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EXTRATO

TOTOLA, Marcos Rogério, D.S., Universidade Federa de Vigosa, janeiro de
1999. Cinética da fluorescéncia e atividade do sistema antioxidativo em
plantas de eucalipto com micorrizas sob temperatura supraotima.
Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Conselheiros. Marco Anténio Oliva
Cano, Paulo Roberto Mosguim e Carlos Alberto Martinez y Huaman.

Plantas de Eucalyptus grandis foram aclimatadas a 25°C e 400 pumol
fotons m? s*, em camara de crescimento, e posteriormente submetidas a uma
combinacdo de temperatura e irradiancia supra-6timas, 40°C e 1.200 umol fétons
m? s, a fim de se avaliarem as respostas fisiolégicas dessa espécie a uma
condicdo potencialmente fotoinibitoria. N&o se observaram efeitos isolados da
temperatura ou do excesso de irradidncia sobre a eficiéncia fotoquimica do
Fotossistema Il (FS 1), avaliada como a razéo entre a fluorescéncia varidvel e a
fluorescéncia maxima (F,/F,), porém observou-se um efeito sinérgico desses
dois fatores. A reducéo de F/F, foi atribuida, primariamente, a reducdo da
fluorescéncia méxima (F,). A pré-aclimatacéo dos discos foliares a temperatura
de 35°C e baixa irradiancia, 5 pmol fétons m? s, por duas horas, resultou em
aumento da tolerancia a condicdo fotoinibitoria. Pode-se inferir que a aquisi¢éo
de tolerancia a fotoinibicdo do PS Il de E. grandis envolveu, primariamente, a
alteracéo conformacional do centro de reacdo do PS II. N&o se pode descartar 0

envolvimento da sintese de novo de proteinas neste processo, em razéo do tempo



requerido para se observar a alteracdo. O funcionamento de alguns componentes
do sistema antioxidativo foi avaliado no sistema Eucalyptus-Pisolithus, em
resposta a elevacdo da temperatura de 25°C-28°C para 40°C. As alteragGes nas
atividades de catalase (Cat), peroxidases ndo-especificas (Pod) e superoxido
dismutase (Sod), em dois isolados fungicos, traduziram estratégias diferentes de
regulagcdo do sistema antioxidativo. Houve reducgdes significativas nas atividades
especificas da Cat, das Pod e da ascorbato peroxidase (AscPod), da atividade
total da Sod e do teor de proteinas sollveis em folhas de E. grandis, apos
incubacdo a 40°C. Essas alteracOes refletiram no menor teor de clorofila a e no
aumento do teor de malondialdeido, uma indicagdo de que houve peroxidacéo de
lipidios. Em raizes, ndo se observou efeito significativo da temperatura sobre as
atividades de Cat, Pod e Sod. N&o se detectou atividade da AscPod nesse 6rgéo.
Houve reducdo significativa do teor de proteinas lUveis e aumento do teor de
mal ondialdeido apésincubacdo a40°C, por tréshoras. As relagdes Sod:Cat e
Sod:Pod nas micorrizas seguiram o padrédo de aumento ou de reducéo observado
no micélio dos dois isolados fungicos. A atividade total da Sod foi maior do que
nas raizes, a despeito da sua menor atividade nos micélios fungicos. Este
aumento resultou da indugdo de 4 a 5 novas isoenzimas de Sod do tipo Mn-Sod,
todas de baixo peso molecular e com possivel origem fungica. O conjunto dos
resultados obtidos permite inferir que o controle do sistema antioxidativo é
exercido de forma mais eficiente nas micorrizas do que nos componentes
individuais da associacéo mutualista. Este controle pode ser um dos responsaveis
pelo beneficio muatuo decorrente da associacdo simbiotica, especialmente
observado em condicdes ambientais pouco favoraveis a sobrevivéncia dos

organismos que dela participam.
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ABSTRACT

TOTOLA, Marcos Rogério, D.S., Universidade Federa de Vigosa, January,
1999. Kinetic of the chlorophyll fluorescence and activity of the
antioxidant system in mycorrhizal eucalypti under high temperature.
Adviser: Arnaldo Chaer Borges. Committee Members: Marco Antonio Oliva
Cano, Paulo Roberto Mosquim and Carlos Alberto Martinez y Huaman.

Plants of Eucalyptus grandis were acclimated at 25°C and 400 pmol

photons m? s*

, In growth chamber, and thereafter submitted to a high
temperature/irradiance of 40°C and 1,200 pmol photons m? s*, in order to
investigate the physiological response of this species to a potential
photoinhibitory condition. Based on variable to maximum fluorescence ratio
(Fv/Fm), isolated effects of both high temperature and irradiance upon the
photochemical efficiency of photosystem Il (PSIlI) were not observed, but a
synergic effect of these parameters was found. The decline in Fv/Fm ratio
resulted mainly from a quenched maximal fluorescence (Fm). By incubating the
leaves at 35°C and at a low irradiance of 5 pmol photons m® s for two hours, a
higher tolerance to the photoinhibitory treatment could be observed. Given the
time required in the process of thermotolerance induction, the involvement of
“de novo” protein synthesis can not be dismissed. Some components of the
antioxidant system were evaluated in the Eucalyptus-Pisolithus association, in
response to an increase in temperature from 25°C-28°C to 40°C. The changesin

Xii



the activity of catalase (Cat), non-specific peroxidases (Pod), and that of
superoxide dismutase (Sod), in two fungal isolates, are evidences for different
strategies of the antioxidant system regulation in these organisms. Significant
decreases in the specific activity of Cat, Pod, and ascorbate peroxidase (AscPod),
total activity of Sod and of soluble proteins were observed in leaves of E. grandis
incubated at 40°C. These changes were accompanied by a lower chlorophyll a
and a higher malondialdehyde content. In the root system, significant effects of
the temperature upon the activities of Cat, Pod, and Sod were not observed, and
AscPod activity was not detected in that organ. A significant decrease in protein
and arise in malondiadehyde content were observed after incubation of the roots
at 40°C for three hours. The Sod:Cat and Sod:Pod ratios in mycorrhizas followed
the pattern of increase or decrease observed in the mycelium of the two fungal
isolates. The total activity of Sod in the mycorrhizas was higher than that of the
roots, despite its lower activity in the mycelium. This increase was attributed to
the induction of 4 to 5 new Sod isozymes of the Mn-Sod class, dl of low
molecular weight and possibly coded by the fungal genome. The results obtained
in this work indicate that the control of the antioxidant system is exerted more
efficiently in the mycorrhizas than in the individua components of the
association. This control may be partly responsible for the mutual benefits
resulting from the symbiotic association, especialy under environmental

conditions less favorabl e to the survival of the symbionts.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que, em funcdo dos fatores de estresse de natureza fisico-
quimica, a produtividade das culturas agricolas segja de apenas 22% do potencial
genético das plantas (BOYER, 1982). Os processos fisiologicos ligados a
aclimatacdo e adaptacdo, bem como os mecanismos de injuria decorrentes da
exposi¢do aos fatores de estresse, séo, assim, da maior importancia prética.

A maioria das espécies vegetais utilizadas pelo setor de reflorestamento,
no Brasil, s80 pertencentes aos géneros Pinus e Eucalyptus. Grande parte dos
plantios comerciais estdo localizados em regifes sujeitas a fortes extremos
ambientais, como excesso de temperatura, alta irradiancia e baixa pluviosidade.
As empresas do setor tém conduzido programas intensivos de selecdo e de
melhoramento de espécies ou clones mais adaptados a algumas condicOes
especificas de estresse.

Plantas pertencentes aqueles dois géneros caracterizam-se pela formacéo
de um tipo de relacdo simbidticaamutualista com certos fungos do solo, as
micorrizas. Essa associacdo € considerada essencial para a sobrevivéncia dos dois
organismos (HARLEY e SMITH, 1983), tendo sido um fator decisivo para a
colonizacdo inicial do ambiente terrestre pelas plantas ha cerca de 400 milhdes
de anos (PYRONZINSKI e MALLOCK, 1975).



Ao longo desses 400 milhdes de anos de co-evolugéo, estabeleceu-se
uma nitida interdependéncia entre os dois organismos envolvidos na associacdo
micorrizica. A maior parte dos trabalhos envolvendo o estudo dessa associagéo,
mesmo agueles que avaliam alguns fatores fisico-quimicos do ambiente, trata
primariamente dos ganhos de producéo da planta hospedeira. Essa visdo parece
um tanto quanto limitada e tende a desconsiderar os efeitos dos fatores estudados
sobre o0 outro componente da associacédp, o fungo micorrizico, e a sua
importancia ndo sO para a sobrevivéncia da planta, mas, também, como parte
integral e essencial de muitos ecossistemas terrestres (READ, 1991,
SODERSTROM, 1991).

Enguanto em ambientes adequados ao crescimento o desempenho s
plantas € avaliado em termos de producdo, em habitats marginais a sobrevivéncia
precede a produtividade como elemento chave da adaptacdo. Numerosos estudos
tém investigado a capacidade dos fungos micorrizicos aumentarem a producéo
vegetal nesses ambientes, sendo poucos os trabalhos que examinam a sua
importancia como fator de sobrevivéncia das plantas. Embora um aumento de
producdo sgja de importancia, do ponto de vista puramente econémico, o padréo
de sobrevivéncia é a caracteristica ecolégica mais crucial, uma vez gque € ela
guem determina a composicdo de espécies das comunidades vegetais naturais
(READ, 1991).

Na literatura consultada, sdo poucos os trabalhos que examinam com
detalhes os fatores capazes de afetar a sobrevivéncia de fungos micorrizicos
especificos em seus habitats naturais. Ao contrério, os efeitos de fatores fisico-
quimicos sobre as plantas e, em especia, da temperatura sdo amplamente
relatados.



2. REVISAO DE LITERATURA

Poucas espécies vegetais sobrevivem sob temperaturas continuas acima
de 45°C. A temperatura é um fator predominante na distribuicdo geogréfica dos
organismos vivos. Em plantas mesofiticas tipicas, um aumento da temperatura
foliar 45°C acima da temperatura do ar ambiente pode ocorrer facilmente sob
alta irradidncia, especialmente se a velocidade do vento é baixa e um déficit
hidrico no solo leva ao fechamento parcia dos estbmatos (TAIZ e ZEIGER,
1991). Tanto a fotossintese como a respiracdo sdo inibidas sob temperaturas
supra-Gtimas. Porém, a medida que a temperatura aumenta, a taxa fotossintética
decresce mais rapidamente que arespiracdo (BJORKMAN et al., 1980).

A estrutura e a estabilidade das membranas celulares sGo importantes
durante o estresse imposto por temperaturas elevadas. A fluidez excessiva dos
lipidios de membranas em altas temperaturas é correlacionada com a perda da
funcdo fisioloégica. Em plantas de Nerium oleander, a aclimatacdo a temperaturas
supra-Gtimas esta associada a0 maior grau de saturacdo dos é&cidos graxos dos
lipidios, o que torna as membranas menos fluidas (RAISON et al., 1982). A forca
das pontes de hidrogénio e das interacfes eletrostaticas entre os grupos polares
da fase aguosa da membrana decresce, 0 que resulta numa associacéo mais forte
entre as proteinas integrais da membrana e a sua fase lipidica (TAIZ e ZEIGER,

1991). Temperaturas elevadas causam, assim, modificagbes importantes na



composicdo e na estrutura de membranas, resultando em perda de ions e na
inibicdo de processos metabdlicos importantes, como fotossintese e respiragao.

