfen) Fr. m C 2
Strophariaceae
Hypholoma
H. fasciculare (Huds.) P. Kumm. s(p?) NC 1,2,3
Psilocybe
P. semilanceata (Fr.) P. Kumm. S NC 1
Hydnangiaceae
Laccaria
L. amethystina Cooke m C 1,2,4
L. laccata (Scop.) Fr. m C 1,2,4
L. montana Singer m ? 1
L. proxima (Boud.) Pat. m C 1
Russulaceae
Lactarius
L. acris (Bolton) Gray m NC 1
L. chrysorrheus Fr. m NC 1,2
L. mitissimus (Fr.) Fr. m NC 1
L. obscuratus (Lasch) Fr. m NC 1
L. pallidus Pers. m NC 2
L. piperatus (L.) Pers. m C 1,4
L. quietus (Fr.) Fr. m C 3
L. rufus (Scop.) Fr. m NC 3
L. subdulcis (Bull.) Gray m C 2
L. torminosus (Schaeff.) Gray m NC 2
L. uvidus (Fr.) Fr. m NC 1,2
L. vellereus (Fr.) Fr. m NC 1,2,4
L. volemus (Fr.) Fr. m C 1
Russula
R. aeruginea Fr. m C 1
R. amoenicolor Romagn. m C 4
R. atropurpurea Krombh.) Britzelm. m NC 3
R. aurata (With.) Fr. m C 1
R. claroflava Grove m C 1
R. cyanoxantha (Schaeff.) Fr. m C 1,2,3,4
R. delica Fr. m C 1,2,4
R. fellea (Fr.) Fr. m NC 1
R. fragilis Fr. m NC 1,3
R. laurocerasi Melzer m NC 1
R. lutea Vent. m C 1
R. minutula Velen. m C 4
R. nigricans (Bull.) Fr. m C 1
R. ochroleuca (Pers.) Fr. m C 2,4
R. puellaris Fr. m C 1
R. risigallina (Batsch) Sacc. m C 4
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Espécies macrofingicas associadas a soutos e castingais na regido transmontana
anteriormente referenciadas (cont.)

Familia, género e espécies Trofia Comest Referéncia
R. roseipes Secr. Ex Bres. m C 4
R. vesca Fr. m C 1,2
R. violacea Quél. m NC 4
R. virescens (Schaeff.) Fr. m C 4

Physaraceae

Leocarpus
L. fragilis (Dicks.) Rostaf. S NC 1

Leotiaceae

Leotia
L. lubrica S C 1,2

Agaricaceae

Macrolepiota
M. procera (Scop.) Singer S C 2

Paxillaceae

Paxillus
P. involutus (Batsch) Fr. m NC 1,2,3

Pezizaceae

Peziza
P. cerea Sowerby S NC 1

Sclerodermataceae

Pisolithus
P. tinctorius (Pers.) Coker & Couch m C 3

Scleroderma
S. citrinum Pers. m NC 2,3
S. polyrhizum (J.F. Gmel.) Pers. m NC 3

Fomitopsidaceae

Postia
P. caesia (Schrad.) P. Karst. S NC 1

Ramariaceae

Ramaria
R. formosa (Pers.) Quél. m NC 1,2,4

Rutstroemiaceae
Rutstroemia
R. echinophila (Bull.) Héhn. S NC 1

Referéncias: [1] Azevedo (1989); [2] Menezes (1990); [3] Meireles (1997); [4] Borges (1998).
Legenda: Comest. — comestibilidade; C — comestivel; NC — ndo comestivel; m — micorrizico; s —
saprofita; p — parasita; ? — desconhecido.
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ANEXO 11

