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RESUMO

CHIQUETE, Adalberto Antbnio Sukumula, MS., Universidade Federal de
Vigosa, outubro de 2001. Atividades das enzimas de assimilacédo de

nitrogénio em mudas de eucalipto com ectomicorrizas. Orientadora:
Maria Catarina Megumi Kasuya. Conselheiros: Arnaldo Chaer Borges e
Paulo Roberto Gomes Pereira.

A atividade de glutamato desidrogenase (GDH), glutamina sintetase
(GS) e glutamtato sintase (GOGAT) foi determinada em trés isolados dos
fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp. (PT90A e RV82) e Laccaria laccata
(ME46), crescidos por 25 dias na presenca 2,26 mmol L de N-NHs*, N-NO3
ou N-NH;/N-NOs (L:1). A atividade de todas as enzimas variou entre 0s
isolados e também com a fonte de nitrogénio utilizada no meio de crescimento.
Em geral, os maiores valores de atividade foram observados no micélio do
isolado RV82 Pisolithus sp. Este isolado também produziu maior quantidade de
proteina. Nao foi observado crescimento micelial do isolado ME46 quando
cultivado em meio contendo N-NOs~ como Unica fonte de nitrogénio. Foi
também estudado, em tubetes com 50 cm® de areia, o efeito de NNO3, N-NHs*
ou N-NH;/NO3 (1:1), nas doses de 50, 75, 100 ou 200 mg Kg'l, sobre a
colonizagdo micorrizica, a producdo e composicdo mineral da matéria seca,
bem como as atividades das enzimas de assimilacdo de nitrogénio redutase do
nitrato (RN), GDH, GS e GOGAT, em mudas de E. grandis inoculadas com os

isolados acima. A atividade das enzimas de assimilagdo do nitrogénio na planta



variou de acordo com a fonte e a dose de N aplicada e o fungo inoculado. Em
geral, a atividade das enzimas na parte aérea das plantas foi maior do que na
raiz, observando-se sempre maior atividade nas plantas inoculadas em relacdo
& ndo inoculadas. No sistema radicular de plantas inoculadas com o ME46 e
no das ndo-inoculadas ndo foi detectada atividade de RN e GDH. A producédo
de matéria seca e o conteudo de nutrientes foi maior nas plantas inoculadas
em relacdo & naoinoculadas.Concluiu-se que associacdo ectomicorrizica
influencia a eficiéncia de utilizacdo de diferentes formas de N pelas plantas, por
alterar a atividade das enzimas de assimilagcdo desse elemento.



ABSTRACT

CHIQUETE, Adalberto Antbnio Sukumula, M.S. Universidade Federal de
Vigosa, october, 2001. Activity of nitrogen assimilation enzymes in
ectomycorrhizal Eucalyptus seedlings. Adviser: Maria Catarina Megumi
Kasuya. Committee Members: Arnaldo Chaer Borges e Paulo Roberto
Gomes Pereira.

The activity of glutamate dehydrogenase (GDH), glutamine synthetase (GS), and
glutamate synthase (GOGAT) was determined in the mycdium of three isolates of the
ectomycorrhiza fungi Pisolithus  sp. (PT 90A and RV 82) and Laccaria laccata
(ME46), grown for 25 days in media containing 226 mmol L* N-NH,", NNO3, and N
NH;"/ N-NOs (L:1). Enzyme activity varied among isolates and nitrogen sources added
to the growth media In generd, the highest activity vaues were obsarved in the
mycdium of RV 82. This isolate dso presented the highest protein content recorded. No
mycdid growth was obsarved for the isolae ME46 when grown in medium containing
only N-NOs as nitrogen source. The effect of N-NH4", N-NOs, and N-NH4"/ N-NOs
(1:1), supplied & 50, 75, 100, and 200 mg kg', on the ectomycorrhiza colonization, dry
meatter production, minerd compogtion, and on the activity of the nitrogen assmilaion
enzymes nitrae reductase (NR), GDH, GS, and GOGAT was dudied in E. grandis
seadlings inoculaed with the fungd isolaes PT 90A, RV 82, ME46. The activity of
nitrogen assmilaion enzymes in the plants vaied with N source, dose, and fungd
isolated used. In generd, enzyme activity in the shoots was higher than that of the root
sydem. Also, inoculaed plants had higher enzyme activities than norrinoculated ones.
In the root sysem of plants inoculaed with ME46 and in that of nonrinoculated plants,
no activity of NR and GDH was observed. Dry matter production and nutrient content



were higher in inoculated plants compared to non-inoculated ones The ectomycorrhizal
asocidion influences the utilizetion efficiency of differet N sources in plants by
dtering the activities of nitrogen assmilation enzymes.



1. INTRODUGCAO

A disponibiidade do N no solo é um dos fatores limitantes para o
crescimento de espécies florestais. Vaéarios estudos tém constatado a
contribuicdo dos fungos micorrizicos na nutricdo nitrogenada das plantas.
Estudos “in vitro” de assimilagédo de nitrogénio inorganico tém mostrado que 0s
fungos micorrizicos utiizam preferencialmente o N-NH:*, e apresentam
variacdo intra e inter-especifica na atividade das enzimas redutase do nitrato
(RN), redutase do nitrito (NiR), glutamato desidrogenase (GDH) e glutamina
sintetase/glutamato  sintase  (GS/GOGAT), dependendo da fonte e da
concentragdo do nitrogénio. Em presenca de N-NHs" e N-NOg, inicialmente o
NH," é assimilado com alta atividade de GDH e GS/GOGAT e a sintese de RN
ocorre posteriormente para a utilizacdo do N-NOg3. A presenca de micorrizas
em mudas de Eucalyptus grandis promove aumento na atividade da RN nas
folhas, com maior taxa de absorcdo de nitrato e aumento na producdo de
matéria seca. Considerando a hipotese de que a associagdo micorrizica pode
alterar a eficiéncia de assimilacdo e a capacidade de conversdo do nitrogénio
em formas que sdo mais facilmente utilizaveis pela planta, alterando o
metabolismo e a atividade das enzimas das vias de assimilagdo de N, o
objetivo deste trabalho foi determinar a atividade dessas enzimas na parte

aérea e no sistema radicular de mudas de E. grandis, com ou sem micorrizas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia, utilizacdo e contribuicdo de fungos micorrizicos na

nutricdo nitrogenada das plantas

O nitrogénio é um dos principais constituintes de diversos compostos
essenciais & células vivas, e fundamental para o crescimento de todos os
organismos. Na célula, o nitrogénio faz parte da estrutura, desde pequenas
moléculas como aminoacidos, nucleotideos, antibidticos e vitaminas, até
macromoléculas como proteinas, acidos nucléicos e polissacarideos
complexos (TYLER, 1978; MARSCHNER, 1995).

Além do papel estrutural, os niveis e fontes de nitrogénio disponiveis
podem regular diversos processos metabdlicos (ROLLINS & GAUCHER, 1994),
interferindo na atividade de enzimas do catabolismo ou na assimilacdo de
formas ndo prontamente utilizaveis de nitrogénio, processo denominado “efeito
amonio” ou repressao catabdlica pelo nitrogénio (SCHREIER et al., 1982).

As plantas exercem funcdo importante na ciclagem deste elemento na
biosfera pela incorporagdo do NO3, NHz e N em moléculas organicas
complexas (CRAWFORD et al., 1992). O ion amdnio (NH;) é a forma de
nitrogénio inorganico mais faciimente utlizavel por fungos e bactérias, e
mesmo compostos como nitrato e nitrito, antes de serem utilizados, sao
reduzidos para a forma NH;" (MARSCHNER, 1995).



Os fungos micorrizicos contribuem de forma quantitativa e qualitativa
para a nutrigo nitrogenada das plantas (FINLAY et al, 1991). A importancia
dos fungos micorrizicos na absorcdo de nutrientes tem sido amplamente
documentada, apesar dos poucos estudos sobre a funcdo da fase micelial da
simbiose no processo. O efeito da colonizagdo na nutricdo mineral, e nutricdo
fosfatada em particular, tem sido muito estudado (ADAMS & ATTIWILL, 1982;
HARLEY & SMITH, 1983; JENTSCHKE et al., 1998).

Assume-se que o0 suprimento direto de fotoassimilados do hospedeiro
para o fungo contribui para a sua habiidade de competicGo com outros
componentes da microbiota do solo por nutrientes disponiveis. A nutricdo
fosfatada das ectomicorrizas tem sido extensivamente estudada mas, a
fisiologia das interacdes entre a colonizacdo e a nutricdo nitrogenada é pouco
conhecida (FINLAY et al, 1988). O efeito de diferentes compostos
nirogenados no crescimento vegetatvo do fungo tem sido examinado e
estudos de assimilacdo de nitrogénio em cultura pura tém sido feitos (LAIHO,
1970; LUNDERBERG, 1970, GENETET, MARTIN & STEWART, 1984,
MARTIN, 1985; SILVA, 1996; VARAVALLO, 1998), mas a informacdo acerca
do modo de absorcdo e metabolismo de compostos nitrogenados ainda é
restrita.