Um aspecto comum aos organismos Vvivos, quando submetidos a fatores
fisico-quimicos capazes de resultar em estresse, € a geracdo de formas ativadas
do oxigénio, os radicais livres. Esses radicais sdo formados basicamente da
doacéo de elétrons ou de energia para &omos de oxigénio. Esse elemento, no seu
estado fundamental, pode ser considerado como um radical (com dois elétrons
néo-pareados de “spins’ paralelos), mas € a forma mais estavel do oxigénio. Os
“gpins’ paralelos fazem com que o oxigénio aceite somente um elétron de cada
vez e gue regja com hado-radicais apenas lentamente, porgue os elétrons de
vaéncia dos ndo-radicais sdo pareados e antiparalelos (FOYER et a., 1994).
Oxigénio singleto € produzido pela adicdo de energia, sem que ocorra a adicéo
de um eétron. O “spin” é antiparalelo e faz com que a capacidade de oxidacdo
sgja consideravelmente maior. A adicdo de um elétron a0 oxigénio no estado
fundamental resulta no radical superoxido, enquanto um elétron adiciona produz
0 peroxido de hidrogénio (FOYER et al., 1994). Outro radical derivado do
oxigénio, o radical hidroxil, € também altamente reativo (ASADA, 1994).

Radicais livres derivados do oxigénio sdo, pois, resultados de reagdes do
oxigénio com os elétrons que escapam das cadeias de transporte de elétrons em
mitocondrias e em cloroplastos. Quando os sistemas de captacéo de luz do
cloroplasto recebem um excesso de energia luminosa, ha quatro rotas possiveis
para dissipacdo do excesso de energia: ela pode ser perdida por dissipacdo
térmica ou por emissdo de fluorescéncia; pode ser absorvida pela cadeia de
transporte de elétrons, caso esta esteja funcionando no seu potencial maximo; ou
pode interagir com &omos de oxigénio, dando origem as diversas formas
ativadas de oxigénio (SALIN, 1988).

A Figura 1 mostra uma visdo simplificada de como os radicais livres
podem ser gerados em cloroplastos. O oxigénio singleto resulta da absor¢éo do
excesso de energia das moléculas de clorofila. O radical superdxido origina-se da
doacdo de elétrons que circulam via carregadores na cadeia de transporte de

elétrons. A acdo da enzima superoxido dismutase, na etapa inicial do sistema



antioxidativo, resulta na formacdo de perdxido de hidrogénio, enquanto o radical
hidroxil € formado a partir do peroxido de hidrogénio nas reacfes de Fenton ou
de Haber-Weiss (ASADA, 1994).

Oxigénio singleto

Carotendides

Clorofila 1I:I;2 a - tocoferol o~ 0 Ascorbato
Transporte de . 0. Peroxidase | Ciclo ascorbato
elétrons outrod— . [z — —‘", p Hilz—— 4 |glutationa
processos Carregadores| Superdxido dismutase

deelétrons  Superdxido

A

Hidroxil

T -
OH
Ascorbato
a - tocoferol

Figural - Geracdo de formas ativadas de oxigénio e mecanismos de
decomposi ¢ao (adaptada de FOY ER, LELANDAIS e KUNERT, 1994).

Espécies ativadas do oxigénio apresentam uma variedade de efeitos
danosos as células. Os radicais hidroxil e oxigénio singleto sdo atamente
reativos, podendo oxidar a maioria dos compostos organicos (IMLAY e LINN,
1988). O perdéxido de hidrogénio, originado da acdo da superdxido dismutase,
deve ser removido rapidamente, porque muitas enzimas do ciclo de reducéo do
CO, sdo sensiveis ao H,O,, e a reacdo de fixacdo do CO, € inibida na presenca
desse radical (KAISER, 1976, 1979; ROBINSON et al., 1980). O peréxido de
hidrogénio participa de sistemas de oxidacdo catalisados por metais, marcando
proteinas para degradacdo (LEVINE et d., 1990; PACIFICI e DAVIES, 1990;
STADTMAN e OLIVER, 1991).

Células vegetais fotossinteticamente ativas apresentam maior

probabilidade de sofrerem danos oxidativos, dada a alta concentragdo de O,



durante a fotossintese e a abundancia de pigmentos fotossensiveis e acidos
graxos poliinsaturados no envelope do cloroplasto e nos tilacdides (FOYER et
al., 1994). Estima-se que cerca de 1% do oxigénio consumido pelas plantas é
convertido em formas ativadas (ASADA e TAKAHASHI, 1987) em diferentes
regides subcelulares. O resultado cumulativo da geracdo de um excesso de
radicais livres é a inibicdo da biossintese e 0 comprometimento da estrutura do
cloroplasto, sendo esses efeitos exacerbados por diferentes fatores de estresse
ambiental.

Uma vez que os elétrons excitados e 0 excesso de energia sdo
transferidos para o oxigénio, a formagcdo de espécies ativadas de oxigénio
funciona como um escoadouro de energia, protegendo o sistema de transporte de
elétrons da super-reducéo, a qual resulta no processo de fotoinibicdo (FOYER et
al., 1994). Desse modo, se as formas ativadas de oxigénio podem ser eliminadas
eficientemente, 0 sistema antioxidativo pode ser considerado um importante

componente da dissipacdo do excesso de energia.

2.1. Origem eformacao das espécies ativadas de oxigénio

2.1.1. Oxigénio singleto

Oxigénio singleto pode ser formado quimica ou fotoquimicamente. Um
exemplo de formagdo quimica € como um subproduto da atvidade da
lipoxigenase. E formado fotoquimicamente pela captacio de energia da clorofila,
especialmente quando um excesso de energia luminosa incide sobre o aparato
fotossintético. Clorofila excitada no estado singleto, do sistema de captacdo de
energia, é convertida em clorofila tripleto caso a energia de excitacdo ndo seja
utilizada ou dissipada por transporte de elétrons, emissdo de fluorescéncia ou
dissipacdo térmica. A clorofila tripleto excitada converte entdo o oxigénio no
estado fundamental em oxigénio singleto, pela elevacdo dos elétrons de valéncia

a orbitais de maior energia e, subseqiientemente, invertendo os “spins’ para criar



um par antiparalelo (FOYER et al., 1994). A producdo de oxigénio singleto
depende, assim, da taxa de dissipacéo térmica e do transporte de el étrons.

O oxigénio singleto é altamente destrutivo, porgue € capaz de reagir com
a maioria das moléculas organicas a taxas controladas quase totamente pela
difusdo, ou sgja, a reacdo € limitada apenas pela velocidade com aue ele se
difunde (CADENAS, 1989). Esse radical participa de reacOes de adicéo a enos e
dienos, formando hidroperoxidos e endoperéxidos (FOOTE, 1979; KRINSKY,
1979), os quais propagam reacoes em cadeia de geracdo de radicais livres. Em
sistemas biolégicos, a peroxidacdo de lipidios resulta no enfraquecimento e na

alteracdo das membranas.

2.1.2. Superéxido

O radica superdxido pode ser formado enzimaticamente por
flavoproteina desidrogenases, ou nédo-enzimaticamente pela auto-oxidacdo de
ferredoxinas, hidroguinonas, tidis e hemeproteinas reduzidas (FRIDOVICH,
1986).

Como pode ser visto na Figura 2, a ferredoxina e outros carregadores de
elétrons no lado redutor do Fotossistema 1 (FS1) possuem potenciais
eletroquimicos suficientemente negativos para doar um elétron para o oxigénio
(ASADA e TAKAHASHI, 1987). A maior parte da producdo de superoxido
nessa rota ocorre via ferredoxina (FURBANK e BADGER, 1983) e pela reacéo
de Mehler:

2 oxigénios + 2 Fd red = 2 superéxido + 2 Fd ox.

A acdo do superoxido sobre as células ndo é tdo danosa quanto a de
outras espécies ativadas de oxigénio, embora este radical estgja envolvido,
possivelmente, com a peroxidacao de lipidios, danos as membranas e quebras em
fitas smples de DNA (FRIDOVICH, 1986). Mais importante é que ele pode
reagir com o peroxido de hidrogénio, originando o radical hidroxil, na reagdo de
Haber-Weiss catalisada por metais (ASADA, 1994). Causa, ainda, a inativagdo



da catdlase e da glutationa peroxidase, bem como a oxidacdo de NADPH e de
epinefrina (FRIDOVICH, 1986).
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Figura 2 — Geragdo de oxiintermediarios pelo cloroplasto e sistemas enddgenos
de protecdo. (OH') radical hidroxil; (SOD) superéxido dismutase;
(O,) superdxido; (Fd) ferredoxina; (RCI e RCII) centros de reacéo
dos Fotossistemas | ell; (Pc) plastocianina; (A) ascorbato peroxidase;
(B) deidroascorbato redutase; (C) glutationa redutase (adaptada de
SALIN, 1988).

2.1.3. Per6xido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio pode ser produzido durante a oxidagdo do
glicolato no peroxissoma (TAIZ e ZEIGER, 1991). E formado, ainda, pela acdo
da superoxido dismutase sobre o radical superoxido. O peréxido de hidrogénio
a mais estével das espécies de oxigénio. E um forte oxidante nucleofilico,
embora relativamente ndo-reativo. E responsavel pela inibicdo de enzimas do
ciclo de Calvin (KAISER, 1976) e de outras enzimas, por meio da oxidacéo de
pontes SH. O peroxido de hidrogénio pode ser convertido em radical hidroxil

por meio das reagdes de Fenton e de Haber-Weiss.



2.1.4. Radical hidr oxil

O radical hidroxil € formado pela reacdo de Fenton, catalisada por

metais, e pelade Haber-Weiss, como se segue:

Fenton: Fe** + H,0, = OH" + Fe*" + OH"
Haber-Weiss: O, + H,0,=OH" + OH + O,

O radica hidroxil é altamente reativo, oxidando a maioria dos compostos
organicos a taxas controladas quase totalmente por difusdo (ASADA, 1994).
Dada a sua elevada reatividade, € um composto indiscriminado, reagindo com o
primeiro substrato disponivel. Possui, assim, um elevado potencial destrutivo e
mutagénico. Membranas do cloroplasto sdo particularmente suscetives, por
estarem intimamente ligadas ao local de formagéo desseradical (ASADA, 1994).

2.1.5. Sistemasantioxidativos

Em face da espontaneidade das reacfes envolvidas com a geracéo de
radicais livres, 0os organismos que possuem um modo de vida aerébio
desenvolveram sistemas eficientes de remocao das especies reativas de oxigénio.

A protecdo dos cloroplastos contra o estresse oxidativo €, portanto,
essencia e, em condi¢des normais, uma protecéo adequada € obtida pelo sistema
antioxidativo das plantas (ASADA e TAKAHASHI, 1987). O radical superdxido
€ elimnado pela acdo da superdxido dismutase (superdxido:superdxido
oxidoredutase, E.C. 1.15.1.1); o peroxido de hidrogénio pela catalase (H,O.,:
H,O, oxidoredutase, E.C. 1.11.1.6), pela ascorbato peroxidase (ascorbato:H,O,
oxidoredutase, E.C. 1.11.1.7) e pelo ciclo ascorbato-glutationa; os radicais
hidroxil e oxigénio singleto sdo eliminados ndo-enzimaticamente por meio de
reagdes com ascorbato, carotendides e a-tocoferol (ASADA, 1994).

