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i. Resumo

O medronheiro (Arbutus unedo) é uma espécie tipicamente mediterranica e
espontanea em Portugal, que ocorre frequentemente em associagdo com florestas de P.
pinaster. Tem forte capacidade regenerativa apds fogo e € tolerante a ambientes sujeitos a
stress, sendo por isso uma espécie interessante para silvicultura em ambientes marginais e
programas de reflorestacdo. A. umedo estabelece micorrizas com fungos basidio-e
ascomicetes (micorrizas arbutdides), que podem melhorar a tolerdncia do medronheiro a
condi¢des de stress. Por esse motivo, a inoculag@o controlada com fungos micorrizicos tem
vindo a ser explorada como ferramenta 1util em programas de melhoramento vegetal e de
propagacdo de plantas, facilitando, por exemplo, a aclimatagdo de plantas
micropropagadas. Neste contexto, uma espécie fungica de particular interesse ¢
Cenococcum geophilum, que se encontra associado a A.unedo em condi¢des naturais.
Trata-se de um fungo ascomicete, cosmopolita, capaz de conferir tolerdncia a seca aos

hospedeiros com que se associa.

Assim, os principais objectivos desta tese foram estudar a comunidade de fungos
micorrizicos associada a A. unedo e P. pinaster em condi¢des naturais e estabelecer um
protocolo de micorrizagdo controlada entre A. unedo e C. geophilum. Adicionalmente, na
perspectiva do papel facilitador de 4. unedo na mediacdo da regeneracdo de P. pinaster
apds perturbacdo, estudou-se o potencial para a formagdo de redes de micélio comuns. Para
a realizacdo do presente trabalho foi feita uma abordagem que combinou trabalho de
campo, ferramentas moleculares, nomeadamente sequenciacdo de DNA e técnicas de
cultura in vitro. Foram amostrados, em condi¢des naturais, 10 medronheiros em duas
estagcdes (Outono e Primavera) e 10 pinheiros apenas na Primavera. Foram identificados 14
taxa de fungos micorrizicos associados ao medronheiro, 4 associadas ao pinheiro e 2
compartilhadas por ambos os hospedeiros. Foi ainda feito o estudo da comunidade de
corpos frutiferos no mesmo local, tendo sido identificados 27 géneros, dos quais Clitocybe,
Cortinarius ¢ Inocybe foram os mais representativos. Este estudo permitiu, através do
conhecimento da diversidade de corpos frutiferos e da comunidade de fungos micorrizicos
associados ao medronheiro e ao pinheiro em condi¢des naturais, saber quais os faxa mais
frequentes e com maior abundancia. O ensaio de micorrizagcdo controlada decorreu num
periodo de 4 meses, no qual foi testada a influéncia de dois tipos de recipientes, assim

como o momento de contacto fungo-planta, no desenvolvimento, sobrevivéncia e nlimero
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de plantas micorrizadas. O ensaio referido teve sucesso no que respeita a obtencdo de
plantas micorrizadas (demonstraram a presenca de manto, rede de Hartig e penetragido
inter-e intracelular — caracteristicas das micorrizas arbutoides). O tipo de recipiente teve
influéncia na sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas (parte aérea vs parte radicular) e
o momento de contacto influenciou o nimero de plantas micorrizadas. O estabelecimento
deste protocolo tem como objectivo a obtengdo de plantas micorrizadas, na perspectiva do

melhoramento desta espécie vegetal.

Palavras-chave: Arbutus unedo - Pinus pinaster - Cenococcum geophilum

Fungos micorrizicos - Regido ITS - Micorrizag¢do controlada

*Este texto ndo foi escrito ao abrigo do novo Acordo Ortogréafico.



ii. Abstract

The strawberry tree (Arbutus unedo) is a typically Mediterranean spontaneous
species in Portugal, which frequently occurs in association with forests of P. pinaster. Has
a high regenerative capacity after a fire and is tolerant to stress environments, so it's an
interesting species for forestry in marginal environments and reforestation programs. 4.
unedo establish mycorrhizae with basidio-ascomycetes and fungi (Mycorrhizae
arbutdides), wich can improve strawberry tree tolerance to stress conditions. For this
reason, controlled inoculation with mycorrhizal fungi has been exploited as useful in plant
breeding and plant propagation programs, facilitating, for example, acclimatization of
micro propagated plants. In this context, a fungal species of particular interest is
Cenococcum geophilum, which is associated with 4.unedo under natural conditions. It's a
cosmopolitan ascomycete fungus, able to confer tolerance to the hosts to which it is

associated.

Therefore, the main objectives of this thesis were to study the mycorrhizal fungal
community associated between A. unedo and P. pinaster in natural conditions and establish
a controlled protocol of mycorrhization between A. unedo and C. geophilum. Additionally,
as the A. umedo has a facilitating role of in mediating the regeneration of i after a
disturbance, we studied the potential for the formation of common mycelium networks. To
carry out this work, there was made an approach that combined field work, molecular
tools, including DNA sequencing and in vitro culture techniques. They were sampled in
natural conditions, ten arbutuses in two seasons (fall and spring) and ten pine trees only in
spring. We have identified fourteen (taxa) of mycorrhizal fungi associated with the
strawberry tree, four associated with pine tree and two shared by both hosts. It was also
studied the community of fruiting bodies at the same location and twenty-seven genera
were identified, of which Clitocybe, Cortinarius, and Inocybe were the most
representative. This study allowed through knowledge of the diversity of fruiting bodies
and mycorrhizal fungi community associated with the strawberry tree and the pine tree in
natural conditions, what (taxa) occurs in most common and greater abundance. The
controlled mycorrhization test was conducted in a four-month period, in which it was
tested the effect of two types of containers, as well as the contact time fungus-plant
development, survival and number of mycorrhizal plants. Such an assay has succeeded

concerning obtaining mycorrhizal plants (they demonstrated the presence mantle, Hartig
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network and inter and intracellular penetration - characteristics of mycorrhizae arbutoides).
The type of container influenced the survival and development of plants (shoots vs. root
part) and the contact time influence the number of mycorrhizal plants. The establishment
of this protocol aims to obtain mycorrhizal plants, from the perspective of improvement of

this plant species

Keywords: Arbutus unedo - Pinus pinaster - Cenococcum geophilum

Mycorrhizal Fungi- ITS region -
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01 Arbutus unedo L.

O medronheiro (Arbutus unedo L.) ¢ uma espécie vegetal tipicamente mediterranea
que pertence a ordem Ericales e familia Ericaceae. O género Arbutus possui cerca de 20
espécies, das quais apenas 4 existem bacia Mediterranea: A. umnedo, A. andrachne, A.

pavarii, A. andrachnoides, e nas Ilhas Canarias 4. canariensis, (Torres et al., 2002).

A. unedo tem uma distribuicdo Mediterranea (Figura 1 A), sendo encontrada na
Europa ocidental, central e do sul, nordeste da Africa e nas Ilhas Candrias e Asia ocidental,
principalmente no litoral (Torres ef al., 2002). Em Portugal (Figura 1 B), 4. unedo pode ser
encontrada por todo o pais (Pedro, 1994; Flora-On: Flora de Portugal Interactiva. (2014).
Sociedade Portuguesa de Botanica. www.flora-on.pt. Consulta efectuada em 20-7-2015),
mas ocorre maioritariamente a sul do Rio Tejo, na regido das Serras do Caldeirdo e
Monchique (Algarve). As populagdes de medronheiro tendem a crescer associadas a outras
arvores, em especial a espécies da familia Fagaceae (e.g., Quercus suber) e de Pinaceae

(e.g. Pinus pinaster; Prada & Arizpe, 2008; Gomes & Canhoto, 2009).

Figura 1. Distribuicdo de Arbutus unedo. (A) Na bacia mediterranica e costa Atlantica. (Fonte:
http://fieldart.blogspot.pt/2010 12 01 archive.html); (B) Em  Portugal = Continental  (Fonte:
http://www.flora-on.pt/#wArbutus+unedo. Consulta realizada em 20/07/2015).

