w Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2018

Daniel Filipe Fonseca Cultivo de fungos comestiveis: estudos com
Abreu Miranda especies saprofitas e ectomicorrizicas






Universidade de Aveiro Departamento de Quimica
2018

Daniel Filipe Fonseca Cultivo de fungos comestiveis: estudos com
Abreu Miranda especies saprofitas e ectomicorrizicas

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencéo do grau de Mestre em Biotecnologia,
realizada sob a orientacéo cientifica da Professora Doutora Maria Adelaide de
Pinho Almeida, Professora Auxiliar ¢/ Agregacdo do Departamento de Biologia
da Universidade de Aveiro e da Professora Doutora Maria Teresa Silva
Gongalves Serra e Silva, Professora Auxiliar do Departamento de Biologia da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra






o juari

presidente

arguente

orientadora

Professor Doutor Joédo Filipe da Luz Mano
professor catedratico do Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro

Professor Doutor Anténio Manuel Santos Carrico Portugal
professor auxiliar do Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra

Professora Doutora Maria Teresa Silva Gongalves Serra e Silva
professora auxiliar do Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia
da Universidade de Coimbra






agradecimentos Agradeco a Professora Doutora Adelaide Almeida, orientadora na
Universidade de Aveiro, por ter aceitado este projecto.

Agradeco de forma especial & Professora Doutora Teresa Gongalves,
orientadora na Universidade de Coimbra, por todo o apoio e dedicacéo ao
longo do ano de trabalho que culminou com a execug¢éo desta dissertacéo.






palavras-chave

resumo

Ectomicorrizas, cogumelos comestiveis, Eucaliptus globulus, Hydnum
repandum, corpo frutifero, Macrolepiota procera, cultivo

Os fungos comestiveis séo apreciados um pouco por todo o mundo devido ao
seu elevado sabor e valor nutricional. Estes podem ser colhidos na natureza,
estando sujeitos a sazonalidade, ou produzidos em condi¢Bes controladas,
estando assim disponiveis durante todo 0 ano. A producéo da espécie
saprofita Macrolepiota procera e das espécies ectomicorrizicas Boletus edulis,
B. fragrans, Hydnum repandum, Tricholoma equestre e T. portentosum s&o de
particular interesse nédo s6 devido ao seu potencial gastronémico, mas também
como importante fonte de rendimento econémico. Além disso, é de todo
relevante a explora¢é@o de grandes areas florestais dominadas por Eucaliptus
globulus, espécie exética em Portugal, com vista a producéo de cogumelos e
consequente maximizacgdo do seu rendimento.

O principal objetivo desta dissertacdo é o estudo da producéo de cogumelos
comestiveis, incluindo espécies ectomicorrizicas e saproéfitas. Desta forma,
estudou-se e reportou-se pela primeira vez a associacao ectomicorrizica de
grande potencial econémico entre H. repandum e E. globulus, em condi¢des
naturais; realizaram-se ensaios in vitro tendo em vista a exploracdo dos
potenciais simbiontes ectomicorrizicos comestiveis de E. globulus; e
otimizaram-se as condi¢des de cultura de M. procera visando alcancar-se a
producéo de corpos frutiferos.

Foram analisadas amostras de solo colhido 5 cm abaixo do corpo frutifero de
H. repandum em plantac¢des de E. globulus. As micorrizas encontradas foram
separadas, classificadas em grupos morfolégicos e identificadas
molecularmente através da amplificac@o e sequenciacéo da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) confirmando-se assim a presenca de H.
repandum associado as raizes de E. globulus. As micorrizas de H. repandum
foram caracterizadas morfoldgica e anatomicamente através da analise de
ectomicorrizas frescas a lupa, assim como de cortes resultantes de
impregnacgfes em parafina e em resina ao microscopio. As micorrizas
observadas apresentavam um sistema de ramificagdo monopodial-piramidal,
com as extremidades ndo ramificadas dobradas, cor laranja esbranquicadas e
pontas brancas. Anatomicamente apresentavam uma rede de Hartig cortical,
como é caracteristico desta espécie flingica com outros parceiros vegetais.

Para os ensaios in vitro com E. globulus foram testados quatro protocolos de
esterilizagdo e de germinacéo de sementes. Como potenciais simbiontes
ectomicorrizicos utilizaram-se os fungos comestiveis - Boletus edulis, B.
fragrans, H. repandum, Lactarius deliciosus, Tricholoma equestre e T.
portentosum - e, como controlo positivo, Pisolithus tinctorius. As culturas de



micélio foram colocadas a crescer em caixas de Petri com meio Potato
Dextrose Agar (PDA) e para o aumento de escala foram utilizados baldes de
Erlenmeyer de 50 mL, com 30 mL de meio liquido Biotin-Aneurin-Folic Acid
(BAF). Foram otimizadas através do uso de diversos substratos (composicéo e
percentagens) as condi¢des de crescimento de E. globulus. Para a sintese das
ectomicorrizas foram testados trés métodos de inoculacéo distintos — indculo
liquido, inéculo esporal e soil traps. Ao longo de todo este ensaio foram
efetuados trés momentos de avaliagdo as partes aérea e radicular das plantas.
Os ensaios de sintese in vitro de micorrizas de E. globulus com diversas
espécies de fungos comestiveis e através de métodos de inoculacéo distintos,
ndo tiveram sucesso. Apesar disso, foi aperfeicoada uma metodologia de
micorrizacdo em condi¢cdes controladas através da selecao do melhor protocolo
de esterilizacdo e germinacéo de sementes, tal como da melhor composicéo e
percentagens de substratos para o crescimento de E. globulus.

Para a otimizacdo da producao de spawn de M. procera foram ensaiadas trés
misturas de substratos de aveia e trigo - 100 % aveia, 100 % trigo e 70 % aveia
+ 30 % trigo. Foram utilizados dois tipos de contentores distintos para o
embalamento de trés substratos de producdo de cogumelos - folhas de
carvalho + estrume de cavalo, palha de trigo + estrume de cavalo e palha de
arroz + estrume de cavalo - todos com pesos iguais (1:1). Na tentativa de
induzir a formacéo de corpos frutiferos foram aplicados diversos estimulos,
como a aplicagéo inicial de cinco receitas de terra de cobertura seguido de dois
tratamentos distintos - com e sem refrigeracao - entre outros. O crescimento da
spawn na mistura 70 % aveia + 30 % trigo revelou ser ideal para um
desenvolvimento rapido e saudavel do micélio de M. procera. Embora com
pequenas variacdes, todos os substratos de producdo de cogumelos foram
altamente colonizados pelo fungo. Nao se formaram cogumelos apoés a
aplicacéo dos diversos estimulos de inducao da formacao de corpos frutiferos.
No entanto, nos substratos cuja terra de cobertura era a base de manta morta
gque nao sofreram estimulo de refrigeracdo, obtiveram-se pequenas massas
densas de hifas, semelhantes as estruturas que originam os corpos frutiferos
na natureza.

Este trabalho veio acrescentar novos conhecimentos de extrema importancia
para o desenvolvimento de novos protocolos de producao de cogumelos
comestiveis assim como para a exploracao de novas associa¢cdes micorrizicas
de grande interesse econdmico e biotecnoldgico.
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Edible fungi are appreciated all over the world due to their high taste and
nutritional value. These fungi may be harvested in nature, being subject
(subjected)) to seasonality, or produced under controlled conditions, being
available throughout the year. The production of saprophyte species
Macrolepiota procera and the ectomycorrhizal species Boletus edulis, B.
fragrans, Hydnum repandum, Tricholoma equestre and T. portentosum are of
particular interest not only because of their gastronomic potential but also as an
important source of economic yield. In addition, the exploration of large forest
areas dominated by Eucalyptus globulus, an exotic species in Portugal, in order
to produce mushrooms and consequent maximization of their yield is of great
relevance.

The main objective of this dissertation is the study of the production of edible
mushrooms, including ectomycorrhizal and saprophytic species. In this way,
the ectomycorrhizal association of great economic potential between H.
repandum and E. globulus was studied and reported for the first time under
natural conditions; In vitro assays were carried out in order to explore the
potential edible ectomycorrhizal symbionts of E. globulus; and M. procera
culture conditions were optimized in order to reach the production of fruiting
bodies.

Soil samples harvested 5 cm below the fruiting bodies of H. repandum in E.
globulus plantations were analyzed. The mycorrhizae were separated,
classified into morphological groups and molecularly identified through the
amplification and sequencing of the ITS (Internal Transcribed Spacer) region,
thus confirming the presence of H. repandum associated with E. globulus roots.
The mycorrhizae of H. repandum were characterized morphologically and
anatomically through the analysis of fresh ectomycorrhizae with the stereo
microscope as well as cuts resulting from impregnations in paraffin and resin
under a microscope. The observed mycorrhizae showed a monopodial-
pyramidal ramification system, with the unramified ends bent, whitish orange
color and white tips. Anatomically, they presented a cortical Hartig network, as
generally observed in the relation of this fungal species with other plant
partners.

Four protocols for sterilization and seed germination were tested for in vitro
tests with E. globulus. As potential ectomycorrhizal symbionts were used the
edible fungi species - Boletus edulis, B. fragrans, H. repandum, Lactarius
deliciosus, Tricholoma equestre and T. portentosum - and as a positive control,
Pisolithus tinctorius. Mycelial cultures were grown in Petri dishes with Potato



Dextrose Agar (PDA) medium and for scaling up, 50 ml Erlenmeyer flasks were
used with 30 ml of Biotin-Aneurin-Folic Acid liquid medium (BAF). The growth
conditions of E. globulus were optimized through the use of several substrates
(composition and percentages). For the synthesis of ectomycorrhizas three
different inoculation methods were tested - liquid inoculum, spore inoculum and
soil traps. Throughout this essay, three evaluation moments were made to the
aerial and root parts of the plants. The in vitro synthesis of E. globulus
mycorrhizae with several species of edible fungi and by different inoculation
methods was not successful. Despite this, a methodology of mycorrhization
under controlled conditions was perfected through the selection of the best
protocol for sterilization and seed germination, such as the best composition
and percentages of substrates for the growth of E. globulus.

For the optimization of spawn production of M. procera, three mixtures of oats
and wheat substrates were tested - 100 % oats, 100 % wheat and 70 % oats +
30 % wheat. Two different container types were used for the packaging of three
mushroom production substrates - oak leaves + horse manure, wheat straw +
horse manure and rice straw + horse manure - all with equal weights (1: 1). In
the attempt to induce the formation of fruiting bodies, several stimuli were
applied, such as the initial application of five casing layers recipes followed by
two different treatments - with and without refrigeration - among others. The
spawn growth in the 70 % oat + 30 % wheat mixture proved to be ideal for a
rapid and healthy development of M. procera mycelium. Although with slight
variations, all the substrates of mushroom production were highly colonized by
the fungus. Mushrooms were not formed after the application of the various
inducing stimuli of the formation of fruiting bodies. However, on substrates
whose casing layer was leaf litter that did not undergo refrigeration stimulation,
small dense masses of hyphae were obtained, similar to the structures that give
rise to the fruiting bodies in nature.

This work has added new knowledge of extreme importance for the
development of new protocols for the production of edible mushrooms as well
as for the exploration of new mycorrhizal associations of great economic and
biotechnological interest.
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Capitulo 1 - Introducgao

1.1. Fungi - um reino unico

O reino Fungi engloba uma grande diversidade de organismos eucariéticos, micro e
macroscopicos, profundamente distintos das plantas e dos animais e que se encontra
distribuido por todas as zonas da Terra [1]. Os fungos sdo seres heterotréficos que
apresentam nutricdo por absorcdo e a principal substancia de reserva é o glicogénio. As
células fungicas sdao envolvidas por uma parede celular cuja estrutura é semelhante a das
bactérias, plantas e certos protistas. No entanto, ao contrdrio das paredes celulares
desses organismos, as paredes celulares fungicas contém quitina, um polissacarideo
nitrogenado, mais resistente a degradacdao microbiana do que a celulose e geralmente
presente no exosqueleto dos insetos e de outros artrépodes [1], [2]. Os fungos podem ser
unicelulares (leveduras), mas a maioria é multicelular; podem desenvolver-se em diversos
ambientes, mas preferem locais himidos e com pouca luz [3]. Os fungos unicelulares, as
leveduras, sdo redondos ou ovais; os multicelulares sdao constituidos por filamentos, as
hifas, que no seu conjunto formam o micélio. As hifas podem ser cenociticas — sem
septose, por isso multinucleadas, ou estarem divididas em compartimentos por septos,
perfurados com poros, que permitem ao citoplasma e aos nucleos deslocarem-se de uns
para os outros, como acontece nos filos Ascomycota e Basidiomycota [2], [4], [5]. A
reproducdo pode ser sexuada ou assexuada [6]. A primeira ocorre por fusdo de hifas de
tipos sexuais diferentes; a segunda pode ocorrer por gemulagao, como nas leveduras, por
esporulacao, como em Penicillium, ou simplesmente por fragmentacao do micélio [2], [4].

Estimativas recentes indicam que existem 2,2 a 3,8 milhdes de espécies de fungos,

dos quais apenas 3 % a 8 % foram descritos [7].

De acordo com o tipo de nutricdo, os fungos podem ser saproéfitas, mutualistas ou
parasitas [8]. Os fungos saprdfitas produzem uma ampla gama de enzimas extracelulares
gue decompdem a matéria organica morta, incluindo polimeros complexos, como a
celulose e a lenhina, em mondmeros que sdo posteriormente captados por absorcao.

Juntamente com as bactérias heterotroficas, os fungos sdo os principais decompositores



dos ecossistemas [4], [5], [9], [10]. Esta capacidade permite-lhes desempenhar um papel
crucial na reciclagem de nutrientes na natureza, tornando-os adequados para a
biorremediacdo de areas poluidas [11]-[13].

Os fungos mutualistas micorrizicos desempenham igualmente um papel muito
importante nos ecossistemas. As micorrizas, cuja traducdo literal é “raiz do fungo”, sao
associagOes simbidticas de fungos com as raizes das plantas, com beneficio para os
simbiontes. Estima-se que estejam presentes em pelo menos 80% de todas as plantas
vasculares [4], [14]. Tendo em conta os taxa dos fungos, das plantas e as caracteristicas
morfoldgicas e anatémicas das micorrizas, sdo hoje reconhecidos sete tipos: micorrizas
arbusculares, ectomicorrizas, ectendomicorrizas, arbutdides, ericdides, monotrepdides e

orquiddides [8].

As ectomicorrizas sdo caracterizadas pela formacdo de um manto externo de hifas
que envolve a raiz e por uma estrutura tipica — a rede de Hartig, que resulta das hifas que
penetram entre as células epidérmicas ou corticais da raiz da planta [4]. O manto é
responsavel pelo armazenamento de nutrientes e a rede de Hartig é a interface
preferencial das trocas planta - fungo. As hifas extrarradiculares permitem a interacao
entre o fungo e o solo [8].

Plantas com ectomicorrizas beneficiam na obtencdo de nutrientes e de dgua, devido
ao aumento de volume de solo explorado pelo fungo [15], podendo tolerar melhor
condi¢cbes abidticas adversas, tais como altas temperaturas do solo e seca, e ainda
stresses bidticos [2], [8], [16]. Esta relacdo mutualista pode fornecer até 80% do azoto e
fésforo das plantas, melhorando o seu fitness e, por vezes, o crescimento da planta [17].
Em troca, o fungo recebe carbono organico produzido pela fotossintese [2]. As
ectomicorrizas também tém um papel crucial na manutencdo e melhoria da
biodiversidade do solo, auxiliando no funcionamento do ecossistema [18], [19].

Atualmente sdo aceites oito filos para o reino Fungi: Ascomycota, Basidiomycota,
Mucoromycota, Zoopagomycota, Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Cryptomycota e
Microsporidia [20]. Os macrofungos, sobre os quais incide o presente trabalho,

pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota.