A Figura 3 mostra a localizacdo e a sequéncia de parte da rota
antioxidativa. E neste ponto, a seqiiéncia de reacdo Mehler-peroxidase, que o

sistema atua na regulagdo do transporte de elétrons, onde torna-se importante



como modulador do decréscimo na eficiéncia quantica dos fotossistemas
(Neubauer e Schreiber, 1989, citados por DODD, 1996). Esse efeito resulta da
geracdo de gradientes de protons trangtilacoidais, acoplada ao fluxo
pseudociclico. A sequéncia de reacdo Mehler-peroxidase, juntamente com a
fotorrespiracdo, € um componente importante do controle fotossintético, a

regulacdo global do transporte fotossintético de elétrons (FOYER et a., 1990).
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Figura 3 — Sequiéncia de reacdo Mehler-peroxidase associada a membrana do
tilacdide: (Asc) ascorbato; (MDHA) monodeidroascorbato; (O,)
superoxido; (SOD) superéxido dismutase; (ASPOD) ascorbato
peroxidase; (Fd) ferredoxina; (FSI) fotossistema | (adaptada de
FOYER, LELANDAIS e KUNERT, 1994).

A Figura 4 mostra o ciclo ascorbato-glutationa. Este ciclo mantém um
alto nivel de ascorbato (50 mol mi®) no estroma. O radical monodeidroascorbato
(MDHA), formado a partir da oxidagdo do ascorbato, pode sofrer dismutagdo
espontanea e formar &cido ascérbico reduzido (Asc) e deidroascorbato (DHA),
ou ser enzimaticamente reduzido a Asc por MDHA redutase dependente de
NAD(P)H (DALTON et a., 1992; HOSSAIN et a., 1984). Deidroascorbato €

novamente reduzido a Asc ndo-enzimaticamente por glutationa reduzida, ou
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enzimaticamente em uma reagdo cddisada por DHA  redutase
(glutationa:deidroascorbato oxidoredutase, E.C. 1.8.5.1) (POLLE et a., 1992).
Glutationa na forma oxidada (GSSG), resultante dessa reacdo, € convertida
novamente a GSH por glutationa redutase dependente de NADPH
(NADPH:glutationa oxidada oxidoredutase, E.C. 1.6.4.2) (Foyer et a., 1991,
citados por GOSSET et a., 1994). Ascorbato peroxidase, deidroascorbato
redutase e glutationa redutase participam da rota Halliwell-Asada, a qual remove
H,O, em cianobactérias, em cloroplastos e em nodulos radiculares (DALTON et
al., 1986).

ascorbato
Citosol

Cloroplasto
(oxidada)
- G55

Hgng\] p Asi.: _\/,-— ! / \P_ADF’
OHA .
Ha
AsFOD repéatase redutase %Idul}ta;g%na

Ha':'-“'/ '\ MDHE \\ J’\- .
J / NaDP f
GSH f’

\; OHA (reduzida)

Figura4— O ciclo ascorbato-glutationa (adaptada de FOYER, LELANDAIS e
KUNERT, 1994).

O ascorbato pode ser também oxidado por reacdo direta com G, ou
servir como redutor do radical a-cromoxil de a-tocoferol oxidado (Foyer et al.,
1991, citados por GOSSET et al., 1994). As membranas do tilactide sdo ricas em
a-tocoferol, o qual interrompe as reacdes de peroxidacéo de lipidios ndo apenas
por reagir com GO,’, mas também por eliminar radicais hidroxil, peroxil e alcoxil
(HALLIWELL, 1987). Compostos reativos a acido tiobarbitarico (TBA), como
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malondialdeido, podem ser formados (PRYOR et a., 1976), caso a peroxidacéo
em membranas ndo segja suficientemente inibida.

Quando as plantas sdo expostas a fatores fisico-quimicos extremos, a
exemplo de ata intensidade luminosa, extremos de temperatura, seca, 0zonio,
tratamentos com herbicidas ou deficiéncia mineral, o balanco entre a producéo de
espécies reativas de oxigénio e a atividade de antioxidantes é destruido,
resultando normalmente em danos oxidativos (CAKMAC e MARSCHNER,
1992; DHINDSA e MATOWE, 1981; FANGMEIER et a., 1994; GOSSETT et
a., 1994, HARPER e HARVEY, 1978, MONK e DAVIES, 1989; MORAN et
a., 1994; POLLE et a., 1992; SPYCHALLA e DESBOROUGH, 1990; WISE e
NAYLOR, 1987). Existem trés modos pelos quais 0 estresse oxidativo pode ser
exacerbado pelos fatores ambientais. Esses fatores podem estar diretamente
ligados a producdo de radicais livres, ou podem inibir o sistema de defesa
antioxidativo, levando assm a um aumento indireto dos niveis de espécies
reativas de oxigénio. O estresse ambiental pode, ainda, causar perturbacdes em
rotas biossintéticas, afetando a capacidade de dissipacdo do excesso de energia e,
assim, levar a geracdo das formas ativadas do oxigénio (SALIN, 1988).

Em gera, a exposicdo dos organismos a algum fator de estresse
ambiental resulta no aumento da atividade do seu sistema antioxidativo
(DHINDSA e MATOWE, 1981; GOSSETT et al., 1994; HARPER e HARVEY,
1978; MONK e DAVIES, 1989; FP°YCHALLA e DESBOROUGH, 1990; WISE
e NAYLOR, 1987). A consisténcia da resposta aos diferentes fatores de estresse
indica a existéncia de uma rota comum para alteracdes celulares induzidas para a
sua protecao.

O aumento da atividade das rotas antioxidativas ndo est4 relacionado
apenas com 0 aumento da quantidade de enzimas, mas também com a maior
afinidade das enzimas pelos seus substratos. Condicbes de estresse levam a
producdo de diferentes isoformas com diferentes afinidades pelo substrato
(DRUMM-HERREL et al., 1989; EDWARDS et d. 1994; MATTERS e
SCANDALIOS, 1986). O gjuste balanceado dos niveis das diferentes isoformas



com diferentes afinidades pode configurar-se como a estratégia mais significativa
paraamobilizacdo do sistema de defesa antioxidativo.

A literatura sobre danos oxidativos a plantas ndo inclui trabalhos
avaliando o sistema antioxidativo de espécies pertencentes ao género Eucalyptus,
relacionando-o a fatores de estresse especificos. Também os trabalhos sobre a
atividade do sistema antioxidativo de fungos ectomicorrizicos, sob estresse
ambiental, sdo escassos (MISZALSKI e BOTTON, 1996). Em plantas de Pisum
sativum, a atividade da superéxido dismutase € maior no sistema radicular de
plantas colonizadas por fungos micorrizicos arbusculares (ARINES et 4.,
1994a). Essa maior atividade parece estar relacionada a um aumento da atividade
especifica das isoenzimas, uma vez que ndo se verificou o aparecimento de novas
isoenzimas em micorrizas. ARINES et al. (1994b) sugerem que 0 aumento da
sobrevivéncia e do vigor de plantas micropropagadas, quando associadas a
fungos micorrizicos, pode estar relacionado com a regulagdo da expressdo do
sistema antioxidativo e, em especial, da superoxido dismutase. RUIZ-LOZANO
et a. (1996) observaram um aumento significativo na atividade da superdxido
dismutase em plantas micorrizicas de Lactuca sativa expostas a estresse hidrico,
comparadas a plantas ndo-micorrizicas. A adicdo de sulfeto a0 meio de
crescimento, em concentragdes variando entre 5 e 20 mol m®, resultou na
inibicdo do crescimento do fungo ectomicorrizico Rhizopogon roseolus e da
atividade da superdxido dismutase (MISZALSKI e BOTTON, 1996).

Mais importante que a escassez de trabalhos sobre o funcionamento do
sistema antioxidativo em fungos micorrizicos é a completa falta de informacoes
do efeito de sua associagdo com a planta sobre a regulacéo desse sistema, assim
como de sua importancia como fator de sobrevivéncia do fungo em face das
variacOes ambientais. Sabe-se, no entanto, que os fungos ectomicorrizicos sdo
incapazes de completar o ciclo de vida em ambientes naturais, sem estarem
associados a um hospedeiro especifico (MARX, 1991; SMITH e READ, 1997).

Demonstrou-se, recentemente, que, durante o estabelecimento da
associacdo micorrizica, ocorre uma alteracdo substancial da expresséo de genes

tanto na planta quanto no fungo. A colonizagdo da planta hospedeira pelo fungo
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micorrizico e a morfogénese dos tecidos simbidticos induzem a expressédo de um
grupo especifico de proteinas do hospedeiro (MARTIN e HILBERT, 1991;
MARTIN et al., 1997) e de aguns genes do micossimbionte (TAGU et 4.,
1993). Os produtos desses genes induzidos durante a infeccdo parecem estar
envolvidos com o estabelecimento e a manutencdo da interacdo compativel entre
o fungo micorrizico eaplanta

Em Eucalyptus, o desenvolvimento das ectomicorrizas é acompanhado
por um acumulo diferencial de polipeptidios, podendo essas alteracbes serem
divididas em trés categorias distintas. (i) polipeptidios, principalmente de origem
vegetal, presentes em menor quantidade nos tecidos simbidticos; (ii) um pequeno
grupo de polipeptidios que se acumulam; e (iii) polipeptidios especificos da
simbiose, 0s quais somente sd0 expressos quando do estabelecimento da
simbiose (HILBERT e MARTIN, 1988; HILBERT et d., 1991). As alteractes na
sintese de polipeptidios parecem estar ligadas a compatibilidade entre o fungo
micorrizico e a planta hospedeira. Durante o desenvolvimento de micorrizas
entre Pisolithus tinctorius e Eucalyptus grandis, ocorrem uma forte inibicéo da
sintese de alguns polipeptidios vegetais, o acimulo de alguns polipeptidios
fungicos e o aparecimento de polipeptidios especificos da simbiose, as chamadas
“micorrizinas’ (BURGESS et al., 1995). Os autores demonstraram que o isolado
fungico n&o-micorrizico ndo causou alteracdes na biossintese de proteinas, mas,
ao contrario, observaram essas alteragOes desde o contato inicial entre araiz e o
isolado fungico mais infectivo. Também a regulacdo temporal da sintese de
polipeptidios fungicos relacionados com a simbiose correlacionou-se
estreitamente com a infectividade do isolado. Uma revisdo mais detalhada do
assunto pode ser obtidaem MARTIN et al. (1997).