A modificagdo da geometria e 0 aumento na superficie de absor¢do do
sistema radicular micorrizado (BOWEN, 1973) aumenta a eficiéncia de
absorcdo e translocacdo do nitrogénio organico para a raiz (FRANCE & REID,
1983). Isto pode ser importante principalmente em situagbes onde as
concentracbes de amonio disponivel sdo reduzidas ou onde o fluxo em massa
€ severamente restrito em solos secos (CLARKE & BARLEY, 1968).

2.2. Assimilagédo de nitrogénio

Para plantas e alguns fungos do solo, o nitrato (NO3’) é a forma mais
abundante de nitrogénio. Neste caso, para ser absorvido, o nitrato deve ser
antes reduzido para NH4*, pela agdo conjunta das enzimas redutase do nitrato
(RN; NADH, E.C. 1.6.6.1. ou NADPH, E.C. 1.6.6.2) e redutase do nitrito (NiR;
E.C.1.7.7.1).



A absorcdo preferencial de amoénio ou nitrato pelos fungos micorrizicos
parece ser altamente especifica (BOWEN & SMITH, 1981). Estudos feitos com
varios fungos ectomicorrizicos mostraram que a absorcdo de nitrogénio
amoniacal foi maior do que do nitrico (LITTKE et al., 1984; GENETET, 1983;
SILVA, 1996; VARAVALLO, 1998). A maioria destes resultados foram, contudo,
obtidos em condicbes de culturas especifica onde uma Unica forma de
nitrogénio foi usada e pouco se sabe sobre as taxas de colonizacdo por fungos
ectomicorrizicos na presenca de fontes combinadas de nitrogénio (PUTRA et
al., 1999). Dados obtidos por estes autores demonstraram que a absorcdo de
nirato por Scleroderma verrucosum foi altamente correlacionada com a
atividade da RN. Quando ions ambnio estavam presentes no meio de
incubacdo, a absorcdo do nitrato foi praticamente indetectavel e a atividade da
NR permaneceu negligivel ( PEREIRA1993; SILVA, 1996 & PUTRA et al,
1999).

A atividade da RN de S. verrucossum parece diferir daquela do H.
cylindrosporum (SCHEROMM et al., 1990), contudo, apesar deste ultimo fungo
ter sido crescido em amonio, teve uma atividade da RN equivalente ajuela do
crescido em nitrato. A capacidade de reduzir o N-NOj™ diferiu significativamente
entre os fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp., isolados 1S83 e RS27, Paxilus
involutus e Scleroderma sp., quando crescidos em meio de cultura com
diversas fontes de N (PEREIRA, 1993). Este autor observou que a atividade da
RN foi menor no micélio dos fungos apds o crescimento em meio contendo
apenas N-NH:*. Os isolados de Pisolithus sp. apresentaram atividade da RN
seis vezes maior que a dos fungos P. involutus e Scleroderma sp., quando
crescidos em meio contendo N-NH,* e 2,5 e 8 vezes, respectivamente, quando
0 meio continha N-NOs. Em plantas, NHs* pode ser assimilado diretamente
pelas raizes ou ser translocado para a parte aérea antes da assimilagdo
(FORDE, 2000; BOTTON et al., 1994; OAKS, 1993).

O mecanismo de reducdo do nitrato em plantas superiores segue a
reacao abaixo:

NO +8H" + 8¢ RNNIR N, +2H,0 + OH

A RN é a enzima chave envolvida na primeira fase de assimilacédo do

nitrato pelas plantas. Ela catalisa a reducdo do nitrato para nitrito com piridina



nucleotideo, uma reducdo de dois elétrons, e a nitrito redutase segue
transformando o nitrito para amdnia em uma reagdo que envolve a reducédo de
seis elétrons (CRAWFORD, 1995; MARSCHNER, 1995; AHMAD & ABDIN,
1999). A colonizagdo micorrizica pode alterar a eficiéncia de assimilacédo e a
capacidade de conversdo do nitrogénio em formas que sdo mais facilmente
utilizaveis pela raiz (MARTIN, RAMSTEDT & SODERHALL, 1987).

Experimentos realizados por FINLAY et al. (1988, 1989) sugerem que
muito do nitrogénio absorvido pelas micorrizas pode estar na forma organica,
devido a assimilacdo do nitrogénio organico pelo micélio do fungo micorrizico, e
a translocacdo na forma de aminoacidos para a interface fungo hospedeiro. A
absorcdo de nitrogénio a partir do amoénio e acido glutamico foi demonstrada
primeiro por MELIN & NILSSON (1952, 1953) em sistemas asseépticos
contendo uma fonte exdgena de carbono e micélio de Suillus variegatus. Estes
autores ndo determinaram a forma na qual os compostos labeis se movem,
mas eles concluiram que o micélio fungico desempenha uma fungdo importante
natranslocacdo de compostos nitrogenados para plantas micorrizadas.

O processo de absorcdo de amobnio foi estudado em micorrizas
excisadas por CARRODUS (1966, 1967) o qual concluiu que o processo era
metabolicamente dependente do suprimento de carboidratos que s&o
utilizados, em parte, para a producdo de aminodcidos a partir do aménio
absorvido. Sob condi¢cdes naturais, estes carboidratos podem ser supridos pelo
hospedeiro e, em estudos envolvendo raizes excisadas, a aplicacdo exdgena
de carboidratos tem sido essencial para a répida absor¢cdo de amdnio.

O principal composto no qual o carbono fixado € sintetizado é a
glutamina. A importancia da glutamina como o primeiro produto da assimilac&o
do amoénio foi confirmada por MARTIN et al. (1986) que encontraram que a
glutamina e o glutamato incorporaram a parte principal do nitrogénio suprido
em micorrizas excisadas.

A assimilacdo do nitrato esta associada ao ganho de biomassa pela
planta durante todo o estadio vegetativo até o florescimento (FABRE &
PLANCHON, 2000). Praticamente todas as plantas podem usar o nitrato como
fonte de nitrogénio e a maioria das espécies é capaz de reduzir o nitrato tanto
na raiz como na parte aérea (RUNGE, 1983).

A extensdo de reducdo do nitrato nas raizes e parte aérea depende da

forma do N (nitrato, ou nitrato e amonio), da quantidade de nitrato suprido e da



guantidade de radiagcdo, sendo que a presenca de amoénio no meio radicular
das plantas pode suprimir a reducdo do nitrato (PEUKE & KAISER, 1996).
Segundo estes autores, com 0 aumento da concentracdo do nitrato no meio
radicular, a contribuicdo da reducdo do nitrato na parte aérea geralmente
aumenta, 0 que tem sido explicado pela saturagdo no processo de reducéo do
nitrato na raiz

HO e TRAPPE (1980) frisaram que a alta atividade da RN nas raizes de
Pseudotsuga menziesii poderia indicar maior eficiéncia dessas na utilizacdo do
nitrato. Contudo, ADAMS & ATIWILL (1982) mostraram que a atividade da RN
em Eucalyptus regnans, Eucalyptus obliqua e Pinus radiata era altamente
induzida pelo substrato da enzima, postulando que essa inducdo fosse
provavelmente consequiéncia e ndo a causa da “preferéncia’ pela absorcdo de
nitrato. Depois de absorvido, o nitrogénio inorganico deve ser convertido, por
mecanismos eficientes de assimilagdo, para a forma de um composto organico,
geralmente grupos amina ou amida (MARTIN, 1985). Glutamato e glutamina
sdo os principais doadores de nitrogénio das células para diversas reacbes do
metabolismo, especialmente aquelas de biossintese (LEHNINGER et al., 1993;
TYLER, 1978). Duas vias sdo preferéncialmente utilizadas pelas células para
assimilacio de N-NHs (DAWES & SUTHERLAND, 1992). A primeira,
considerada de baixa afinidade, envolve a enzima glutamato desidrogenase
(GDH), que catalisa a aminacdo redutiva do 2-oxoglutarato produzindo
glutamato (NADP-GDH, E.C. 14.1.4), ou a desaminacdo oxidativa do
glutamato produzindo aménio (NAD-GDH, E.C. 14.12), de acordo com a
seguinte equacdo (KHOLY et al., 1993; ERTAN, 1992):

> —»>
2-Oxoglutarato + NH4" + NAD(P)H GDH  Glutamato + NAD(P)" + HO

Uma segunda via, de alta afinidade, é catalisada por duas enzimas:
glutamina sintetase (GS; E.C. 6.3.1.2), e glutamato sintase (GOGAT; Fd-
GOGAT, EC. 14113 ou NADP)HGOGAT, E.C. 14.1.13), produzindo
glutamina e glutamato, respectivamente, com gasto de ATP, de acordo com as
equacoes abaixo (KHOLY et al., 1993; LEHNINGER et al., 1993):



Glutamina sintetase (GS):

<4+— —>
Glutamato + NH," + ATP GS Glutamina + ADP + Pi + H,O

a) Glutamato sintase:

<+ —>
Glutamina + 2-oxoglutarato + NAD(P)H GOGAT 2Glutamato + NAD(P)*

A atividade de GOGAT, dependente de ferredoxina, foi verificada em
cloroplastos de folhas, cotilédones e raizes, diferindo daquela encontrada em
microrganismos, dependente de NAD(P)H (OAKS, 1993):

<+— —>
Glutamina + 2-oxoglutarato + Fd red GOGAT 2 Glutamato + Fd Oxid.