1.2. Macrofungos



Os filos Ascomycota e Basidiomycota caracterizam-se por possuirem hifas septadas
que podem ter um ou dois nucleos. Apesar das hifas septadas estarem presentes também
em algumas espécies de outros filos, a principal caracteristica estrutural que representa
uma novidade evolutiva dos Ascomycota e Basidiomycota é a presenga de hifas
dicaridticas (n+n), o que significa que possuem dois nucleos haploides compativeis. Nos
Ascomycota esta estrutura é efémera, ocorrendo em apenas algumas células da estrutura
sexual reprodutora; nos Basidiomycota, no entanto, pode estar presente na maior parte
do ciclo de vida do fungo [1]. Os estudos que defendem a existéncia de um ancestral
comum para estes filos baseiam-se nas muitas caracteristicas semelhantes que os seus
taxa apresentam, nomeadamente a producdo de corpos frutiferos, em alguns géneros
destes filos. A sua separagdo parece ter ocorrido ha aproximadamente 400 milhGes de
anos, depois de as plantas terem colonizado a terra [21]. E a presenca destes corpos
frutiferos carnosos, visiveis a olho nu (= 2 mm), que justifica a designacao de macrofungos
[4], [22]. Nestes corpos sdo produzidos esporos de origem sexuada, que sdo meidsporos,
ou seja, sao produto da cariogamia e meiose. Na maior parte dos individuos destes filos a
cariogamia ndo ocorre imediatamente a seguir a plasmogamia pelo que os nucleos
haploides compativeis permanecem lado a lado dando origem a hifas dicaridticas, que
podem persistir por longos periodos de tempo. Quando ocorre cariogamia forma-se um
zigoto diploide que, por meiose, leva a formacdo dos meidsporos que ao germinarem

originam um novo micélio [1], [10].

A principal diferenca entre os filos Ascomycota e Basidiomycota reside no tipo de
esporangios e esporos que sao produzidos durante a fase sexuada do ciclo de vida destes
fungos. Assim, os Ascomycota possuem esporangios em forma de saco, denominados
ascos, que por meiose formam ascdsporos os quais, por se formarem no interior dos
ascos, sdo enddsporos. Nos Basidiomycota, os esporangios sdo denominados basidios e
originam, por meiose, basidiésporos, que ao contrdrio dos ascdsporos sdao exésporos,
uma vez que se formam externamente, por estrangulamento da membrana do basidio

[2], [4], [10].

O termo cogumelo é utilizado pelo cidaddao comum para designar o corpo frutifero

de um fungo. Segundo Chang e Miles [23], a utilizacdo deste termo é correta uma vez que



consideram que “um cogumelo é um macrofungo com um corpo frutifero distinto que
pode ser tanto epigeo (acima do solo) como hipdgeo (subterraneo) e grande o suficiente

para ser visto a olho nu e colhido a mao”.

1.2.1. Fungos do filo Ascomycota

O filo Ascomycota contém cerca de 75 % das espécies de fungos conhecidas e é o
maior grupo de fungos existente. Podem ser unicelulares, como as leveduras, mas a
maioria é multicelular, apresentando um micélio formado por hifas septadas bem
desenvolvidas. O micélio na maior parte do seu ciclo de vida é haploide ou dicariético.
Podem reproduzir-se assexuada e sexuadamente [1]. Na maioria das espécies a
reproducdo assexuada ocorre através da formacao de conidios, formados no apice de
hifas modificadas denominadas conidiéforos. A reproducdo sexuada envolve a formacao
de um esporangio caracteristico — o asco, que por meiose, produz esporos sexuais
haploides — os ascdsporos (Fig. 1.1). O asco é uma estrutura saculiforme que pode ou ndo
estar no interior de ascomas (estrutura complexa formada por hifas entrelacadas e
compactadas) e que é formado por dois nucleos haploides compativeis de diferentes
“mating types” que se fundem para formar um nucleo dipléide. Este nucleo divide-se por
meiose, originando quatro nucleos, cada um dos quais sofre uma mitose, dando origem a
oito nucleos filhos, que se diferenciam em oito ascésporos uninucleados. A maioria das
espécies produz oito ascdsporos por asco, no entanto sao conhecidas outras espécies em
gue o numero de ascésporos por asco € maior ou menor, sendo, no entanto, sempre
multiplo de quatro. Este processo acontece numa estrutura chamada ascocarpo ou corpo
frutifero, onde muitos ascos sdao produzidos. A camada de ascos é denominada himénio,

ou camada himenial [10], [24].
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Figura 1.1: Ciclo de vida de um Ascomicete (Retirado de A. Campbell, 1999)

Os micélios cultivados a partir de ascésporos retirados de um mesmo asco tém sido
utilizados, ao longo das ultimas décadas em inimeras pesquisas de Genética, uma vez
gue as diferengas genéticas que apresentam constituem uma oportunidade Unica para

estudar a recombinacdo genética [10].

1.2.2. Fungos do filo Basidiomycota

Na maior parte do ciclo de vida dos fungos do filo Basidiomycota (Fig. 1.2), as hifas
gue os constituem possuem dois nucleos. Estas hifas binucleadas sdo responsaveis pela
formacdo dos corpos frutiferos ou basidiocarpos, que sdo as estruturas onde ocorre a
producdo de esporos sexuais - os basididsporos. Numa porcdo especializada do
basidiocarpo - o himénio, diferenciam-se a partir das células dicaridticas, os basidios.

Estas estruturas, caracteristicas do filo, sdo especializadas na producdo de esporos
exogenos em numero de 4, ou multiplos de 2. O seu desenvolvimento inicia-se com o
aumento de tamanho de cada basidio e com a fusdo dos seus dois nucleos haploides,
originando um nucleo diploide. Apds ocorrer a cariogamia, o nucleo dipldide migra para o
apice do basidio e divide-se por meiose em quatro. Ha espécies em que cada um destes

nucleos volta a dividir-se por mitose, formando no interior do basidio oito nucleos. Em

seguida, na parte distal do basidio formam-se delgados prolongamentos citoplasmaticos



externos denominados esterigmas. Cada um dos esterigmas formados sofre uma
dilatacdo terminal na qual penetra um dos nucleos do basidio que, ao separar-se, da
origem a um basididsporo haploide. Quando ocorre a dispersdao dos basididsporos, eles
germinam originando hifas haploides. Quando duas destas hifas se encontram, fundem os

seus citoplasmas (plasmogamia) e regenera-se o estado de hifa binucleada inicial [1], [10].
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Figura 1.2: Ciclo de vida de um Basidiomicete (Retirado de A. Campbell, 1999)

1.3. Cogumelos Comestiveis

Os corpos frutiferos de muitos macrofungos apresentam uma grande diversidade
de cores, tamanhos e alguns até libertam aromas fortes, com o objetivo de atrair animais
como mamiferos e insetos que ao alimentarem-se destes atuam como agentes de
dispersdao dos seus esporos. Os seres humanos também os utilizam na sua alimentacgao
[10]. Estes corpos frutiferos carnosos comestiveis, possuem um elevado valor nutricional,
gastrondmico e até medicinal [25]-[27]. No entanto, alguns cogumelos possuem um
grande numero de toxinas extremamente venenosas e potencialmente fatais, sendo que
a colheita de cogumelos na natureza para consumo, sé deve ser feita pelas pessoas com

conhecimento [28].

Os cogumelos utilizados para venda, que podem provir da natureza (silvestres) ou

ser cultivados, podem ter fins comestiveis ou medicinais. Esta atividade esta avaliada em



quarenta e dois mil milhdes de ddlares, em 2018 [29]. Os cogumelos comestiveis,
particularmente os silvestres, continuam a ser uma importante fonte de alimento e de
rendimento para muitas pessoas [30]. Dados de 2018, do Royal Botanic Gardens, Kew,
afirmam que pelo menos trezentas e cinquenta espécies de fungos sao consumidas como
alimento [29]. Os cogumelos usados para fins medicinais produzem metabolitos primarios
e secundarios que tém propriedades terapéuticas como por exemplo as antidiabéticas,

anticancerigenas, anticolesterolémicas e antivirais [27], [31]—-[37].

O cultivo de cogumelos comestiveis em todo o mundo aumentou de um milhdo de
toneladas em 1978 para trinta e quatro milhdes de toneladas em 2013, sendo a China o
maior produtor com cerca de trinta milhdes de toneladas. Neste ano, a China, a Unido
Europeia e a india conseguiram garantir o seu préprio consumo de cogumelos, enquanto
a Australia, o Canad3, o Japdo e os Estados Unidos necessitaram de importar este recurso
para satisfazer as necessidades dos seus mercados [38]. Este enorme consumo pode ser
justificado pelas suas qualidades organoléticas, aliadas a riqueza nutricional em proteinas,

fibras, vitaminas, minerais e baixos niveis de gordura [39], [40].

Os nossos ancestrais pré-histdricos, provavelmente colhiam cogumelos silvestres
como fonte de alimento e também, possivelmente, para fins medicinais. Civilizagdes
antigas como os romanos, egipcios, gregos e chineses usavam-nos nao sé como alimento,
mas também em cerimonias religiosas [5]. Foi apenas uma questdo de tempo até a nossa
espécie aprender a cultivar cogumelos. O primeiro vestigio de cultivo de cogumelos
saproéfitas comestiveis foi encontrado na China, no ano 600 D. C., onde ocorreu a
producdo de Auricularia auricula em troncos de madeira. Em seguida, ha registos da
producdo da espécie Flammulina velutipes e mais tarde da espécie medicinal Ganoderma
lucidum [5], [27]. Na Europa, os primeiros relatos sdo do século XVII, com o cultivo em
substrato compostado de micélio de Agaricus bisporus [41]. Nas Uultimas décadas,
espécies saproéfitas como Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes tém aumentado a sua
popularidade no mercado alimentar, estando atualmente ao mesmo nivel da espécie
Agaricus bisporus [42], [43]. Devido ao crescimento da procura associado ao elevado

valor econdmico destes cogumelos, existe muito interesse no seu cultivo [44].



Atualmente, a maioria dos cogumelos cultivados pertencem a espécies saprofitas. A
espécie Pleurotus ostreatus é cultivada em substratos baratos como palha nao
compostada, estilhas de madeira e em outros residuos agricolas [45], [46]. A espécie
Lentinula edodes é geralmente inoculada em troncos de carvalho recém cortados ou
numa mistura de serradura, farelo de cereais e carbonato de calcio [47], [48]. J4 a espécie
Agaricus bisporus cresce apenas em substratos compostados enriquecidos com gesso.
Estes substratos compostados resultam de uma mistura de palhas de diferentes espécies
de cereais com estrume de cavalo ou de galinha, deixados a compostar durante algumas
semanas [41]. E de crucial importancia a adi¢do de uma terra de cobertura durante o
processo de crescimento do micélio no substrato para manter a humidade do micélio
elevada, garantir as suas necessidades nutricionais, bem como proteger de possiveis
contaminacgoes [5], [41].

Outros cogumelos com valor gastrondmico e econdmico serdo de seguida

apresentados.

1.3.1. Macrolepiota procera, uma espécie saproéfita comestivel

Numerosas espécies de cogumelos sapréfitas comestiveis sdo ja cultivadas [41].

A espécie Macrolepiota procera (Basidiomycota) é uma das poucas que ainda nao é
cultivada; frutifica no outono, estando apenas disponivel na natureza por curtos periodos
de tempo. E colhida para consumo humano na Europa, América do Norte, norte da Africa
e Asia [49]. Conhecida em Portugal pelos nomes vulgares de frade, marifusa ou tortulho,
é amplamente procurada pelo seu elevado valor nutricional e gastrondmico, devido ao
seu ligeiro sabor a nozes [50], [51]. Estudos recentes, apontam que esta espécie podera
vir a ser usada como agente biolégico na luta contra alguns tipos de neoplasias [52], [53].
No entanto, outros estudos, apontam esta espécie como bioacumuladora de metais
como o cadmio, o mercurio, o cobre e o poldnio, sendo que o seu consumo regular ou em
grandes quantidades, podera ser toxico [54], [55].

Cresce solitdrio ou em pequenos grupos, pode aparecer em campos abandonados
onde se deposita muita matéria organica, em parques e bosques abertos com espécies do

género Pinus e Quercus [50]. Embora ja existam alguns trabalhos cientificos publicados



sobre a otimizacdo de culturas puras de micélio [56], [57] e tentativas de producdo de
corpos frutiferos [58], [59], até hoje ndo sdo conhecidos relatos bem sucedidos. O maior
problema parece ser a transicdo do estado de micélio vegetativo para a formacdo de
corpos frutiferos.

Na natureza, a formacao dos basidiocarpos é influenciada pelas mudancas sazonais,
pelo que a producdo de cogumelos em recintos fechados deverd ser induzida pelos
mesmos estimulos que a provocam no seu meio ambiente [41]. Os estimulos aplicados na
maioria das espécies cultivadas sdo: o abaixamento da temperatura para uma
temperatura inferior a 6tima do crescimento do micélio; a remogao de excesso de didxido
de carbono por ventilacdo; o aumento dos niveis de humidade no substrato e na
atmosfera circundante; a submersdo em agua para hidratar e diminuir os niveis de
oxigénio; os choques mecanicos ou elétricos. Em varias espécies, aplica-se uma terra de
cobertura a revestir o topo do substrato colonizado evitando a desidratagao do mesmo.
Este procedimento fornece um microclima humido para a formacdo de cogumelos,
podendo aumentar a formacgao de corpos frutiferos, devido aos muitos microorganismos
presentes na terra de cobertura e que estdo associados a sua formacao, entre outros ja
referidos [5], [41].

Os estimulos para a formacgado de corpos de frutificacdo da espécie M. procera sao
complexos e dificeis de descodificar e tém constituido um obstaculo ao cultivo de
cogumelos, sendo necessarios mais estudos para se entender quais os que estimulam a

producdo de cogumelos nesta espécie.

1.3.2. Cogumelos comestiveis de fungos ectomicorrizicos

Estima-se que existam mais de cento e quarenta espécies de fungos
ectomicorrizicos consideradas como comestiveis [65], porém sé uma pequena parte foi
cultivada a escala comercial e sempre em associagdo com um parceiro vegetal.

A gestdo de povoamentos florestais tem tido uma importancia crescente na Europa
uma vez que podem vir a ser usados para cultivo de espécies como Tuber spp. [60], [61] e
Terfezia spp. [62], pertencentes ao filo Ascomycota, que fornecem corpos frutiferos

muito lucrativos [63]. As espécies do filo Basidiomycota Lactarius deliciosus [64], [65],



Boletus edulis [66], Boletus frangrans [67], Tricholoma equestre [68] e Tricholoma
portentosum [69] produzem cogumelos altamente nutritivos e valorizados, existindo ja
varios estudos de micorrizacdo in vitro.

Os fatores que influenciam a formagdo dos corpos frutiferos ainda ndo sao
totalmente conhecidos. Embora os fungos ectomicorrizicos possuam alguma capacidade
saprofitica, estes ndo os conseguem produzir na auséncia de um parceiro vegetal [4].
Geralmente, estes parceiros vegetais demoram um longo periodo de tempo até
conseguirem sustentar a reproducao sexuada dos seus parceiros fungicos [70]. A riqueza
de espécies de fungos ectomicorrizicos, assim como a abundancia de corpos frutiferos,
varia de acordo com a idade do parceiro vegetal. Assim, os termos “early-stage-fungi” e
“late-stage-fungi” sdo usados para explicar a sucessdo das espécies de fungos
ectomicorrizicos presentes ao longo do tempo nos povoamentos florestais [71], [72].
Fatores como a genética dos fungos e do parceiro vegetal, as condicdes ambientais e
fisioldgicas, o estado nutricional do micélio e do parceiro vegetal explicam esta sucessdo
na formacao de corpos frutiferos em fungos ectomicorrizicos [73]—[75]. Além dos fatores
previamente descritos, as “mycorrhization helper bacteria” [76], os fluxos de nutrientes
com outros fungos ectomicorrizicos e uma gestao florestal sustentavel podem ajudar no
estabelecimento e desenvolvimento destas associagcdes micorrizicas e vir a promover o
aparecimento de corpos frutiferos, contudo este processo ainda ndo esta totalmente
esclarecido [63].