Morfologicamente, o medronheiro apresenta porte arbustivo ou arbdreo, com uma

altura entre 1,5 ¢ 3 m, podendo ocasionalmente chegar aos 12 m (Figura 2 A). As folhas

9



INTRODUCAO GERAL

sdo persistentes, simples, alternas, pecioladas, oblonga-lanceoladas geralmente serradas, de
cor verde claro quando jovens e verde escuro intenso quando adultas, apresentando
propriedades anti-sépticas e depurativas (Dib et al., 2013). As epidermes das folhas
apresentam uma camada de células com paredes espessas, cobertas por uma cuticula densa.
As flores sd@o hermafroditas, com a corola em forma de campanula, de cor esbranquigada a
rosada e dispostas em paniculas pendentes, até 30 flores (Figura 2 B). A polinizagdo ¢
assegurada por insectos do género Bombus (Prada & Arizpe, 2008), sendo A. unedo, no
Inverno a Unica fonte de néctar e polen para Bombus terrestris (Rasmont et al., 2005). O
fruto ¢ o medronho, uma baga esférica com cerca de 20 mm de didmetro, coberta por
papilas conicas, de cor avermelhada e polpa amarela quando atinge a maturagdo (Figura 2
C). Os medronhos apresentam propriedades anti-sépticas, laxantes e diuréticas (Dib et
al.,2013; Martins 2012). O medronheiro possui um ciclo fenolégico muito lento
prolongando-se por quase dois anos. A floragdo ocorre em simultineo com o
amadurecimento e queda dos frutos do ano anterior (Flora-On: Flora de Portugal
Interactiva. (2014). Sociedade Portuguesa de Botanica. www.flora-on.pt. Consulta
efectuada em 20-7-2015). No Outono ¢ possivel observar simultanecamente no mesmo
medronheiro, flores e frutos, dando-lhe um aspecto colorido que o torna especialmente

interessante para fins ornamentais (Martins, 2012).

De uma perspectiva ecoldgica, o medronheiro ajuda a estabilizar os solos (Moreno-
Jimenez et al., 2008), tem forte capacidade de regeneragdo apos fogo (Tujeira & Morgado,
2007), e ¢ capaz de sobreviver em ambientes hostis (Gomes ef al., 2013) - revelando, em
particular elevada tolerancia a seca, e por isso tem vindo a ser utilizado em programas de
reflorestacdo (Martins, 2012). A sua importancia econdmica prende-se com o seu uso
ornamental, com a produg¢do de frutos (para alimentacdo, producao de licores, dgua-ardente
e compotas), com a utiliza¢do das folhas na medicina tradicional e, por Gltimo, com a sua
utilizagdo na industria quimica devido a producdo de taninos (Kivgak & Mert, 2001; Gulay

et al., 2008).

No decorrer do crescente interesse no medronheiro nos ultimos anos, surgiu a
necessidade de implementacdo em Portugal de um programa de melhoramento desta

espécie (Gomes & Canhoto, 2009). Nos ultimos anos, o Laboratério de Biotecnologia

10



INTRODUCAO GERAL

Vegetal, do Departamento de Ciéncias da Vida (Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra), tem desenvolvido trabalho de investigacdo que visa o
melhoramento (métodos de clonagem in vitro e selec¢do), micropropagacdo e divulgagao

do medronheiro.

Figura 2. Arbutus unedo. (A) Planta. (B) Paniculas pendentes; Fonte:
http://fazeredesfazer.blogspot.pt/2011 12 01 archive.html. (C) Frutos em diferentes estados
de maturac¢do. (D) Botdes florais em Julho.

02 Simbioses Micorrizicas

Nos ecossistemas terrestres, na interface solo-raiz existem simbioses micorrizicas,
entre fungos filamentosos do solo e as raizes das plantas, em que os fungos auxiliam as
plantas hospedeiras na nutri¢do mineral, promovendo o seu crescimento ¢ a resisténcia, e

em troca recebem carbono (Johansson et al., 2015). Grande parte dos fungos micorrizicos
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ndo apresenta especificidade e um tUnico fungo pode colonizar simultaneamente uma
diversidade de plantas (Van der Heijden & Horton, 2009). Do mesmo modo, uma planta
pode associar-se a diversas espécies fungicas. Esta falta de especificidade leva a partilha de
fungos micorrizicos entre espécies vegetais, através da existéncia de redes de micélio

comuns.

Podem distinguir-se 6 tipos diferentes de micorrizas com base na morfologia da
micorriza, caracteristicas do fungo e da planta hospedeira (Tabela 1): (1) micorrizas
arbusculares (AM); (2) ectomicorrizas (ECM); (3) ectendomicorrizas; (4) micorrizas
arbutdides; (5) micorrizas monotropdides; (6) micorrizas ericoides; (7) micorrizas
orquiddides. A maioria das plantas forma apenas um tipo de associacdo, sendo as AM e as
ECM os tipos mais comuns. No entanto, ha casos como o género Quercus, em que as
plantas sdo capazes de formar dupla associagdo, ou seja, AM e ECM (Querejeta et al.,

2009).

Tabela 1. Caracteristicas dos diferentes tipos de micorrizas.

Arbusc. Ecto. Ectendo. Arbut. Mono. Eric. Orqui.
Colomza(;zio N i N . N . .
intracelular
Bainha fiingica - + +/- + + _ R
Manto fingico - + + + + - -

Basidio/ Basidio/ Basidio/

Taxa de fungos Glome Asco Asco Asco Basidio Asco Basidio
Bryo Gymno Gymno Ericales
Pterido Angio Angio Bryo

Taxa de plantas Ericales Monotropaceae Orchidaceae
Gymno
Angio

Os tipos de micorrizas estdo abreviados de Arbuscular, Ectomicorriza, Ectendomicorriza, Arbutoide,
Monotropdide, Ericoide e Orquiddide; os taxa de fungos estdo abreviados de Glomeromycota, Ascomycota ¢
Basidioycotas; os faxa de plantas de Bryophyta, Pteridophyta, Gymnospermae e Angiospermae.

12
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As espécies do género Arbutus, estabelecem associagdes simbiodticas com fungos
basidio- e ascomicetes, de morfologia e anatomia particulares, - micorrizas arbutoides,
assim designadas por serem tipicas e exclusivas dos géneros Arbutus, Archostaphylos e
Pyrola (Smith & Read, 1997). Em adi¢do ao manto de hifas fungicas e ao crescimento
intercelular (rede de Hartig) que caracterizam as ECM, nas micorrizas arbutdides acresce a
penetracdo intracelular das células epidérmicas (Figura 3; Smith & Read, 1997). Os fungos

envolvidos na associa¢do com A. unedo sdo semelhantes das ECM.

Os fungos ectomicorrizicos (ECM) sdo descritos como sendo fundamentais na
melhoria da nutricdo (captacdo de catides minerais, fésforo e azoto) e na protec¢do das
plantas contra parasitas e¢ compostos tdxicos do solo, o que os torna extremamente
importantes em locais muito pobres € com nutrientes limitados (Smith & Read, 1997;
Aucina et al., 2011). Os fungos ECM estdo envolvidos em relagdes simbiodticas com
espécies vegetais de florestas temperadas, boreais e tropicais (Jany et al., 2003; Richard et
al., 2005) e podem ser encontrados em cerca de 90% das arvores em florestas temperadas e
boreais (Qu Laiye ef al., 2003). A elevada diversidade de fungos ECM, assim como a
existéncia de redes de micélio sdo importantes para o funcionamento dos ecossistemas e
auxiliam na sua recuperagdo apos perturbacdes naturais e/ou antropogénicas. (Jany et al.,

2003; Kennedy et al., 2012).

Micorriza arbutoide

e e e e e e e B e e e e e il

Fungi: As sheathing RNz 2 "'jt_!' -

A o

Figura 3. Representagdo esquematica de micorriza arbutoide. C, carbono
(agucares); N, azoto; P, fosforo. (Adaptado de Read, 2001)
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03 Cenococcum geophilum Fr.

Cenococcum geophilum Fr. é um fungo ECM cosmopolita (Gongalves et al., 2007),
descrito pela primeira vez em 1800 por J. Sowerby como Lycoperdon graniforme (Mina,

2013).

E um dos fungos ECM mais frequentes, tem ampla distribuicdo ecologica e
geografica e associa-se a gimnospérmicas e angiospérmicas (Trappe, 1964) incluindo A.
unedo (e.g. Richard et al., 2005). Tem ainda capacidade pioneira (Wu et al., 2005), embora

também esteja presente em povoamentos adultos (Fernandez-Toiran & Agueda, 2007).

Trata-se de um ascomicete, sem reprodugdo sexuada conhecida, mas apesar disso
com elevada diversidade genética (Gongalves et al., 2007; LoBuglio et al., 2002),tendo
varios estudos (e.g. Bourne et al., 2014) sugerido a existéncia de um estado sexual criptico
ou ciclo parasexual. Uma vez que este fungo ndo produz quaisquer tipos de esporos ou
estruturas reprodutivas além de esclerocios (estruturas vegetativas de resisténcia que
permitem isolar o fungo e cultivar in vitro; Figura 4 D), a sua posicdo a nivel taxondémico
ficou sem resposta até ha relativamente pouco tempo. No entanto, estudos filogenéticos
recentes posicionam-no na classe Dothideomycetes (Spatafora ef al., 2012). A dispersdo
dos esclerocios ¢ feita através do vento, dgua e animais (Massicotte ef al. 1992; Trappe,

1969).