SILVA (1996) e VARAVALLO (1998) observaram que na assimilagdo de
nitrogénio inorganico por fungos ectomicorrizicos a atividade da GDH e GS no
micélio de Pisolithus sp., isolados PT90 A e RV82, é maior quando se utilizam
doses reduzidas de nitrogénio no meio de crescimento. Entretanto a atividade
da GOGAT nestes isolados néo foi observada. Em Cenococcum geophilum
(GENETET et al., 1984), Hebeloma sp., (CHALOT et al., 1991), Laccaria bicolor
(MARTIN et al, 1988, 1994) e dois isolados de Pisolithus sp., 90A e RV82
(SILVA, 1996), a GDH NADP-dependente e a GS sdo as principais enzimas
envolvidas na assimilagdo do amonio. Com base em estudos enzimaticos em
fungos micorrizicos de Pinus sp., RUDAWSKA et al. (1994) concluiram que a
via da GS para a assimilacdo do ambdnio é mais eficiente em fungos
ectomicorrizicos e que existe pequena participacdo da GDH. Em
ectomicorrizas, a assimilagdo do amonio exclusivamente pelo ciclo GS/IGOGAT
foi interpretada como evidéncia de que a via da GDH do fungo era reprimida
(MARTIN et al., 1986).

Em geral a atividade das enzimas do nitrogénio nas folhas de Spirodela
polyrhiza irradiadas com luz visivel ou UVB, aumenta quando as plantas s&o
crescidas na presenca de luz, quando comparada ao crescimento no escuro e
0 aumento mediado pela luz é quase completamente abolido ou altamente
inibido pela radiagdo UVB (SCHWALBE et al., 1999). Estes autores verificaram
grande aumento para RN e GOGAT dependente de NADH (NADH-GOGAT),



enquanto para NiR e GOGAT dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT) houve
apenas um aumento moderado e pequeno para GS. Nas raizes, a presenca de
luz aumentou a atividade da NR e Fd-GOGAT, enquanto o efeito na NIiR e GS
foi pequeno. Altos niveis de atividade da RN em Acacia dealbata foram
associados com maior taxa de nitrificagdo no solo, enquanto para Eucalyptus
obligua e Pinus radiata, baixas atividades da enzima corresponderam a baixos
niveis de nitrificagdo no solo (ADAMS & ATIWILL, 1982).

2.3. Efeito do nitrogénio e micorrizas na producéo florestal

Espécies florestais tém respondido diferentemente ao nitrato e ao
ambnio (KRAJINA et al., 1973; PATE, 1973). Muitas delas podem utilizar
ambas as formas, embora HO e TRAPPE (1980) tenham argumentado que
ocorre variagdo entre espécies quanto aforma de N mais absorvida. O amoénio
tem sido considerado a forma tolerada por Pinus contorta (KRAJINA et al,
1973), Picea engelmanni (BIGG & DANIEL, 1978) e Eucalyptus obliqua
(ADAMS E ATTIWILL, 1982).

A fertlizacdo nitrogenada do eucalipto tem trazido respostas
significativas da planta nos seus estadios iniciais de crescimento, isto &,
formacdo de mudas a nivel de viveiro (NOVAIS et al., 1980) ou no campo, apos
o transplantio das mudas ( BARROS et al, 1981). No entanto perguntas
basicas sobre qual forma de nitrogénio é mais absorvida (nitrica ou améniacal),
além de outras, sdo frequentemente levantadas. Muito pouco se conhece sobre
0s padrbes de absorcdo e assimilacdo do nitrogénio por espécies florestais,
especialmente as associadas a solos em que o N-NO3z pode estar ausente ou
presente em quantdade muito pequena (BARROS & NOVAIS, 1990). De
acordo com estes autores, esse caso € tipico do eucalipto em cerrado cujos
solos, pela elevada acidez e extremo dimorfismo, apresentam condicbes
precarias de nitrificacdo. Uma vez que o eucalipto normalmente esta associado
a solos com essas caracteristicas, nos quais 0 aluminio é componente
importante na relagdo solo-planta, a forma NNH;" deve ser de grande
importancia para essa planta (BARROS & NOVAIS, 1990).

O mecanismo de absorcdo de nitrogénio pelo eucalipto apresenta maior

afinidade com o N-NH,", evidenciada pelo menor Km e pelo Cmin-NH;" que é



consideravelmente menor que o Cmin-N-NOsz (VALE et al., 1984). Essas
diferengas marcantes sdo de grande importancia para o aumento da eficiéncia
de absorcdo do nitrogénio disponivel no solo, isto porque uma das maneiras de
minimizar as perdas de nitrogénio por lixiviacdo € manter uma concentracao
baixa deste na solucdo do solo, sem contudo, restringir sua absor¢cdo abaixo
daquela necesséria para uma bom suprimento de nitrogénio para a planta
(VALE et al., 1984).

A maior eficiéncia do eucalipto em absorver a forma N-NH:* pode ser
também reflexo de uma adaptac&o ecoldgica dessa espécie a solos &cidos,
onde ¢é freqlentemente encontrado (MOORE & KERALITIS, 1971), como
também acontece com o Pinus. Os autores atribuem este fato a evolucdo de
ecossistemas florestais e a economia de energia. A economia de energia
decare do fato de a incorporagdo do NH," aos esqueletos carbonicos ser
imediata, ao contrario do NO3’, que devera antes ser reduzido pela enzima NR,
0 que implica em gasto de energia.

LOCATELLI (1984) observou que o N-NH;" foi mais absorvido do que o
N-NO3 pelas mudas de E. grandis. Entretanto, a producdo maxima de massa
seca total foi obtida com a relacdo percentual de 50% N-NH;"/ 50% N-NOj. A
producdo maxima de raizes foi obtida com 59% de NOs na solugdo e para
parte aérea com apenas 39% de NOj;. ADAMS & ATTIWILL (1982), sugerem
gue a atividade da NR é pequena nestas espécies com relacdo a outras que
crescem preferencialmente em solos com condigbes favoraveis a uma
nitrificacéo intensa.

Em regides temperadas do hemisfério norte, ectomicorrizas exercem
uma funcdo importante no suprimento de &gua e nutrientes & arvores
florestais, particularmente com respeito a fosforo e nitrogénio (MARSCHNER,
1995). No caso de suprimento supra 6timo de N, o numero de micorrizas
decresce fortemente devido a mudangas que ocorrem no sistema radicular
(KOTTKE, 1995).

A fertilizacdo de mudas de Quercus robur resultou em baixa colonizagao
micorrizica, causada pela grande reducdo no nimero de raizes finas (THOMAS
& HILKER, 2000). Nestas plantas, € improvavel que as micorrizas exercam
grande influéncia sobre a relacdo dos nutrientes, pois o estudo revelou
possiveis mudancas no metabolismo do nitrato em condicdes de continuo

suprimento de nitrato.






3. MATERIAL E METODOS

3.1. Atividade enzimética do micélio

3.1.1.Crescimento micelial

Foram utilizados os isolados PT90A e RV82 do fungo Pisolithus sp., e 0
isolado ME46 do fungo Laccaria laccata, obtidos da colecdo de fungos
ectomicorrizicos do Laboratorio de Associacbes Micorrizicas do Departamento
de Microbiologia, Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria -
BIOAGRO - da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

O micélio foi produzido a partir de colbnias crescidas em meio MNM
(MARX, 1969) e incubadas a 28°C por 25 dias. Foi retirado um disco de 7mm
de didmetro da borda da colbnia que foi transferido para uma placa de Petri,
contendo meio MNM com diferentes fontes de nitrogénio, NaNOg3, (NH4)>SO4
ou NH;NO3 na concentracdo de 2,26 mmol L e papel celofane sobre o meio

de cultivo, e incubadas em camara de crescimento, a 28°C por 25 dias.