Em Portugal, existem varias espécies de cogumelos ectomicorrizicos comestiveis
com grande interesse econdmico que sdao colhidas para consumo local e também para
exportacdo [77]. Um bom exemplo disso sdo as espécies de Basidiomicetes:

- Boletus fragrans que ocorre em florestas de carvalhos e castanheiros, estando
amplamente distribuidas um pouco por toda a Europa e América do Norte [78]. E uma
espécie cuja carne tem tom amarelo limao e elevado potencial antioxidante [79];

- Boletus edulis que é encontrada associada a bétulas, carvalhos e faias em todo o
hemisfério norte. As frutificacdes crescem individualmente dispersas umas das outras ou

em pequenos grupos, como em todas as espécies de Boletus. A sua carne apresenta
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tonalidade branco acastanhado, com um forte e distinto sabor, muito apreciada desde os
romanos [80];

- Hydnun repandum que cresce associado a faias e a pinheiros, estando
amplamente distribuida pela Europa, Asia e América do Norte [78]. As frutificacdes
aparecem solitarias ou em pequenos grupos, caracterizam-se por ter uma cor rosa salmao
e pequenas agulhas esbranquicadas na zona do himénio [81]. Estudos anteriores
tentaram, sem sucesso, o crescimento in vitro desta espécie associada a Eucalyptus
globulus [82];

- Lactarius deliciosus que é encontrada maioritariamente associada a coniferas em
toda a Europa e América do Norte. Cogumelo de cor alaranjada, apresentando um pé
com orbiculos laranja. O chapéu e as laminas tendem a ficar verdes ao toque e quando
cortados exsudam um latex cor de cenoura. Estas Ultimas caracteristicas permitem distinguir
facilmente esta espécie de outras espécies do mesmo género, como por exemplo do
Lactarius chrysorrheus [78]. E colhido e muito apreciado nos mercados europeus locais
[83];

- Tricholoma equestre que cresce maioritariamente em solos arenosos costeiros
dominados por diversas espécies de pinheiros na Europa [77]. Devido a alguns casos de
toxicidade, recentemente relatados em Franca, este cogumelo de laminas amarelo vivo,
foi proibido para a comercializacdo nos mercados de Franca, Italia e Espanha [84], [85].
Em Portugal essa proibicdo ndo vigora e como tal continua a ser muito apreciado e
amplamente comercializado, chegando a ser um dos cogumelos silvestres mais
consumidos no pais;

- Tricholoma portentosum que aparece em densas florestas de pinheiros na Europa
e na América do Norte, apresenta um chapéu cinzento arroxeado com o himénio e o pé
do cogumelo a apresentarem uma cor branco sujo [78], [81]. Tém sido feitos alguns
estudos com esta espécie com vista a uma tentativa controlada de producdo de corpos
frutiferos, uma vez que estes sdo reconhecidos por possuirem diversas propriedades

benéficas [86], [87].
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1.4. Eucalyptus globulus enquanto parceiro mutualista

A espécie Eucalyptus globulus, nativa do sudeste da Australia, tem uma elevada
taxa de crescimento, conseguindo adaptar-se facilmente as condi¢cdes de praticamente
qualquer solo, podendo chegar a atingir mais de 40-60 metros de altura [88], [89]. As
plantacbes desta espécie na Europa comegaram em meados do século XIX [90]. Em
Portugal é a principal espécie do género Eucaliptus a ser cultivada, sendo que entre 1995
e 2010 as plantagdes de eucaliptos cresceram 13%, ocupando atualmente cerca de 812
mil hectares de area continental portuguesa [90], [91]. A madeira é utilizada na industria de
celulose, pelo que estas plantagdes constituem fontes de rendimento apreciaveis [92]-[94]. A
obtencdo de eucaliptol, um dleo essencial extraido das folhas de eucalipto, constitui
outra fonte de rendimento uma vez que tem aplica¢cdes farmacéuticas e industriais [95],
[96]. Estas plantagdes tém ainda valor como “flora apicola”, uma vez que apresentam
floragbes prolongadas, com grande fluxo nectarifero, fornecendo pdlen e néctar para a

producgao de mel [97].

Todas as espécies de eucaliptos possuem fungos ectomicorrizicos associados as
suas raizes [98]. Este mutualismo é importante na regeneragao e reabilitacdo do solo,
protegendo-o da erosao da agua e do vento [99]-[101]. Muitas das espécies de fungos
ectomicorrizicos produzem cogumelos comestiveis. Por exemplo, corpos frutiferos de
fungos do género Lactarius foram observados em plantacdes de E. globulus [102]. A
presenca de corpos frutiferos das espécies B. fragrans [103] e H. repandum também j3 foi
documentada em plantacdes de E. globulus, com o aparecimento desta ultima espécie

fungica a ser relatada em plantacdes de E. globulus com seis anos de idade [102].

Em 2017, com os incéndios mortiferos que assolaram Portugal, intensificou-se o
debate acerca do ordenamento florestal e da gestdo das areas florestais. Apesar das
controvérsias e de algumas decisdes politicas que vieram sobretudo visar a reducao da
area de plantacdes de eucaliptos, estas continuardo a fazer parte de grandes areas
florestais em Portugal, uma vez que constituem uma fonte de rendimento importante
para muitas populagdes. Para além da desejavel melhoria do ordenamento florestal, a

micorrizagdo com cogumelos comestiveis de E. globulus, podera ser uma maneira muito
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interessante ndo apenas de se obter um rendimento secunddrio das plantacbes de
eucaliptos, mas também de garantir uma gestdo mais ativa e cuidada destas, através da

presenca humana regular.

1.5. Objetivos

O principal objetivo desta dissertacdo prende-se com a producdo de cogumelos
comestiveis, incluindo espécies ectomicorrizicas e saproéfitas. Consoante o grupo
funcional dos fungos, pretende-se ainda contribuir para i) a melhor gestdo e
rentabilizacdo das extensas areas de plantacbes de eucaliptos da espécie Eucalyptus
globulus, espécie exodtica em Portugal, onde ocupa uma grande darea florestal; ii)
producdo de cogumelos da espécie saprofita Macrolepiota procera com a utilizacdo de

residuos agricolas.

De acordo com os objetivos gerais enunciados, o trabalho de investigacdo descrito
teve os seguintes objetivos especificos:

- Caracterizar a morfologia e a anatomia das ectomicorrizas resultantes da relacdo
mutualista entre a espécie fungica Hydnum repandum e a espécie vegetal E. globulus,
em condi¢Oes naturais.

- Explorar os potenciais simbiontes ectomicorrizicos de E. globulus, através da
realizacdo de ensaios in vitro com Boletus edulis, B. fragrans, H. repandum, Lactarius
deliciosus, Tricholoma equestre e T. portentosum, com vista a producdo de cogumelos
comestiveis em plantac¢des de eucaliptos.

- Otimizar as condicGes de cultura de M. procera, nomeadamente substratos para
a producado de spawn bem como substratos e estimulos para inducdo da formacao de

corpos frutiferos.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1. Caracterizagcao das ectomicorrizas de Eucalyptus globulus +

Hydnum repandum colhidas em condi¢6es naturais

2.1.1. Colheita de cogumelos e micorrizas

O local de estudo utilizado para a colheita de cogumelos e de micorrizas de Hydnum
repandum foi uma plantacdo de eucaliptos, coordenadas geograficas 40°16'25.5"N
8°23'18.7"W, localizado em Brasfemes, préximo de Coimbra, visitado no dia dezasseis de
janeiro de 2018. Foram identificados corpos frutiferos da espécie H. repandum [78] e
procedeu-se ao levantamento de todas as espécies arbdreas e arbustivas num raio de 10
metros de cada eucalipto, tendo-se verificado ndo existir outra espécie além de

Eucalyptus globulus (Fig. 2.1).

Figura 2.1: Colheita de amostras de solo e raizes numa area dominada
exclusivamente por Eucalyptus globulus (A); corpo frutifero de Hydnum
repandum (B e C)

Para a recolha das micorrizas seguiu-se o micélio a partir da base do corpo frutifero
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até encontrar raizes de E. globulus (a aproximadamente 5 cm de profundidade) [104].
Recolheram-se cuidadosamente varias amostras, cada uma com 50 g de solo contendo
raizes, que foram guardadas em sacos estéreis para posterior analise. Algumas destas
amostras foram conservados a 3 °C, para posterior aplicagdo num método de inoculagao
do subtdpico 2.2.5.

No laboratério, as raizes foram separadas do solo e cuidadosamente lavadas com
agua e detergente Tween 20, durante 30 min, sendo posteriormente observadas a lupa
binocular Leica EZ4 HD. As micorrizas foram separadas e classificadas em ”“grupos
morfolégicos adhoc” [105] com base na forma, ramificagGes, textura, cor e presenca de
hifas emergentes ou de rizomorfos [106]. Os exemplares de cada morfotipo (grupo
morfolégico) foram fotografados numa lupa binocular Leica EZ4 HD com recurso ao
software Leica LAS EZ. Seguidamente, os exemplares foram guardados em 1 mL de alcool a

96 %, em Eppendorfs de 1.5 mL, a temperatura de -20 °C.

2.1.2. Analise molecular

Os diferentes morfotipos de micorrizas foram retirados de dentro dos Eppendorfs
de 1.5 mL e usou-se aproximadamente 1 mm? de cada ponta micorrizica para a extracdo
do ADN. Usou-se igualmente 1 mm? de corpo frutifero de H. repandum. Extraiu-se o ADN
através do uso do Kit REDExtract-N-Amp™ (SIGMA-ALDRICH®Company) por meio de um
protocolo modificado. Para tal adicionou-se 20 puL de solucdo de extrato (Extract Solution)
ao material bioldgico para em seguida serem incubadas em trés diferentes etapas de
temperatura: primeiro 94 °C durante 10 min, seguido por 60 °C durante 13 min e por fim
a 10 °C durante 15 min. Apds este periodo de incubacdo, adicionou-se um volume igual
de solucdo de diluicdo (Dilute Solution). Para finalizar o processo de extracdo e tornar
mais eficiente o processo de amplificacdo do ADN extraido, este foi diluido 1:20 antes da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A reacdo de PCR foi realizada no termociclador T100™ Termal Cycler da Bio-Rad,
utilizando o par de primers ITS1F/ITS4, habitualmente utilizados para “barcoding” de
fungos [107], [108] juntamente com a Master Mix NZYLong 2x Green da NZYtech™.

Foram utilizados os seguintes pardmetros no termociclador: em primeiro lugar
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desnaturacdo inicial a 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 45 s, 57 °C
durante 45 s e 72 °C durante 45 s e for fim, a etapa de amplificagdo final a 72 °C durante
10 min. De seguida, foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 2 %, corada com

GreenSafe Premium NZYtech™

, para validagao dos resultados do PCR.

Posteriormente os produtos de PCR obtidos foram purificados usando o Kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up da Macherey-Nagel® e enviados para sequencia¢ao
através do método de Sanger, para a empresa STAB VIDA®, Portugal. Estes produtos de
amplificacdo foram sequenciados através de um aparelho de analise genética ABI 3730
Genetic Analyser, com o Kit Big Dye v.3 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, California, USA). As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas
através do programa Geneious®software, sendo aquelas com uma qualidade inferior a 90
% descartadas da analise. A ferramenta “BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool),
disponivel na plataforma do NCBI (National Center for Biotechnology Information), foi
utilizada para confirmar a identidade taxondmica de cada espécie. A identificacdo das

espécies foi validada usando apenas as sequéncias com pelo menos 97 % de similaridade

entre as disponiveis na base de dados.

2.1.3. Caracterizacao morfoldgica e anatomica das ectomicorrizas de

Hydnum repandum

A caracterizacdo foi efetuada segundo Agerer e Rambold [109]; as micorrizas
foram observadas a lupa e registou-se: a morfologia do sistema ectomicorrizico
(comprimento da micorriza, tipo de ramificacdo presente, ordem de ramificacdo,
diametro do eixo principal e presenca de rizomorfos) e morfologia das extremidades
ndo ramificadas (forma, forma da extremidade distal, comprimento, didmetro, cor, cor
da ponta, cor das extremidades mais antigas, visibilidade do manto; transparéncia do
manto, presenca de laticiferos no manto, presenca de latex, cor das manchas do manto,
cobertura da superficie do manto, tipo de superficie do manto. Presenca de hifas

emergentes e se presentes, abundancia e distribuicdo dessas hifas).

Para a realizacdo de cortes anatdémicos, testaram-se dois protocolos: impregnagao

em parafina e em resina.
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No primeiro, fixaram-se as ectomicorrizas numa solucdo aquosa de lacto-glicerina
(1:1:1) e de seguida desidrataram-se e impregnaram-se com parafina liquida seguindo os
seguintes passos: etanol 70 % - 120 min; etanol 70 % - 120 min; etanol 90 % - 90 min;
etanol 90 % - 90 min; etanol 95 % - 90 min; etanol 100 % - 90 min; etanol 100 % - 90 min;
Bio clear 90 min; Bio clear - 90 min; Bio clear - 90 min; parafina a 60 °C - 120 min; parafina
a 60 °C - 120 min [110]. Incluiram-se as amostras em blocos de parafina (Fig. 2.2),
seccionaram-se com um micrétomo (7-9 um de espessura) e coraram-se com azul de

toluidina (0.1 %) [111], para posterior observagao.

O método de impregnagdao em resina iniciou-se com a fixagdo das micorrizas em

glutaraldeido a 2.5 % em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.2, durante 180 minutos.

Figura 2.2: Blocos resultantes dos dois métodos de
impregnacdo: parafina (A); resina - pormenor do
alinhamento das micorrizas e da superficie convexa (B)

Posteriormente, submeteu-se o material a 3 lavagens de 15 minutos cada, no
mesmo tampdo. Omitiu-se a etapa da pods-fixacdo em tetréxido de dsmio a 1 %, uma vez
gue ndo iriam ser feitos cortes ultrafinos para microscopia eletrénica. De seguida,

procedeu-se a desidratagdo e impregnacdo em resina do material, realizando os seguintes
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passos: etanol 70 % - 15 min; etanol 80 % - 15 min; etanol 90 % - 15 min; etanol 95 % - 15
min; etanol 100 % - 15 min; etanol 100 % - 15 min; etanol 100 % + resina (2:1) - 120 min;
etanol 100 % + resina (1:1) - 120 min; etanol 100 % + resina (1:2) - 120 min; resina - 720
min. A resina foi colocada nos moldes, perfazendo 2/3 do total, e em seguida colocaram-
se as amostras de ectomicorrizas na resina. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, o
material foi devidamente orientado e encostado longitudinalmente ao fundo e ao topo da
extremidade do poco e foram retiradas todas as bolhas de ar. O restante espaco de cada
poco foi preenchido com resina, de modo a que formasse uma superficie convexa (Fig.
2.2). Deixaram-se os moldes numa estufa a 70 °C durante 24 horas. Com os blocos
resultantes deste processo, fizeram-se cortes semi-finos (1-2 um) com facas de vidro no
micrémetro Ultrotome Nova. Colocaram-se os cortes sobre uma gota de agua destilada
numa lamina de vidro e deixaram-se a secar. Posteriormente coraram-se com uma
solugdo de azul de toluidina 1 % durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, lavaram-se as laminas com 3agua destilada, para retirar o excesso de corante.

Observaram-se e fotografaram-se os cortes, de ambas as impregnacdes (parafina e
resina), num microscépio Leica DM 4000 B, usando o programa LAS v4.0. Foi dada

especial atencdo a observacao do manto e rede de Hartig.

2.2. Sintese micorrizica in vitro: Eucalyptus globulus e diversos

fungos ectomicorrizicos comestiveis

2.2.1. Material Vegetal

Para obter plantulas de Eucaliptus globulus — potencial parceiro vegetal para a
sintese de ectomicorrizas in vitro — procedeu-se a germinacdo de sementes (Fig. 2.4),
colhidas numa plantacdo de eucaliptos na localidade de Agrelo, Penacova, a vinte e um
de novembro de 2017 (40°16'46.8"N 8°21'18.3"W). Foram ensaiados varios protocolos de
esterilizacdo e de germinacdo de sementes, com o objetivo de obter uma elevada
percentagem de germinac¢do e uma reduzida percentagem de contaminacdo das plantulas

recém-formadas. Todas as sementes foram meticulosamente inspecionadas e
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selecionadas a lupa, com o propédsito de formar grupos de sementes o mais homogéneas

possivel.

Para o primeiro protocolo, colocaram-se 30 sementes num cilindro de plastico, com
uma rede num dos lados, sendo sucessivamente mergulhado em gobelés com: hipoclorito
de sddio (3 %); dgua destilada esterilizada; hipoclorito de sddio (3 %); dgua destilada
esterilizada (Fig. 2.3). O tempo de mergulho das sementes no liquido de cada gobelé foi
de 10 minutos. Em seguida, transferiram-se diretamente 15 sementes para caixas de Petri

contendo meio Murashige and Skoog (MS) [112] a % + agar.