Comparativamente a outros fungos ECM, C. geophilum tem sido relatado como
tolerante ao stress hidrico (Coleman et al., 1989), sendo bastante comum em habitats com
escassez de agua. Esta caracteristica funcional parece dever-se a produg¢do de melanina
(Fernandez & Koide, 2013; Kerner et al., 2012) e, por sua vez, parece conferir vantagem
ao hospedeiro a que se associa no combate a seca (Pigott, 1982; Di Pietro ef al., 2007). E
uma das poucas, se ndo a Unica, espécie micorrizica identificada rotineiramente com base
na morfologia das ECM (Ingleby et al., 1990). Segundo a aparéncia macroscopica, sao
visiveis micorrizas curtas, frequentemente claviformes com as hifas de cor preta,

observadas frequentemente a expandirem-se a partir da superficie do manto e com
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tendéncia a desaparecer a medida que a micorriza envelhece (Figura 4 A, B) (Ingleby et

al., 1990).

Figura 4. Cenococcum geophilum. (A) Micorrizas: C. geophilum associado a A.unedo.
(B) Micorrizas: C. geophilum associado a P.pinaster. (C) Cultura de C. geophilum em
meio agarizado. (D) Esclerocio.

04 Identificacdo molecular de fungos ectomicorrizicos

O micélio dos fungos ECM ocorre em grande parte debaixo do solo, o que dificulta
a sua investigacdo e identificag@o. Por isso, antes do acesso a ferramentas moleculares, a
taxonomia destes organismos e consequentemente, o estudo das comunidades ECM era
baseada na colheita, quantificacdo e identificacdo dos corpos frutiferos (Horton & Bruns,

2001).
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O avang¢o metodologico mais importante no estudo de comunidades de fungos
ECM foi a aplicagdo da reaccdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction). Esta técnica, descrita em meados da década de 80 por Mullins e
colaboradores (Mullis & Faloona, 1987), permite obter in vitro vérias copias de um
determinado segmento de DNA e ¢ particularmente importante para a identificacdo de
espécies fungicas devido a sua sensibilidade e especificidade. Para a obtengdo dos
segmentos de DNA ¢ necessario proceder as seguintes etapas: a) extracgdo de DNA molde,
ou seja, que contém a regido a ser amplificada; b) obtencdo de primers especificos para o
reconhecimento desse segmento; c¢) amplificacdo que dard origem a vdrias copias, fazendo-
se uso de um termociclador e d) leitura do produto amplificado apds electroforese. A PCR
pode ser utilizada para detectar grupos de linhagens, espécies ou taxa superiores (Fungaro,

2000).

Uma vez que a PCR permite trabalhar com quantidades muito pequenas de DNA e
ndo exige um elevado grau de pureza, ¢ possivel trabalhar com amostras extraidas a partir
de ambientes complexos, como solos, rios, alimentos (Fungaro, 2000) e micorrizas. De
particular interesse para a identificacdo de fungos ¢ a amplificacdo de regides especificas
do genoma, como o Espacgo Interno Transcrito (ITS), localizado entre regides altamente
conservadas, correspondentes aos genes 18S e 28S. Estes genes sdo separados por regides
denominadas ITS1 e ITS2, as quais sdo transcritas e processadas para dar origem ao RNA
ribossomico (Figura 5), sendo os primers universais ITS1 e ITS4 os mais comumente
utilizados na amplificag@o desta regido (Gardes & Bruns, 1993). A regido ITS € altamente
conservada na espécie, mas ¢ varidvel entre espécies, sendo frequentemente utilizada para

delimitar espécies (Horton & Bruns, 2001).
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188 rDNA|—— ———28S tDNA

—_— —
Iniciador Iniciador
ITS 1 ITS 4

Figura 5. Regido do rDNA com o espago interno transcrito ITS1 ¢ ITS4.

05 Objectivos e estrutura da tese

A tese foi desenvolvida no contexto do projecto de investigagdo PTDC/AGR-
FOR/3746/2012, que tem entre outros, o objectivo de caracterizar a comunidade de fungos
micorrizicos associados a 4. unedo em condi¢cdes naturais e o desenvolvimento de
protocolos de micorrizacdo controlada. Adicionalmente, tirando partido do facto de, no
local de estudo, a populacdo de pinheiro-bravo (P. pinaster) apresentar regeneragao natural
ap6és corte por infestagdo com nemdtode do pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus),
investigou-se o potencial para a formacdo de redes de micélio comuns entre 4. unedo e P.
pinaster na perspectiva de um efeito facilitador de A. unedo nessa regeneragdo mediado

pelos fungos ECM.

Assim, o trabalho de investigacdo descrito teve como objectivos 1) conhecer a
comunidade de fungos micorrizicos associados a Arbutus unedo e a Pinus pinaster em
condi¢des naturais; 2) investigar o potencial para a formacdo de redes de micélio comuns
entre 4. unedo e P. pinaster ¢ 3) desenvolver um protocolo de micorrizagdo controlada de

A.unedo com C. geophilum.
De acordo com os objectivos, a tese esta organizada da seguinte forma:

Introducio geral: Sumariza-se o contexto tedrico e experimental da tese.
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Capitulo I: Comunidade de fungos micorrizicos associada a A. unedo e P. pinaster
em condicoes naturais. Neste trabalho inventariaram-se os carpdforos presentes no local de
estudo e identificaram-se os fungos ECM ao nivel das raizes, a partir das micorrizas de A.

unedo e de P. pinaster.

Capitulo II: Protocolo de micorrizagdo controlada entre A. unedo e C. geophilum.
Foram estabelecidos dois ensaios com diferentes variaveis, com o propoésito de obtengido de

plantas micorrizadas.
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CAPiTULO I

Comunidade de fungos micorrizicos associada a
Arbutus unedo ¢ o potencial para a formagdo de redes

de micélio comuns com P. pinaster
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1.1. Introducao

O medronheiro ¢ um arbusto comum no sub-bosque de pinheiro-bravo (Pinus
pinaster) em Portugal e desempenha um papel importante na recuperagdo do ecossistema
apds perturbacdo (Moreno-Jimenez et al., 2008; Tujeira & Morgado, 2007; Gomes ef al.,
2013). Estudos de Buscardo e colaboradores (2012) relacionaram este efeito positivo com
a colonizag@o micorrizica. No entanto, ainda existem poucos estudos de base molecular das
comunidades de fungos ectomicorrizicos (ECM) associados a Arbutus unedo e do potencial
para a formagao de redes de micélio comuns com P. pinaster. A maioria dos fungos ECM
forma corpos frutiferos (superiores a 1 mm), os cogumelos. No entanto nem todos os

fungos ECM produzem carpéforos, como € o caso de Cenococcum geophilum.

O principal objectivo do trabalho apresentado neste capitulo foi conhecer a
comunidade de fungos micorrizicos ECM associada ao medronheiro e ao pinheiro-bravo
em condi¢des naturais num local de estudo localizado em Tébua, distrito de Coimbra. A
populag@o de pinheiro-bravo existente no local de estudo foi cortada apos infestacdo com
nematode-do-pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus) e houve regeneragdo natural. Esta
situagdo proporcionou a possibilidade de avaliar se os fungos que colonizam o
medronheiro poderiam mediar a regeneragdo de pinheiros. Assim, adicionalmente
investigou-se o potencial para a formacao de redes de micélio comuns entre 4. unedo ¢ P.
pinaster pela identificacdo das espécies fungicas partilhadas entre as duas espécies
vegetais. As comunidades fingicas foram estudadas através da diversidade de corpos
frutiferos de fungos ECM presentes no campo e pela observacdo das micorrizas em ambos
os hospedeiros com posterior identificagdo molecular (sequenciagdo da regido ITS) dos

taxa fungicos envolvidos na simbiose.
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1.2. Materiais e Métodos

1.2.1. Local de estudo

O local de estudo, fica situado na regido Centro, freguesia e concelho de Tabua,
distrito de Coimbra (40°21°N, 7°59°0). E caracterizado essencialmente pela presenca de
carvalhos (Quercus robur), medronheiros (Arbutus unedo) e exemplares jovens de

pinheiro-bavo (Pinus pinaster).

Ha cerca de cinco anos, os pinheiros existentes no local secaram devido a presenga
do nematode-do-pinheiro (Bursaphelenchus xylophilus) e foram cortados. Actualmente

observa-se a regeneracao natural de P.pinaster.

Guafda 8

I}Lo’i:al de amostragem

";I:’ G,) A A

B

Figura 6. Local de estudo. (A) Localiza¢do da zona de estudo no mapa de Portugal. (B) Vista do local
delimitado no ano 2010. (C) Vista do local delimitado no ano 2015, apds o corte de P. pinaster.
Fonte: Google Earth.
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1.2.2. Amostragem de corpos frutiferos

Para a amostragem de corpos frutiferos, foram estabelecidos 3 transeptos fixos de
comprimento de 45 m e 5 m de largura, espacados entre si 10 m com orientagdo W-E
(Figura 7), que foram percorridos semanalmente durante a principal estag¢do de frutificacio
(Outono/Inverno) e quinzenalmente o resto do ano. A amostragem teve inicio em Agosto
de 2014 e terminou em Junho de 2015. Foram colhidos exemplares de todas as espécies
encontradas, de forma a proceder-se a sua identificagdo com o auxilio de guias de campo,
chaves e monografias, tendo por base caracteristicas macro e microscopicas dos

carpoforos.