Os fungos ectomicorrizicos utilizam agumas enzimas especificas
durante o processo de colonizagdo radicular (Hacskaylo, 1973, citado por
MARX, 1981). Muitos isolados perdem a capacidade de colonizar a raiz da
planta apos periodos prolongados de cultivo em meio agar (MARX e DANIEL,
1976). Os trabalhos que demonstram a regulacéo da expressao génica na planta e
no fungo durante o processo de colonizagdo (MARTIN et al., 1997) suportam a
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sugestédo de que as enzimas adaptativas necess&rias ao processo de colonizacdo
em culturas de fungos ectomicorrizicos podem estar expressando menor
atividade (MARX, 1981). A constatacdo da existéncia de padrbes distintos de
sintese de proteinas durante o desenvolvimento das micorrizas sugere que, apos 0
contato entre os simbiontes, muitos genes sdo ligados ou desligados nas células
do fungo e da planta (GIANINAZZI-PEARSON e GIANINAZZI, 1989;
MARTIN eHILBERT, 1991; TAGU et al., 1993).

Embora muitos dos produtos desses genes ja tenham sido identificados
(MARTIN et al., 1997), ndo ha, aparentemente, relatos na literatura associando a
alteracdo da expressdo genética ao fato de as plantas micorrizicas serem mais
tolerantes aos fatores ambientais de estresse. Mais importante é que ndo explicam
o fato de os fungos ectomicorrizicos sobreviverem em ambientes naturais sob um
arranjo de condic¢des fisico-quimicas potencialmente de estresse, as quais sdo, em

graus variave's, extremamente sensiveis quando cultivados em laboratorio.

2.2. Relacdo entre temperatura supra-6tima, formacéo deradicaislivrese a
reducéo da capacidade fotossintética: o fendémeno da fotoinibicéo

Nivels de radiacdo acima do requerido para saturar a fotossintese causam
uma severa reducdo da capacidade fotossintética (KYLE e OHAD, 1987),
especialmente quando o0 excesso de radiagdo esta associado a outros fatores ditos
de estresse (BJORKMAN e POWLES, 1984; MASOJDEK e HALL, 1992
POWLES, 1984). Por convencdo, a inativacdo da fotossintese por excesso de
radiacdo é denominada fotoinibicdo. A fotoinibicdo crénica resulta do desbalanco
entre a energia capturada pelo aparelho fotossintético e a energia utilizada
durante a assimilacédo do CO, (OSMOND, 1994). Em condi¢cbes em que a
intensidade de fotons esta acima da capacidade de sua utilizag8o, o excesso de
fotons resulta na producdo de moléculas reativas nos cloroplastos, as quais sdo
capazes de oxidar as moléculas-avo e resultar no fendmeno de fotoinibicdo
(ASADA, 1994). A proteina D1, do centro de reagdo do FSII, e diversas enzimas
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do ciclo de Calvin, como bisfosfatase da frutose-1,6-bisfosfato e desidrogenase
do gliceradeido-3-fosfato, sGo o alvo primario do fendbmeno da fotoinibicéo
(ASADA, 1994). A inativagdo das moléculas-alvo primarias reduz a capacidade
de utilizag&o de fotons e potencializa a fotoproducéo das moléculas reativas.

O fenbmeno da fotoinibicdo associada a temperaturas supra-6timas €
atribuido a danos causados ao fotossistema Il (FSII) (BERRY e RAISON, 1981,
YORDANOV et d., 1986). Acreditase que o aumento da temperatura leva,
inicialmente, a um blogueio dos centros de reacéo do FSII e, posteriormente, a
uma separacdo entre os pigmentos de captacado de luz periféricos e os complexos
do FSlI.

A inibicdo térmica inicial dos centros de reacdo do FSII é atribuida a
alteracbes no sistema de decomposicdo de agualevolucdo de oxigénio
(CHENIAE e MARTIN, 1970; NASH et a., 1985 YAMASHITA e BUTLER,
1968).

A estabilidade térmica de outros componentes da cadeia de transporte de
elétrons da fotossintese (HAVAUX, 1993a), do envelope do cloroplasto
(KRAUSE e SANTARIUS, 1975) e das enzimas do ciclo de Calvin localizadas
no estroma do cloroplasto (BJORKMAN et a., 1976; SANTARIUS, 1975) é
maior do que ado FSII. A temperatura na qual se observa a desnaturacéo do FSl|
varia em funcdo de diversos fatores ambientais. Estresse hidrico (HAVAUX,
1992), sdlinidade (LARCHER et al., 1990) e intensidade luminosa moderada
(SCHREIBER e BERRY, 1977; Havaux e Strasser, 1990, citados por HAVAUX,
1994) reduzem a sensibilidade térmica do FSII. A pré-aclimatacdo da planta a
uma temperatura supraétima, porém ndo-letal, resulta no aumento da
estabilidade térmica do FSII (HAVAUX, 1993b, 1994). Além da adaptacdo lenta
da fotossintese a temperaturas supraOtimas, na qual possivelmente ha o
envolvimento da sintese de novo de proteinas e de lipidios, existem processos
adaptativos que modificam rapidamente a estabilidade térmica do aparato
fotoguimico da fotossintese (HAVAUX, 1993b, 1994; NISHIYAMA et a., 1993;
SANTARIUSeMULLER, 1979).
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Dentre 0os mecanismos relacionados com a protecdo do aparato
fotossintético em condicgdes fotoinibitorias, a participacdo de proteinas induzidas
por choque térmico codificadas no genoma nuclear, especialmente as de baixo
peso molecular (Kruse e Kloppstech, 1992, citados por OHAD et a., 1994)
associadas as membranas do cloroplasto, ou das proteinas intrinsecas da
membrana do tilacdide induzidas por excesso de luz (ELIP), tem sido
considerada um mecanismo adaptativo a condigdes fotoinibitorias. A elevada
correlacdo entre a inducdo de ELIP em ervilha e sua persisténcia nas membranas
do tilacéide durante a exposicdo a um excesso de luz (ADAMSKA et al., 1993)
sugere que essa classe de proteinas esta envolvida com o processo de giro da
proteina D1 do FSII e com o fenbmeno de ligacdo ou deslocamento de pigmentos
(carotendides ou clorofilas).

O dedlocamento da clorofila do FSII para a fase lipidica da membrana do
tilacide, durante o processo de giro da proteina D1, pode ser potencia mente
danoso. Durante a excitacdo por luz, moléculas livres de clorofila podem ser
convertidas ao estado tripleto e reagir com o oxigénio, resultando na formacgéo de
oxigénio singleto (ASADA, 1994). Nesse caso, pode-se prever que 0s danos as
membranas do tilactide serdo inespecificos, uma vez que aquele radical € capaz
de reagir indiscriminadamente com quaisquer moléculas organicas. A ocorréncia
desse tipo de dano ndo tem sido observada “in vivo” durante a fotoinibicdo, o que
sugere que algumas dessas proteinas induzidas por estresse, de algum modo, séo
capazes de interagir com as moléculas de clorofila livres e bloquear a geracdo de
oxigénio singleto durante o estresse luminoso e,ou, térmico (OHAD et al., 1994).

A presenca de proteinas de chogque térmico na regido dos grana dos
tilacéides de células de Chlamydomonas (SCHUSTER et d., 1988), ou em folhas
de trigo (STAPEL et a., 1993), ap6s pré-aclimatacdo a 40-42°C por duas horas,
correlaciona-se com a manutencdo do valor da fluorescéncia variavel da clorofila
do FSII, apos posterior exposicdo a uma combinacdo de excesso de irradiancia e
temperatura elevada.

Além do envolvimento de proteinas induzidas por temperaturas supra

Otimas, a reorganizacd da membrana do tilacdide parece estar também
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relacionada com o0 mecanismo de termoprotecdo. A dissociagdo do FSII de
alguns complexos de captacdo de luz tem sido observada em tilacéides isolados,
apos tratamento em temperaturas elevadas (GOUNARIS et al., 1984; SUNDBY
et al., 1986). Sugere-se que o FSII dissociado é capaz de migrar lateramente das
regides empilhadas para as ndo-empilhadas da membrana do tilacéide, deixando
para tras o complexo proteina-clorofila livre. Alguns trabalhos indicam que essa
reorganizacdo da membrana induzida por temperaturas elevadas pode também
ocorrer “in vivo” (ARMOND et a., 1980; SANE et a., 1984; WEIS, 1985), e
representaria um mecanismo de prevencdo da superexcitacéo e do posterior dano
ao centro dereacdo do FSII em dtairradiancia

Em ambientes naturais, temperaturas elevadas estdo normalmente
associadas a ata irradiancia solar. O excesso de luz resulta, normalmente, no
agravamento do dano causado ao aparato fotossintético por temperaturas
elevadas (HAVAUX, 1994).

O evento inicial da fotossintese € a absor¢cdo dos fotons da radiagdo
luminosa pelos complexos coletores de luz. A energia de excitagdo €, entéo,
transferida aos centros de reagdo dos fotossistemas | e |l (TAIZ e ZEIGER,
1991). A energia de excitacdo, candizada para o centro de reagdo do FSII, é
utilizada para a transferéncia de um elétron do Psg, para a feofitina a, no processo
conhecido como separagdo de carga. O elétron é transferido da feofitina a paraa
plastoguinona Q,. Em situacdes em que o estoque de Q, encontra-se totalmente
reduzido, o centro de reagdo permanece num estado bloqueado, ou sgja, incapaz
de acoplar a energia de excitagdo atransferéncia de el étrons.

O elétron recebido por Q. é transferido para a plastoquinona Q. Apés
receber dois elétrons, Qg é capaz de receber dois protons e se deslocar do centro
de reacdo do FSII para o estoque de plastoquinonas. ApOs certo periodo na
auséncia de luz, todas as moléculas de Q, transferiram seus elétrons e se
encontram em estado oxidado. A posterior iluminacdo do aparato fotossintético
resulta na emissdo de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a, que,
graficamente, pode ser representada por uma curva do tipo OIDPSMT
(WALKER, 1988). A fluorescéncia inicial (F,) corresponde ao nivel de
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fluorescéncia O da curva OIDPSMT (VAN KOOTEN e SNEL, 1990). Em
folhas previamente adaptadas a auséncia de luz, k representa a intensidade da
fluorescéncia quando as moléculas de Q. encontram-se totalmente oxidadas. Na
fotoinibicéo classica, geramente se observa um aumento e posterior reducéo de
Fo (KRAUSE e WEIS, 1991). O aumento de F, parece estar associado a reducdo
na eficiéncia de captura e transferéncia de energia pelo complexo coletor de luz
do aparato fotossintético (KRAUSE e WEIS, 1991). De acordo com GUENTER
e MELIS (1990), a fotoinibicdo resulta no desacoplamento entre o complexo
coletor de luz e o centro de reacéo do FSII, impedindo a transferéncia de energia
de excitacdo para o centro de reagdo, que, assim, deve ser perdida por emisséo de
fluorescéncia (aumento de F,). Entretanto, quando o centro de reacéo do FSII

encontrase em estado inativo, contendo ainda a molécula de proteina D1 néo-
funcional, a energia de excitagdo transferida do complexo coletor de luz pode ser
perdida na forma de calor (ARO et al., 1993). Nesse caso, o valor de R, tende a
se manter inalterado.