No segundo protocolo, colocaram-se 30 sementes num Eppendorf de 1.5 mlL,
juntamente com 1 mL de dgua destilada esterilizada. Em seguida mergulhou-se o tubo em
banho-maria a 100 °C. Apds 10 minutos, removeu-se o sobrenadante e efetuaram-se trés
lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada. Passaram-se as sementes para uma
caixa de Petri esterilizada e plaquearam-se 15 sementes por placa de Petri contendo meio

MS [112] a ¥ + agar.

No terceiro protocolo, adicionaram-se num tubo de Eppendorf de 1.5 mL, 30
sementes juntamente com 1 mL de hipoclorito de sddio (3 %). O Eppendorf foi colocado
num agitador Heraeus Biofuge Pico, a velocidade 10.0, durante 10 min. Posteriormente,
removeu-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de agua destilada esterilizada. Em
seguida agitou-se o preparado num vortex Micro-spin FV2400 BioSan, a 2800 rpm,
durante 5 s. Efetuaram-se varias lavagens, repetindo este Ultimo passo mais 5 vezes,
usando sempre 1 mL de agua destilada esterilizada. No final, retirou-se o sobrenadante,

adicionou-se 1 mL de agua destilada esterilizada e fechou-se o tubo de Eppendorf.

No quarto protocolo todos os passos foram iguais aos do terceiro ja descritos, com
excecdo do Ultimo passo em que, em vez de adicionar 1 mL de dgua destilada esterilizada
e se fechar o tubo de Eppendorf, passaram-se as sementes para uma caixa de Petri
esterilizada e plaguearam-se 15 sementes em placas de Petri contendo meio MS [112] a

¥ + agar.
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Figura 2.3: Material utilizado no protocolo 1 - na cdmara de fluxo
laminar

Para induzir a germinacdo das sementes, as placas de Petri (12, 22 e 42 protocolos) e
os tubos de Eppendorf de 1.5 mL (32 protocolo) foram envolvidas com folha de aluminio e
colocadas durante 4 dias no frigorifico, a 4 °C. Ao fim deste tempo, passaram-se as
sementes provenientes do 32 protocolo para uma caixa de Petri esterilizada e
plaguearam-se em caixas de Petri, 15 por placa, contendo meio MS [112] a ¥4 + agar. Em
seguida, transferiram-se todas as caixas de Petri para a estufa de crescimento, onde
permaneceram durante 10 dias a 20 °C + 1, sob luz fluorescente (150 pmol s m™ [400-

700 nm], 16 h/dia).

Ao fim desse tempo, foi registado o numero total de sementes germinadas e
contaminadas. Considerou-se que uma semente tinha germinado quando a radicula e os
cotilédones se encontravam visiveis [113]. Compararam-se as percentagens de
germinagdo e de contaminagao e escolheu-se o melhor protocolo a usar para a produgdo

de plantulas para a sintese de ectomicorrizas in vitro.

2.2.2. Material Fungico

Para os ensaios de sintese de ectomicorrizas in vitro usaram-se seis espécies de
fungos ectomicorrizicos comestiveis: Boletus edulis, B. fragrans, Hydnum repandum,

Lactarius deliciosus, Tricholoma equestre, T. portentosum, cujos géneros foram relatados
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como potenciais simbiontes naturais de Eucalyptus globulus [102] e uma espécie de
fungo ectomicorrizico, ndo comestivel, Pisolithus tinctorius, que se sabe ser um parceiro
fungico natural de eucaliptos (Fig. 2.4) [114], [115]. Os corpos frutiferos das espécies B.
edulis, H. repandum e P. tinctorius foram colhidos entre outubro de 2017 e janeiro de
2018. O primeiro sob um exemplar de Quercus robur, o segundo e o terceiro sob E.
globulus [78] (Tab. 2.1). As restantes espécies fungicas supracitadas encontravam-se
disponiveis na colecdo do laboratdrio de Biologia Molecular do Departamento de Ciéncias
da Vida da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra. Estas culturas

sdo mantidas em meio liquido Biotin-Aneurin-Folic Acid (BAF) [116], a 4 °C.

Figura 2.4: Material fungico e vegetal usado no presente estudo. Corpos frutiferos de Boletus edulis (A),
Boletus fragrans (B), Tricholoma portentosum (http://mykoweb.com) (C), Tricholoma equestre
(http://mykoweb.com) (D), Hydnum repandum (E), Lactarius deliciosus (http://mykoweb.com) (F) e Pisolithus
tinctorius (H). Eucaliptus globulus (G) e capsulas com as sementes a negro (l)

Para o isolamento em cultura pura esterilizaram-se superficialmente os corpos

frutiferos das espécies B. edulis, H. repandum e P. tinctorius com hipoclorito de sédio (3 %)
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e seccionaram-se longitudinalmente em ambiente estéril, numa cadmara de fluxo laminar.
Com um bisturi esterilizado, retiraram-se por¢des da parte interna do pé, que foram
colocadas em caixas de Petri com meio Potato Dextrose Agar (PDA) (Difco™), a pH
5.8-6.3. Estas caixas foram colocadas numa estufa a 24 °C, no escuro. A temperatura
de 24 °C encontra-se entre os valores mais favordveis para o crescimento da maioria dos

fungos ectomicorrizicos [117], [118].

Para além do método anteriormente referido, a espécie H. repandum foi também
alvo de tentativa de isolamento através de ectomicorrizas colhidas no solo (subtdpico
2.2.1). Assim, ectomicorrizas previamente colhidas e morfologicamente identificadas
como pertencentes a H. repandum foram removidas dos Eppendorfs, lavadas com agua e
observadas a lupa para selecio de ectomicorrizas aparentemente em bom estado
(turgidas e de cor clara). Apds a remocao dos ultimos detritos a sua volta, esterilizaram-se
por imers3ao numa solugdo de hipoclorito de sédio (3 %), durante 8 min. Posteriormente,
as ectomicorrizas foram inoculadas em caixas de Petri com meio PDA (Difco™), a pH 5.8-

6.3. Estas placas foram em seguida colocadas a crescer numa estufa a 24 °C, no escuro.

As culturas puras que se encontravam na colecdo do laboratério (B. fragrans,
L. deliciosus, T. equestre e T. portentosum) foram repicadas através da colocacdo de
trés explantes quadrangulares com 0.25 cm? para caixas de Petri com meio PDA (Difco™),
a pH 5.8-6.3. Estas caixas foram em seguida colocadas a crescer numa estufa a 24 °C, no
escuro.

Tanto as culturas isoladas a partir dos corpos frutiferos, como através de
ectomicorrizas colhidas no solo e as repicadas de culturas puras da colecdo do laboratério
foram monitorizadas com regularidade, para avaliar o sucesso dos isolamentos e para

eliminar contaminacgdes, até se obterem culturas puras e desenvolvidas.

O aumento de escala destas espécies foi feito com recurso a culturas em meio
liquido, tendo em vista a producdo de indculo fungico para os ensaios de micorriza¢ao.
Utilizaram-se balGes de Erlenmeyer de 50 mL, com 30 mL de meio liquido BAF [116]
esterilizado, a pH 5.8 (acertado com adicdo de HCl e KOH) (Fig. 2.5). Em cada baldo foram
colocados trés explantes quadrangulares com 0.25 cm? das culturas puras de L. deliciosus,

de P. tinctorius, de T. equestre e de T. portentosum. Diversos trabalhos descreveram o
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meio BAF [116] como tendo proporcionado bons resultados no crescimento e aumento
da densidade do micélio dos fungos em estudo [68], [119].

Para cada espécie fungica foram utilizados 10 baldes. Cada baldo foi fechado com
Parafiime e novamente revestido com folha de aluminio, a fim de evitar, possiveis
contaminagdes. Todos os baldes foram colocados numa estufa a 24 °C, no escuro. Na
auséncia de um agitador orbital, cada cultura foi sujeita a agitagdo manual durante 20

segundos, de 3 em 3 dias.

2.2.3. Identificagao molecular das culturas puras

Identificaram-se molecularmente todas as espécies isoladas em cultura pura através
da sequenciac¢do da regido ITS (rADN). Para tal, extraiu-se o ADN com REDExtract-N-AmpTM
(SIGMA-ALDRICH®Company), utilizando 1 mm? de cultura de micélio puro em 10 pL de solugdo
extrato e submetendo a 94 °C por 10 min, 60 °C por 13 min e por fim a 10 °C por 15 min.
Seguidamente, adicionou-se um volume igual da solug¢ao de diluicdo. Realizou-se o PCR
utilizando o par de primers ITS1-F / ITS4 e o REDExtract-N-Amp PCR ReadyMixTM
(SIGMA-ALDRICH®Company) com os seguintes parametros no termociclador: 95 °C
durante 5 min (desnaturacdo inicial), 35 ciclos a 95°C durante 45 s, 57 °C durante 45 s
e 72 °C durante 45 s e por fim a etapa da amplificacdo final a 72 °C durante 10 min.
Fez-se uma eletroforese em gel com 2 % de agarose para validar a amplificacdo.
Posteriormente as bandas Unicas obtidas na reagdo de PCR foram purificadas usando o kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up da Macherey-Nagel® e enviadas para sequenciar através
do método de Sanger para a empresa STAB VIDA®, Portugal. As sequéncias obtidas foram
analisadas e editadas através do programa Geneious®software. A qualidade das sequéncias
foi analisada e as sequéncias com uma qualidade inferior a 90 % foram descartadas da
andlise. A ferramenta “BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel na plataforma
do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi utilizada para confirmar a
identidade taxondmica de cada espécie. Foram consideradas como sendo da mesma
espécie sequencias que apresentavam a partir de 97% de similaridade com as sequéncias

disponiveis na base de dados.
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2.2.4. Otimizagao das condi¢des de crescimento de Eucalyptus globulus

Utilizaram-se diversos substratos (composicdo e percentagens) para testar o
crescimento das plantulas em recipientes com tampa com filtro HEPA (volume = 1 L,
altura = 14 cm e didametro da base = 8,5 cm). Testaram-se duas composicdes de
substratos (perlite + turfa 1:1; perlite + turfa + aredo de rio lavado 4:2:1), trés volumes de
substrato/recipiente (100 mL, 200 mL e 300 mL) e sete volumes de meio de
cultura/recipiente (60 mL, 80 mL, 100 mL, 120 mL, 140 mL). O meio de cultura foi o meio
MS [112] com a receita diluida a % da original. Este meio foi inicialmente criado para
culturas de células de plantas in vitro, contudo também tem sido usado para o
crescimento de fungos em alguns estudos [68], [120], [121]. A receita de MS [112] diluida
a % da original aumenta a formagdao do numero de raizes em relagdo a receita original
[122]. Elevadas concentracBes de nutrientes, nomeadamente potdssio e azoto, presentes

neste meio poderdo inibir a formacado de micorrizas [123].

Antes da coloca¢do das plantulas nos recipientes estes foram esterilizados duas
vezes na autoclave a 121 °C, durante 20 min. Avaliou-se a sobrevivéncia das plantas todas
as semanas, durante dois meses e ao fim desse periodo, avaliou-se o crescimento e
fitness das plantas (altura, firmeza e desenvolvimento radicular e aéreo). Com base nos
resultados obtidos identificou-se as melhores condi¢des de cultura, que foram usadas

para a sintese de ectomicorrizas no presente estudo.

2.2.5. Sintese de ectomicorrizas

Para a sintese de ectomicorrizas, as plantulas de E. globulus germinadas nas caixas de
Petri foram transplantadas para recipientes que continham 200 mL de perlite + turfa +
aredo de rio lavado (4:2:1) e 100 mL de meio MS [112] com a receita diluida a % da original
(n=10; 70 recipientes). Em cada recipiente foram colocadas trés plantulas de E. globulus,
com tamanhos semelhantes e em condicGes estéreis (Fig. 2.5). Estes recipientes foram
colocados numa estufa de crescimento exterior, a temperatura média de 20 °C (Esta

temperatura foi ultrapassada nos dias de maior calor).
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Vinte e um dias apds o transplante, retiraram-se, de cada recipiente, as duas
plantas visualmente mais dispares em termos de tamanho médio, ficando uma Unica
planta saudavel por recipiente. Em seguida, procedeu-se a inoculacdo dos fungos
micorrizicos nos recipientes ja s6 com uma Unica planta, tendo sido utilizados trés

métodos distintos na inoculagao.

No primeiro método utilizou-se como indculo as culturas de micélio em meio
liquido das espécies micorrizicas comestiveis L. deliciosus, T. equestre, T. portentosum e
da espécie micorrizica ndo comestivel P. tinctorius, utilizada como controlo positivo.
Como controlo negativo procedeu-se apenas a adicdo de meio liquido BAF [116].

Para cada inoculacdo foi feito um buraco no substrato, com uma pinca esterilizada,
ao lado da planta remanescente e inoculou-se todo o conteldo dos baldes de Erlenmeyer
de 50 mL, com e sem fungos. Todo este procedimento foi realizado numa camara de fluxo

laminar para evitar contaminagdes.

No segundo método, para a inoculacdo da espécie H. repandum (da qual ndo foi
possivel obter culturas de micélio puras), utilizou-se uma mistura de esporos e
fragmentos do himénio obtidos através da secagem de corpos frutiferos da espécie,
previamente colhidos e desidratados [82]. A obtenc¢do dos esporos foi feita colocando os
corpos frutiferos de H. repandum em cima de uma folha de papel branca, com as agulhas
do himénio viradas para baixo, numa estufa a 60 °C, durante 1 dia [41]. Os esporos
obtidos foram de seguida misturados com fragmentos do himénio esfarelados. Em
seguida juntou-se 750 mg desta mistura com 30 mL de meio liquido BAF [116]
autoclavado. Agitou-se o preparado manualmente durante 20 segundos e em seguida
procedeu-se a inoculacdo das plantas de E. globulus, respeitando os mesmos passos do

primeiro método.

No terceiro método utilizaram-se soil traps [124]. Para cada inoculac¢do adicionou-
se aproximadamente 3 cm de altura de solo contendo raizes de E. globulus (amostras

recolhidas aquando da colheita de micorrizas no subtépico 2.1.1).
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Todos os 70 recipientes com plantas de E. globulus e inoculados com diferentes tipos
de indculo fungico foram colocados, de forma aleatéria, na estufa de crescimento exterior,

a temperatura média de 20 °C (Fig. 2.5).

Figura 2.5: BalGes de Erlenmeyer utilizados para o aumento de escala
(A); Eucalyptus globulus 21 dias apds terem sido transferidas para
dentro dos recipientes (B); Recipientes distribuidos de forma
aleatdria dentro da estufa de crescimento (C)

2.2.6. Avaliagao das plantas de Eucalyptus globulus

A primeira avaliagao das plantas de E. globulus foi feita na data do transplante das
plantulas das caixas de Petri (plantulas com 10 dias), para dentro dos recipientes de
cultura. Utilizaram-se 10 plantulas excedentes, com graus de desenvolvimento
semelhantes aos das plantulas transplantadas e mediu-se o comprimento da parte

radicular, da parte aérea, o numero de folhas verdes e o peso total.

A segunda avaliagdo ocorreu no dia da inoculagdo fungica dos recipientes (21 dias
apdés o transplante), utilizando igualmente 10 plantas excedentes, com graus de

desenvolvimento semelhantes ao das inoculadas, tendo sido registados os mesmos
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parametros da primeira avaliacdo.

A terceira avaliacdo foi efetuada ao fim de 4 meses e 21 dias apds o primeiro
registo. Retiraram-se as plantas de dentro dos recipientes (n=10 por tratamento),
colocaram-se as raizes em agua e detergente Tween 20, durante 30 minutos, e passaram-
se novamente por dgua para remover o substrato aderente a volta das raizes. Em seguida
procedeu-se ao registo dos parametros de crescimento (medidos nas duas avaliagdes
anteriores), bem como do peso da parte drea e da parte radicular de cada uma das

plantas.

2.2.7. Colonizagao micorrizica

Para avaliar a colonizagdo micorrizica analisou-se, no momento da terceira
avaliacdo, o sistema radicular de cada planta, utilizando uma escala quantitativa para
determinar a percentagem de micorrizacdo (0-10 %; 11-20 %; 21-30 %; >31 %). As
(putativas) pontas micorrizadas foram caracterizadas morfologicamente, fotografadas e,
por ultimo, foram guardadas em tubos Eppendorf de 1.5 mL, com 1 mL de dlcool a 96 %, a
-20 °C, com vista a uma futura confirmagao molecular da identidade do simbionte fungico

e caracterizacdo anatémica das micorrizas.