3.1.2.Extrato micelial

O micélio crescido sobre o papel-celofane foi retirado, pesado e

colocado em tubos de Eppendorf, congelado em nitrogénio liquido e estocado a



temperatura de -—-86°C. Duzentas e cinglienta miligramas desse micélio
estocado foram transferidos para almofariz de porcelana contendo 2,5 mL de
tampdo de extracdo (VEZINA et al., 1989), constituido de 50 mmol L de Tris-
HCl pH 7,6, 5,0 mmol L* de glutamato, 0,5 mmol L*de ditiotreitol, glicerol 10%
(viv), 10 mmol L* de MgSO,; e 50% de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Macerou-
se 0 material, por dois minutos, a 4°C. Todo o material utilizado para a extracéo
da enzima foi resfriado previamente a temperatura de 0 a 4°C. Apdés o
rompimento das hifas, feito manualmente, o material foi centrifugado a 20.000 g
por 30 minutos, a 4°C (Sorval RC5C) e o sobrenadante coletado para

determinac&o do teor protéico e andlises enzimaticas.

3.1.3.Proteina total

O teor de proteina no sobrenadante foi avaliado pelo método descrito
por LOWRY et al. (1951), utlizando-se soro albumina bovina (BSA) como
padrao.

3.1.4.Atividade da glutamato desidrogenase (GDH)

A atividade da GDH foi determinada pela reacdo de aminacdo redutiva
do a-cetoglutarato, modificando-se a técnica descrita por BRUN et al. (1992). A
mistura de reacdo (15 mmol L de a-cetoglutarato, 192 mmol L* de (NH4),SO.
em 100 mmol L' de tampé&o fosfato pH 7,5) foi incubada em banho-maria a
38°C. Foram adicionados a cubeta 1,0 mL da mistura de reacéo, 350 ni. do
extrato micelial, sendo a reacdo iniciada pela adicdo de 150 nL de solugéo de
1,63 mmol L' de NADPH. A atividade de GDH foi determinada acompanhando-
se a oxidacdo do NADPH a 340 nm por cinco minutos (Pharmacia-Biotech
Ultrospec 3000). O coeficiente de extingdo molar de 6,22 mmol Lt cm? foi
usado para converter os valores de variacdo da absorbancia em nmoles de
NADPH oxidado. Os controles foram realizados na auséncia de a-

cetoglutarato. As solugbes de NADPH foram conservadas a 4°C por, no



maximo, 15 dias. A atividade da GDH no micélio foi expressa em nmoles de

NADPH oxidado por minuto por miligrama de proteina.

3.1.5.Atividade da glutamina sintetase (GS)

A mistura de reacdo para determinacdo da atividade da GS constituiu-se
de 250 pL do extrato micelial, 50 pL de &gua destilada e 300 pL do meio de
reacdo contendo 4,28 mmol L! de ATP, 28,57 mmol L* de MgSO,, 42,86 mmol
L™ de L-glutamato e 28,57 mmol L* de tamp&o imidazol pH 5,7 (VEZINA et al,
1988). A reacdo foi iniciada com a adicdo de 100 pL de 4,28 mmol L' de
hidroxilamina. A mistura de reacdo foi incubada em banho-maria a 38 °C por 40
minutos, e interrompida pela adicdo de 700 pL de uma solugdo contendo 0,67
mol L' de HCI, 0,2 mol L de &cido tricloroacético e 0,37 mol L de FeCls.
Todo o volume foi transferido para tubo Eppendorf e centrifugado (Eppendorf
5415) a 2.000 rpm por 10 minutos. A determinacdo da quantidade de gglutamil
hidroxamato em substituicdo a hidroxilamina foi feita por colorimetria lendo-se a
densidade otica a 540nm em espectrofotometro (Micronal B390). A atividade da
GS foi expressa em nmoles de gglutamil hidroxamato por minuto por miligrama

de proteina.

3.1.6.Atividade da glutamato sintase (GOGAT)

A atividade da GOGAT foi medida em 0,3 mL do extrato adicionado de
1,1 mL do meio de reacdo contendo 5,0 mmol [* de l-glutamina, 5,0 mmol L*
de a-cetoglutarato e 50,0 mmol L* de tampdo Tris-HCl, pH 7,5 (DOUGALL,
1974). A temperatura da mistura foi uniformizada em banho-maria a 38°C, por
dois minutos. A reagdo foi conduzida por quatro minutos. O diferencial de
absorbancia no periodo foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar de 6,22
mmol L' de NADPH, para o célculo da quantdade de NADPH oxidado. A
atividade da GOGAT no micélio foi expressa em nmoles de NADPH oxidado
por minuto por miligrama de proteina.



3.2.ATIVIDADE ENZIMATICA NA PLANTA

3.2.1.0btencé&o do indculo

Foram utilizados os isolados PT90A e RV82 do fungo Pisolithus sp., e 0
isolado ME46 do fungo Laccaria laccata da colecdo de fungos do Laboratério
de Associacdes Micorrizicas do Departamento de Microbiologia, Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéaria - BIOAGRO da Universidade Federal de
Vigosa, Vigosa - MG.

Para a obtencdo do inéculo, o micélio do fungo foi transferido para
placas de Petri contendo 20 mL de meio Merlin Norkrans modificado solido
(MARX, 1969), e mantidas em incubadora a 28 °C por 25 dias.

3.2.2.0btengéo das plantas

Sementes de E. grandis foram desinfestadas superficialmente com
alcool etilico a 70% por 1 minuto, seguida de imersdo em peroxido de
hidrogénio a 20% durante 6 minutos. Apds a desinfestacéo, foram lavadas com
agua destilada e semeadas em bandejas plasticas contendo areia estéril,
mantidas atemperatura ambiente durante 30 dias.

3.2.3.Transplantio e inoculagéo

Cada muda foi transplantada para um tubete plastico contendo 50 cm?
do substrato, areia e alumina, na propor¢do de 2,5 g de alumina carregada
com uma solugdo 2 mmol de fésforo (GOURLEY et al., 1993), por 50g de areia
lavada em é&cido. No momento do transplantio, cada muda foi inoculada com 2
discos de agar, de 10,44 mm de didmetro, contendo micélio dos fungos, que
foram colocados junto ao sistema radicular. As plantas foram crescidas em
casa de vegetacdo num esquema fatorial (4 x 4 x 3), sendo trés inoculadas
com fungos ectomicorrizicos um controle ndo inoculado, quatro concentraces
de nitrogénio, 50; 75; 100 ou 200 mg Kg?! e trés fontes de nitrogénio, NaNOs,

(NH4)2SO4 e NHsNO3z em 3 blocos casualizados. Foram feitas aplicacoes



periddicas de nutrientes através de solucdo nutritva de Clark Y2 de forca
(CLARK, 1975), variando-se a concentracdo do nitrogénio de acordo com as
fontes e as doses testadas e também pela eliminacdo do fésforo. Este
experimento foi repetido 2 vezes em paralelo, sendo uma parte utlizada para
avaliacdo de matéria seca e andlise nutricional e a outra para avaliacdo da

colonizagao micorrizica e andlises enzimaticas.

3.2.4.Colonizacado micorrizica

As raizes finas foram cortadas em segmentos de 2 cm e armazenadas
em solugdo fixadora de F.A.AA. (5 mL de formol, 5 mL de acido acético e 90 mL
de alcool etilico) para posterior determinacdo da porcentagem de comprimento
de raizes colonizadas, pelo o método das intersecbes em placa reticulada
proposto por AMBLER e YOUNG (1977) e modificado por GIOVANNETTI e
MOSSE (1980).

3.25.Atividade da redutase do nitrato (RN) (E.C.1.6.6.1) na parte aérea e

no sistemaradicular de mudas de Eucalyptus grandis

As plantas destinadas a determinacdo da RN foram transferidas para
uma camara de crescimento, onde cada planta recebeu 20 mL de uma solugdo
de 200 mM de N na forma de KNO; e permaneceu por 24 horas sob,

2 sl de radiacdo

aproximadamente, 230 nmmoles de fétons m
fotossinteticamente  ativa(PEREIRA, 1993). Decorrido esse periodo de tempo
foram retirados 40 discos de 0,5 cm de didmetro de folhas completamente
expandidas, do mesmo entrend, na regido do terco superior, correspondendo a,
aproximadamente, 200 mg de matéria fresca (PEREIRA, 1993). Esses discos
foram colocados em frascos de vidro envoltos em papel aluminio, contendo 5
mL da mistura de reacdo constituida de: 0,1M de tampéo fosfato pH 7.5, 0,02M
de KNOs, n-propanol a 5%, duas gotas de cloranfenicol a 500 mg.L” e duas
gotas de triton x-100 a 10% (LAWRENCE & HERRIK, 1982). Em seguida, as

amostras foram incubadas em banho-maria, com agitacdo, a temperatura de



30°C, por uma hora. Aliquotas de 2 mL foram coletadas do meio de incubacgao
e adicionadas a 2 mL de sulfanilamida a 1% e n-naftiletienodiamino a 0,02%
em HCL 3N. O nitrato liberado na reacdo foi determinado colorimetricamente a
540 nm em espectrofotbmetro (JAWORSKI, 1971) e os resultados expressos
em miligramas de nitrito produzido por grama de matéria seca por hora (mg
NO, gMS™).