A reducdo parciad de Q,, apds a iluminagdo, resulta no aumento da
intensidade da fluorescéncia, que chega ao nivel F,, (fluorescéncia maxima)
quando o centro de reagdo encontrase bloqueado (todas as noléculas de Q
reduzidas). A diferenca F,—F, representa a fluorescéncia variavel (F,). A razéo
F./F., € um importante indicador do estado funcional do aparato fotossintético,
sendo uma estimativa da maxima eficiéncia quantica do FSII (BJORKMAN e
DEMMIG, 1987, KITAJMA e BUTLER, 1975). Fatores ambientais que
resultam na reducdo da eficiéncia quantica do FSII causam uma reducdo nos
valores de F,/F,,, que, para a maioria das espécies, encontra-se em torno de 0,832
+ 0,004 (BJORKMAN e DEMMIG, 1987), quando as condicdes ambientais sio
favoraveis.

A avaliacdo da emissdo de fluorescéncia pela clorofila a tem sido muito
utilizada para se determinarem o estado fisiolégico do FSII (KRAUSE e WEIS,
1991) e os efeitos de fatores fisico-quimicos sobre o funcionamento do aparato
fotossintético (HAVAUX, 1993b, 1994; MARTINEZ y HUAMAN, 1995).
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Recentemente, a técnica de avaliacdo da emisséo de fluorescéncia tem
sido utilizada para se determinarem os efeitos de fatores biéticos e abioticos
sobre a capacidade fotossintética de pantas do género Eucalyptus (BALL et d.,
1997; HOLLY et al., 1994; OGREN e EVANS, 1992; RODEN e BALL, 1996;
RUTHERFORD et al., 1993). Entretanto, ndo se conhecem os efeitos da
combinagdo entre alta temperatura e alta irradiancia sobre a eficiéncia
fotoguimica em plantas do género Eucalyptus, e nem de que forma as plantas se

adaptam a essa condic¢ao potencia mente fotoinibitoria.

2.3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi verificar se o estabelecimento da associacéo
micorrizica induz ateracbes qualitaivas e quantitativas nos mecanismos de
decomposicdo de radicais livres, e se essas alteragcdes podem estar relacionadas
com a maior tolerdncia dos organismos envolvidos na simbiose a temperaturas
supra-6timas. Adicionalmente, procurou-se avaliar se a associagdo micorrizica
induz alteracBes fisioldgicas que resultam em maior tolerdncia das plantas
micorrizicas a fotoinibicdo, causada pela combinacdo entre temperatura e

irradiéncia supra-6timas.
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CAPITULO 1

CINETICA DA FLUORESCENCIA EM PLANTASMICORRIZICASDE
Eucalyptus grandis SOB TEMPERATURA E IRRADIANCIA SUPRA-

OTIMAS

1. INTRODUCAO

A producdo primaria, em diversos ecossistemas, estd diretamente
relacionada com a atividade fotossintética das plantas. A atividade de
fotossintese varia com as condicbes do ambiente, como luminosidade,
temperatura, disponibilidade de é&gua, de nutrientes, dentre outras (TAIZ e
ZEIGER, 1991). Em situagbes em que um ou mais desses fatores encontram-se
fora dos limites ideais para sustentar a atividade fotossintética, a producéo
priméria do ecossistema tende a diminuir, afetando todas as demais reacdes que
dependem da energia armazenada na forma de carbono organico (ATLAS e
BARTHA, 1992).

Quando um excesso de radiacdo esta associado a outros fatores ditos de
estresse, as plantas sofrem uma severa reducdo da capacidade fotossintética
(BJORKMAN e POWLES, 1984; MASOJDEK e HALL, 1992; POWLES,
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1984), um fendmeno convencionalmente conhecido por fotoinibicdo. Em
cloroplastos, 0 excesso de energia da radiagcdo luminosa pode reagir com aomos
de oxigénio e levar a producdo de radicais livres, 0s quais sdo capazes de oxidar
alguns dos componentes do aparelho fotossintético e resultar no fenbmeno de
fotoinibicdo. A proteina D1 do centro de reacdo do FSII e diversas enzimas do
ciclo de Cavin sd0 o avo primé&io do fendmeno da fotoinibicdo (ASADA,
1994). A inativagdo das moléculas-avo primarias reduz a capacidade de
utilizac&o de fotons e potencializa afotoproducéo das moléculas reativas.

Temperaturas supra-6timas podem aumentar os danos decorrentes do
excesso de radiacdo por meio de mecanismos distintos. Um efeito direto esta
relacionado com o fechamento dos estdmatos (TAIZ e ZEIGER, 1992) e,
consequentemente, com a reducd da disponibilidade de CO, para os
cloroplastos. A energia absorvida pelo aparelho fotossintético ndo pode, neste
caso, ser dissipada pela assimilagdo do CO,, e a probabilidade da ocorréncia da
fotoinibicdo é maior (WALKER, 1988).

Temperaturas supra-6timas podem, ainda, resultar em danos estruturais
a0 fotossistema Il (FSII) (BERRY e RAISON, 1981; YORDANOV et a., 1986).
A estabilidade térmica de outros componentes da cadeia de transporte de elétrons
da fotossintese (HAVAUX, 1993a), do envelope do cloroplasto (KRAUSE e
SANTARIUS, 1975) e das enzimas do ciclo de Calvin localizadas no estroma do
cloroplasto (BJORKMAN et a., 1976; SANTARIUS, 1975) é bem maior do que
ado FSlI.

A pré-aclimatacdo das plantas a uma temperatura supraOtima, porém
néo-letal, resulta no aumento da estabilidade térmica do FSII (HAVAUX, 1993b,
1994). Além da adaptacdo lenta da fotossintese a temperaturas supra-6timas, na
qual possivelmente ha o envolvimento da sintese de novo de proteinas e de
lipidios, existem processos adaptativos que modificam rapidamente a
estabilidade térmica do aparato fotoquimico da fotossintese (HAVAUX, 1993b,
1994; NISHIYAMA et d., 1993; SANTARIUSe MULLER, 1979).

Recentemente, a técnica de avaliacdo da emissdo de fluorescéncia tem

sido utilizada para se determinarem os efeitos dos fatores bidticos e abidticos



sobre a capacidade fotossintética das plantas, incluindo as do género Eucalyptus
(BALL et al., 1997; HOLLY et al., 1994; OGREN e EVANS, 1992; RODEN e
BALL, 1996; RUTHERFORD et a., 1993). Entretanto, ndo se conhecem 0s
efeitos da combinacéo entre alta temperatura e alta irradiancia sobre a eficiéncia
fotoquimica em plantas do género Eucalyptus, e nem de que forma as plantas se
adaptam a essa condicdo potencialmente fotoinibitoria. Além disso, o efeito da
associacd8o ectomicorrizica sobre a atividade fotossintética de plantas de E.
grandis, submetidas a essa condi¢éo ambiental, ndo foi até o momento relatada.

O objetivo deste trabalho foi examinar o efeito da combinagdo entre
temperatura e irradiancia supra-6timas sobre a eficiéncia fotoguimica em plantas
micorrizicas de Eucalyptus grandis, avaliada pela técnica de indugcdo de
fluorescéncia, e a ocorréncia de mecanismos de termoprotecdo apos aclimatacéo

aumatemperatura subletal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material bioldgico

Plantas de E. grandis foram obtidas por germinacéo de sementes em
bandgjas, contendo areia lavada e esterilizada. Aos 20 dias, as mudas foram
transplantadas para vasos pléasticos de 3 dm®, contendo o mesmo substrato. Os
inoculos dos isolados de Pisolithus sp., 1S83 e RS24, foram preparados a partir
da transferéncia de discos de agar MNM (MARX, 1969), contendo o micélio
fungico, para placas de Petri, contendo agar-agua. Apos quatro dias de incubacéo
a 28°C, os discos que apresentavam crescimento micelial foram colocados no
substrato em contato com as raizes das plantulas, no momento do transplantio
para os vasos. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo sob luz natural
por 100 dias. Semanamente, aplicaram-se 100 mL de solug&o nutritiva, contendo
(mmol L™): N, 4000; K, 800; Ca, 250; Mg, 250; S, 250; P, 40; Fe, 10; B, 10; Zn,
2; Mn, 2; Cu, 1, Mo, 0,1 (BRUNDRETT et a., 1996). Cinco dias antes das
avaliacdes, as plantas foram transferidas para uma camara de crescimento e
mantidas sob irradiancia de 400 umol fétons m? st fotoperiodo de 16 horas,

temperatura de 24 + 1 °C e umidade relativado ar entre 50 e 75%.
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2.2. Avaliacdo da emissao defluorescéncia

Esta avaliacdo foi feita em discos de 10 mm de didmetro, coletados de
folhas dos ramos laterais localizados no tergo superior das plantas. Foram
utilizadas folhas do 12 ou 2° par , completamente expandidas, e que apresentavam
umarelacdo F,/F,, acimade 0,800.

Os discos foliares foram incubados em papel-filtro Whatman® N2 4,
umedecido com &gua destilada. O materia foi transferido para placas metalicas
mantidas em  banho-maria com as  seguintes combinacdes de
temperatura/irradiancia: (i) 25°C/1.200 pmol de fétons m? s*; (ii) 40°C/5 pmol
de fétons m? s*; (iii) 40°C/1.200 umol de fétons m? s*; (iv) 40°C/1.200 pmol de
fétons m* s, apos incubagdo a 35°C/5 umol de fétons mi? s* por 20 minutos. A
iluminagdo foi proporcionada por lampadas incandescentes de 1.000 watts,
colocadas acima de um tangue de vidro, contendo agua circulante para evitar o
sobreaquecimento do material vegetal.

A emissdo de fluorescéncia foi avaliada durante 60 minutos apds o inicio
dos tratamentos, a cada 5 ou 10 minutos. Para cada tempo e combinacédo de
temperaturalirradiancia, utilizou-se um grupo de quatro discos foliares coletados
de plantas diferentes. Os discos foram removidos e mantidos sob auséncia de luz
por 20 minutos, a 25°C, antes das medicdes. As avaliacles da emissio de
fluorescéncia foram feitas com um fluorébmetro (Plant Efficiency Analyser,
Hansatech, King's Lynn, Norkfolk, UK), que determina automaticamente os

valoresde F, F,,, F, earazéo F,/F,,.

25



2.3. Aquisicdo de termotolerancia apos pré-aclimatacido a temperatura

subletal ebaixairradiancia

O efeito do tempo de incubacdo sob a combinacdo de temperatura supra
Otima, porém subletal, e baixa irradiancia sobre a aquisicdo de termotolerancia
foi estudado utilizando-se o sistema descrito anteriormente.

Os discos foliares foram submetidos a uma combinagdo de 40°C/1.200
umol de fétons m? s durante 1 hora, apés terem sido incubados a 35°C/5 pmol
de fotonsm™ s* durante 20, 40 ou 120 minutos.

Para cada efeito de tempo, um grupo de quatro discos foi avaliado logo
apos os diferentes periodos de pré-aclimatagdo. Um segundo grupo foi utilizado
para as avaliacbes ap0s o tratamento fotoinibitorio. Esse procedimento foi
adotado para se evitar que os efeitos da incubacdo a uma temperatura acima da de
crescimento das plantas pudessem mascarar possiveis mecanismos de
aclimatag@. Assim, os resultados obtidos apds o tratamento fotoinibitério foram
transformados em % dos valores encontrados imediatamente apds os diferentes

periodos de pré-aclimatacdo a 35°C.