2.3. Otimizag¢ao das condicoes de crescimento de micélio e

tentativa de frutificacao de Macrolepiota procera

2.3.1. Material Fungico

Para este estudo usou-se um corpo frutifero da espécie Macrolepiota procera
colhido a 14 de Dezembro de 2017, nas coordenadas geograficas 40°12'36.8"N
8°24'20.6", Quinta de Sdo Jerénimo, Coimbra (Fig. 2.6.).
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A e N
Figura 2.6: Corpo frutifero de Macrolepiota procera
O solo, com pH 7.01, encontrava-se parcialmente coberto por gramineas e com
folhada (camada com cerca de 5 cm) de Quercus suber e de Pinus pinaster, as duas
espécies presentes num raio de 6 metros a volta do cogumelo. No campo, a identificacdo
do corpo frutifero desta espécie baseou-se na morfologia [50]. No laboratério o método
utilizado para o isolamento de culturas puras a partir do corpo frutifero, em caixas de

Petri com meio PDA (Difco™), foi semelhante ao método ja descrito no subtépico 2.2.2.

Para a confirmacdo molecular das culturas de micélio, foi utilizado um método

semelhante ao método descrito anteriormente, no subtdpico 2.2.3.

2.3.2. Otimizagao da producgao de “semente” (Spawn)

O aumento de escala das culturas puras de M. procera realizou-se em duas etapas.

Na primeira, recorreu-se a um método similar ao ja descrito anteriormente para o
aumento de escala das culturas de micélio de fungos micorrizicos no subtépico 2.2.2.

Com base no trabalho de Shim et al. [56], que refere o valor de pH 7 e temperatura de
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30 °C como os mais adequados ao crescimento do micélio, corrigiu-se o pH do meio
liquido BAF [116] para pH 7.0 (acertado com adi¢cdo de HCL e KOH) e aumentou-se a
temperatura da estufa de crescimento de 24 °C para 30 °C. Todas as restantes etapas
foram semelhantes, incluindo o passo da agitagdo manual durante 20 segundos, de 3 em
3 dias, procedimento também descrito como importante para o crescimento do micélio

em culturas submersas [57].

Numa segunda etapa, ensaiaram-se 3 misturas de substratos de aveia e trigo (100 %
aveia; 100 % trigo; 70 % aveia + 30 % trigo). Adicionou-se 0,5 % de carbonato de calcio e
1 % de gesso em po, a todas as misturas, para aumentar o pH. Para preparar estas
misturas pesaram-se os cereais, lavaram-se em agua corrente e colocaram-se em 3agua a
ferver durante 15 min. Ao fim deste tempo, escorreu-se a agua em excesso, colocaram-se
os cereais em recipientes (n=5), perfazendo cerca de 80 % da sua capacidade total,
adicionou-se a cada um o carbonato de calcio e o gesso e, depois de fechados, foram
autoclavados a 121 °C, durante 20 min. Apds arrefecimento, verteu-se, de maneira
homogénea e sobre a superficie do substrato, o inéculo fungico contido nos baldes de
Erlenmeyer (1 baldo por recipiente) (Fig. 2.7). Os recipientes foram mantidos numa estufa
a 30 °C, no escuro. Utilizaram-se recipientes com uma tampa com filtro HEPA, idénticos
aos do crescimento das plantulas no subtépico 2.2.4. Os 20 % de espaco livre deixado
dentro dos recipientes, teve como funcdo permitir as trocas gasosas necessdarias ao
desenvolvimento do fungo (Fig. 2.7). Este ensaio contou com 5 réplicas por cada mistura
e procedeu-se a observacdo regular dos recipientes para avaliar a progressdo da
colonizacdo do substrato, tendo-se contabilizado o nimero de dias, desde a inoculacdo
até ao dia em que se registou a colonizacdo total do substrato pelo micélio de M. procera
(quando todos os graos de cereal visiveis se encontravam colonizados). No decorrer da
experiéncia foi definido um prazo maximo de 30 dias para avaliar a colonizacdo do

substrato, devido as discrepancias da colonizacdo das diferentes misturas ensaiadas.

Ao fim deste periodo de tempo compararam-se os resultados obtidos e selecionou-

se a melhor mistura para o aumento de escala da spawn.
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2.3.3. Substratos para a produgao de cogumelos de Macrolepiota procera

A escolha da composicao dos substratos para produgdao de cogumelos de M.
procera teve em consideracao as caracteristicas do solo onde os corpos frutiferos foram
colhidos e uma mistura para producdo de cogumelos Agaricus bisporus ja descrita na

bibliografia (palha de trigo e estrume de cavalo 1:1).

Adquiriu-se estrume de cavalo (Siro Agro 2, pH 7.8) e palha de trigo. Procedeu-se a
recolha de folhas de carvalho (Quercus faginea) e palha de arroz (um residuo agricola da
cultura de arroz do Baixo Mondego, Coimbra). A palha de arroz tem sido usada em varios
estudos com outros fungos saproéfitas comestiveis, como Pleurotus ostreatus e Agaricus

bisporus [125]-[129].

Como contentor para o embalamento dos substratos utilizaram-se: i) recipientes
com tampa com filtro HEPA (400 g de mistura por recipiente) e ii) sacos de autoclave (5 kg
por saco), fechados com uma rolha de algoddo encimada com uma folha de aluminio (Fig.
2.7). A rolha de algodao, tal como o filtro HEPA na tampa dos recipientes, permitiram as
trocas gasosas evitando o risco de entrada de contaminantes; a folha de aluminio foi
usada para impedir a entrada de agua durante a esterilizacado, tendo sido retirada no final

desse processo.

Para este ensaio prepararam-se trés substratos de producdo diferentes com pesos
iguais (1:1) de folhas de carvalho + estrume de cavalo; palha de trigo + estrume de cavalo;

e palha de arroz + estrume de cavalo.

Para o primeiro substrato cozeram-se as folhas de carvalho durante 10 min em 4gua
a ferver, escorreu-se a dgua e misturou-se com partes iguais de estrume de cavalo
humedecido. Homogeneizou-se a mistura obtida, mediu-se o pH (6.91), encheram-se
10 recipientes e 10 sacos de autoclave e procedeu-se a sua esterilizacdo na autoclave

a 121 °C, durante 120 min.

Para o segundo substrato pesou-se e misturou-se partes iguais de palha de trigo e
estrume de cavalo para dentro de um saco preto, homogeneizou-se e adicionou-se agua
até humedecer bem a mistura obtida, deixando-se a compostar durante duas semanas

num local escuro e fresco, com o saco totalmente fechado. Ao fim deste tempo escorreu-
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se a agua da mistura e mediu-se o pH (6.12). Em seguida encheram-se 10 recipientes e
10 sacos, adicionou-se a cada um 0,5 % de carbonato de cdlcio e 1 % de gesso em
po6, para aumentar o pH e procedeu-se a sua esterilizacdo em autoclave comercial

durante 120 min, a 121 °C.

Para o terceiro substrato o método utilizado foi semelhante ao do segundo
substrato, porém em vez de se utilizar palha de trigo utilizou-se palha de arroz. Essa

mistura apresentava um pH de 6.08.

Apds arrefecimento dos substratos, cada recipiente foi inoculado a superficie com
3 cm de altura de spawn enquanto que cada saco foi inoculado com o conteddo de um

recipiente de spawn, misturado de maneira homogénea (Fig. 2.7). No final, recipientes e

sacos foram colocados a crescer numa estufa a 30 °C, durante 40 dias, no escuro.

Sac SEEE g
Figura 2.7: Etapas desde o crescimento do micélio em caixas de Petri (A), passando por aumento de
escala: em cultura liquida (B) e numa mistura 70 % aveia + 30 % trigo (C e D); até a inoculagdo em sacos
de autoclave (E) e recipientes com tampa com filtro HEPA (F)
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2.3.4. Tentativa de indug¢ao da formacgao de corpos frutiferos

Apds o crescimento em estufa do fungo nos contentores (recipientes e sacos), estes
foram transferidos para uma sala de cultivo a 30 °C. Em seguida aplicou-se 3-5 cm de 5
misturas (receitas) diferentes de terra de cobertura, previamente humedecidas com

agua, aos 10 recipientes e 10 sacos de cada substrato.

A primeira receita de terra de cobertura foi feita com manta morta (sem
tratamento) do local onde foi colhido o corpo frutifero e dgua.

A segunda igual a primeira, mas pasteurizada a 63 °C, durante 30 min.

A terceira igual a primeira, mas esterilizada a 121 °C, durante 20 min.

A guarta receita foi feita com turfa + gesso (9:1).

A quinta continha turfa + gesso + carvao ativado (9:1:1).

Nas duas ultimas receitas homogeneizaram-se os ingredientes sdlidos, obtendo-se
uma mistura. Separou-se 1/5 desta mistura, saturou-se de agua os restantes 4/5 e, por
fim, misturou-se o 1/5 que estava seco aos 4/5 saturados de agua.

O objetivo final, para as 5 receitas, foi obter uma terra de cobertura que quando

espremida com a mao libertasse 2 a 3 gotas de 4gua no maximo.

Uma vez que ndo se conseguiu monitorizar a humidade na sala de cultivo, fizeram-
se 5 a 6 regas diarias, com recurso a um aspersor, de forma a manter-se a humidade a

superficie da terra de cobertura alta, tendo sempre o cuidado de ndo ensopar.

Quando as hifas do micélio se tornaram visiveis a superficie da terra de cobertura
procedeu-se a tentativa de inducdo de formacdo de corpos frutiferos, através da
aplicacdo de diferentes estimulos. Efetuaram-se 2 tratamentos, aplicados tanto aos
recipientes como aos sacos (50 % por tratamento).

No primeiro tratamento mantiveram-se os contentores na sala de cultivo onde se
aumentou a ventilagdo, desceu-se a temperatura para 20 °C e exp0Os-se a luz indireta
durante 8 horas por dia (Tab. 3.6). A humidade foi mantida a niveis muito elevados
recorrendo a cobertura do material em teste com uma folha de papel absorvente
humedecida com 2 a 3 regas didrias, por aspersao.

No segundo tratamento aplicou-se um estimulo de frio, através da colocagao dos
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contentores no frigorifico a 4 °C, durante 5 dias, com uma Unica rega didria, por aspersao
(Tab. 3.7). Ao fim deste estimulo de frio, estes contentores foram colocados junto dos

restantes na sala de cultivo, ficando sujeitos as mesmas condicdes.

Durante este ensaio, e apesar das precau¢des tomadas, foi necessario proceder,

pontualmente, a eliminagdo quimica de pragas de insetos.

2.3.5. Inoculagdao e observacao do crescimento de corpos frutiferos de

Macrolepiota procera na natureza

Como o objetivo desta experiéncia era avaliar a viabilidade de inocular a
espécie Macrolepiota procera na natureza, a area escolhida para a realizacdo deste
teste foi um local que dista cerca de 510 m de distancia do local de colheita do
cogumelo de M. procera utilizado para a obtencdo do indculo de micélio, nas
coordenadas geograficas 40°12'53.1"N 8°24'16.8"W (Fig. 2.8). O solo, com pH 6.73,
encontrava-se parcialmente coberto por gramineas e com folhada (camada com cerca
de 5 cm) de Q. robur presente nas imediacdes. Nao se tendo observado frutificacées de
M. procera nas proximidades, admitiu-se a inexisténcia do fungo nessa drea em

particular.

O método escolhido para a inoculacdo deste fungo foi o descrito por Paul Stamets
[130]. No final do més de Setembro de 2018, fizeram-se trés buracos quadrangulares no
solo com cerca de 10 cm de profundidade e 45 cm de largura, verteu-se de maneira
homogénea 400 gramas de spawn em cada buraco e cobriu-se com uma fina camada de
folhas de carvalho. Entre cada local de inoculacdo foi mantida a distancia aproximada de
1 m. Os locais de inoculagdo foram marcados e foram feitas observacdes semanais
destes locais, com o objetivo de registar o aparecimento e o numero de corpos

frutiferos de M. procera.
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Medir distancia
§  Clique no mapa a adicionar ao seu percurso

Distancia total: 510,26 m (1 674,09 pés)

le al Utiliz Enviar comentdrios 100 m

Figura 2.8: Local da inoculagdo de Macrolepiota procera na natureza (A); Distdncia entre o local de
colheita do cogumelo Macrolepiota procera e o local da inoculagdo (B) (https://www.google.com/maps)
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Capitulo 3 - Resultados

3.1. Caracterizacao das ectomicorrizas de Eucalyptus globulus +

Hydnum repandum colhidas em condi¢Oes naturais

3.1.1. Analise molecular das micorrizas

De entre os quatro morfotipos de micorrizas analisados molecularmente foi
inicialmente confirmada a identidade da espécie Hydnum repandum através de uma
electroforese em gel de agarose, comparando o tamanho das bandas do produto de PCR
que foram obtidas tanto usando o ADN dos diferentes morfotipos de micorrizas como o
ADN do corpo frutifero de H. repandum colhido no mesmo local, como template da

reacao (Fig. 3.1). A analise molecular confirmou a identidade dos morfotipos (Tab. 3.1).

Micorrizas campo
P25 "P3 x6 J€%

Figura 3.1: Bandas resultantes da
eletroforese em gel de agarose
de diferentes morfotipos de
micorrizas e do template da
reacdo. Rhizodermea veluwensis
(P2); Descolea maculata (P3 e
X6); Hydnum repandum (C7)

37



Tabela 3.1: Detalhes da andlise molecular aos diferentes morfotipos

Morfotipo Espécie Referéncia GenBank Valores de cobertura (%) Valores de similaridade (%)
P3 Descolea maculata DQ192181.1 98 99
X6 Descolea maculata DQ192181.1 100 99
c7 Hydnum repandum AY817136.1 99 99
P2 Rhizodermea veluwensis LC151458.1 93 99

3.1.2. Caracterizagao morfoldgica e anatomica das ectomicorrizas de Hydnum repandum

Com recurso a observacdo das micorrizas (Fig. 3.2) e aos cortes efetuados em
parafina e em resina (Fig. 3.3), descreveu-se pela primeira vez, segundo as normas de
Agerer e Rambold [109], a associacdo entre as espécies H. repandum e Eucalyptus globulus

na natureza.

Morfologia do sistema ectomicorrizico: com 4-5.8 mm de comprimento, com sistema
de ramificagdo monopodial-piramidal, ordem de ramificagdo 0-1, com 0.23-0.3 mm de
diametro do eixo principal. Rizomorfos nao observados.

Morfologia das extremidades ndao ramificadas: dobradas, com a extremidade distal
ndo inflada e cilindrica, com 0-1 mm de comprimento, com 0.17-0.23 mm de diametro,
cor laranja esbranquicadas, pontas brancas, extremidades mais antigas laranjas; manto
visivel, ndo transparente, com laticiferos do manto ausentes, sem latex secretado do
manto, com manchas do manto ausentes, superficie do manto brilhante, pouco lanosa.
Hifas emergentes presentes, pouco frequentes, concentradas distalmente.

Anatomia do manto em seccdo transversal: hifas com um arranjo irregular e sem
nenhum padrao especial discernivel, com 25 pum de diametro maximo. Rede de Hartig

cortical.
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Figura 3.2: Ectomicorriza da espécie Hydnum repandum em associagdo com
Eucalyptus globulus. Barra = 10 mm

Figura 3.3: Cortes transversais das ectomicorrizas da espécie Hydnum repandum em associagdo com
Eucalyptus globulus impregnadas em parafina (A) e resina (B). 1 — manto, 2 — rede de Hartig cortical
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3.2. Sintese micorrizica in vitro: Eucalyptus globulus e diversos

fungos ectomicorrizicos comestiveis

3.2.1. Isolamento das espécies flingicas em cultura pura e aumento de

escala

Das espécies fungicas isoladas a partir dos corpos frutiferos apenas houve sucesso no
isolamento da espécie Piolithus tinctorius. Nas caixas de Petri inoculadas com Boletus edulis
ndo houve resposta por parte dos explantes. Nas que foram inoculadas com Hydnum
repandum houve contaminacdo de todo o material isolado por bactérias, ndo havendo

crescimento de hifas a partir dos explantes (Fig. 3.4).