3.2.6.Extrato de planta

Para a determinacdo da atividade enzimatica, foram amostradas folhas
medianas completamente expandidas e o terco médio do sistema radicular. A
extracdo da enzima foi realizada em meio constituido de tampédo Tris pH 7,9
(50mM), MgSO, (20 mM), EDTA (ImM), 2-mercaptoetanol (74mM), conforme
OAKS et al., (1980), e caseina (2,5%), como recomendado por KAISER &
LEWIS (1984).

Para o preparo do extrato enzimatico cru, tomou-se 1,0 g de folha ou 2,0
g de raiz (lavadas com &gua destilada e enxugadas em papel absorvente),
cortadas em pequenos pedagos. O material foi macerado manualmente em
almofariz de porcelana, por dois minutos, a 4°C, na presenca de 1 g de areia
lavada, 10 mL de meio de extracdo e 0,5 g de polivinilpirrolidina por grama de
tecido. Todo o material utilizado para a extragdo da enzima foi resfriado
previamente a temperatura de O a 4°C. O homogeneizado foi, entdo,
centrifugado a 15000g, por 20 minutos, em centrifuga refrigerada (4°C) e os

tubos, com o sobrenadante, imersos em gelo.

3.2.7.Atividade da glutamina sintetase (GS) (E.C.6.3.1.2) na parte aérea e

sistema radicular de mudas deE. grandis

A atividade da sintetase de L-glutamina foi determinada, adicionando-se
0,1 mL do extrato cru foliar ou 0,2 mL do radicular a seguinte mistura de
reacdo: L-glutamato (80 mM), hidroxilamina (6 mM), ATP (8 mM, pH ajustado
para 7,9), TRICINE (200 mM, pH 7,8), MgSO, (4 mM), EDTA (0,2 mM) (OAKS
et al, 1980) e 2-mercaptoetanol (15mM) (NESSELHUT & HARNISCHFEGER,



1981). O volume final da mistura de reagdo foi de 3,0 mL. Somente quando os
tubos foram incubados a 35°C, foi adicionada a hidroxilamina para iniciar a
reacdo. Apos 30 minutos, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,5 mL do
reagente de cloreto férrico ( 10 g de &cido tricloroacético e 8 g de cloreto férrico
anidro em 250 ml de HCI 0,5N), segundo RATAJCZAK et al. (1981). A mistura
foi, entdo, centrifugada a 10.000 g, durante 10 min, e a absorvancia do quelato
Fe-L-glutamil-g-hidroxamato no sobrenadante, medida a 540 nm. Os brancos
receberam todos os reagentes, exceto a hidroxilamina. A atividade enzimética

foi expressa em miligramas de L-glutamil-ghidroxamato (GHA) formado por

grama de matéria seca (mg de GHA min* g MS™).

3.2.8.Atividade da glutamato desidrogenase (GDH) na parte aérea e

sistema radicular de mudas deE. grandis

A atividade da GDH foi determinada pela reagdo de aminacdo redutiva
do a-cetoglutarato, modificando-se a técnica descrita por BRUN et al. (1992),

procedendo-se a sequéncia da reacdo como demostrado no item 3.1.4.

3.2.9.Atividade da glutamato sintase (GOGAT) na parte aérea e sistema

radicular de mudas de E. grandis

A atividade da GOGAT foi medida em 0,3 mL do extrato de planta
adicionado de 1,1 mL do meio de reacdo contendo 5,0 mmol L? de L-
glutamina, 5,0 mmol L?! de a-cetoglutarato e 50,0 mmol ! de tamp&o Tris-HCl,
pH 7,5 (DOUGALL, 1974), procedendo-se a sequéncia da reagdo como

demostrado no item 3.1.6.

3.2.10.Matéria seca e composic¢ao nutricional

O sistema radicular e a parte aérea das plantas foram submetidos a
secagem em estufa de ventilagdo forcada a 75°C por 72 horas, determinando-
se 0 peso de matéria seca da parte aérea e raiz. As amostras foram trituradas



em moinho tipo Wilie, com peneira de malha de 0,25 mm e em seguida 200 mg
deste material foram mineralizados por digestdo sulfurica, obtendo-se os
extratos para as analises de nutrientes na planta. Foi feita determinacéo
colorimétrica do fosforo nos extratos do material vegetal, em espectrofotbmetro,
pelo método de BRAGA & DEFELIPO (1974). O nitrogénio total foi determinado
pelo método proposto por CATALDO (1974).

3.2.11.Anédlises estatisticas

Os valores das atividades das enzimas no micélio, apés a andlise de
variancia foram submetidos ao teste tukey a 5% de probabilidade.

Os dados de proteina total, atividades das enzimas, colonizacdo e
matéria seca, visando determinar possiveis efeitos da colonizagdo, do género e
dos isolados dentro de espécies dos fungos testados e os graus de liberdade
foram desdobrados segundo os contrastes ortogonais descritos a seguir:

C1 = (N&o micorrizadas) x (Micorrizadas)

C2 = (Pisdithus sp.) x (Laccaria laccata)

C3 = (Pisolithus - 90A) x (Pisolithus - RV82)



4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade das enzimas de assimilagcdo do nitrogénio no micélio

As atividades das enzimas de assimilagdo do nitrogénio GDH (Figura
1A), GS (Figura 1B) e GOGAT (Figura 1C) variaram com o isolado fungico e a
fonte de nitrogénio, como verificado por SILVA (1996), VARAVALLO (1998) e
PUTRA et al. (1999).

O isolado RV82 foi 0o que apresentou a maior atividade de GDH (Figura
1A), com 2,86 nmoles de NADPH oxidado min® mg de proteina®, quando
crescido em meio com N-NH;", enquanto para os isolados PT90A e ME46 a
maior atividade dessa enzima foi, respectivamente, de 2,11 e 1,96 nmoles de
NADPH oxidado min® mg de proteina®, quando cultivados em meio contendo
N-NH:"/NO3". Entretanto, esses valores sdo ainda bastante baixos comparados
aos encontrados por SILVA (1996) e VARAVALLO (1998), que foi de até 50 e
15 nmoles de NADPH oxidado min® mg de proteina®, respectivamente.
Valores de atividade de GDH encontrados aqui, estdo proximos daqueles
encontrados para H. cylindrosporum (CHALOT et al., 1991), Paxillus involutus 1
(RUDAWSKA et al., 1994) e Scleroderma verrucosum (PUTRA et al., 1999).

Os valores de atividade de GDH no isolado ME46 foram menores do que
os de outro isolado de L. laccata, S238 (BRUN et al.,1992). A inducdo da
atividade dessa enzima ocorre quando ha uma alta concentracio de NH;" no
meio de crescimento, 0 que corresponde a uma concentracdo intracelular de 2
a 4 mmol L?, suficiente para a agdo da GDH NADP-dependente (BRUN et al.
1992). No presente experimento, a concentracdo de N total no meio de
crescimento foi de 2,26 mmol L*, a normalmente utiizada para o crescimento

de fungos micorrizicos. E interessante observar que a atividade da GS (Figura



1B) foi maior que de GDH, pois a enzima GS possui alta afinidade pelo NH4™ e
apresenta maior atividade quando este elemento estd em baixas quantidades
(GRIFFIN, 1994). As maiores atividades da enzima GS foram de 37,4 nmoles
no RV82 crescido em N-NH4", 34,9 nmoles no ME46 crescido em NNHs"/ NO3®
e 17,5 nmoles de glutamil hidroxamato min® mg proteina® no micélio de 90A
crescido em N-NOj(Figura 1B). Esses valores sdo préximos aos encontrados
por SILVA (1996) que foram de 32 nmoles, em RV82 e de 35 nmoles de
glutamil hidroxamato min® mg proteina® no micélio em 90A, nas mesmas
condi¢gdes de cultivo. Valores muito menores de atividade de GS foram obtidos
por PUTRA et al (1999) em S. verrucosum (6,0 nmoles de glutamil
hidroxamato min® mg proteina’) e VARAVALLO (1998) em P. tinctorius (3,0
nmoles de glutamil hidroxamato min® mg proteina®). A atividade da GS no
ME46 foi também muito semelhante ao encontrados por BRUN et al. (1992) em
L. laccata, que foi de 23 nmoles de glutamil hidroxamato min mg proteina® no
micélio.