2.4. Avaliacdes de indices de dano celular

O efeito da temperatura supra-6tima sobre a peroxidacéo de lipidios e
sobre o teor de pigmentos foi avaliado em discos foliares obtidos conforme
descrito anteriormente. Os discos foram incubados em tampédo (Tris-HCI, 20
mmol L, pH 7,5; MgCl,, 5 mmol L™; sacarose, 30 mmol L*; cloranfenicol, 50
ng mL™) a 25°C/ 1.200 pmol fétons mis™ por duas horas, a 40°C/ 1.200 pmol
fétons m?s™ por uma hora, apds incubacdo a 35°C/ 5 umol fétons mi*s” por
duas horas ou a40°C/ 1.200 pmol fétonsm™?s* por uma hora.

Os danos oxidativos a lipidios foram estimados como o conteldo de
substéncias reativas a 2-tiobarbitarico (HENDRY et a., 1993). Clorofila a,

clorofila b e carotendides foram extraidos dos discos foliares em amofariz
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contendo arela de quartzo e 0 meio de extragdo, composto de agua
desmineralizada, hidréxido de ambnio e acetona na proporcdo de 90:1:409 (v:v),
respectivamente. Os extratos foram diluidos no meio de extragdo, analisados
espectrofotometricamente, e a concentracdo dos pigmentos foi estimada pelas

formulas;

Clammol L™ = [(12,7 x Aggs) — (2,69 X Agss)] X 1,119
Cl b mmol L™ = [(22,9 x Agss) — (4,68 X Aggs)] X 1,102
Cl Total mg L™ = (8,02 x Agss) — (20,2 X Agss)

Carot. mmol g M.Fr.! = (Asgo + 0,114 X Aggz — 0,638 X Agys) X V x 10°
1125x M

em que V € o volume do extrato (litros) e M a massa fresca (gramas) (HENDRY
e PRICE, 1993).

27



3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo da emissdo de fluorescéncia em resposta a temperatura e
irradiancia supra-6timas

A exposic¢do dos discos foliares a uma irradidncia de 1.200 pmol fétons
m? s*, bem acima da utilizada para a aclimatacéo das plantas (400 umol fétons
m? s%), resultou numa queda gradua e lenta do valor da razdo F,/F,, (Figuras 5 e
6) quando o materia foi incubado sob temperatura semelhante ade aclimatacéo
(25°C). Ao contrério, a combinacdo de alta irradiancia (1.200 umol f6tons m
s e alta temperatura (40°C) resultou em uma queda acentuada da razdo F,/F.,. A
expressdo do dano fotoinibitorio foi extremamente rdpida, podendo ser observada
j& nos primeiros cinco minutos apds exposicdo ao tratamento fotoinibitorio
(Figuras 5 e 6). A exposicado dos discos foliares a uma temperatura supra-6tima
(40°C) ndo afetou significativamente a eficiéncia fotoquimica do FSII, quando
associada a uma condi c8o de baixa irradiancia (5 pmol fétonsm? s%).

A pré-aclimatacdo dos discos foliares a uma condicéo subletal (35°C/5
pmol fétons m? s™) ndo resultou em aumento da estabilidade térmica do FSII, a0
contr&rio do que era de se esperar. A reducdo da eficiéncia fotoquimica do
aparato fotossintético, apds transferéncia para a condicdo fotoinibitéria, foi

similar a observada para os discos foliares expostos diretamente a esse
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Figura5- Razéo Fv/Fm em discos foliares de plantas n&o-micorrizicas de

Eucalyptus grandis. Os discos foram incubados em placas metélicas
mantidas em banho-maria, sobre papel-filtro, a 25°C/1.200 pmol
fotons m?s™* -s--), @ 40°C/5 umol fétons mi’s™® (-), a 40°C/1.200
umol fétons mi’s® (—a— ), ou a 40°C/1.200 pmol fétons mi*s* apds
tratamento por 20 minutos a 35°C/5 pmol fétons m’s* (—-x--). Os
dados sGo a média de quatro repeticbes. As barras indicam o desvio-
padréo damédia.
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Figura 6 - Razéo Fv/Fm em discos foliares de plantas micorrizicas de Eucalyptus

grandis: (A) Plantas inoculadas com IS 83; (B) plantas inoculadas com
RS 24. Os discos foram incubados em placas metalicas mantidas em
banho-maria, sobre papel-filtro, a 25°C/1.200 umol fétons m2s® {-+-),
a 40°C/5 pmol fétons m?s* (), a 40°C/1.200 pmol fétons m?s™
(—-=--), ou a 40°C/1.200 pmol fétons m’s™* apds tratamento por 20
minutos a 35°C/5 pmol fétons m?s *-- x—-). Os dados sdo a média de
qguatro repeticbes. As barras verticais indicam o desvio-padréo da
meédia.
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tratamento (Figuras 5 e 6). As variagdes da razéo F,/F,,, em funcdo das diferentes
combinagbes temperatura/irradiancia, foram semelhantes para plantas
micorrizicas e ndo-micorrizicas (Figuras 5 e 6), de modo que os demais
pardmetros da curva de induc&o de fluorescéncia (F, e F,) séo discutidos somente
para as plantas ndo-micorrizicas.

Os diferentes tratamentos resultaram em padrdes variados de valores de
fluorescénciainicial (F,) (Figura 7). Discos mantidos a 25°C e 1.200 umol fétons
m? s apresentaram um aumento em torno de 20% no valor de F, aos 30 minutos
de incubagdo, em relacdo ao tempo zero. Entretanto, a elevacdo da temperatura
sob baixa irradiancia teve um efeito negligivel sobre o valor de K (Figura 7),
assim como o observado para os valores de F/F, (Figura 5) e de fluorescéncia
maxima (F,,) (Figura8).

Os valores de Fy, em discos mantidos sob uma combinagdo de ata
temperatura e ata irradiancia (40°C/1.200 pmol fétons m? s') mantiveram-se
praticamente inaterados durante todo o periodo de incubacdo (Figura7). Os
valores mais extremos, observados aos 5 e aos 40 minutos, representam 92% e
112% do valor de Fy no tempo zero, respectivamente.

A pré-aclimatacdo dos discos foliares a 35°C/5 umol fétons m” s* ea
posterior transferéncia para a condicdo fotoinibitdria resultaram em um padréo
incomum dos valores de R, (Figura 7). Entretanto, apesar da aparente alternancia
de aumento e reducdo de Fy com o tempo de incubacdo, os valores de Ky nos
pontos mais extremos da curva representaram uma variagdo pouco significativa
em relacdo ao valor observado no tempo zero (115% aos 10 minutos e 90% aos
60 minutos).

As condi¢Bes de incubagdo pouco influiram sobre os valores de F, de
modo que as variagdes observadas dos valores da razéo F/F, (Figura 5) foram

atribuidas, essencialmente, as variagdes de F,,, (Figura 8).
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Figura 7 — Fluorescéncia Inicial em discos foliares de plantas ndo-micorrizicas de
Eucalyptus grandis. Os discos foram incubados em placas metélicas
mantidas em banho-maria, sobre papel-filtro, a 25°C/1.200 umol fétons
m?s?* (----), a 40°C/5 pmol fétons m?s™* (+—), a 40°C/1.200 pmol
fétons m?s* {-w--), ou a40°C/1.200 pmol fétonsm®s™* apds tratamento
por 20 minutos a 35°C/5 pumol fétons m?s*(--x- ). Os dados s a
média de quatro repeticoes.
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Figura 8 — Fluorescéncia maxima (F,,) em discos foliares de plantas de Eucalyptus
grandis. Os discos foram incubados em placas metalicas mantidas em
banho-maria, sobre papel-filtro, a 25°C/1.200 pmol fétons m?s™ {-e-),
a 40°C/5 umol fétons m?s*¢+-), a 40°C/1.200 umol fétonsm?s*’
(—w-), ou a 40°C/1.200 umol fétons mi’s™® apds tratamento por 20
minutos a 35 °C/5 pmol fétons m?s{- x--). Os dados s amédiade
guatro repeticoes.
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3.2. Aquisicao de termotolerancia em funcéo do tempo deincubacéo sob
temperatura supra-6tima e baixairradiancia

Conforme observado, a pré-incubacdo dos discos foliares a uma
combinac&o de 35°C/5 nmol f6tons m?s™*, por 20 minutos, ndo foi suficiente para
a inducdo de mecanismos de protecdo do FSII ao tratamento fotoinibitorio
(Figura 5). Em funcédo deste resultado, procedeuse a uma avaliacdo do efeito do
tempo de exposicdo a 35°C sobre a aquisicéo de termotolerancia.

Por conveniéncia, os dados sdo apresentados como a percentagem da
razéo F/F, inicial, avaliada apés os diferentes tempos de incubagdo a 35°C (ver
Material e Métodos).

A incubacdo por periodos de até 40 minutos ndo teve qualquer efeito
sobre a sensibilidade do FSII ao posterior tratamento fotoinibitorio. O
decréscimo do valor da razdo F,/F,, apls transferéncia para a condicéo
fotoinibitdria, permaneceu em torno de 40% em relacéo ao valor obtido no tempo
Ty (Figura9).

O prolongamento do periodo de incubacdo para duas horas, entretanto,
foi suficiente para que se observasse menor sensibilidade do FSII ao tratamento
fotoinibitorio. Apos a transferéncia dos discos foliares para a combinagéo de
40°C e 1.200 mmol fétons m’s™, a eficiéncia fotoquimica do FSII era, ainda,

cercade 80% do valor inicial (Figura9).
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Figura 9 — Razéo F,/F,, (% dainicial) em discos foliares de plantas de E. grandis.
Os discos foram mantidos a 40°C/1.200 pmol fétons m?s™ ap6s
tratamento por 20, 40 ou 120 minutos a 35°C/5 pmol fétons m?s™. Os
valores da razéo F,/F,, inicial, apds o tratamento a 35°C/5 pmol fétons
m?s?, foram 0,798 (20 min), 0,728 (40 min) e 0,713 (120 min). Os
dados sd0 a média de quatro repeticdes. O desvio-padrdo da média
variou entre 0,0046 e 0,0563.

3.3. Avaliagdes de indices de dano celular

A incubacdo dos discos foliares sob as diferentes combinacdes de
temperatura e irradiancia ndo foi acompanhada de grandes alteragdes nos teores
de pigmentos ou de malondiddeido (Tabela 1). Efeito significativo do aumento
da temperatura de incubacéo foi observado somente para o teor de clorofila a,
que sofreu uma reducdo em torno de 25% ap6s uma hora de incubacdo a 40°C
(Tabela 1). A pré-aclimatacéo dos discos foliares a temperatura de 35°C e baixa

irradiancia ndo alterou o efeito da posterior exposicdo a 40°C sobre o teor de



clorofila a (Tabela 1). Houve também redugdes ndo-significativas nos teores de
clorofila total, nos dois tratamentos em que os discos foram expostos a
temperatura de 40°C. Entretanto, observou-se um aumento ndo-significativo no
teor de malondialdeido nos discos foliares expostos diretamente a 40°C. Em
discos pré-aclimatados a 35°C e baixa irradiancia, o teor de malondialdeido foi

semel hante ao do tratamento-controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Teores de clorofila a (Cl.a), clorofila b (Cl.b), clorofilatotal (Cl.Tot.),
carotendides (carot.) e de maondialdeido em discos foliares de E.
grandis. Os discos foram retirados de folhas completamente
expandidas de ramos laterais e incubados em tampéo (Tris-HCI, 20
mmol L*, pH 7,5 MgCl,, 5 mmol L™; sacarose, 30 mmol L™;
cloranfenicol, 50 pg mL™) a 25°C/ 1.200 umol fétons ms™ por duas
horas (T1), a 40°C/ 1.200 pmol fétons m’s* por uma hora, apés
incubacdo a 35°C/ 5 pmol fétons ms™ por duas horas (T2) ou a 40°C/
1.200 pmol fétons m?s* por uma hora (T3). Os nimeros referem-se &
média de quatro repeticoes

ClLamd Clb@md Cl.Tot.(mg Caot. (umol  Madondiddeido
Tratamento gmaté&ia  gmaéia g matéria g matéria (nmol g matéria

freca’)  fresca?) fresca®) fresca’) fresca?)
T1 2,14 a 0,732 2,55 0,759 31,35
T2 1,69b 0,664 2,12 0,751 32,95
T3 161b 0,638 2,02 0,739 36,41

- médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a5% de probabilidade.