Figura 3.4: Caixa de Petri com explantes de Hydnum
repandum contaminados

Na tentativa de isolamento da espécie H. repandum a partir de ectomicorrizas
colhidas sob o corpo frutifero ndo se obtiveram os resultados esperados, uma vez que
junto dessas ectomicorrizas cresceu um micélio que a partida parecia ser do fungo
isolado, mas apds confirmacdo molecular, revelou ser de um fungo contaminante

(Epicoccum nigrum).
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Das culturas micelianas existentes na cole¢ao do laboratério de Biologia
Molecular, apenas a repicagem da espécie Boletus fragrans nao apresentou

crescimento de hifas a partir dos explantes quadrangulares de 0.25 cm?.

O aumento de escala, em meio liquido, das espécies isoladas com sucesso ocorreu
sem qualquer percalgo, tendo ocorrido um bom desenvolvimento de aglomerados de

hifas, livres de contaminagdes, dentro dos baldes de Erlenmeyer.

3.2.2. Confirmag¢ao molecular da identidade do material fungico

Confirmou-se a identidade das culturas puras de micélio (Eppicoccum nigrum;
Lactarius deliciosus, Pisolithus tinctorius, Tricholoma equestre, T. portentosum) e do corpo
frutifero de H. repandum com recurso a andlise molecular. Apds a determinacdo da
similaridade das sequéncias obtidas com as depositadas na base de dados Genbank, so se
consideraram como sendo do mesmo taxon as sequéncias com similaridade acima de 97 %.
Os numeros de acesso do GenBank com os quais as sequéncias mostraram uma maxima

identidade, bem como os valores de cobertura e similaridade encontram-se na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Detalhes da andlise molecular das culturas puras e do corpo frutifero de Hydnum repandum

Espécie Referéncia GenBank Valores de cobertura (%) Valores de similaridade (%)
Eppicoccum nigrum MF509753.1 99 99
Hydnum repandum AY817136.1 100 100
Lactarius deliciosus KI769672.1 97 99
Pisolithus tinctorius HE578142.1 100 100
Tricholoma equestre EU186310.1 95 99
Tricholoma portentosum EU186273.1 96 99

3.2.3. Efeito de diversos protocolos na esterilizacio e germinacdo de

sementes de Eucalyptus globulus

Os protocolos aplicados na esterilizagao superficial das sementes de Eucalyptus
globulus tiveram diferentes efeitos na percentagem de germinagcdo e de

contaminagao. Em quase todos os protocolos de esterilizagdo houve sementes
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contaminadas, com excecao do protocolo 1. A percentagem mdaxima de germinacao de
sementes foi semelhante em quase todos os protocolos, variando entre 67 % no

protocolo 3, 73 % nos protocolos 1 e 4 e 86 % no protocolo 2 (Tab. 3.3).

Apds comparagao dos resultados optou-se pelo protocolo 1 para a produgao de

plantulas para os ensaios de sintese de ectomicorrizas.

Tabela 3.3: NUmero e percentagem de germinagdo e contaminagdo, nos quatro métodos utilizados, para
esterilizagdo superficial de sementes em Eucalyptus globulus

Protocolo Germinagdo Germinagdo (%) Contaminagdo Contaminagao (%)
1 11 73 0 0
2 13 86 1 7
3 10 67 3 20
4 11 73 1 7

3.2.4. Efeito dos substratos no comportamento das plantas (Otimizagao das
condi¢Oes de crescimento de Eucalyptus globulus)
Face a capacidade e forma dos recipientes usados para o crescimento das plantulas de

E. globulus apds a germinacgado, foi decidido utilizar unicamente 200 mL de substrato por

recipiente (Fig. 3.5).

——l T = e——

Figura 3.5: Recipientes com os volumes de substrato 300 ml, 200 ml e
100 ml de Perlite + Turfa (1:1) (da esquerda para a direita)
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No ensaio em que foi usada a composicao de substrato perlite + turfa + aredo de rio
lavado (4:2:1) os recipientes aos quais se adicionou 120 mL e 140 mL de meio MS [112]
(com a receita diluida a % da original) ficaram com excesso de agua, impossibilitando a
plantacdo das plantulas de E. globulus (Tab. 3.6). Nos recipientes que continham 60 mL de
MS [112] as plantas secaram antes do final da experiéncia.

No ensaio realizado com o substrato perlite + turfa (1:1) a adicdo de 140 mL de MS
[112] impossibilitou a plantacdo (tal como acontecera com o outro substrato). As plantas
dos recipientes que continham 60 mL de meio MS [112] também acabaram por secar
antes do final da experiéncia (Tab. 3.6).

Os melhores resultados foram obtidos com 200 mL do substrato perlite + turfa +
aredo de rio lavado (4:2:1) + 100 mL de MS [112] a 5, em que as plantas cresceram mais,
com mais firmeza, e com uma boa colonizac¢do radicular do substrato.

Em todos os outros ensaios as plantas sobreviveram aos 2 meses da experiéncia
apresentando em geral um bom desenvolvimento aéreo, associado a uma colonizacao
homogénea das raizes no substrato.

As plantas de E. globulus que cresceram no substrato perlite + turfa + aredo de rio
lavado (4:2:1) aparentavam, em geral, maior firmeza ao choque em rela¢do as que foram

plantadas em perlite + turfa (1:1).

Tabela 3.4: Plantagdo e sobrevivéncia das plantulas de Eucalyptus globulus nos diferentes substratos e
volumes de meio MS adicionado. “—” N&o foi possivel plantar as plantulas devido ao excesso de meio
liquido; “F” As plantas ndo sobreviveram aos dois meses da experiéncia; “+” As plantas sobreviveram aos
dois meses da experiéncia

Volume meio MS (mL) 60 80 100 120 140
Substrato (200 mL)

Perlite+turfa+aredo de rio lavado (4:2:1) ¥ + + - -

+l
+
I

Perlite+turfa (1:1)

3.2.5. Avaliacao das Plantas de Eucalyptus globulus e da colonizacao
micorrizica

Na primeira avaliagdo das plantulas de E. globulus (plantulas com 10 dias) estas
apresentavam em média duas folhas verdes, um peso médio de 6.6 mg, comprimento

médio da raiz de 0.49 cm e da parte area de 0.46 cm (Tab. Supl. 1).
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Na segunda avaliacdo (21 dias apds o transplante) as plantas apresentavam, em
média, seis folhas verdes, um peso médio de 43.5 mg, comprimento médio da raiz de

3.24 cm e da parte 4rea de 3.01 cm (Tab. Supl. 2).

Na terceira avaliacdo (4 meses e 21 dias apds o transplante) as plantas de E. globulus
encontravam-se com um bom desenvolvimento em geral, apresentando folhas bem
desenvolvidas, com caules firmes e raizes que ocupavam homogeneamente o substrato.
Aquando da abertura dos recipientes, foi notério um aroma caracteristico a eucaliptol. As
plantas foram removidas do substrato e as raizes cuidadosamente lavadas em agua. Apds
observacdo das raizes das plantas a lupa binocular, ndo se observaram ectomicorrizas nas
plantas de nenhum dos tratamentos. Como tal, apenas se apresentam os parametros de
crescimento das plantas que serviram de controlo negativo. Estas, apresentavam em
média 53 folhas verdes, peso da parte radicular de 1.811 g e peso da parte aérea de
1.487 g, o que perfazia um peso total médio de 3.298 g. O comprimento médio da parte

radicular era de 14 cm e da parte aérea era de 14.3 cm (Tab. Supl. 3).

3.3. Otimizag¢ao das condicoes de crescimento de micélio e

tentativa de frutificacao de Macrolepiota procera

3.3.1. Crescimento e otimiza¢ao da spawn

Ao fim de 21, as caixas de Petri inoculadas com explantes do corpo frutifero de
Macrolepiota procera encontravam-se livres de contaminacdes e a superficie do meio
agarizado totalmente colonizada por uma densa camada de micélio, que cresceu de
forma concéntrica e uniforme a partir de cada explante. Apds confirmacao da identidade
por analise molecular (Tab. 3.5), foi atribuido o cddigo de cole¢io MP.08.12/17.CBR a
esta cultura pura de M. procera e foi guardada, com as restantes culturas, na colecdo do

Laboratdrio de Biologia Molecular.
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Tabela 3.5: Detalhe da andlise molecular a cultura pura de Macrolepiota procera

Espécie Referéncia GenBank Valores de cobertura (%) Valores de similaridade (%)

Macrolepiota procera JQ683121.1 97 100

Ao fim de 15 dias da repicagem do meio sélido para o meio liquido BAF [116] ja se
observava desenvolvimento de hifas imersas e a superficie do meio. As hifas imersas, com
aspeto de aglomerado e as da superficie, com aspeto ramificado, chegando estas a fixar-
se nas paredes interiores dos balGes de Erlenmeyer.

No crescimento da spawn em grao de cereal o micélio desenvolveu-se livre de
contaminacoes (observaveis a olho nu), apresentando um aroma e uma coloracdo branca
caracteristicos da espécie M. procera.

O melhor resultado foi obtido com a mistura de 70 % aveia + 30 % trigo, pois nesta
o substrato ficou totalmente colonizado em 26 dias, resultado obtido nas 5 réplicas. Nas
restantes misturas a colonizacdo do substrato foi menos eficiente, ndo se chegando a
obter uma colonizagdo total nas 5 réplicas. Tendo em conta estes resultados,
estabeleceu-se uma meta de 30 dias para a avaliacdo da colonizacdo. Ao fim dos 30 dias,
na mistura de 100 % aveia contabilizaram-se 3 recipientes totalmente colonizados pelas
hifas do fungo e 2 em que ainda se encontravam dareas de cereal por colonizar. Na mistura
de 100 % trigo, ao fim dos 30 dias, observou-se um crescimento homogéneo de micélio a
superficie e até aos 4 cm de profundidade. Abaixo desta profundidade, onde era notéria a
presenca de agua e de cereal extremamente “empapado”, ndo houve crescimento.

Resultado verificado em todos os 5 recipientes.

3.3.2. Efeito dos diferentes substratos de producao e recipientes no

crescimento do micélio

Com os trés substratos de produgdo em sacos e recipientes, obtiveram-se
diferentes percentagens de colonizacdo do micélio de M. procera ao fim dos 40 dias de

crescimento na estufa.
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Todos os recipientes com tampa com filtro HEPA, com os trés substratos,

encontravam-se totalmente colonizados ao fim dos 40 dias na estufa.

Nos sacos de autoclave, o crescimento mais homogéneo do micélio, com cerca de
90 % de colonizagdo, ocorreu no substrato com folhas de carvalho + estrume de cavalo.
Em ambos os substratos com palha de trigo + estrume de cavalo e palha de arroz +
estrume de cavalo, registaram-se percentagens de colonizagdo do micélio de 75-80 %,

sendo visiveis mais zonas onde o fungo ndo chegou a colonizar (Fig. 3.6).

Figura 3.6: Sacos de autoclave colonizados com Macrolepiota procera. Misturas (1:1) de: palha de
arroz + estrume de cavalo (A e E); palha de trigo + estrume de cavalo (B e D); folhas de carvalho +
estrume de cavalo (C)

3.3.3. Tentativa de indug¢ao da formagao de corpos frutiferos

Dez dias ap0s a aplicacdo das diferentes receitas de terra de cobertura sobre os
diversos substratos de producdo de M. procera (descritos no subtépico 3.3.2.), verificou-
se que em todos os casos ocorreu colonizacdo das terras de cobertura, dado que se
observava micélio branco na sua superficie.

Nao houve diferencas de colonizacdo por parte do fungo entre os substratos
colocados em recipientes com tampa com filtro HEPA e em sacos de autoclave.

Os substratos cuja terra de cobertura era a base de manta morta apresentavam
ligeiramente maior densidade de hifas nessa camada que os substratos com terra de
cobertura a base de turfa.

Nos referidos substratos com terra de cobertura constituida por manta morta, nao
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se registaram diferencas visiveis a olho nu entre a colonizacdo na manta morta sem
tratamento, na pasteurizada ou na esterilizada.

No caso dos substratos com terra de cobertura maioritariamente constituida por
turfa também ndo se registaram diferengas visualmente significativas na coloniza¢ao

dessa camada (Fig. 3.7).

Figura 3.7: Colonizagdo superficial dos substratos com terra de cobertura a base de turfa: antes (A),
apods o primeiro (B) e apds o segundo (C) tratamentos

Cinco dias apds a aplicacdo do primeiro tratamento para a inducdo da formacdo de
corpos frutiferos (Tab. 3.6), verificou-se que o micélio apresentava crescimento em todos
as cinco receitas diferentes de terra de cobertura.

Nos substratos com terra de cobertura a base de manta morta esse crescimento
traduziu-se na formacao de pequenas massas densas de hifas em determinados locais da
superficie (Figs. 3.8 e 3.10). Essas massas densas de hifas apareceram em maior nimero
nos sacos de autoclave do que nos recipientes.

Nos substratos com terra de cobertura a base de turfa ndo se registou a formacao
de massas densas, mas foi notério o aparecimento de hifas provenientes do interior da
terra de cobertura para a superficie, contudo estas ndao cobriam essa camada por
completo (Fig. 3.7). Nos referidos substratos com terra de cobertura a base de turfa a

colonizacgdo foi visualmente igual nos contentores (recipientes e sacos).
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Figura 3.8: Pequenas massas densas de hifas, de Macrolepiota procera, em certos pontos
da superficie da terra de cobertura com manta morta, apds o primeiro tratamento

Nos substratos sujeitos ao segundo tratamento para a inducdo da formacdo de
corpos frutiferos (Tab. 3.7) ndo se registou desenvolvimento do micélio nas cinco receitas
diferentes de terra de cobertura durante os cinco dias em que estiveram submetidos a
temperaturas de refrigeracao.

O desenvolvimento do micélio voltou a ser notdrio, de forma bastante vigorosa,

apos a mudanca para a sala de cultivo.
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De facto, na avaliacdo efetuada cinco dias apds o regresso a sala de cultivo, foi
visivel um grande aumento da densidade de hifas a superficie, com um cheiro
caracteristico e intenso, textura algodonosa, que cobria por inteiro a superficie das cinco
receitas diferentes de terra de cobertura.

Em todos os substratos cobertos com manta morta, a coloracdo castanha
caracteristica desta ficou quase impercetivel devido a elevada densidade de hifas de cor
branca, independentemente dos contentores utilizados (Fig. 3.9).

Nos substratos com terra de cobertura a base de turfa também se registou elevada
colonizagdo superficial, encontrando-se a turfa praticamente coberta pelo fungo mas com
menor densidade de hifas e consequente coloracdo menos intensa que nos substratos

cobertos com manta morta (Fig. 3.7).

Figura 3.9: Formacdo de elevada densidade de hifas a superficie das terras de
cobertura apods aplicagao do segundo tratamento
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Vinte dias apds a aplicacdo dos dois tratamentos para a inducdo da formacdo de
corpos frutiferos, ndo se observou a formagao de corpos frutiferos de M. procera. Pelo
contrdrio, comecou a ser percetivel a degeneracdao do micélio, traduzida pela plasmolise

das hifas do fungo (Fig. 3.11) e pela alteragdo da cor dos trés substratos (escurecimento).

Figura 3.10: Estrutura onde se iniciou a formagdo do corpo frutifero na natureza (A); pequena massa de
micélio formada a superficie da terra de cobertura com manta morta em condigdes laboratoriais (B)
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Figura 3.11: Degeneracdo do micélio de Macrolepiota procera
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Capitulo 4 - Discussao

4.1. Caracterizacao das ectomicorrizas de Eucalyptus globulus +

Hydnum repandum colhidas em condi¢Oes naturais

Apesar das referéncias acerca da presenca de corpos frutiferos de Hydnum
repandum em florestas de coniferas e de diversas espécies de folhosas — com base na
ocorréncia de corpos frutiferos [102], [114], a descricdo de ectomicorrizas formadas por
H. repandum é escassa. Na verdade, na literatura cientifica apenas foram encontradas
descri¢bes de ectomicorrizas de H. repandum em associagdao com Dryas octopetala [131] e de

H. rufescens em associacdo com Picea sp. [109], [132].

Morfologicamente é possivel distinguir as espécies H. repandum e H. rufescens através
do tamanho, forma e cor do corpo frutifero, a posicdo da estipe e a distribuicdo das
agulhas do himénio, sem ter de se recorrer a ferramentas moleculares. Reforcando estas
diferencas fenotipicas entre as duas espécies, Grebenc et al. [133] apontam a existéncia
de um elevado nuimero de polimorfismos ao nivel da regido ITS, mostrando uma
considerada variabilidade genética nestas duas espécies. O mesmo autor sugere que
devem ser feitos estudos, das ectomicorrizas e dos possiveis parceiros vegetais de
H. repandum e H. rufescens, de forma a poder-se explicar esta variabilidade a nivel

molecular.