Foi observada atividade de GOGAT no micélio de todos os fungos
testados (Figura 1C). A maior atividade foi observada no isolado RV82 quando
culivado em meio com fonte N-NH,*, apresentando 2,5 nmoles de NADPH
oxidado min® mg proteina®’. O isolado 90A apresentou sua maior atividade
guanto cultivado em meio com fonte combinada de nitrogénio (1,5 nmoles de
NADPH oxidado min® mg proteina®) e o ME46 teve sua maior atividade de
GOGAT quando crescido em meio com N-NH:" (1,3 nmoles de NADPH
oxidado min® mg proteina®). Os valores observados por PUTRA et al. (1999)
em S. verucosum foi de 78 nmoles de NADPH oxidado min®* mg proteina®,
muito maior que o0s encontrado neste experimento (Figura 1C). Entretanto,
VEZINA et al. (1989) detectaram niveis muito baixos de GOGAT quando
comparados com os da atividade da GS e com outras enzimas de assimilagéo
do nitrogénio. A atividade da GOGAT ndo foi detectada por SILVA (1986) e
VARAVALLO (1998) nos isolados de Pisolithus sp. e por MARTIN et al. (1988)

em micélio de Cenococcum geophilum. Estes ultimos sugeriram que a GOGAT
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ndo exerca funcdo na sintese de glutamato. Esses dados indicam uma funcédo
secundéria dessa enzima no processo de assimilacdo de nitrogénio por alguns

isolados.

4.2. Proteinas na planta

A concentracdo de proteinas foi maior na parte aérea (Quadrol),
variando de 238 a 69,9 mg g’ matéria seca, do que no sistema radicular
(Quadro 2) onde a variacéo foi de 24,4 a 44.1 mg g* matéria seca. Em ceral, a
concentracdo de proteinas na parte aérea das plantas foi baixa quando a
concentracéo de N adicionado foi de 50 e 200 mg kg* (Quadro 1).

A concentracdo média de proteinas na parte aérea e no sistema
radicular, foi em geral maior nas plantas micorrizadas independente da fonte
de N utlizada, variando de acordo com a dose de nitrogénio. No sistema
radicular das plantas supridas com nitrato, ndo houve diferenca na
concentracdo de proteinas quando as concentracbes de N foram de 75 e 100
mg kg! (Quadro 2). Para plantas supridas com N-NOz; e N-NH;NOs,
apresentaram maior concentracdo de proteinas na parte aérea aquelas
micorrizadas por Pisolithus sp. do que aquelas micorrizadas pelo L. laccata
(Quadro 1). No sistema radicular destas plantas houve maior concentracdo de
proteinas nas plantas micorrizadas por Pisolithus quando supridas com 75 e
100 mg kg de N-NOs e nas plantas micorrizadas por L. laccata quando
supridas com 75 a 200 mg kgt de N-NH,/NO; (Quadro 2). Em geral, a
concentracdo de proteinas no sistema radicular das plantas inoculadas com
Pisolithus foi maior naquelas micorrizadas pelo isolado RV82 quando surpidas
N-NO; e N-NH;/NO3, e maior concentracdo de proteinas naquelas
micorrizadas pelo isolado 90A quando as plantas foram supridas com N-NH;"*
(Quadro 2). Entretanto, na parte aérea, as maiores concentracdes de proteinas
ocorreram nas plantas micorrizadas pelo isolado RV82 (Quadro 1)
independentemente da fonte de nitrogénio disponivel, exceto na concentracdo
de 50 mg kg*. Na presenca de N-NH,*, ndo houve diferenca na concentracio
de proteinas na parte aérea quando a concentracdo do N aplicada foi de 50 e
200 mg kg'. Esta variacdo na concentracdo de proteinas das plantas

inoculadas dependendo da dose e fonte de N aplicada, sugere diferenca



guanto a eficiéncia de utlizacdo das diferentes formas de N pelos fungos

ectomicorrizicos.






4.3. Atividade da redutase do nitrato na planta

Na parte aérea das plantas houve grande variacdo na atividade da RN,
dependendo da fonte e da dose de nitrogénio utilizadas. A diferenca na
atividade desta enzima entre plantas micorrrizadas e ndo micorrizadas variou
com o fungo utlizado, observando-se tendéncia de maior atividade em plantas
ndo micorrizadas do que nas micorrizadas com Pisolithus sp., e aumento na
atividade da RN com o aumento da dose de N no substrato (Quadro 3). Plantas
micorrizadas pelo fungo L. laccata apresentaram em geral maior atividade do
gue aguelas ndo inoculadas. Nao foi detectada atividade desta enzima no
sistema radicular de plantas micorrizadas com o isolado ME46 e no das nao
micorrizadas. Entretanto, no sistema radicular das plantas inoculadas com os
isolados 90A e RV82 (Quadro 4), tenderam a diminuir essa atividade com o
aumento da disponibilidade de N.

HAWKINS (1999) encontrou maior atividade de RN em plantas
inoculadas com Glomus mosseae, sendo que a atividade foi sempre maior na
parte aérea do que no sistema radicular e o aumento no suprimento de N
aumentou a atividade da RN na parte aérea das plantas. PEREIRA (1993)
encontrou diferenca entre a atividade da RN da parte aérea das plantas de E.
grandis, inoculadas com o isolado RS27 do fungo ectomicorrizico P. tinctorius e
aquelas ndo-inoculadas ou inoculadas com o isolados 1S83 do mesmo fungo,
demonstrando assim, o efeito da presenca da associacdo na atividade desta
enzima. HENRIQUE (1991), encontrou maior atividade da RN no sistema
radicular de Pinus caribaea colonizado por P. tinctorius, isolado 303, do que no
de plantas ndo inoculadas, e na parte aérea ndo houve efeito da colonizagdo
micoprrizica na atividade da enzima.

O aumento na eficiéncia de aquisicio de nitrogénio pelo sistema
simbidtico ndo é apenas causado pelo aumento quantidade das raizes, mas
também pela maior capacidade de reducdo do nitrato pelas micorrizas (VE ZINA
et al, 1989 e SARJALA, 1991). Portanto, a identificacdo de isolados flngicos
com a maior capacidade de reducdo do nitrato € interessante para a obtencdo
de sistemas simbidticos que apresentem maior eficiéncia na utlizacdo do

nitrogénio na forma de nitrato.






Essa caracteristica é também uma vantagem comparativa para uso desse
fungo como in6culo em &reas onde haja presenca de amodnio e nitrato, ou
predominancia de nitrato no solo. Esta condicdo pode ocorrer em areas de
replantio de florestas de eucalipto, onde o0s niveis de nitrato podem ser
elevados (COSTA, 1995).

4.4. Atividade de GDH, GS e GOGAT na planta

A atividade das enzimas GDH (Quadros 5 e 6), GS (Quadros 7 e 8) e
GOGAT (Quadros 9 e 10) nas plantas, variou de acordo com a dose, fonte de
N e isolado fungico inoculado.

Na parte aérea das plantas micorrizadas, a atividade da GDH
apresentou tendéncias variadas, em geral maior do que nas pelas plantas nao-
micorrizadas, mostrando o0 efeito da micorriza na atividade desta enzima
(Quadro 5). No sistema radicular das plantas micorrizadas pelo ME46 e no das
plantas ndo-micorrizadas, a atividade da GDH nado foi detectada (Quadro 6).
Apesar de ter sido detectado a atividade dessa enzima em plantas inoculadas
com os isolados 90A e RV82 (Quadro 6) supridas com de N-NH,* e N-
NH4"/NO3" no foi possivel estabelecer uma tendéncia da cinética enzimatica.

A queda na atividade da GDH em altas concentragdbes de N-NOj’,
observada na parte aérea das plantas micorrizadas (Quadro 5), pode estar
relacionada a mecanismos de repressdao catabdlica a semelhanca do que
ocorre em fungos, podendo estarem sendo produzidos na célula, glutamato e
glutamina, por reacbes de transaminacdo ou pela acdo da GS/GOGAT (OAKS
et al, 1980). Além disto, podem estr presentes na célula, formas
isoenziméaticas de GDH que estejam atuando nessa condi¢do de suficiéncia ou
excesso de nitrogénio (MANTOVANI, 1996).