4. DISCUSSAO

A estabilidade do centro de reacdo do FSII de plantas de E. grandis
parece ser pouco afetada por excesso de irradiancia ou de temperatura, desde que
esses fatores atuem isoladamente. Apdés 60 minutos de exposicdo a uma
irradiancia de 1.200 mmol fétons m?s™, a eficiéncia fotoquimica méxima do
FSII, avadiada pela razéo F/F,, era ainda cerca de 84% do valor observado no
tempo T, (Figura5). O valor darazdo F,/F,, em discos foliares mantidos a 40°C e
a 5 nmmol fétons m?s* ndo variou durante todo o periodo de incubagdo. A
combinagdo de ata irradiancia e temperatura supra-6tima, entretanto, resultou em
um decréscimo acentuado da razdo F,/F, e da fluorescéncia maxima,
especialmente nos primeiros 10 minutos de exposicdo (Figura 5), o que é
indicacdo de dano severo ao FSII.

Assim, embora 0 excesso de radiagdo ou a temperatura supraOtima,
isoladamente, ndo exercam um efeito pronunciado sobre a eficiéncia fotoquimica
do aparato fotossintético de E. grandis, o efeito sinérgico observado entre esses
dois fatores sugere a existéncia de um mecanismo importante de controle da
fotossintese em ambientes naturais porque, normalmente, 0 excesso de radiacéo é
acompanhado de uma €elevagdo da temperatura. A reducdo de até 80% na
eficiéncia fotoquimica do FSII em plantas de Solanun tuberosum em condicoes
fotoinibitérias semelhantes a utilizada neste trabalho (dados obtidos da



transformacdo dos valores apresentados como log F/F,) foi observada por
HAVAUX (1994). Em plantas de Alocasia, a combinagdo de alta temperatura e
alta irradiancia (40°C/ 1900 nmol fétons mi%s™) resultou em um decréscimo da
razédo F,/F, de 0,82 para 0,34, ou sga, uma reducdo em torno de 60% da
eficiéncia fotoquimica do FSII (MULKEY e PEARCY, 1992). Essas reducdes da
eficiéncia fotoquimica em E. grandis situam-se em apenas cerca de 40%,
sugerindo maior tolerdncia dessa espécie a condigdes potenciamente
fotoinibitdrias. Essa observacdo é corroborada pela constatagdo de que o aumento
da temperatura de incubacdo de 25°C para 40°C teve um efeito pouco
significativo sobre os teores de pigmentos e sobre a peroxidacdo de lipidios
(Tabelal).

Os efeitos das diferentes combinages entre temperatura e irradiancia
sobre a razéo F,/F, foram semelhantes em plantas micorrizicas e néo-
micorrizicas (Figuras 5 e 6). Esse resultado indica que o efeito da associacéo
micorrizica sobre a maior tolerancia da planta a extremos ambientais ndo pode, a
principio, ser atribuido a alteragbes na resposta do aparelho fotossintético aos
fatores de estresse aqui estudados. Contudo, deve-se salientar que estes
resultados foram obtidos de discos foliares isolados, de modo que um possivel
efeito da associagcdo micorrizica atuando em nivel do sistema radicular, como por
exemplo um aumento no dreno de fotossintatos, ndo poderia se manifestar nestas
condicoes.

A pré-aclimatacdo dos discos foliares a uma temperatura moderada
(35°C) e baixa luminosidade (5 nmol fétons ms™®) por um periodo de 20
minutos ndo resultou em aumento da estabilidade térmica do FSII (Figura 5).
Esse resultado é diferente do obtido para S. tuberosum (HAVAUX, 1994). Nesse
trabalho, o autor descarta 0 envolvimento da sintese de novo de proteinas no
fendbmeno de termoprotecdo, uma vez que 0 processo ocorre rapidamente e ndo é
afetado pela adicdo de inibidores de sintese protéica ao meio de incubacdo. Em
E. grandis, a pré-incubacdo dos disco foliares a uma temperatura moderada e
baixa luminosidade confere um aumento da estabilidade do FSII a condigbes

fotoinibitorias, desde que o periodo de pré-aclimatacdo seja em torno de duas



horas (Figura 9). A aquisicdo de termoprotecdo €, contudo, acompanhada de um
decréscimo da eficiéncia fotoquimica do FSII, uma vez que se observou uma
reducdo do valor da razédo F/F, de 0,82 para 0,72, durante as duas horas de
incubacdo a 35°C e 5 nmol fétons m2s' (Figura 8). Sugere-se que uma
fotoinibicdo moderada reduz, posteriormente, a probabilidade de ocorréncia de
uma fotoinibicdo mais acentuada, possivelmente como resultado da ativagcdo ou
da acel erago de mecanismos de protegdo (OGREN, 1994).

O tempo necessario para se observar um aumento da estabilidade do FSII
(cerca de duas horas) resulta, provavelmente, do envolvimento da sintese
protéica no mecanismo de termoprotecdo do FSII em E. grandis. Um dos alvos
principais da fotoinativacdo da fotossintese parece ser a proteina D1 localizada
no centro de reacdo do FSII (OHAD et a., 1994), a qua apresenta um giro
metabolico em torno de uma hora (Prasil et al., 1992, citados por HAVAUX,
1994).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram caracteristicas importantes
do processo de fotoinibicdo associado a temperatura supra-6tima em plantas de
E. grandis. A reducéo da eficiéncia fotoquimica do FSlI, avadiada pela razéo
F./Fn foi acompanhada de uma reducdo considerdvel de F,, sem que se
observassem alteracbes significativas em F, (Figuras 5, 7 e 8). Esse
comportamento foi observado durante todo o curso da fotoinibic&o e difere do
fenbmeno de fotoinibicdo classica, que € gerdmente associada a um aumento e a
posterior reducdo de Fy (KRAUSE e WEIS, 1991).

A edtabilidade de F;, em folhas de E. grandis submetidas a uma
combinagdo de alta temperatura e alta irradiancia indica a ocorréncia de uma
perturbacdo seletiva no centro de reacdo do FSII, uma vez que uma ateragdo no
complexo coletor de luz implicaria a alteracdo dos valores de k. A reducdo
acentuada dos valores de F,, associada a pouca variagdo de F,, € possivelmente o
resultado do aumento da inativagdo térmica dos centros de reacdo do FSlI
(HAVAUX, 1994). Em razéo dessa observacdo, pode-se concluir que a maior
parte da energia de excitagdo transferida para os centros de reacdo foi dissipada

na forma de calor sob uma combinacdo de ata temperatura e ata irradiancia
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Resultados semelhantes também tém sido obtidos por outros autores (CLELAND
et a., 1986, HAVAUX, 1994).

Os mecanismos pelos quais a pré-aclimatagéo dos discos foliares a 35°C
leva a transformac&o dos centros de reacdo do FSII em emissores de calor néo
sdo completamente conhecidos. Sabe-se, contudo, que a temperatura tem uma
grande influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas das membranas (TAIZ e
ZEIGER, 1991). Levando-se em conta a importancia das interacdes entre
proteinas e lipidios para a organizacdo dos fotossistemas (WEBB e GREEN,
1991), postula-se que um aumento da fluidez da membrana do tilac6ide durante a
pré-incubacdo a uma temperatura subletal de 35°C resultou em alteragtes
conformacionais do FSII de E. grandis, protegendo o centro de reacao dos efeitos
danosos da combinacdo de ata temperatura e alta irradiancia. A dissociagéo do
FSII de alguns complexos de captacdo de luz tem sido observada em tilacOides
isolados, apos tratamento em temperaturas elevadas (GOUNARIS et al., 1984;
SUNDBY et a., 1986), e, possivelmente, também ocorre “in vivo” (ARMOND
et a., 1980; SANE et a., 1984; WEIS, 1985), representando um mecanismo de
prevencao da superexcitacao e posterior dano ao centro de reacdo do FSII sob
dtairradiancia

Considerando, porém, que a estabilizacdo do FSII foi observada
somente apds um periodo relativamente prolongado de pré-incubacdo a uma
temperatura subletal (duas horas; Figura 9), observa-se que o envolvimento da
sintese de proteinas ndo pode ser descartado como um mecanismo adicional de
protecéo do aparato fotossintético na condicdo fotoinibitéria imposta as plantas
neste trabal ho.



CAPITULO 2

ATIVIDADE DOSSISTEMASANTIOXIDATIVOSEM PLANTASDE
Eucalyptus grandis, NO FUNGO ECTOMICORRIZICO Pisolithus sp. E
EM ECTOMICORRIZASEM RESPOSTA A EXPOSICAO A
TEMPERATURA SUPRA-OTIMA

1. INTRODUCAO

Os organismos que possuem um modo de vida aerdbio sdo incapazes de
evitar a formacdo de radicais livres nas células metabolicamente ativas. Radicais
livres sdo formas ativadas de oxigénio, resultantes das reagdes deste elemento
com elétrons que escapam de cadeias de transporte em mitocondrias e em
cloroplastos. Radicais como oxigénio singleto (*O,), superdxido (O,), peréxido
(O,) e o radical hidroxil ((OH) sdo constantemente produzidos durante as
reagdes metabodlicas normais das células. Essas formas séo altamente reativas,

sendo capazes de oxidar virtualmente todos os componentes celulares. As
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reaces de 'O, e de 'OH s30 extremamente rapidas, sendo controladas apenas
pelavelocidade de suadifusdo na célula (10%-10"° M™ s*) (ASADA, 1994).