O processo de colheita envolveu especial cuidado, tendo sido colhidos exemplares
em bom estado de conservagdo e, quando possivel, em diferentes estados de
desenvolvimento. Os espécimes foram removidos do substrato escavando a volta da base
do pé de forma a ndo o danificar e garantir que estruturas especiais, a existirem, por
exemplo volva ndo eram perdidas, uma vez que sdo essenciais para a identificagdo do
espécime. No momento da colheita foram registadas caracteristicas efémeras, tais como
cheiro/odor, paladar, cor e textura do exemplar e reaccdo ao corte. Na descricdo do habitat
registou-se o substrato colonizado (solo, folhada, madeira) e o hébito dos carpdforos
(solitario, gregario). O trabalho de campo foi acompanhado pelo registo fotografico dos
exemplares e pelo registo em folhas de campo, que contemplavam todas as caracteristicas
dos carpdforos (com esquemas representativos) com uma sequéncia ldgica, segundo a
metodologia proposta por Mueller, (2004). Os espécimes foram acondicionados
individualmente, numerados e mantidos a baixa temperatura durante o transporte para o
laboratodrio, onde se procedeu a obtencdo da esporada. Com o auxilio das folhas de campo
e guias de identificagdo (e.g. Gerhardt ef al., 2000) procedeu-se a identificacdo dos
exemplares (quando identificado apenas o género os exemplares sdo designados por
morfoespécies). Posteriormente, os carpdforos foram desidratados numa estufa ventilada a
30°C. Ja secos os espécimes foram guardados individualmente e devidamente etiquetados
(identificagdo do exemplar, data da colecta, colector e local de amostragem), constituindo

exemplares testemunho de herbario.
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Figura 7. Representag@o esquematica (sem escala) do desenho experimental utilizado.

1.2.3. Amostragem de solo e processamento de raizes

Foram amostrados, 10 medronheiros de porte arbustivo (com alturas compreendidas
entre 1,40 m e 3 m) e 10 pinheiros (com alturas compreendidas entre os 0,60 m e 0,75 m).
Os medronheiros foram amostrados em duas estacdes consecutivas (Outubro - Novembro

2014 e Margo 2015) e os pinheiros apenas em Marco de 2015.

Inicialmente o procedimento adoptado para a colheita de raizes consistiu na
amostragem de cada individuo: distancias de cerca de 40 cm do tronco e profundidade 15
cm (valores aproximados, variando conforme o porte de cada individuo), foram retiradas
quatro amostras de solo segundo os quatro pontos cardiais (para aumentar a probabilidade
de colher micorrizas). As quatro amostras de cada individuo foram homogeneizadas numa
amostra composita. No entanto, apos a observacdo das primeiras amostras colhidas com
este método foi decidido adoptar um procedimento diferente. O novo procedimento
consistiu na procura das raizes principais do individuo e posteriormente nas raizes
secundarias e jovens. Embora mais moroso em campo, este processo garantiu material

jovem e a maior certeza acerca da identidade da espécie vegetal amostrada.
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O trabalho prosseguiu no laboratério com o processamento das raizes: lavagem -
para remocgdo das particulas do solo e analise das amostras para separacdo dos diferentes

tipos morfoldgicos de micorrizas, designados morfotipos.

De acordo com a metodologia de Ingleby e colaboradores (1990), a separagdo foi
feita com base na forma, ramificacdo, cor e textura das micorrizas (Figura 8). As pontas
micorrizadas  foram  guardadas em  eppendorfs com  tampdo  CTAB

(Cetyltrimethylammonium Bromide), devidamente etiquetados.

Figura 8. Diferentes morfotipos de micorrizas observados a lupa. A-H hospedeiro A. unedo,
com ampliagdes (A) 35X; (B) 30X; (C) 20X; (D) 35X; (E) 30X; (F) 25X; (G) 20X; (H) 16X.
I-L hospedeiro P. pinaster, com ampliagdo 30X:
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1.2.4. Identificacdo molecular de fungos micorrizicos

Para identificagdo molecular, as micorrizas previamente isoladas foram retiradas
do tampao CTAB e transferidas para microtubos, para dar inicio ao processo de extrac¢ao
de DNA utilizando o REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA). Brevemente, o protocolo consistiu na adicdo de 15ul da solugdo de
extrac¢do, aquecimento a 65°C durante 10 min seguido de aquecimento a 95°C durante 15

min, com adi¢do de 15l da solugdo de diluigdo no final.

A reacg¢do de PCR para amplificagdo da regido ITS foi realizada utilizando os
primers ITS1 e ITS4 (para asco- e basidiomicetes; Gardes & Bruns, 1993), “master mix”
de PCR (NZYTaq Master Mix) preparada em agua ultrapura autoclavada, com a amostra
de DNA. A amplificacdo foi conduzida num termociclador (Applied Biosystems GeneAmp
9700). O volume de DNA utilizado assim como os programas de PCR (como sejam a
temperatura de “annealing” e o numero de ciclos) foram adaptados as diferentes amostras.
Assim, o volume de DNA utilizado variou entre 1 e 4pul, as temperaturas de “annealing”

entre 53°C e 55°C, e o niimero de ciclos entre 25 ¢ 35.

Os produtos das extraccdes de DNA e das reac¢des de PCR foram visualizados
através de electroforese em gel de agarose (0.5 e 1%, respectivamente) corado com 2 pl de
Green Safe (NZYtech, Lisboa, Portugal), visualizado com luz UV e fotografado. No caso
dos produtos de PCR, foi utilizado 1 pl do marcador NZYDNA Ladder V (100 lanes). Os
produtos de amplificacio foram encaminhados para a empresa STAB VIDA (Lisboa,
Portugal), para purificagdo e sequenciag@o. As sequéncias foram obtidas inicialmente num

sentido, sendo sequenciado o sentido inverso quando necessario.

Os eletroferogramas foram analisados visualmente e editados manualmente
utilizando o software Geneious 8.1.4. Apos a edicdo, cada sequéncia obtida foi utilizada
para busca das mais similares depositadas no GenBank, e UNITE, utilizando a ferramenta

BLASTn. Para a identificac¢do dos taxa fingicos utilizaram-se os seguintes critérios:

97-100% similaridade numa ou noutra base de dados — a identificacdo foi feita de

acordo com o resultado mais informativo (espécie ou género).

31



CAPITULO1

<97% similaridade em ambas as bases de dados — a identificagdo fez-se pelo nivel
taxondmico mais baixo partilhado entre ambas as bases de dados (familia, ordem ou

classe).

Classificacdes ambiguas foram resolvidas através do alinhamento com sequéncias

de referéncia (UNITE) e respectiva analise filogenética.

Colheita e Extracgdo de DNA Amplificagio e Comparagdo em Identificagdo da

processamento de de cada morfotipo

Sequenciagdo bases de dados espécie fingica
raizes

Figura 9. Esquema sequencial da metodologia utilizada na avaliagdo da comunidade de fungos micorrizicos associados as
raizes de medronheiro e de ninheiro.

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através um “test-t
(Programa GraphPad Prism 6), sendo considerado que para haver diferengas significativas,

p< 0,05.

1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Corpos frutiferos

No local de estudo, ¢ no periodo em aprego, foram identificadas 45 espécies de
macrofungos (Figura 10). Estas espécies encontram-se distribuidas por 27 géneros, sendo

os mais representados Clitocybe, Cortinarius e Inocybe, com 4 espécies cada.

O grafico da Figura 11 representa o nimero de espécies encontradas por saida ao
longo do tempo de amostragem (periodo de Agosto 2014 a Junho 2015). A época de maior

frutificacdo ocorreu no Outono (Figura 12), altura em que o numero maximo de carpdforos
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encontrado numa s6 saida foi de 11 espécies. Relativamente aos restantes meses de
amostragem, surgem algumas espécies em Outubro de 2014 e Janeiro de 2015. Quanto aos
grupos funcionais, hd dominancia, embora muito ténue, dos macrofungos micorrizicos que

perfazem 51% do total de espécies encontradas (Figura 13).

F igua 10. Carpoforos em campo. (A) Russula agilis; (B) Laccaria amethystina; (C) Lactarius deliciosus;
(D) Hebeloma; (E) Suillus; (F) Lycoperdon perlatum.
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Figura 11. Numero de espécies amostradas no local de estudo ao longo das varias saidas de campo.
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Figura 12. Numero de carpéforos colectados nos diferentes meses de amostragem.
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49%

M Micorrizicos

51% L.
[0 Saprofitas

Figura 13. Distribuigdo das espécies amostradas no local de estudo pelos 2 grupos funcionais:
micorrizicos e saprofitas.