Numeros de acesso das sequéncias nucleotidicas de
(ITS1, 5,8S e ITS2) de diferentes espécies fungicas referidas neste trabalho

regides

ITS do

Espécie

NUmero de acesso

Basidiomicetos
Agaricus bisporus
Amanita muscaria
Boletus aereus
Clitocybe nebularis
Clitopilus prunulus
Collybia butyracea
Cortinarius diasemospermus
Hebeloma crustuliniforme
Hydnum rufescens
Hypholoma fasciculare
Inocybe geophylla
Laccaria laccata
Lactarius deliciosus
Lentinula edodes
Lycoperdon perlatum
Macrolepiota procera
Paxillus involutus
Pholiota nameko
Pisolithus tinctorius
Pleurotus ostreatus
Polyporus squamosus
Russula cyanoxantha
Scleroderma bovista
Tricholoma acerbum
Xerocomus subtomentosus
Ascomicetos
Morchella conica
Peziza succosella
Terfezia arenaria
Tuber melanosporum

DQ404388
DQ060910
DQ131620
AF357063

DQ202272
AY781251
AMO087247
AF124716

AMO087246
DQ320134
DQ093854
AJ699075

DQ116886
AY683195
DQ112630
AFA482848

AMO084700
AY?251304
AF374707

DQO77884
AF516591

AMO087258
AB211267
AF377247

DQ066413

DQ257345
DQ200841
AF276674
DQ388877

rDNA
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NuUmeros de acesso das
referidas neste trabalho

ANEXO 11

sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas de hidrofobinas

Espécie

NUmero de acesso

Gene

Designacéo original

Designacédo atribuida

Basidiomicetos
Agaricus bisporus
Agaricus bisporus
Agaricus bisporus
Agaricus bisporus
Dictyonema glabratum
Dictyonema glabratum
Dictyonema glabratum
Flammulina velutipes
Lentinula edodes
Lentinula edodes
Paxillus involutus
Phlebiopsis gigantea
Phlebiopsis gigantea
Pholiota nameko
Pholiota nameko
Pholiota nameko
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus
Pisolithus tinctorius
Pisolithus tinctorius
Pisolithus tinctorius
Ascomicetos
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans
Cladosporium fulvum
Cladosporium fulvum
Cladosporium fulvum
Cladosporium fulvum
Cladosporium herbarum

Metarhizium anisopliae

AJ293763
AJ293764
Y15941
X89242
AJ320544
AJ320545
AJ320546
AB026720
AF176647
AF176648
AYB857495
AY822597
AYB822598
ABQ79128
AB079129
ABO079130
AJ238147
AF331452
AJ004883
Y 14656

Y 14657
AJ238148
U29605
U29606
AF097516

XM_748588
XM_742298
XM_742411
XM_748000
XM_676183
AJ133700
AJ133701
AJ133702
AJ133703
AJ496190

M85281

h-81
h-146

hydrophobin HYPB

hypA

hi

h2

h3

fvhl

Hyd1

Hyd?2

hydA

hi

h2
hydrophobin-251
hydrophobin-263
hydrophobin-315
hydrophobin 1
hydrophobin
hydrophobin 1
hydrophobin 1
hydrophobin 2
hydrophobin 3
HydPt-1
HydPt-2

hydPt-3

Hypl
Afu8g05890
Afu8g07060
Afulgl7250
ANB8006.2
hydrophobin 2
hydrophobin 3
hydrophobin 4
hydrophobin 5
hch-1

hydrophobin-like
protein (ssgA)

Hyd1
Hyd2
Hyd3
Hyd4
Hyd1
Hyd2
Hyd3
Hyd

Hyd1
Hyd2
Hyd

Hyd1
Hyd2
Hyd1
Hyd?2
Hyd3
Hyd1
Hyd2
Hyd3
Hyd4
Hyd5
Hyd6
Hyd1
Hyd?2
Hyd3

Hyd1
Hyd2
Hyd3
Hyd4
Hyd

Hyd1
Hyd2
Hyd3
Hyd4
Hyd

Hyd
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Numeros de acesso das sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas de hidrofobinas
referidas neste trabalho (cont.)

Espécie Numero de acesso - ——— Gene - = ——
Designacéo original Designacdo atribuida

Ascomicetos

Paracoccidioides brasiliensis ~ AY427793 hyd?2 Hyd

Xanthoria ectaneoides AJ250793 hydrophobin H1 Hyd

Xanthoria parietina AJ250794 hydrophobin H1 Hyd
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