Analisando as trés (H. repandum + D. octopétala [131]; H. rufescens + Picea sp.
[109]; H. repandum + E. globulus) descricdes de ectomicorrizas do género Hydnum pode
concluir-se que estas se caracterizam por terem sistema de ramificacdo monopodial-
piramidal. As extremidades ndao ramificadas podem ser retas ou dobradas, com as
extremidades distais cilindricas, até 0.5 mm de didmetro, com cores claras. O manto é
visivel, ndo transparente e sem laticiferos. As hifas emergentes estdo presentes, sdo
poucos frequentes e estdao concentradas distalmente. As hifas que compdem o manto
tém 25 pm de diametro maximo e um arranjo irregular. As micorrizas de H. repandum

podem atingir os 6 mm de comprimento e apresentar uma tonalidade laranja/laranja
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esbranquicada, enquanto que as micorrizas de H. rufescens, atingem os 3 mm de

comprimento maximo e apresentam cor branca.

Apesar de neste trabalho ndo se ter observado nenhum padrdo especial discernivel
nas micorrizas, Harrington e Mitchell [131] observaram um padrdo enredado nas

camadas mais profundas do manto.

A rede de Hartig formada por H. repandum, em associagdao com E. globulus e

D. octopetala envolve também as células corticais [131].

Segundo Agerer e Rambold [109], a identidade do fungo é determinante na
estrutura anatémica das ectomicorrizas, pelo que estas sdo idénticas para as mesmas
espécies de fungos, independentemente do parceiro vegetal. Por outro lado, os
caracteres morfolégicos da estrutura formada parecem ser determinados pelo género da
planta, ainda que alguns fungos possam controlar, pelo menos parcialmente, a forma
final. Ambos os aspetos sdo verdadeiros para as ectomicorrizas da espécies H. repandum,

guando associadas a E. globulus e a D. octopetala.

4.2. Sintese micorrizica in vitro: Eucalyptus globulus e diversos

fungos ectomicorrizicos comestiveis

Contrariando os resultados de Peksen et al. [134], neste ensaio ndo se conseguiu
isolar Hydnum repandum através de explantes do corpo frutifero deste fungo. Uma vez
que os corpos frutiferos de onde se tentou o isolamento foram esterilizados e
seccionados em ambiente estéril, o aparecimento de bactérias junto de todos os
explantes podera ser devido a presenca de bactérias endocelulares, que exercem
importantes fun¢des bioquimicas para os seus hospedeiros fungicos, em troca de um nicho
exclusivo, como descrevem Minerdi et al. [135].

Ao contrario do reportado por Liang et al. [136], os fragmentos de tecido de Boletus
edulis em meio PDA (Difco™) ndo demonstraram qualquer resposta, pelo que este fungo

terd de ser isolado noutro meio.
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Nas placas onde se tentou isolar H. repandum através de ectomicorrizas, embora
estas tenham sido esterilizadas, houve contaminagcdao pelo fungo saproéfita Epicoccum
nigrum. Este facto comprova a dificuldade de isolamento de culturas desta espécie, pelo
que para o seu isolamento serd necessario aplicar outro método que seja mais eficiente.

A cultura de Boletus fragrans repicada a partir de uma cultura da colecdo do
Laboratério de Biologia Molecular, ndo apresentou qualquer crescimento de hifas dos
explantes, admitindo-se que o fungo tivesse perdido a sua capacidade de crescimento
celular. A repicagem das culturas puras, de Lactarius deliciosus, Tricholoma equestre e
T. portentosum, mantidas no Laboratério, foi bem-sucedida. Este sucesso no
isolamento corrobora os resultados obtidos por Smith e Onions [137], que reportaram o
armazenamento de culturas em meio liquido, a temperaturas de refrigeracdo, como um
bom método para manter as culturas de fungos vivas.

Os fungos tiveram um bom desenvolvimento durante o aumento de escala em meio
liquido BAF [116], tendo-se registado a formacdo de aglomerados de micélio, como
descrito por Paul e Thomas [138]. Esta aglomeracao podera ter resultado da fraca
intensidade de agitacdo do meio, uma vez que esta foi feita de maneira manual, durante
20 segundos, de 3 em 3 dias. Estudos conduzidos por Yang e Liau [139] sustentam esta

hipdtese.

Para a obtencdo de plantulas de Eucalyptus globulus para os ensaios de
micorrizacao foram testados quatro protocolos de esterilizacdo superficial e germinagao
de sementes. Comparando as percentagens de germinacdo dos quatro protocolos, o
protocolo 2 foi o que obteve maior percentagem de germinagcdo (86 %), porém a
diferenca de germinacdo quando comparada com os restantes ndo permitiu concluir que
o hipoclorito de sédio (3 %) tenha tido influéncia na viabilidade das sementes, uma vez
gue as percentagens de germinacdo foram muito semelhantes. Os resultados obtidos
neste ensaio puderam ser comparados entre si, contudo ndo puderam ser comparaveis
com outros resultados da bibliografia, uma vez que sementes colhidas noutros locais,
noutro ano e manuseadas de maneira diferente, poderdo ter percentagens de

germinacdo diferentes (todas as sementes utilizadas neste ensaio tiveram a mesma
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proveniéncia, foram colhidas no mesmo ano e estiveram sujeitas as mesmas condicdes
desde a colheita até ao inicio do ensaio).

Comparando as percentagens de contaminacdo dos quatro protocolos, o protocolo 3,
aquele em que as sementes foram deixadas em 4gua dentro dos Eppendorfs ao invés de
serem imediatamente plaqueadas, implicou um manuseamento “extra” das sementes, o
que poderda explicar a maior contaminagdo neste protocolo que nos outros trés
protocolos (20%).

O protocolo 1 foi o Unico em que as sementes foram plaqueadas diretamente do
recipiente de esterilizacdo para o meio de germinacao, tendo todo o processo, desde a
esterilizacdo até ao plagueamento, ocorrido dentro da cdmara de fluxo, explicando-se
assim a inexisténcia de qualquer contaminagdo neste protocolo. Embora nos protocolos
2, 3 e 4 as sementes tenham sido esterilizadas dentro de Eppendorfs, foi necessario
passa-las para uma caixa de Petri vazia (no interior da camara de fluxo laminar) para que
pudessem ser plagueadas, estando ai expostas a possiveis contaminacgdes.

Face a estes resultados, escolheu-se o protocolo 1 para a obtencdo de plantulas
para a sintese de ectomicorrizas, por este apresentar uma elevada taxa de germinacao,

associada a auséncia de contaminacao e ser facil de aplicar em grande escala.

Para a optimizacdao das condi¢des de crescimento de E. globulus utilizaram-se
diversas composicoes e percentagens de substrato em recipientes com tampa com filtro
HEPA. O uso destes recipientes permitiu a manutencdo da dgua no seu interior e as trocas
gasosas, sem que houvesse risco de contaminacdo, possibilitando um microambiente que
potenciou o elevado crescimento das plantas.

Os volumes de 100 mL e 300 mL de substrato por recipiente foram ensaiados, mas
de imediato eliminados, isto é, ndo foram utilizados para as plantas transplantadas das
caixas de Petri. Assim, 100 mL de substrato por recipiente representava um volume
insuficiente para o desenvolvimento das raizes, sendo também incapaz de proteger as
raizes e o fungo que viria a ser inoculado, contra foto-oxidacdo [140]. Por outro lado,
300 mL de substrato por recipiente aparentava ser um volume de substrato

excessivo, podendo vir a ameagar a vitalidade das plantas quando estas crescessem,
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uma vez que a planta poderia entrar em contato com as paredes do recipiente
levando a um apodrecimento dos tecidos vegetais [68].

Quanto a otimizacdo do substrato, as plantas que cresceram no substrato perlite +
turfa + aredo de rio lavado (4:2:1) + meio MS [112] a %, apresentavam maior firmeza ao
choque em comparagdo com as que cresceram em perlite + turfa (1:1). Esta firmeza
podera estar associada a presenca do aredo que conferiu consisténcia ao substrato
guando este se encontrava com muita agua e além disso, possibilitou uma melhor fixacdo
das raizes das plantas de E. globulus. Os melhores resultados em termos de crescimento
em altura das plantas foram obtidos no ensaio com 200 mL perlite + turfa + aredo de rio
lavado (4:2:1) + 100 mL de meio MS [112] a %, facto que pode estar relacionado com a
presenca de maior firmeza da planta no substrato, associado a elevada quantidade de
agua disponivel no ensaio.

E sabido que a disponibilidade de &gua estd diretamente relacionada com o
crescimento e desenvolvimento de muitas espécies de eucaliptos [90]. No ensaio 200 mL
perlite + turfa + aredo de rio lavado (4:2:1) + 120 mL de meio MS [112] a }5, a capacidade
de retencdo de agua do substrato foi ultrapassada, sendo impossivel plantar as plantulas.
Este facto ndo ocorreu no ensaio com 200 mL perlite + turfa (1:1) + 120 mL de meio MS
[112] a %, muito possivelmente devido a maior percentagem de turfa utilizada, uma vez
gue esta tem uma maior capacidade de retencdo de dgua que a perlite. Contudo, neste
ultimo ensaio, ndo havia aredo de rio para suportar uma maior fixacdo das raizes, nem
dar consisténcia ao substrato, o que explica o facto de as plantas no seu interior ndo
terem alcancado as mesmas dimensdes que as plantas do substrato perlite + turfa +
aredo de rio lavado (4:2:1) + 100 mL de meio MS [112] a %.

Volumes de 60 mL de meio MS [112] a 5, adicionados aos substratos,
demonstraram ser insuficientes para permitir o desenvolvimento das plantas.

As raizes colonizaram de modo homogéneo ambos os substratos testados, muito
possivelmente devido ao facto de a perlite proporcionar porosidade ao substrato,
evitando assim a sua compactacdo [141], [142].

Da analise global dos resultados de crescimento e firmeza das plantas resultou a

escolha do substrato 200 mL perlite + turfa + aredo de rio lavado (4:2:1) + 100 mL de meio

57



MS [112] a ¥4 para a sintese de ectomicorrizas.

Em relagdo a sintese de micorrizas in vitro, ndo se obtiveram resultados positivos
em nenhum dos métodos de micorrizacdo utilizados. Este resultado podera ter sido
devido a diversos fatores como: 1) a incompatibilidade entre fungo e planta; 2) a
inviabilidade do indculo fungico; 3) a quantidade insuficiente de fungo inoculado face ao
volume do substrato; 4) o periodo de duragdo da experiéncia insuficiente para o

estabelecimento de micorrizas; 5) o excesso de calor sentido no interior dos recipientes.

1) A incompatibilidade entre fungo e planta como uma hipdtese para explicar a ndo
formacao de micorrizas in vitro ndao se podera aplicar a todas as combinac¢des ensaiadas,
uma vez que foram observadas ectomicorrizas de H. repandum com E. globulus em
condicdes naturais e como descrito no tépico 4.1. desta dissertacdo. Além disso, a
espécie P. tinctorius é um parceiro fungico muito frequente em plantacdes de eucaliptos,
compostas por E. globulus, ja tendo sido descritas ectomicorrizas formadas pelas duas
espécies [114], [115], [143]. Sabe-se também que diferentes isolados flngicos ou
ecotipos podem ter diferentes graus de especificidade e compatibilidade quanto ao

parceiro vegetal [144].

2) A inviabilidade do indculo fungico é uma hipdtese provdavel para a ineficacia do
método em que se utilizou uma mistura de esporos e fragmentos do himénio para
inocular os eucaliptos, uma vez que pode admitir-se que ndo tenha ocorrido germinacao
dos esporos, embora este método ja tenha sido usado com sucesso por Lu et al. [82]. O
periodo que decorreu entre o momento da colheita do solo usado para o método de soil
trap até a sua utilizacdo, podera ter inviabilizado o material fingico presente, devido a
um longo periodo em condi¢des pouco naturais. Nos recipientes inoculados pelo método
em que os fungos cresceram em meio liquido esta hipdtese é descartada, uma vez que no
momento anterior a inoculagdo, a colonizacdo do meio liquido pelo micélio fungico

indicava, inequivocamente, o vigor do micélio [138].

3) A quantidade de fungo inoculado face ao volume de substrato podera ter sido
insuficiente e inviabilizado o estabelecimento de micorrizas nos recipientes inoculados

com culturas de fungo em meio liquido, tal como é referido por Stamets e Chilton [41]. A
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mesma explicacdo podera ser aplicada ao par E. globulus/H. repandum em que se utilizou
uma mistura de esporos e fragmentos do himénio para inocular os eucaliptos, pois
segundo Lu et al. [82] a densidade de esporos pode influenciar a formacao de micorrizas.
No entanto, Brundrett et al. [145] refutaram esta relagdao, afirmando que ha uma fraca
correlacdo entre o volume de esporos aplicado e o sucesso da inoculacdo por este
método. A presenca de bactérias podera ter um efeito sinérgico e influenciar a formagao
de micorrizas [146]. Para evitar que a quantidade de fungo inoculado pudesse ser um
impedimento ao estabelecimento de micorrizas, poder-se-ia ter recorrido a um segundo
momento de inoculacdo como o efetuado por Brundrett et al. [145]. Nos ensaios em que
se usou soil trap, esta explicacdo é descartada pois segundo Trappe [147], através deste
método, é muito facil estabelecer relacées de simbiose entre fungos ectomicorrizicos e
plantas. Uma outra maneira de contornar o problema da quantidade insuficiente de
fungo inoculado face ao volume de substrato, passaria pela utilizacdo de outros métodos
de estabelecimento de micorrizas de E. globulus, como a colocacdo das radiculas das
plantulas dos E. globulus em contato direto com o fungo a crescer em meio agarisado
[143], [144] ou o método de paper-sandwich [148], [149]. Estes métodos proporcionam
um maior contacto fungo-planta, desde os primeiros dias apds a germinagao, através da
maior quantidade de inéculo fungico colocado diretamente em contato com a parte
radicular das plantulas. Além disso, o fungo j& se encontra bem desenvolvido,
aumentando a probabilidade de ocorrer micorrizagdo, pois o stresse induzido com a
presenca da planta é menor. Em contrapartida, estes métodos sdo muito suscetiveis a
contaminacdes e tém percentagens baixas de sobrevivéncia das plantas pois, estas estao
sujeitas a condicOes elevadas de stresse, quando sdo transferidas para o contato direto

com o fungo, logo no inicio do seu desenvolvimento [68].

4) Em outros ensaios de micorrizagdo in vitro, seguindo métodos semelhantes aos
usados neste ensaio, ocorreu formacado de micorrizas entre 3 a 4 meses ap6s o inicio dos
mesmos [82], [141], [142], [150]. Estes resultados tornam menos plausivel a hipdtese de
ndo ter ocorrido formacdo de micorrizas devido ao curto periodo de duragdo, 4 meses, da

experiéncia.

5) O excesso de calor sentido no interior dos recipientes devido as temperaturas
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elevadas na estufa de crescimento exterior, nos dias de maior calor, poderd ter
desnaturado enzimas importantes na catdlise dos processos metabdlicos fungicos
[151], limitando a possibilidade do estabelecimento da relacdo mutualista fungo-
planta, fazendo com que a Unica espécie a crescer nos recipientes fosse a espécie
vegetal, E. globulus. Temperaturas superiores a 30-34 °C, estdo relatadas em varios
estudos como inibitdrias do crescimento de micélio das espécies fungicas usadas nesta

experiéncia [68], [69], [117], [134], [152].

Embora as metodologias utilizadas para a inoculagdo das plantas neste trabalho ja
tenham sido usadas com sucesso em trabalhos anteriores, a agdo dos fatores acima
analisados, individualmente ou a sua combinacdo, podera efetivamente, ter sido a causa

para o insucesso do estabelecimento de micorrizas em E. globulus.