A Tabela 2 resume a ocorréncia do numero de espécies dos diferentes géneros no
decorrer das saidas. Os géneros que apresentaram maior ocorréncia foram Laccaria,
Cortinarius e Leotia. Também aqui € notorio que a maioria dos géneros foi encontrada no

més de Novembro.
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Tabela 2. Numero de espécies, por género, registadas ao longo das saidas de campo. Sdo referidos o nimero
de ocorréncia dos géneros ¢ o nimero de géneros por saida.

Datas das saidas
Nimero de

Géneros ocorréncias

i < < < < <| < < < < < y Y| u| y 2‘ ,

= 7 7 g 7 ] N N j . . 7 N ] ] = dos géneros

S - - - - - - - N - - q d < 4 IS

ol q q 9 q g q g g < - 5 - o y —

jew) - | C q q s T ks i C jew]
Clathrus 1 1 1 3
Clitocybe 1 1 1 1 4
Collybia 2 1 1 3
Conocybe 1 1
Cortinarius 1|1 1 1 1 2 6
Entoloma 2 1
Galerina 1 1
Geoglossum 1 1
Gymnopilus 1 1
Hebeloma 1 1
Hydnum 1 1 1 1 4
Hypholoma 1 1
Inocybe 1 2 1 3
Laccaria 1 1 2 2 2 1 2 1 8
Lactarius 1 1 2
Leotia 1 1 1 1 1 5
Lepiota 1 1
Lycoperdon 2 1 2
Macrolepiota 1 1
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Mycena 2 1 2
Paxillus 1 1
Psathyrella 1 1
Russula 1 1 1 3
Scleroderma 1 1
Suillus 1 1 1 3
Tricholoma 1 1 1 1 4
Xerocomus 1 1
N° de géneros | 0 6 4 1 2 2 6 |10 |7 |7 8 |14 |3 |0 |2 3 0

por saida

A partir dos resultados obtidos ¢ possivel concluir que os meses de Novembro e
Dezembro foram os mais adequados a frutificacdo, o que vai de acordo com estudos
anteriores (Baptista et al., 2010). Embora a classificagdo das espécies macrofungicas em
grupos funcionais nem sempre seja clara, ¢ bastante util para se ter uma percep¢do da
comunidade, uma vez que os fungos micorrizicos sdo apontados como bons indicadores de
auséncia de polui¢do (Branco, 2003). Neste caso, os fungos micorrizicos representaram

apenas 51% do total de espécies amostradas (Figura 13).

Os resultados reportam-se a um ano de amostragem apenas e sdo, por isso,
necessariamente preliminares — pressupde-se que o numero de espécies existentes no local
seja incomparavelmente superior a lista aqui apresentada (Branco, 2003; Baptista ef al.,
2010). Para além disso, em 69% dos casos ndo foi possivel a identificacdo até a espécie
porque maioritariamente foi encontrado um unico exemplar de cada morfoespécie. No
entanto, apesar destas limitagdes, esta abordagem permitiu conhecer parte da comunidade
de macrofungos associada a floresta caracterizada essencialmente pela existéncia de A.

unedo, Q. robur e P. pinaster.

37




CAPITULO1

1.3.2. Morfotipos

A amostragem de cada medronheiro (n=10) ocorreu em duas estagdes de
crescimento consecutivas, Outono de 2014 e Primavera de 2015. A diferenca quanto ao
nimero de morfotipos amostrados de raizes colonizadas nas diferentes estagdes do ano nao
se mostrou significativa (P>0,05), embora o maior nimero de morfotipos encontrados por

individuo tenha sido no Outono (Figura 14).

Entre medronheiros e pinheiros foram encontradas diferengas significativas
(P<0.05) na média do nimero de morfotipos por individuo: 3,1 + 0,3 em A. unedo
significativamente maior que o nimero de morfotipos por individuos em P. pinaster (1,7+
0,3; Figura 15). Em associacdo com o medronheiro, foram identificados cerca de nove
morfotipos diferentes (com base na cor, morfologia e textura) e no pinheiro cerca de seis

morfotipos diferentes, separados segundo os meus critérios (Ingleby et al., 1990).

6 1 5 =
- - a
=l =]
= a = 4
E 2
- 4 - b
=l =l 3 -
£ | g
£ £
] : 2
s 2 =
£ £
£ g ]
= = 1
z z

0- T 0- !

Outono Primavera Medronheiro Pinheiro

Figura 14. Média do nuamero de Figura 15. Média do numero de
morfotipos/individuo amostrados no medronheiro morfotipos/individuo amostrados no medronheiro
em duas estagdes de crescimento consecutivas e pinheiro-bravo (Primavera 2015). Os valores
(Outono 2014 e Primavera 2015). Os valores com diferentes letras sdo significativamente
com letras iguais ndo sdo significativamente diferentes.
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1.3.3. Identificacdo molecular dos fungos nas micorrizas

Apoés as duas épocas de amostragem consecutivas, foram identificados no total
dezasseis taxa. A analise filogenética (Figura 16) mostra que 12 taxa pertencem ao filo
Basisiomycota e 4 ao filo Ascomycota. Tanto em A. unedo como em P. pinaster, a
comunidade de fungos foi dominada por espécies pertencentes ao filo Basidiomycota o que

vai de acordo com estudos de Buscardo e colaboradores (2011).
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I E2 = Cenococcum geaphilum

| ' F1 - Cenocaccum geophilum

El - Cenococcum geophilum
T G1 - Helotiales (1)

' PB1 - Helotiales (1)

C2 - Helotiales (2)

H2 - Otidea bufonia

1 C9 - Amphinema sp. (1)

E4 - Amphinama sp. (1)

F2 - Atheliaceae (1)

E3 - Atheliaceae (1)

El - Russula sardonia

-~ {Unite) JQBE8201 - Russula sardonia
D2 - Russula densifolia

{Unite) 050818-06 - Russula densifolia
D3 - Russula densifolia

PG 3 - Russula densifolia

PG 2 - Russula densifolia

PEL - Lactarius hepaticus

PH1 - Lactarius hepaticus
(Unite) A¥Y254881 - Lactarius hepaticus
|12 - Sebacina

E— PI1 - Trechispora sp.

| 12 = Inocybe umbrina
I (Unite) AMBB2929 - Inocybe umbrina
H3 - Tomentella terrestris

— Al - Tomentella fuscocinerea
A4 = Tomentella fuscocinerea
{Unite) TULO8229 - Tomentella fuscocinerea

‘I C2 - Tomentella coerulea
C6 - Tomentella coerulea
C3 - Tomentella coerulea
(Unite) TUL15602 — Tomentella coerulea

B1 - Tomentella badia

D1 - Tormentella badia
F3 - Tomentella badia
H1 - Tomentella badia

Figura 16. Relagdo filogenética de 16 taxa - fungos micorrizos associados a A. unedo e P. pinaster - com
base na sequenciagdo da regido ITS. As sequéncias foram obtidas a partir das bases de dados GenBank e
UNITE.

Do total de taxa amostrados, 12 existem em associagdo exclusiva com o
medronheiro e 2 com o pinheiro (Figura 17). Os taxa Helotiales sp.1 e Russula densifolia
aparecem associados a ambos os hospedeiros, mostrando haver partilha de fungos

micorrizicos comuns entre A. unedo e P. pinaster.
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Figura 17. Taxa associados a Arbutus unedo e Pinus pinaster. Representacdo dos faxa exclusivamente
associados ao medronheiro (a cor azul) e ao pinheiro-bravo (a cor verde), e os taxa partilhados por ambas as
espécies hospedeiras.

A frequéncia foi avaliada segundo o numero de ocorréncias de um taxa na
populagdo de A. unedo e de P. pinaster. A espécie fungica Tomentella badia foi a que mais
vezes apareceu associada ao medronheiro, (em 4 individuos), seguida de C. geophilum,
Amphinema sp.1 e Atheliaceae sp.2, que apareceram em 2 individuos (Figura 18). Em
relac@o ao pinheiro, a espécie Lactarius hepaticus surgiru em 2 individuos, mostrando ser a
mais frequente, embora estudos ja realizados (Buscardo et al., 2011) refiram a Russula

densifolia como uma das espécies com maior frequéncia.
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Tomanaila badla
Cenococcum geophilum
Tamantala coeruiea
Amphinama sp. (1)
Atheligceae (1)

Russwla densifalia
Tomentela fuscocinerea
Helotiales (1)

Haiotiales (2)

inocybe umbrina
Ortidaa bufonia

Aussula sardoma
Sebacinag

Tomeniela ferresins

Figura 18. Frequéncia de espécies isoladas, associadas a A. unedo

No grafico da Figura 19, esta representado o numero de faxa associados a cada
hospedeiro vegetal. Permitem ter a percep¢do de que a mediada que os individuos vao
sendo amostrados, o numero de diversidade de espécies fungicas vai tendo tendéncia a

estabilizar.
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Arbutus unedo Pinus pinaster

Taxa

i 2 34 4« 5 B 7 8 8 10 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

Mumber of sampled plants Number of sampled plants

Figura 19. Curvas de acumulagio dos taxa fungicos com base nos dados da sequenciagdo da regido ITS.