Os valores de atividade da GS na parte aérea (Quadro 7) foram
semelhantes em plantas inoculadas e nédc-inoculadas com tendéncia de serem
maiores na dose de 75 mg kgt de N. Nao foi possivel estabelecer uma
tendéncia de comportamento enzimatico no sistema radicular de plantas nao-
inoculadas, uma vez que ndo foi detectada a presenca dessa enzima na
maioria dos extratos protéicos (Quadro 8). No entanto, o maiores valores de
atividade desta enzima foram encontrados no sistema radicular das plantas

inoculadas com o RV 82 quando supridas com 100 e 200 mg kg™ de N-NH,*,












mostrando o efeito da micorrizagdo por este fungo na atividade da GS na
planta (Quadro 8). Ndo houve diferenca na atividade da GS na parte aérea das
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas, exceto quando a concentracdo de N
foi de 75 mg kg” em todas as fontes de N e quando as plantas foram supridas
com 200 mg kg' de N-NO;. Fato inverso observou-se no sistema radicular,
onde a atividade da GS foi diferente entre as plantas micorrizadas e as néo
micorrizadas, sendo maior nas plantas micorrizadas(Quadro 8).

A GS pode ser regulada pela acdo do fon Mg?*, pH e carga energética,
0s quais sdo alterados na presenca de luz (NESSELHUT et al., 1981). VEZINA
et al. (1989) observaram que plantas de Pinus banksiana inoculadas com P.
tinctorius e L. bicolor ndo apresentaram aumento na atividade das enzimas
envolvidas no metabolismo primario do nitrogénio, sugerindo que a baixa
atividade destas enzimas na simbiose pode estar relacionada ao efeito de
diluicdo, onde a presenca do sistema enzimético do fungo dilui a atividade
especifica do sistema simbidtico. Uma outra possibilidade é o fato de a
colonizacdo micorrizica poder inibir a expressdo de genes que codificam para a
enzima ou que a infeccdo estimula ou inibe a producdo de compostos
metabolicamente ativos que interferem na reacdo enzimatica (VEZINA et al.,
1989). A contribuicdo da micorriza na via de assimilagéo de nitrogénio fornece
vantagem adaptativa das plantas inoculadas, quando crescidas em condicGes
com teores reduzidos de N-NH;" (Pereira, 1993).

Os valores de atividade de GOGAT foram maiores na parte aérea
(Quadro 9) que no sistema radicular (Quadro 10). Na parte aérea das plantas
inoculadas com os isolados de Pisolithus sp., observou-se diferenca na
atividade desta enzima, corroborando com a afirmagdo de que ha diferenca
intra-especifica nos processos metabodlicos entre os isolados deste fungo. No
entanto, no sistema radicular destas plantas, ndo houve diferenca na atividade
da GOGAT em quase todos os tratamentos testados. Em geral, as plantas ndo
micorrizadas apresentaram maior atividade desta enzima nas doses 50 e 200
mg kg', sendo que nas doses intermedidrias os valores foram maiores para
plantas micorrizadas. Diferente do que acontece para a GS, em geral ndo
houve diferenca na atividade da GOGAT no sistema radicular das plantas
micorrizadas e nao-micorrizadas.

Na parte aérea de plantas inoculadas com o isolado 90A, observou-se

um aumento nos valores de atividade com o aumento da dose de N, até atingir



100 mg kg™, observando-se uma queda na atividade da enzima quando a
concentragdo de nitrogénio foi aumentada para 200 mg kg' (Quadro 9).
Tendéncia semelhante foi observada nas plantas inoculadas com o RV82, no
entanto a dose de maior atividade da GOGAT na parte aérea destas plantas
variou com a fonte de N disponivel. A tendéncia de queda na atividade da
enzima em altas concentracbes de N pode estar relacionada a um processo de
repressao catabdlica (OAKS et al., 1980) também observado para GDH.

Nas plantas ndo-micorrizadas e nas micorrizadas por ME46 (Quadros 9
e 10), observou-se um comportamento diferente para cada fonte de nitrogénio
utilizada, variando com a concentragdo. No sistema radicular de plantas, houve
em geral um aumento na atividade da GOGAT com o aumento da dose de N,
sendo o0s maiores valores obtidos para plantas micorrizadas com o ME46
(Quadro 10). Entretanto, a andlise de contrastes mostrou que esta diferenca
n&o é significativa.

Os resultados da presente tese permitiram confirmar a hipotese de que
a associacdo ectomicorrizica influencia a eficiéncia de utilizacdo de diferentes
formas de N pelas plantas por alterar a atividade das enzimas de assimilacdo

desse elemento.
4.5. Colonizag&o micorrizica e producdo de matéria seca na planta

A colonizagdo micorrizica (Quadro 11) e a producdo de matéria seca
da parte aérea (Quadro 12) e do sistema radicular (Quadro 13) variaram
conforme o isolado, a fonte e a dose de N. O comportamento diferencial na
colonizagdo micorrizica entre os isolados Pisolithus sp. tem sido relatado por
diversos autores (AMORIM, 1988; MENDONGCA, 1991; COMERLATO, 1992,
PEREIRA, 1993).

A eficiéncia de colonizagéo micorrizica variou conforme a fonte, a dose
de N e o fungo inoculado (Quadro 11). Em média os maiores valores de
micorrizagdo foram obtidos nas doses de 75 e 100 mg kg'. PEREIRA (1993)
observou que a colonizagdo maxima de E. grandis por P. tinctorius, isolados
IS83 e RS27, foram maiores nas doses de 75 a 100 mg kg? de N-NOs.
Entretanto, neste experimento nas plantas micorrizadas pelo ME46 a maior
taxa de colonizacdo foi obtida quando supridas com 50 mg kg® de N-NOj.

Considerando-se que ndo houve crescimento micelial do isolado ME46 em



meio de cultura, contendo nitrato como Unica fonte de N, sugere se que,
nessas condicdes, houve translocagdo de produtos do metabolismo do
nitrogénio da planta para o fungo, fornecendo as condi¢des necesséarias para 0
crescimento micelial e para a associacdo. Pode-se observar, também, que
apesar da boa colonizagdo, essas plantas crescida em presenca apenas do N-
NO3; apresentaram baixa producdo de matéria seca (Quadros 12 e 13).
Contudo, esses valores foram muito prOXimos aos encontrados para as plantas
nao-inoculadas, principalmente nas menores doses de N adicionado ao
Substrato.

Em geral, em substratos com altas concentragbes de nitrogénio, as
plantas apresentaram baixas taxas de colonizacdo micorrizica. Essa influéncia
negativa de alta disponibilidade de nutrientes, principalmente, N e P, sobre a
colonizagdo micorrizica, pode estar relacionado a diminuicdo de carboidratos
no sistema radicular das plantas e a aumentos no pH da rizosfera (BOWEN,
1973 e HARLEY & SMITH, 1983).

A média de producdo de matéria seca na parte aérea pelas plantas
micorrizadas variou de 83 a 570 mg planta®, sendo maior do que nas plantas
ndo-micorrizadas onde houve uma variagdo de 42 a 177 mg planta?, conforme
a a fonte e a dose de N (Quadro 12). No entanto, a producdo de matéria seca
no sistema radicular de plantas micorrizadas (variando de 37 a 245 mg planta®)
foi diferente daquela das plantas ndo-micorrizadas, apenas quando as plantas
foram supridas com 50 mg kg® de N-NOs e 50 e 75 mg kg' de N-NH:*
(Quadro 13). Em geral, a producdo de MSPA das plantas micorrizadas pelos
isolado 90A foi maior do que nas plantas micorrrizadas pelo RV82, e a
producdo de plantas micorrizadas por estes dois isolados em média foi maior
do que a das plantas micorrizadas pelo isolado ME46, mostrando diferenca
intra e interespecifica na eficiéncia dos fungos ectomicorrizicos em promover o
crescimento da planta.

O melhor desempenho na producdo de biomassa observado nas
plantas micorrizadas, pode estar relacionado a um maior equilibrio na absorgao
de nutrientes, e por conseqiéncia, maior crescimento e desenvolvimento da
planta, proporcionados pela participacdo do fungo ectomicorrizico (Harley &
Smith, 1983). Sugere-se assim, que plantas associadas a fungos micorrizicos
podem sobreviver melhor, em condicdbes de campo, onde é comum a baixa

disponibilidade de 4gua e de nutrientes.












Quando foram utilizados 200 mg kg de N-NOs e N-NH4/NOs,
obsenou-se uma queda producdo de matéria seca, provavelmente, pela alta
mobilidade da forma de N disponivel aliada ao tamanho dos recipientes de
cultivo e a alta densidade das raizes produzidas por esta espécie (Quadros 12
e 13). Nessas condi¢cdes, a contribuicdo do micélio fungico pode ser pouco
expressiva, uma vez que ndo ha limitaggo na disponibilidade e,
conseqglentemente, na absorcdo desse elemento. A producdo de matéria seca
radicular de E. grandis ndo apresentou diferenca, comparado ao controle nao
inoculado, entre os isolados de P. tinctorius (COMERLATO, 1992 e PEREIRA,
1993) e também com outras outras espécies fungicas (COMERLATO, 1992).

