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Fig. 5 – Actividade da CAT (x ± se, n=9) em raízes 
de C. sativa após inoculação com A. muscaria. 
Determinações efectuadas de acordo com o 
método de Aebi (1983). A análise de variância, 
pelo teste ANOVA (p≤0,05), revelou: ■ valores 
significativos em relação às 3h.
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Caracterização do sistema antioxidativo no estabelecimento da associação
micorrízica Castanea sativa Mill. / Amanita muscaria

Durante o estabelecimento da associação micorrízica, ocorrem várias alterações morfológicas, fisiológicas e ecológicas em ambos os intervenientes, que têm 
sido objecto de estudo por diversos autores. Contudo, os mecanismos que controlam o processo de colonização e como este se inicia é completamente 
desconhecido. Os poucos trabalhos desenvolvidos nesta área, utilizando micorrizas arbusculares, sugerem que, durante as primeiras horas de invasão do 
fungo, ocorre uma indução de resposta de defesa por parte da planta hospedeira, semelhante à observada na interacção planta-patogénio. 
O presente trabalho pretende averiguar o efeito da inoculação de plantas de Castanea sativa Mill. com o fungo ectomicorrízico Amanita muscaria, na indução 
de resposta de defesa da planta hospedeira.

Introdução e Objectivos

AgradecimentosAgradecimentos. Projecto FCT POCTI/BSE/38059/2001 e AGRO 689 

O trabalho experimental decorreu num sistema “in vitro” (Fig.1), estabelecido entre plantas de Castanea sativa Mill. e o fungo Amanita muscaria (Am). 

Material e Métodos

Níveis de H2O2

Fig. 2 – Níveis de H2O2 (x±se, n=9) nas folhas, caules e raízes de C. 
sativa inoculadas com A. muscaria, assim como no fungo que esteve 
em contacto com as raízes (Am em contacto). Determinações 
efectuadas de acordo com Loreto e Velikova (2001). A análise de 
variância, pelo teste ANOVA (p≤0,05), revelou: ♦ valores significativos 
em relação às 3 e 11h  ♦♦ valores significativos em relação às 11h.

Enzimas de stresse oxidativo

Fig. 4 – Actividade da SOD (x ± se, n=3) em raízes de C. 
sativa após inoculação com A. muscaria. Determinações 
efectuadas de acordo com o método NBT (Beyer & 
Fridovich, 1987). A análise de variância, pelo teste ANOVA 
(p≤0,05), revelou: ■ valores significativos em relação às 0h  
■ ■ valores significativos em relação às 2h.
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1. O aumento dos níveis de H2O2 e de O2
- nas raízes de C. sativa após contacto com o fungo 

ectomicorrízico A. muscaria reflecte uma condição de stresse oxidativo similar ao observado na 
interacção incompatível planta –patogénio.
2. Nas primeiras horas de contacto, a produção de espécies reactivas de oxigénio na raiz parece 
corresponder aos locais de infecção com o fungo A. muscaria.
3. O aumento da actividade da SOD, observado na primeira hora de contacto raiz/fungo, pode ser 
responsável pela degradação do O2

- e pela produção de H2O2.
4. A redução de actividade da CAT que precede o segundo pico de produção de H2O2 poderá
promover o aumento dos níveis de H2O2.

Resultados

UM/EC

Fig. 6 – Comparação da actividade da SOD, CAT e 
níveis de H2O2 nas raízes de C. sativa após 
inoculação com A. muscaria. Conclusões

Isolamento de micélio

Para diferentes tempos de contacto planta-fungo (0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7, 9, 
11, 15, 24 e 48 h) retiraram-se 15 plantas e fizeram-se 3 repetições 
(cada uma com 5 plantas). Determinou-se os níveis de H2O2, e a 
actividade da Superóxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT). Para os 
tempos de contacto 0,5, 1 e 2 h verificou-se ainda a produção e 
localização de O2

- nas raízes das plantas.

Desinfecção das castanhas 
em lixívia comercial

Crescimento em meio 
MMN sólido e líquido

Amanita muscaria

Poda da radícula e 
transferência para 
frascos (1,5L) 

Inoculação com fungo

Fig. 1 - Procedimento para a obtenção de 
plantas micorrizadas com A. muscaria em 
condições axénicas. 

Germinação em areia Crescimento no escuro até
desenvolvimento da parte 
aérea

Verificou-se três picos de produção de 
H2O2 nas raízes inoculadas com A. 
muscaria (0,5; 7 e 15h após 
inoculação), sendo dois deles 
estatisticamente significativos (7, 15h).

Observou-se igualmente a produção 
de O2

-, especialmente ao fim de 1 h de 
contacto raiz-fungo, sobretudo nas 
raízes recém-formadas.

Produção e detecção in situ de O2
-

Fig. 3 – Detecção in situ da produção do anião 
superóxido (coloração azul) em raízes de C. sativa
nas primeiras horas de contacto com o fungo        
A. muscaria. O método utilizado baseou-se na 
redução de NBT (Romero-Puertas et al., 2004).
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Quanto à actividade das enzimas de 
stresse oxidativo, verificou-se que: 
- A variação da actividade da SOD e CAT 
apresentou três picos 
- Na primeira hora após o contacto, a 
variação da actividade da SOD e da CAT
- Imediatamente antes do segundo pico de 
H2O2, ocorre um decréscimo nas 
actividades de SOD e CAT