Algumas dificuldades metodolégicas podem ajudar a explicar os resultados
obtidos. Por exemplo, de um total de 82 amostras das quais foi extraido DNA, apenas
foi possivel obter bons produtos de PCR em 31 amostras. Isto poderd ser explicado,
por uma quantidade de DNA desadequada (demasiado concentrada ou diluida). De
facto, a natureza do material — pouco (nalguns casos um morfotipo era representado
apenas por uma ponta micorrizada) e muito heterogéneo (muitos morfotipos) terd com
certeza influenciado o correcto funcionamento da PCR. Por outro lado, apesar de as
raizes se terem mantido em tampao CTAB no frigorifico e o tempo entre a colheita e o
isolamento de morfotipos nunca ter ultrapassado 3 dias, € possivel que tenha ocorrido
degradacdo do DNA de algumas amostras, o que pode comprometer a amplificagdo

(Horton & Bruns, 2001).

Embora algumas espécies apresentem correspondéncia bastante consistente
entre a frutificacdo e a presenca abaixo do solo, nas micorrizas, como regra geral, a
diversidade de carpoforos nido reflecte adequadamente a diversidade de fungos ECM
(Baptista et al.,2010). Em parte, esta divergéncia pode ser explicada pela duragdo do
tempo de frutificacdo (curto em algumas espécies), pela auséncia de corpo frutifero
(e.g. C. geophilum) ou pela existéncia de corpos frutiferos que passam despercebidos

(e.g. Tomentella). Exemplificando, estes dados estdo de acordo com os resultados
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obtidos uma vez que o género Tomentella foi o mais frequente associado ao
medronheiro, no entanto ndo apresentou correspondéncia na observacdo de corpos

frutiferos.

Quanto a hipotese do potencial para a formacdo de redes de micélio comuns
entre A. unedo e P. pinaster, os resultados ndo foram muito conclusivos. Existem
estudos (Richard et al., 2005; Richard et al., 2009) que demonstram a partilha de
fungos micorricos entre 4. unedo e Quercus ilex. Estudos de Kennedy e colaboradores
(2012) referem que hé partilha de fungos micorrizicos entre A. menziesii e Pinaceae e
que comunidades de fungos micorrizicos sdo similares. Embora ndo se tratem das
espécies em estudo, tratam-se do mesmo género e familia podendo haver alguma
relacdo nos resultados obtidos. No estudo acima mencionado (Kennedy et al., 2012),
os resultados obtidos estdo relacionados de forma positiva com os deste estudo, uma
vez que também se observou um maior nimero de espécies associada ao género
Arbutus do que a familia Pinaceae. Seria de esperar que a comunidade de pinheiros,
para o seu estabelecimento, poderia tirar partido das redes de micélio comuns com o
medronheiro, mas, no entanto seriam necessarios mais resultados para consolidar esta

informagao.
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Protocolo de micorriza¢do controlada entre A. unedo e

C. geophilum
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2.1. Introducéao

A existéncia de métodos eficazes de propagag@o ¢é essencial quando se pretende
melhorar uma espécie. A propagagdo pode ser feita através de métodos convencionais, no
entanto apresentam algumas limitagdes como por exemplo baixas taxas de enraizamento
ou de germinag@o de sementes (Canhoto, 2010). De forma a contornar estas limitacdes, as
técnicas de micropropagagdo in vitro surgem como uma alternativa eficaz em relagdo aos
métodos convencionais (Canhoto, 2010; Gomes, 2011). As técnicas de cultura in vitro
tornam-se vantajosas uma vez que ¢ necessaria uma pequena quantidade de material para
obter véarios individuos, a produ¢do ¢ uniforme ao longo do ano e o processo ¢ realizado
em condigdes assépticas e controladas (Gomes, 2011); como desvantagens sdo necessarias
instalagdes adequadas e obra de mao qualificada. Algumas técnicas de micropropagacao,
como a embriogénese somatica, organogénese e proliferacdo de meristemas axilares, foram
ja aplicadas na propagacdo in vitro de plantas lenhosas, sendo esta ultima técnica a mais

usada na propagacdo de Ericaceas (Gomes & Canhoto, 2009).

A 1noculagdo controlada com fungos micorrizicos tem vindo a ser explorada como
ferramenta util para obtengdo de individuos mais tolerantes a diversos tipos de stress,
facilitando, por exemplo, a aclimatag¢do das plantas micropropagadas (Gomes, 2011). Em
termos praticos, a importancia deste tipo de associagdes simbidticas prende-se
essencialmente com a redugdo da aplicag@o de fertilizantes e biocidas - pratica que podera
reduzir a poluicdo ambiental- € com o estabelecimento das plantas em campo. Em estudos
de Gomes e colaboradores (2013) foi possivel a micorrizagcdo de clones seleccionados de
A. unedo com o fungo Pisolithus arhizus. No entanto, algum tempo apds a transferéncia
das plantas para o campo, o fungo inoculado tinha sido substituido por fungos micorrizicos
autoctones, entre os quais Cenococcum geophilum. Tendo em conta o crescente interesse
no medronheiro (ver introdugdo geral) e a sua associacdo em condi¢des naturais com C.
geophilum (Trappe, 1964) a obtencdo de um protocolo de micorrizagdo controlada torna-se

interessante.
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Propagacdo in vitro de Arbutus unedo

Material vegetal

No presente trabalho, foram utilizadas plantulas de medronheiro do clone Cl1,
previamente estabelecidas in vitro no Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal (Departamento
de Ciéncias da Vida, FCTUC). Este clone com origem geografica na zona de Coimbra foi

obtido a partir de uma planta que regenerou pos- fogo.

Cultura in vitro

Para a micropropagacdo do medronheiro (Figura 20), foi utilizado o meio de
Fossard (De Fossard et al., 1974) modificado, constituido por macronutrientes e vitaminas
de Fossard, micronutrientes MS (Murashige & Skoog, 1962), ferro (Fe.EDTA; 5 ml/l),
sacarose 3% e um regulador de crescimento BAP (Benzilaminopurina) (2 mg/l). Para a
preparacdo do meio de cultura, cada componente foi pipetado a partir de solugdes stock, e
apods a adi¢do da sacarose, ajustou-se o volume total da solu¢cdo com dgua destilada. O pH
foi ajustado a 5,7 com solugdes stock de HCI e/ou NaOH, e posteriormente adicionado
agar, um agente gelificante (6 g/lI) (Panreac). Por fim, a solugdo foi aquecida de forma a
dissolver o 4gar e distribuida por frascos (cerca de 25 ml em cada). A esteriliza¢do foi

efectuada, na autoclavar a 121°C durante 20 minutos.

Foram colocados 5 explantes (fitomeros) do clone C1, em cada frasco. O material
foi mantido numa camara a 25°C com fotoperiodo de 16h de luz e 70% de humidade,
durante 2 meses. Apos esse periodo, procedeu-se ao enraizamento que envolveu uma fase
de inducdo e uma fase de alongamento das raizes. Na primeira, as plantas foram
transferidas para tubos de ensaio com meio constituido por macronutrientes Knop
(Gautheret, 1959), micronutrientes de MS com excepcdo de iodeto de potassio (KI),
vitaminas de Fossard com excep¢do da riboflavina, ferro de MS (Fe.EDTA; 5Sml/1),
sacarose 1,5% (Duchef) e a auxina IBA (5 mg/l) e mantidas 8 dias em condi¢des de

obscuridade a 25°C. Na fase de alongamento, as plantas foram transferidas para meio com
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a composi¢do anteriormente mencionada mas com as seguintes alteracdes: sacarose 3 %,

carvao 1,5% (p/v) (Merck) e sem adi¢do de IBA.

No fim do periodo de indugdo e de alongamento das raizes, as plantas foram
transferidas para recipientes com substrato, constituido por uma mistura de turfa e perlite

(1:1) humedecido com meio liquido de Fries (Fries 1978).

0
0

\

BAP (2mg/L) / Fase de Indugdo Fase de Alongamento
5 fitbmeros (8 dias) (3 semanas)
—_— —_— R
2 meses IBA (5 mg/L) S/IBA

C/ Carvao
/[Sacarose]

Figura 20. Esquema geral do procedimento realizado na micropropagacéo de A. unedo. (A1) Plantulas em meio de
cultura apds repicagem. (A2) Plantulas com 2 meses de crescimento. (B) Plantulas em meio de indugdo de
enraizamento. (C) Plantulas em meio de alongamento das raizes.