4.3. Otimiza¢ao das condi¢coes de crescimento de micélio e

tentativa de frutificacao de Macrolepiota procera

O isolamento de culturas puras de micélio de Macrolepiota procera em meio PDA
(Difco™) foi bem sucedida, tendo o fungo colonizado rapidamente o meio de cultura com

uma camada densa de hifas, como observado por Carvalho [69].

Na primeira etapa do processo de aumento de escala (passagem do meio sélido
para o meio liquido), o meio liquido BAF, a 30 °C, com pH 7, promoveu o crescimento de
M. procera, como era esperado [56], [69]. Tal como descrito por Wozniak [57], ocorreu
um bom crescimento do micélio, mesmo com fraca agitacdo, contudo esta ndo foi
suficiente para impedir a formacdo de aglomerados de hifas do fungo, no meio liquido. A
superficie do meio, houve uma expansao de hifas bastante ramificada, podendo esta ser
explicada como uma resposta do fungo aos baixos niveis de oxigénio existentes no meio
liquido, com o objetivo de captar o maximo possivel deste gds. Esta interpretacdo é
sustentada pelo trabalho de Vardar e Lilly [153], onde o oxigénio é considerado o
elemento fisioldgico mais importante, cuja escassez pode resultar na supressdo ou
mesmo na inibicdo total do crescimento de fungos aerdbicos. Emelyanova [154] obteve

um melhor crescimento de micélio quando submergiu as culturas fungicas em solugdes
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suplementadas com oxigénio.

Na segunda etapa do processo de aumento de escala (produgdo de spawn),
comparou-se o efeito das misturas de substratos, constituidas por graos de cereais (duas
espécies e trés composi¢des). O melhor crescimento fungico foi obtido na mistura 70 %
aveia + 30 % trigo, muito possivelmente devido a porosidade, tamanho e consisténcia da
mistura dos graos. Tinoco et al. [155] confirmam esta hipdtese pois observaram que
superficies maiores e mais porosas sdo mais propicias ao estabelecimento e crescimento
de micélio. Outros autores descreveram a mistura 100 % aveia como adequada a
producdo de spawn de outras espécies de fungos saprofitas (e. g. [41], [46]). A mistura
100 % trigo que se encontrava demasiado “empapada”, muito possivelmente devido ao
excesso de tempo de cozedura, foi a que proporcionou menor crescimento do micélio, tal
como o observado por Stanley [156]. A compactacdo do grdo e a agua em excesso, terdo
levado a diminuicdo do arejamento e da concentragdo de oxigénio nas camadas inferiores
do substrato [157]. O oxigénio desempenha um papel crucial no metabolismo celular,
sendo essencial para a respiracao do fungo, pelo que a taxa de respiracdo esta
diretamente relacionada com a concentracdo de O, no substrato [158]. Contrariando
estes resultados, Peksen e Kibar [58] apontaram a mistura de 100 % trigo, como a mais
favoravel para o aumento de escala da cultura de micélio de M. procera. O recipiente com
tampa com o filtro HEPA permitiu as trocas gasosas necessdrias e mostrou ser uma

barreira eficiente contra as contamina¢des externas.

A spawn obtida foi utilizada para inocular e comparar, diversos substratos de
producdo para M. procera. Ocorreu crescimento do micélio em todos os trés substratos
de producdo, resultado semelhante ao obtido por Peksen e Kibar [58], tendo o fungo
colonizado o substrato com folhas de carvalho + estrume de cavalo mais eficazmente,
gue os substratos com palhas (trigo ou arroz) + estrume de cavalo. Esta discrepancia na
colonizacdo podera estar associada aos diferentes valores de racio C:N existente nos
diferentes substratos [58]. Segundo Philippoussis et al. [159], uma elevada concentracdo
de N no substrato tem um efeito negativo no crescimento do micélio. Neste ensaio, a
colonizacdo eficiente dos substratos com estrume de cavalo contraria Maki e Paccola-

Meirelles [160] que, no seu trabalho com Macrolepiota bonaerensis, chegaram a
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conclusdo que substratos que contém estrume ndo proporcionam um desenvolvimento
satisfatorio do micélio, exceto quando complementados com humus. Segundo Felgel
[161], o substrato que proporciona um crescimento mais rapido de Macrolepiota
gracilenta é a palha de arroz compostada, contudo neste trabalho, ndo foi este o
substrato de producdo que proporcionou um crescimento mais rdpido do micélio. Na
Unica referéncia de produgdo de M. procera encontrada na bibliografia, o micélio
colonizou totalmente o substrato de producdo entre 30 a 35 dias, a temperatura de
27 - 28 °C [162].

As diferencgas na constituicdo dos diferentes substratos de producdo e entre tipos
de contentores (recipientes e sacos) nao se refletiram na colonizacdo das cinco receitas
de terra de cobertura, muito possivelmente devido a elevada percentagem de
colonizacdo dos substratos de producdo aquando do momento da aplicacdo da terra de

cobertura.

Tal como o sucedido nos trabalhos de Peksen e Kibar [58] e de Pereira [59]
realizados com M. procera, ndo ocorreu formacgao de corpos frutiferos apés aplicacao dos
estimulos para a sua inducdo. Porém, nos substratos sujeitos ao primeiro tratamento
para a inducdo da formacao de corpos frutiferos apareceram pequenas massas densas de
hifas, muito semelhantes as estruturas onde se originam os corpos frutiferos na natureza,
em certos pontos da superficie dos substratos cobertos por manta morta (Fig. 3.8.).
Massas densas de hifas semelhantes as formadas no presente ensaio foram também
observadas por Pereira [59], contudo, ndo a superficie dos substratos, mas
essencialmente nas zonas dos filtros de ar, pelo que se danificavam ao toque.

No presente trabalho, observou-se que estas estruturas apenas se formaram na
superficie dos substratos com terra de cobertura a base de manta morta. Esta tera
proporcionado um adequado arejamento ao invés dos substratos com terra de cobertura
composta maioritariamente por turfa, que é muito mais compacta.

O menor numero de massas densas de hifas formadas nos recipientes com tampa
com filtro HEPA em relagdo aos sacos de autoclave, esteve provavelmente associado a

menor quantidade de substrato disponivel para o fungo.
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Por outro lado, nos substratos sujeitos aos estimulos para a inducao da formacdo de
corpos frutiferos do segundo tratamento, registou-se grande vigor na colonizagdo da
superficie das cinco receitas de terra de cobertura. Esse efeito podera ter sido devido ao
periodo em que os substratos estiveram no frio que, juntamente com as regas, permitiu
um aumento da humidade superficial das terras de cobertura, proporcionando assim um
ambiente mais propicio ao crescimento do fungo, quando da passagem para a sala de
cultivo a 20 °C. Esta colonizacdo da terra de cobertura terd sido excessiva, ndo se
verificando condi¢Ges para que ocorresse a formagdo de corpos frutiferos, como explicam
Stamets e Chilton [41], nem t3o pouco a formagcdo de massas densas de hifas que
poderiam originar cogumelos.

O abaixamento da temperatura para perto de temperaturas de refrigeracdo é um
procedimento usualmente utilizado como estimulo para a inducdo da formacao de corpos
frutiferos em outras espécies de fungos, como por exemplo Pleurotus ostreatus [41],

[163].

A ndo formacgao de corpos frutiferos em nenhum dos contentores, leva a crer que o
reduzido volume dos recipientes em relagcdo aos sacos, ndo constituiu um estimulo de
restricdo espacial que, sozinho ou acompanhado de outros estimulos, poderia induzir a
formacao de corpos frutiferos, como o reportado por Hawker [164]. Observacdes de
campo, sugeriram este estimulo com potencial de inducdo de corpos frutiferos, uma vez
gue se observaram cogumelos, com alguma frequéncia, na margem de caminhos e

estradas que serviriam de obstaculo a propagacdo do micélio de M. procera.

Com a utilizacdo de manta morta i) ndo tratada, ii) pasteurizada e iii) esterilizada
como terra de cobertura esperava-se que, em caso de formacdo de corpos frutiferos, se
pudesse correlacionar esta com a presenca de bactérias ou enddsporos (estruturas de
resisténcia de algumas bactérias), presentes na manta morta, que quando germinados,
poderiam ter um efeito indutor na producdao de corpos frutiferos. Este efeito foi
observado em diversos estudos com a espécie Agaricus bisporus [165]-[168]. A
pasteurizacdo serviria para destruir as estruturas vegetativas das bactérias, sobrevivendo
apenas os enddsporos, enquanto que a esterilizacdo eliminaria as bactérias e os

enddsporos [169]. Uma vez que ndo se obtiveram corpos frutiferos e o aparecimento de
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pequenas massas densas de hifas ocorreu igualmente nos trés substratos de producdo
cobertos por manta morta (ndo tratada, pasteurizada e esterilizada), esta correlagao nao

pode ser feita.

Maki e Paccola-Meirelles [160] conseguiram produzir corpos frutiferos de M. bonaerensis
utilizando como estimulo de inducdo terra de cobertura enriquecida com carvao ativado.
Contudo, procedimento semelhante com M. procera nao teve sucesso. De referir ainda
gue, ao contrdrio dos resultados obtidos por Sharma et al. [162], em que ao fim de 18-21
dias apds a aplicacao da terra de cobertura se formaram os primeiros corpos frutiferos,
no presente trabalho, ao fim de 25 dias, ocorreu o escurecimento da cor dos trés
substratos de producdo e a degeneracdo do micélio. Esta ter-se-a devido a plasmdlise das
hifas, por autdlise celular como resultado de alteragdes metabdlicas internas da célula
gue conduziram a sua destruicdo, por acdo de enzimas lisossémicas [10], o que levou a

diminuicdo do volume dos diferentes substratos.

Relativamente ao ensaio de inoculacdo na natureza de spawn de M. procera ndo se
observaram corpos frutiferos até a conclusdo deste trabalho escrito, como seria de
esperar, devido ao curto intervalo de tempo decorrido desde a inoculacdo. Esta espécie ja
foi reportada como tendo sido cultivada com sucesso, isto é com obtencdo de corpos

frutiferos por métodos de inoculag¢ao na natureza, semelhantes ao usado [130], [170].

64



Capitulo 5 - Conclusao

Com este trabalho conseguiu provar-se que a espécie fungica Hydnum repandum
estabelece uma relagdo mutualista com a espécie Eucalyptus globulus, em condi¢des
naturais, fora da drea de distribuicdo nativa da espécie vegetal. Foi efetuada a primeira
descrigcao das ectomicorrizas de E. globulus + H. repandum (ndo foi encontrada qualquer
referéncia na literatura), contudo é necessaria a observacdo de mais material para

produzir uma descrigdo mais detalhada.

Os ensaios de sintese in vitro de micorrizas de E. globulus com diversas espécies
de fungos comestiveis ndo tiveram sucesso. Apesar disso, os resultados obtidos
proporcionaram informacdo relevante para prosseguir os trabalhos de investigacao
futuros. A tentativa de isolamento em meio PDA a partir de explantes de corpos frutiferos
e de pontas micorrizicas de H. repandum nao foi bem-sucedida, sendo necessario
aprimorar um método de isolamento para esta espécie. No caso da espécie Boletus edulis
serda necessario recorrer a um método de isolamento que proporcione condi¢bes de
crescimento deste fungo, provavelmente meios de cultura com outra composicao.

O melhor protocolo para a esterilizacdo e germina¢dao de sementes é o mergulho
destas em gobelés com solucdo de hipoclorito de sédio (3 %) e agua destilada
intercaladas, em condicdes asséticas, seguida de inoculacdo em caixas de Petri com meio
MS a % + agar. Embora ndo se tenha obtido a sintese de micorrizas, os recipientes
utilizados, com 200 mL de substrato perlite + turfa + aredo de rio lavado (4:2:1) + 100 mL
de meio MS a % + agar, proporcionaram condicdes ideais para o crescimento saudavel
das plantas de E. globulus. Contudo, apesar de esta metodologia ter proporcionado boas
condicbes de crescimento para a espécie vegetal, o mesmo ndo aconteceu com as
espécies fungicas, que ndo colonizaram o substrato. Assim, serdo necessarios mais
estudos a fim de aperfeicoar a metodologia utilizada de modo a criar igualmente
condi¢cGes adequadas de crescimento das espécies fungicas, possibilitando, desta forma, a

micorrizagao.
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Poder-se-do utilizar outras metodologias para conseguir a sintese de micorrizas in
vitro de E. globulus com espécies de fungos comestiveis, com o objetivo final de
contribuir para a melhor gestdo das plantacées de eucaliptos; as plantas micorrizadas
beneficiardo da associagdo com menor apport de fertilizantes e os cogumelos comestiveis

poderdo constituir um recurso econémico apreciavel.

O isolamento de cultura pura de Macrolepiota procera nao revelou dificuldades
uma vez que esta espécie colonizou eficazmente o meio de cultura PDA.

O crescimento da spawn na mistura de 70 % aveia + 30 % trigo, através da
inoculacdo de micélio em meio liquido BAF, revelou ser ideal para um desenvolvimento
rapido e saudavel do fungo. Embora tenham ocorrido pequenas variacées em termos de
colonizagdo dos diferentes substratos de produgdo, estas ndo se manifestaram no
desenvolvimento do micélio nas cinco receitas de terra de cobertura. Porém, a aplicacdo
de diversos estimulos de inducdo de corpos frutiferos ndo induziu a formacgdo de
cogumelos. No entanto, nos substratos cobertos por manta morta que nao sofreram
estimulo de refrigeracdo, obtiveram-se pequenas massas densas de hifas, semelhantes as
estruturas que originam os corpos frutiferos na natureza. Assim, varias etapas foram
encurtadas, para investigacdes futuras, com a aquisicao de conhecimentos importantes
desde o momento do isolamento do fungo em cultura pura, passando pelo aumento de
escala, até a composicdo final de substratos prontos a produzir.

A formacado de corpos frutiferos constituiu, como esperado, uma fase complexa do
ciclo de vida de M. procera, revelando-se o grande desafio desta investigacdo. A aplicacdo
de mais tecnologia (e. g. nebulizador para manter os niveis de humidade constantes),
associada a inducdo de outros estimulos de formacdo de corpos frutiferos, levara a
descoberta do processo de formacao, destes tdo apreciados cogumelos, em condigdes

controladas.

Esta dissertacdo veio acrescentar novos conhecimentos de relevancia para o
desenvolvimento de novos protocolos de producdo de cogumelos comestiveis bem como,
para a exploracdo de novas associacbes micorrizicas de grande interesse econdmico e

biotecnoldgico.
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Tabela suplementar 1: Valores resultantes da primeira avaliagdo das plantas

Réplicas Parte Radicular (cm) Parte Aérea (cm) Peso Total (g)
1 0.5 0.4 0.0066
2 0.4 0.5 0.0060
3 0.5 0.4 0.0067
4 0.6 0.5 0.0073
5 0.4 0.5 0.0063
6 0.5 0.4 0.0063
7 0.4 0.4 0.0045
8 0.6 0.5 0.0077
9 0.5 0.5 0.0072
10 0.5 0.5 0.0074

Tabela suplementar 2: Valores resultantes da segunda avalia¢do das plantas

Réplicas Parte Radicular (cm) Parte Aérea (cm) Peso Total (g)
1 2.9 3.0 0.0366
2 3.4 2.6 0.0359
3 3.0 3.5 0.0541
4 2.8 3.0 0.0481
5 3.7 2.9 0.0464
6 3.6 2.8 0.0398
7 3.1 3.4 0.0526
8 3.1 2.9 0.0391
9 3.2 2.9 0.0389

[EEN
o

3.6 3.1 0.0435




Tabela suplementar 3: Valores resultantes da terceira avaliagdo das plantas utilizadas como controlo
negativo

Parte Radi- Parte Aérea Tapete Ra-  Parte aérea Peso Total
Réplicas cular (cm) (cm) N¢ Folhas dicular (g) @ (@
1 13 14 66 1.62 1.37 2.99
2 17 15 44 1.81 1.35 3.16
3 13 14 62 1.89 1.68 3.57
4 16 14 58 1.60 1.46 3.06
5 13 15 48 1.87 1.64 3.51
6 12 14 49 1.82 1.46 3.28
7 13 15 54 2.24 1.85 4.09
8 13 14 46 1.63 1.21 2.84
9 19 14 50 2.09 1.72 3.81
10 11 14 54 1,54 1.13 2.67
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