A variacdo na producdo de matéria seca pelas plantas inoculadas com
os diferentes isolados fungicos, sugere uma maior ou menor eficiéncia na
absorcdo de nutrientes e, portanto, em promover o crescimento da planta, visto
que as taxas de colonizagdo micorrizica (Quadro 11) nem sempre se

relacionam com a méaxima producéo de biomassa (Quadros 12 e 13).

4.6. Composicdo minerd das plantas

Observou-se uma tendéncia de maior acumulo de nutrientes minerais
nas plantas micorrizadas comparadas & plantas nao-micorrizadas, quando
detectavel (Quadros 14 e 16), mostrando o efeito das micorrizas em promover
maior absor¢do de nutrientes. Os valores de N e P encontrados estdo dentro
da faixa de valores apresentados por NOVAIS e BARROS (1990) para mudas
de E. grandis com 90 dias de idade. A concentracdo de N total tendeu a
dimnur a medida em que se aumentou a dose de N aplicada. Plantas
inoculadas com PT90A e RV82 apresentaram em geral menor concentragdo de
N total em relagcdo as inoculadas com o isolado ME46.

As plantas micorrizadas apresentaram maior conteltdo de P quando
crescidas em substratos supridos com N-NHs. Além disto, plantas
micorrizadas pelo RV82 tiveram maior concentracdo de P do que as
micorrizadas pelo 90A. Quando as plantas foram crescidas na presenca de N-
NO3z, aquelas micorrizadas pelo ME46 apresentaram maior concentracdo de P
do que as plantas micorrizadas pelos isolados 90A e RV82 de Pisolithus sp.



Quadro 14 — Concentracdo de N na parte aérea de mudas de Eucalyptus

grandis, aos 90 dias de idade, ndo inoculadas (NM) ou
inoculadas com Pisolithus sp., isolados 90A e RV82, ou
Laccaria laccata, isolado ME46, em funcdo de doses de N-NOz
N-NH2" ou N-NH:"/NO3. Média de trés repeticdes.

Dosesde N

N-NO; N-NH," N-NH, /NO3

NM  90A RV82 ME46 NM  90A RV82 ME46 NM  90A RV82 ME46

mg kg~
50
75
100
200

nd = ndo detectado

Quadro 15 —

dag kg MS™
146 162 164 134 09 089 126 152 133 143 1,12 1,49
1,33 nd nd 1,39 1,26 nd nd 1,33 0,92 047 099 1,31
1,40 1,38 1,13 1,39 0,18 nd nd 1,35 0,76 1,22 1,44 1,23

1,07 1,06 nd 131 0,9 119 091 126 024 127 112 156

Andlise de variancia para concentracdo de N na parte aérea de
mudas de Eucalyptus grandis, aos 90 dias de idade, néo
inoculadas (NM) ou inoculadas com Pisolithus sp., isolados 90A
e RV82, ou Laccaria laccata, isolado ME46, em funcdo de N-
NO3, N-NH;" ou NNH,"/NO3". Média de trés repeticdes.

FV QM F

NM VS MIC 0,99977890 8,011118847*
PT VS LAC 0,75214452 6,026851677*
90 VS RV82 0,01407963 0,112818533NS

NS = nao significativo;* = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade




Quadro 16 — Concentracdo de P na parte aérea de Mudas de Eucalyptus
grandis, aos 90 dias de idade, ndo inoculadas (NM) ou
inoculadas com Pisolithus sp., isolados 90A e RV82, ou
Laccaria laccata, isolado ME46, em funcdo de doses de N-NOz
N-NH2" ou N-NH:"/NO3. Média de trés repeticdes.

N-NO; N-NH," N-NH, /NO;
Dosesde N

NM 90A RV82 ME46 NM 90A RV82 ME46 NM 90A RV82 ME46

mg kg~ dag kg MS™
50 0,15 0,17 0,21 0,33 0,15 0,38 067 0,36 nd 0,30 0,22 0,32
75 nd nd nd 055 nd nd nd 063 nd 026 nd 0,40
100 0,07 0,05 0,15 0,19 0,07 nd nd nd 043 043 0,16 0,28
200 nd 011 0,20 039 0,30 024 043 nd 0,04 045 045 0,18

nd = nao detectado

Quadro 17 — Anadlise de contrastes para concentracdo de P na parte aérea de
Eucalyptus grandis, aos 90 dias de idade, ndo inoculadas (NM)
ou inoculadas com Pisolithus sp., isolados 90A e RV82, ou
Laccaria laccata, isolado ME46, em funcdo de N-NOj3, N-NH;*
ou N'NH4+/N03_.

Contrastes
FONTE DEN NM 90A RV82  ME46
c1 c2 C3
-------------------- B L —
NO; 0,13 0,14 0,28 0,39 NS * NS
NH4" 0,22 0,31 0,66 0,50 * NS *
NH,/NO; 0,24 0,36 0,31 0,29 NS NS NS

Analise de contrastes ortogonais: C1 = NM VS Micorrizadas; C2 = Pisolithus sp. VS L. laccata; C3 = 90A
VS RV82; NS = nao significativo e * = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.



Experimentos com E. grandis, inoculado com fungos micorrizicos,
indicam que grande parte do P absorvido fica armazenado no manto fungico,
resultando em menor eficiéncia de utilizacdo pelas plantas com micorrizas
(AMORIM, 1988; COMERLATO, 1992). O P acumulado no manto fungico pode
ser liberado para as plantas, principalmente em condicdes de baixa
disponibilidade desse nutriente (HEINRICH e PATRICK, 1986). Dados obtidos
por HAWKINS (1999) mostraram que as concentracies de P na parte aérea
de mudas Triticum aestivum, de foram menores em mudas sem micorrizas em
relagdo & inoculadas com Glomus mosseae.

O baixo conteudo de nutrientes, quando as plantas sdo crescidas em
substratos com doses maiores de N mostra um efeito negativo do excesso de
nitrogénio na absorcdo de nutrientes pela planta. MARSCHNER e DELL (1994)
afirmam que os fungos micorrizicos promovem pequena contribuicdo na
absorcdo de K e Ca, enquanto a sua contribuicdo para aquisicdo de Mg ainda
ndo estd muito clara. Dados obtidos por PEREIRA (1996) mostraram maior
conteudo de N e P na parte aérea das mudas de E. grandis quando inoculadas
com fungos ectomicorrizicos, apresentando aumento linear até a maior dose de
N aplicado. As plantas micorrizadas, apresentaram maior eficiéncia de
utilizacdo de N do que as plantas ndo-inoculadas.

Como NH,;" ou o NO3 compreendem cerca de 80% dos cétions e &nions
absorvidos pela planta, a forma de nitrogénio aplicada tem um efeito inverso
na absorcdo de outros cations e anions, na regulacdo do pH celular e no pH da
rizosfera (MARSCHNER, 1995).

Acredita-se que a maior eficiéncia de utilizacdo de N pelas plantas
inoculadas possa ser devido a maior absorcdo deste nutriente pelo micélio
fangico, com posterior liberacdo deste para as raizes das plantas, aumento na
capacidade de reducdo do nitrato, ou ainda, a melhor utilizacdo de formas
organicas de N no solo (FINLAY et al., 1989).



CONCLUSOES

A eficiéncia de assimilagdo do nitrogénio pelos fungos ectomicorrizicos
difere conforme o isolado fungico e a fonte desse nitrogénio disponivel no meio
de crescimento. Isto deve-se a variacbes na capacidade de utlizacdo de
diferentes fontes de nitrogénio entre espécies e também entre isolados da
mesma espécie.

A presenca de ectomicorrizas altera a atividade das enzimas de
assimilacdo de nitrogénio em mudas de E. grandis, de acordo com a fonte e a
concentracdo do nitrogénio no substrato de crescimento, influénciando assim,
na eficiéncia de utilizagdo das diferentes formas de N pelas plantas.

A inoculagdo de plantas com fungos ectomicorrizicos promove maior
producdo de matéria seca e acumulo de nitrientes, mas pode variar com a fonte
e dose de N disponivel e o fungo ectomicorrizico inoculado. No entanto, alta
taxa de colonizagdo n&o reflete em maior producéo de biomassa.

A selecdo de isolados fungicos eficientes no processo de assimilacdo
de nitrogénio, oferece grande beneficio na producdo de mudas em viveiros

florestais.
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