2.2.2. Cenococcum geophilum

Material fungico

Os isolados fungicos de C. geophilum B49.1 e D44.1 foram obtidos a partir de

esclerdcios colhidos da rizosfera de Quercus ilex subsp. ballota no ambito do projecto de
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investigacio CENECOGEN (PTDC/BIA-BEC/100733/2008). A selec¢do destes dois
isolados baseou-se no facto de apresentarem crescimento notdrio maior, quando
comparados aos outros isolados da colec¢do. Foram colocados - em competicdo um com
um outro numa caixa de Petri (em “dual-culture”) e verificou-se que o isolado D44.1
apresentava crescimento mais rapido (S. Gongalves, comunica¢do pessoal). Uma vez que
esta espécie apresenta, em geral, crescimento lento, a observacdo referida justificou a

escolha do isolado D44.1 para o presente ensaio.

As culturas axénicas do fungo micorrizico C.geophilum, sio mantidas em meio
PDA (Potato Dextrose Agar) (39 g/l) em sistema de sub-culturas sucessivas, existindo

ainda uma cultura de referéncia preservada a -80°C.

Para o crescimento do fungo em meio liquido, foi utilizado o meio modificado de

Fries (Fries 1978) contendo (mM):

(a) D-glucose, 28; tartarato de amodnio, (NH4)2CsHs, 5.4; KH,PO4 1.5;
MgS04.7H,0, 0.4; CaCl,.2H,0, 0.2; NaCl, 0.3. Microelementos incluidos (uM):
FeCl,.6H,0O, 4.0; ZnSO4.7H,O, 3.0; MnSO4H,0, 6.0; CuSO04.5H0, 0.8;
Na;Mo004.2H,0, 0.8; myo-inositol, 56; biotina, 0.1; piridoxina-HCI, 0.5;
riboflavina, 0.3; nicotinamida, 0.8; acido p-amino-benzdico (PABA), 0.7;

tiamina-HCI, 0.3 e Ca-pantotenato.

2.2.3. Sintese micorrizica in vitro

Para induzir a micorrizagdo de A. unedo por C. geophilum (Figura 21) foram
testados dois tempos distintos de inoculag@o e dois tipos de recipientes: caixas de Petri (9

cm ) e frascos (V=200 ml).

O substrato utilizado para a sintese micorrizica foi uma mistura de turfa e perlite
(1:1) esterilizada, posteriormente humedecida com 240 ml de meio liquido de Fries (a),
glucose (2.8%) e pH ajustado a 5,5. O meio foi autoclavado durante 20 min a 121°C. As
vitaminas ¢ mio-inositol foram adicionadas ao meio por filtragdo (0,2 um) antes da sua

utilizag¢@o. As caixas de Petri esterilizadas foram previamente furadas de forma a permitir a
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passagem da planta para o exterior da mesma e de seguida, preenchidas com 60 ml de
substrato esterilizado; esta operacdo foi realizada na cdmara de fluxo laminar. Os frascos
foram preenchidos com a mesma quantidade de substrato e levados a autoclavar (QU,

Laiye et al., 2003)

Foram realizados dois ensaios: 1) planta e fungo inoculados simultaneamente; 2)
inoculag¢do prévia do substrato. Em ambos os ensaios, o substrato foi humedecido com
meio de Fries, adequado para o melhor desenvolvimento do fungo. Os indculos fingicos
foram obtidos de culturas agarizadas do fungo em fase de crescimento activo do micélio
(isolados com 4 meses apds a repicagem; mantidos em estufa a +28° C). Foram
transferidos 3 “plugs” de micélio fungico para cada recipiente com o micélio voltado para

o substrato ja humedecido.

No ensaio 1, o substrato foi humedecido com 12 ml meio de meio Fries e apods a
colocacdo dos “plugs”, o sistema radicular da planta foi colocado em contacto directo ou
na proximidade do fungo. No ensaio 2, o substrato foi humedecido com 4,5 ml de meio
Fries e apds a inoculacdo , o fungo foi deixado a colonizar o substrato durante 4 semanas,
findas as quais se procedeu a transferéncia de uma planta para cada frasco. Tanto as caixas
de Petri como os frascos foram devidamente selados com Parafilm e com papel de

aluminio, para evitar contaminagdes e para proteger as raizes da luz, respectivamente. As
caixas de Petri foram mantidas na vertical (Figura 21 B) para o correcto crescimento da
planta), no fitoclima com 16h de luz, 70% de humidade e a 25°C. Mensalmente foram

adicionados cerca de 4,5 ml de meio Fries (Figura21 D) em ambos os ensaios. Quatro
meses apds o inicio do ensaio, foi feito o levantamento. Foi analisado o sistema radicular
(observacdo a lupa binocular) e as pontas micorrizadas isoladas para posterior impregnagao

em resina.
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Figura21. Ensaio de micorrizagdo controlada in vitro. A a D -Ensaio em caixas de Petri. (A) Aspecto da
caixa de Petri furada e com o substrato; (B) Plantas em substrato; (C) Adi¢do de meio Fries; (D) Aspecto da
planta em substrato com o sistema radicular em contacto com os “plugs”; (E) Colonizag¢do do substrato por
C. geophilum. F a H- Ensaio em frascos. (F) Aspecto dos frascos com o substrato; (G) Plantas colocadas em
substrato: (H) Plantas ands 4 meses em substrato.

2.2.4. Caracterizacdo anatomica das micorrizas

Para a caracterizacdo anatdmica, as micorrizas foram fixadas em gluteraldeido a
2.5% em tampdo cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2 durante 3 horas. O material foi
posteriormente submetido a 3 lavagens de 15 minutos cada, no mesmo tampao. De seguida
foram pos-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% preparado com o mesmo tampao durante 2

horas a temperatura ambiente. Apds 3 lavagens de 15 minutos cada em agua destilada, o
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material foi desidratado em séries de etanol (70, 80, 90 ¢ 100%) e depois impregnado com
3 solugdes sucessivas de etanol 100% e resina, nas propor¢des 2:1, 1:1, 1:2, durante 2
horas cada. Por fim o material foi mantido em resina pura por uma noite e de seguida
colocado em moldes, tendo permanecido em estufa a 70°C durante 24 horas. Com os
blocos resultantes do processo anterior, foram feitos cortes semi-finos (1-2pum) com facas
de vidro no micrémetro Ultrotome Nova. Os cortes foram colocados numa gota de agua
destilada sobre uma lamina de vidro e deixados a secar. Posteriormente foram corados com
uma solucdo de azul de toluidina 1% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada para retirar o excesso de corante. Os
cortes foram observados e fotografados no microscopio Leica DM 4000 B usando o

programa LAS v4.0.

2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Sintese micorrizica in vitro

Os resultados obtidos através do estabelecimento do protocolo mencionado, ndo
foram tratados estatisticamente uma vez que o numero de amostras ao ser muito pequeno,
ndo permitiu o uso de testes estatisticos, de forma a relacionar e comparar os diferentes
efeitos das varidveis na micorrizagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas. Neste
contexto, a discussdo dos resultados foi feita com base na importancia do protocolo e nas

perspectivas futuras que este possa ter.

.0 ensaio de micorrizagdo controlada teve como objectivo o estabelecimento de um
protocolo que permitisse a obten¢do de plantas de medronheiro micorrizadas com C.
geophilum. Foram testadas duas varidveis: diferentes tipos de recipientes e diferentes
tempos de contacto fungo-planta. (Tabela 3). Apds quatro meses do levantamento do
ensaio, concluiu-se que das 11 plantas que sobreviveram, 7 apresentaram raizes
micorrizadas, sendo que a maioria destas, provém de frascos em que a inoculagdo ocorreu
em simultaneo. Contrastando, plantas em caixas de Petri com tempo de inoculagdo

sequencial, ndo revelaram presencas de micorrizas.
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Tabela 3. Quadro resumo do ensaio de micorrizagdo controlada in vitro.

T}p ° g Caixas de Petri Frascos
recipientes
LIS Turfa + Perlite (1:1)  Turfa + Perlite (1:1)
testado ) ]
Tempo de
contacto fungo- Simultinea Sequencial Simultinea Sequencial
planta
n= 5 5 5 5
%
A 40% 40% 80% 60%
Sobrevivéncia

Embora as plantas de medronheiro utilizadas no ensaio tenham sido
micropropagadas a partir do mesmo clone, o desenvolvimento das mesmas foi diferente
quando expostas as diferentes varidveis (tipo de recipientes e tempo de contacto). Através
da analise de outros trabalhos da literatura, ndo foram encontradas referéncias de estudos
iguais ao trabalho aqui realizado, embora existam semelhantes, que da mesma forma visam
a obtencdo de um protocolo de micorrizagdo controlada, mas com espécies
vegetais/fungicas diferentes das aqui consideradas (Rincon et al., 2001; Gomes et al.,

2013; Grellier et al.,1984; Guerin-Laguette et al., 2000).

Uma das aplicagdes mais interessantes da sintese micorrizica, segundo Quinteiro
(2005, citado por Gomes, 2011) é o incremento do desenvolvimento das plantas
hospedeiras. Assim, os resultados obtidos por Gomes (2011) mostraram que plantas
micorrizadas apresentam um crescimento superior sendo consistentes com a informacao
anterior, no entanto, noutros trabalhos nao foi evidente um efeito positivo da micorrizagao
(e.g. Rincon et al., 2001), o que possivelmente pode ser explicado pelas condi¢des do

material vegetal e fingico.

Embora os resultados ndo estejam suportados por estatistica, ¢ possivel visualmente
verificar que existiram difereng¢as no desenvolvimento das plantas, conforme o recipiente
onde se encontravam. Desta forma, plantas que se desenvolveram nas caixas de Petri
durante o periodo do ensaio, mostraram um melhor desenvolvimento da parte radicular,

quando comparadas as plantas cujo desenvolvimento foi nos frascos (Figura 22). Do que
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foi observado ao longo do trabalho, as maiores perdas de material vegetal ocorreram em
caixas de Petri, independentemente da inoculagdo ter sido simultdnea ou ndo, o que parece
dever-se essencialmente a elevada percentagem de contaminagdes, que podem ter resultado
da pequena abertura feita na caixa para que a parte aérea das plantas pudessem ficar de fora

da caixa.

Figura22. Levantamento do ensaio de micorrizagdo controlada entre 4. unedo e C. geophilum. (A)
Comparacdo dos medronheiros quanto ao desenvolvimento. (B) Medronheiro em caixa de Petri. (C)
Medronheiro em frasco. (B1 e C1) Raizes de medronheiros micorrizadas, vistas a lupa, ampl 8x e 16x
respectivamente. (B2 e C2) Colonizagdo do substrato pelo fungo.

A obtencdo de plantas micorrizadas com Cenococcum geophilum, poderd permitir
uma vantagem no estabelecimento e adaptacdo em campo essencialmente porque este
fungo apresenta caracteristicas vantajosas como a tolerancia a seca (remeter a introducdo
geral) e existe associado ao medronheiro em condi¢des naturais. Desta forma, as plantas

micorrizadas, quando colocadas em campo, a partida, tirariam vantagem, como por
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exemplo na capacidade de sobrevivéncia a primeira estagdo de seca, quando comparadas
com outras ndo micorrizadas. Em termos praticos, este tipo de protocolo poderad ndo ser
aplicavel. Uma alternativa para a produ¢do em maior escala podera ser a utiliza¢do de solo
como indculo natural para a micorriza¢do, o que vai de encontro a estudos de Dulmer ¢

colaboradores (2014).

De uma perspectiva ecologica, uma vez que A. unedo existe associado a florestas
mistas de Quercus e Pinus, e que C. geophilum apresenta falta de especificidade para
diferentes hospedeiros vegetais, a presenga do medronheiro pode revelar um papel
facilitador no desenvolvimento de outras espécies vegetais apos perturbacdo, através da

existéncia de redes de micélio comuns (Lancellotti ef al.,2014).

Seria interessante em trabalhos futuros, num ensaio de campo, colocar plantas
micorrizadas com C. geophilum e plantas ndo micorrizadas (controlo) de forma a avaliar se
haveriam diferencgas significativas entre os dois grupos de plantas, sendo de esperar que
este fungo ndo fosse substituido por comunidades de fungos autoctones, ajudando no

estabelecimento das plantas em campo.

2.3.2. Caracterizacdo anatomica de micorrizas

Ap6s 4 meses do inicio do ensaio de micorrizagdo, foi feito o levantamento das
plantas e analisados os respectivos sistemas radiculares. A analise dos mesmos mostrou a
presenca de micorrizas em 7 das 11 plantas. Embora as micorrizas ainda ndo aparentassem
o0 aspecto tipico em forma de cruciforme (precisariam de mais tempo in vitro para terem o
aspecto das micorrizas em campo), muito possivelmente pela curta duragdo do ensaio, ja
possuiam a presenca de hifas entrelagadas nas raizes e cor escura (Figura 23 A). Foram
analisadas raizes ndo micorrizadas de medronheiro onde ¢ visivel um feixe de xilema ainda
pouco desenvolvido e trés bem nitidos (raizes tetrarcas) cercadas por 3-5 camadas de
células corticais (Figura 23 B). Secc¢des transversais de raizes micorrizadas com C.
geophilum (Figura 23 C) mostraram a organizagdo tipica de micorrizas arbutdides com a

presenga de manto e rede de Hartig (Figura 23 D). Foi nas plantas resultantes do ensaio em
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frascos que se obteve o melhor material e consequentemente os melhores cortes

anatdmicos.

Figura23. Observacdo de micorrizas arbutoides apds 4 meses do inicio da inoculagdo controlada com C.
geophilum. A- Aspecto das raizes de medronheiro micorrizadas com o fungo em estudo, vistas a lupa com
ampliagdo 30. B- Aspecto de raiz de medronheiro ndo micorrizada (controlo), mostrando o padrio da raiz
tetrarca (RT). C- Raiz micorrizada, onde ¢ visivel a presenca do manto (M). D-Detalhes das secgdes
transversais que mostram a rede de Hartig (RH), penetragdo intercelular e intracelular.
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Habitualmente a diversidade de corpos frutiferos ndo espelha a diversidade de
fungos existente debaixo do solo (e.g. Baptista ef al., 2010; Gardes & Bruns, 1996; Karén
& Nylund, 1997), o que se reflectiu na investiga¢do da comunidade micorrizica associada
ao medronheiro ¢ ao pinheiro-bravo. O estudo (Capitulo I) permitiu através da observagio
de corpos frutiferos e do estudo da comunidade de fungos micorrizicos, perceber que estas
comunidades de fungos ndo devemser comparadas, uma vez que representam diferentes
niveis de observacdo e identificacdo num habitat. Quando espécies florestais partilham o
mesmo habitat ha possibilidade de haver partilha de alguns fungos ectomicorrizicos
(Richard et al., 2005). Helotiales sp.1 ¢ Russula densifolia sio o resultado — apos
amostragem e estudos moleculares - da partilha de fungos micorrizicos entre 4.Unedo e
P.pinaster, estas espécies crescem geralmente em associagdo. A informacdo resultante
deste estudo pode ser usada como base para o conhecimento de fungos micorrizicos
associados a A. umedo e P. pinaster, para conhecimento das espécies macrofingicas
existentes nas comunidades de A. unedo, P. pinaster ¢ Quercus robur ¢ como um bioensaio
de saude do ecossistema (Baptista e a/.,2010). Para melhor entendimento da comunidade
de macrofungos e fungos micorrizicos (em particular associadas ao medronheiro), o tempo
e esfor¢o de amostragem terdo de ser maiores, uma vez que a lista apresentada reflecte uma

pequena amostra da diversidade de fungos existentes no local de estudo.

Uma revisdo da literatura sobre micorrizas aponta de forma clara para o seu efeito
positivo nas plantas, em vdarios aspectos em sistemas de cultivo. Tendo em conta o
potencial interesse ecoldgico e econdmico do medronheiro, foi estabelecido um protocolo
de micorrizagdo controlada com C. geophilum (Capitulo II). Trabalhos anteriores de
Gomes e colaboradores (2013) demonstraram sucesso na inoculagdo de A. unedo com o
fungo Pisolithus arhizus. No entanto a referida espécie ndo ¢ simbionte de A. unedo em
condi¢des naturais, o que compromete e relevancia ecologica e o potencial de aplicacdo
pratica desses ensaios. No presente trabalho, foi utilizado C. geophilum na inoculagdo
controlada com plantas de A. unedo. Quatro meses apds o inicio do ensaio, foi possivel
observar micorrizas arbutdides com manto, rede de Hartig e penetragdo intracelular
(Peterson & Massicote, 2004). Apesar de o protocolo estabelecido ter permitido a obtengao
de plantas micorrizadas, serd importante optimizar o processo descrigdes de micorrizas

arbutdides (Peterson & Massicotte, 2004). Apesar de o protocolo estabelecido permitir a
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obtencdo de plantas micorrizadas, sera importante optimizar o processo de forma a reduzir
perdas de material e o tempo da sintese micorrizica. Em termos praticos, este tipo de
protocolo poderd ndo ser aplicdvel em larga escala, por exemplo, para a producdo de 4.
unedo em viveiros comerciais. Uma alternativa poderd ser a utilizagdo de solo como

inéculo natural para amicorrizagio.
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