Para se protegerem dos efeitos adversos relacionados com a presenca de
radicais livres nas células, os organismos vivos desenvolveram um sistema
eficiente de remocéo desses compostos. Um dos componentes mais importantes
do sistema de defesa contra os radicais livres € a superoxido dismutase (Sod)
(superéxido:superdxido oxidoredutase, E.C. 1.15.1.1). Essa enzima constitui uma
defesa primaria importante das células contra o radical livre superéxido
produzido em condicdes de estresse (BOWLER et al., 1992; FOYER et a., 1994;
TSANG et d., 1991). A acdo da Sod sobre o anion superdxido resulta na
producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,), que € posteriormente removido por
acdo da catalase (H,O,: H,O, oxidoredutase, E.C. 1.11.1.6), presente em muitos
organismos vivos. Em cloroplastos, a decomposi¢cdo do H,O, gerado por acéo da
Sod é efetuada por um sistema peroxidase que utiliza ascorbato, que é oxidado a
deidroascorbato por acdo da ascorbato peroxidase (AscPod) (ascorbato: perdxido
de hidrogénio oxidoredutase, E.C. 1.11.1.7) (NAKANO e ASADA, 1981). O
deidroascorbato formado € novamente reduzido a ascorbato pela enzima
deidroascorbato redutase (glutationa:deidroascorbato  oxidoredutase, E.C.
1.8.5.1). CGlutationa na forma oxidada (GSSG), resultante dessa reacdo, €
convertida novamente a GSH por glutationa redutase dependente de NADPH
(NADPH:glutationa oxidada oxidoredutase, E.C. 1.6.4.2) (Foyer et al., 1991,
citados por GOSSET et al., 1994).

Em microrganismos e, em especia, em fungos formadores das
associagcles ectomicorrizicas, os componentes do sistema antioxidativo ndo séo
bem conhecidos. Sabe-se, no entanto, que enzimas como catalase, peroxidases e
superéxido dismutase participam dos sistemas de decomposicdo de radicais livres
em fungos (CHARY e NATVIG, 1989; KAPOOR e SVEENIVASAN, 1988;
WIESER et al., 1991). No fungo ectomicorrizico Rhizopogon roseolus, a redugdo
da atividade das diferentes isoformas da Sod parece estar relacionada com o
estresse oxidativo induzido por sulfeto (MISZALSKI e BOTTON, 1996) e por
cddmio (MISZALSKI et al., 1996).



A exposicdo dos organismos a condi¢Bes ambientais que excedam os
limites toleraveis resulta, via de regra, no colapso do sistema antioxidativo, que
se torna incapaz de eliminar o excesso de radicais livres produzidos durante essas
situacOes ditas de estresse. Nesses casos, 0 balanco entre a producéo de radicais
livres e a capacidade de o sistema antioxidativo remové-los da célula € rompido,
0 que leva a0 aumento da oxidagdo dos componentes celulares (MORAN et d.,
1994).

Historicamente, as pesquisas tém demonstrado que o estabelecimento da
associagdo micorrizica resulta no aumento da toleréncia das plantas a fatores
adversos do ambiente (DAVIES et a., 1993; GRIFFIOEN et a., 1994; MARX,
1981; OSONUBI, 1994; RINCON et a., 1993; ROSENDAHL e ROSENDAHL,
1991; TOBAR et a., 1994; VIDAL et al., 1992). Embora muitos dos efeitos
sgam atribuidos a uma melhor nutricdo da planta associada ao fungo
micorrizico, pouco se sabe acerca dos mecanisSmos moleculares responsaveis por
essamaior tolerancia aos fatores de estresse ambiental .

Recentemente, tem crescido o interesse pelas alteragdes nos processos
bioquimicos que ocorrem quando os fungos e as raizes de plantas se associam
para formar as micorrizas (MARTIN et a., 1997). RUIZ-LOZANO et al. (1996)
observaram um aumento significativo na dividade da superoxido-dismutase em
plantas micorrizicas de Lactuca sativa expostas a estresse hidrico, comparadas a
plantas ndo-micorrizicas. Também em plantas de Pisum sativum, a atividade da
Sod € maior no sistemaradicular de plantas micorrizicas (ARINES et a., 1994a).

Este trabalho teve como objetivos demonstrar que o estabelecimento da
associacdo micorrizica resulta na expressdo diferenciada de alguns componentes
do sistema de decomposicéo de radicais livres dos organismos envolvidos, e que
essa alterac@o pode resultar no aumento da tolerancia tanto da planta quanto do

fungo afatores adversos do ambiente.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacdo dosisolados fungicos

Discos de 5 mm de agar MNM (MARX, 1969), contendo micélio, foram
retirados das bordas de col6nias dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus tinctorius
(isolados 1S83, Pt 90A, RS20, RS23, RV82), Paxillus involutus (Pl) e
Cenococcum geophilum (CGL) e inoculados em agar MNM. As placas foram
incubadas a 28°C. Apds sete dias de incubagdo, foram impostos os seguintes
tratamentos. (i) incubacdo a 28°C (controle); (ii) incubacdo a 30°C; (iii)
incubacdo a 32°C; (iv) incubagdo a 35°C; (v) incubagéo a 30°C no dia 8; 32°C dia
9; 33°C dia 10; e 35°C a partir do dia 11; (vi) exposicdo a temperatura de 40°C
duas vezes ao dia, durante 20 min (dia 8); 30 min (dia 9); 40 min (dia 10); 60
min (dia 11), seguindo-se incubacdo a 35°C a partir da Ultima exposicdo a 40°C
no dia 11. A avaliagdo dos efeitos dos tratamentos sobre o crescimento dos
fungos foi feita medindo-se os didmetros das coldnias a partir do 7 dia, em
intervalos de dois a trés dias. Para cada isolado fungico e cada tratamento de

temperaturaforam utilizadas trés repeticoes.
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2.2. Atividade do sistema antioxidativo e danos celulares em Pisolithus sp.
em resposta a incubacéo a temperatura supra-6tima

Isolados de Pisolithus sp. (RS24 e 1S83) foram inoculados em frascos
erlenmeyer, contendo 50 mL de meio MNM, e incubados a 28°C. Aos 20 dias, 0
meio de cultura foi descartado e substituido por um meio recém-preparado. No
dia seguinte, os frascos foram transferidos para banho-maria com temperatura
regulada em 40°C e mantidos nessa condicdo por duas ou quatro horas. Frascos
mantidos a 28°C serviram como tratamento-controle. Cada tratamento foi
repetido 10 vezes. O micélio fungico foi coletado, lavado em agua Milli-Q,

congelado em N, liquido e armazenado a-80°C para utilizagdo posterior.

2.2.1. Deter minacéo das atividades enziméticas

As enzimas foram extraidas de 200 mg de micélio, por maceracéo em
amofariz a 0-4°C, contendo 60 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP), areia de
quartzo e 1 mL do tamp&o de extracdo (100 mmol L' K-fosfato pH 7,0; 0,1
mmol L EDTA; 2 mmol L™ D*-isoascorabato e os inibidores de protease
aprotinina, leupepting, pepstatina-A e Fluoreto de Fenilmetilsulfonil).

Os extratos foram centrifugados a 20.000g, por 20 minutos, a 2°C, em
centrifuga Sorvall RC-5, e 0s sobrenadantes usados para as analises enziméticas
e dosagem de proteinas (LOWRY et al., 1951). As avaliacOes foram realizadas
em espectrofotdbmetro Pharmacia, modelo Ultrospec 3000, dotado de um sistema
Peltier com temperatura regulada em 25°C (catalase, peroxidases ndo-especificas
e ascorbato peroxidase), ou Beckman DU 640 (teor protéico e superdxido
dismutase).

A dividade da cataase foi avaliada pelo decréscimo da absorvancia a
240 nm, em uma mistura de reacso contendo: fosfato de potassio 50 mmol L,
pH 7,0; H,0, 10 mmol L™ (A, @0,520-0,550) (2,9 mL); e extrato enzimético
(0,1 mL). Nessas condigdes, uma unidade de catalase corresponde a quantidade

de enzima capaz de decompor 1 micromol de H,O, por minuto (SIGMA, 1998).



A atividade de peroxidases ndo-especificas (PUTTER, 1974) foi avaliada
pelo aumento da absorvancia a 420 nm resultante da oxidagdo de pirogalol a
purpurogalina, em uma mistura de reacéo contendo: fosfato de potassio 50 mmol
L, pH 7,0; H,0, 20 mmol L™; pirogalol 10 mmol L*; e extrato enzimético (60
nL, volume total da reacéo 3,1 mL). Uma unidade de peroxidases corresponde a
quantidade de enzima capaz de converter 1 micromol de pirogalol por minuto a
purpurogalina.

A atividade da superdxido dismutase (BECANA et a., 1989) foi
avaliada pela capacidade da enzima inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazolio (NBT), em uma mistura de reacdo contendo: fosfato de potassio
50 mmol L*, pH 7,8; metionina 13 mmol L*; riboflavina 2 nmol L*; NBT 75
mmol L'"; EDTA 100 nmol L; e extrato enzimético (10-200 ni, volume total da
reagdo 3,0 mL). A reacgdo foi iniciada iluminando-se os tubos que continham a
mistura com uma lampada fluorescente de 15 waitts. Para isso, construiu-se uma
camara de incubacdo circular, contendo a lampada no centro. Os tubos de ensaio
foram colocados em orificios equidistantes da lampada. Ap6s 10 minutos, a
l&mpada foi dedligada, e a produgdo do azul -de-formazana nos frascos-controle e
nagueles contendo o extrato enzimético foi avaliada a 560 nm em um
espectrofotdmetro Beckman DU 640. Uma unidade de superoxido dismutase
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% afotorreducéo do

NBT nas condigdes do ensaio.

2.2.2. Danos oxidativos“in vivo”

Os danos oxidativos a lipidios foram estimados como o conteido de
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico. Essas substancias foram extraidas
de 100 mg de micélio com 0,6 ml de tamp&o fosfato de potéssio 50 mmol L™, pH
7,0, e a sua concentracdo expressa como equivalentes de malondiadeido
(HENDRY et al., 1993).



2.3. Avaliacdo do estresse oxidativo causado por temperatura supra-6tima
em discosfoliares de plantas de Eucalyptus grandis

Plantas de E. grandis com 80 dias, obtidas conforme descrito no Capitulo
1, foram transferidas para uma camara de crescimento e mantidas a 25°C, 600
mmol fétons m? s* e 16 horas de fotoperiodo. Aos 90 dias, discos de 10 mm de
diametro foram retirados do segundo par de folhas completamente expandidas de
ramos laterais e incubados a 25°C, por duas horas, ou a 40°C, por duas ou quatro
horas, em tamp&o Tris-HCl 20 mmol L™, pH 7,5, contendo sacarose 30 mmol L™,

MgCL, 5 mmol L™* e cloranfenicol 50 mg L ™.

2.3.1. Deter minacao das atividades enzimaticas

As enzimas foram extraidas macerando-se os discos foliares em
almofariz de porcelana contendo PVPP (500 mg g de matéria fresca), areia de
quartzo e o tamp&o de extracdo (100 mmol L' K-fosfato pH 7,0; 0,1 mmol L*
EDTA; 2 mmol L D*-isoascorabato e os inibidores de protease aprotinina,
leupeptina, pepstatina-A e Fluoreto de Fenilmetilsulfonil).

As atividades das enzimas catalase, superoxido dismutase e peroxidases
néo-especificas foram avaliadas conforme descrito anteriormente. A atividade da
ascorbato peroxidase foi avaliada pelo decréscimo da absorvancia a 290 nm,
numa mistura de reacdo contendo: fosfato de potassio 50 mmol L', pH 7,0;
ascorbato 0,5 mmol L*; e extrato enzimético (50 ni, volume total da reacédo 1
mL). A reacdo foi iniciada adicionando-se a cubeta 20 nL de H,O, na
concentracdo de 5 mmol L™ (ASADA, 1984). Nessas condicdes, uma unidade de
ascorbato peroxidase corresponde a quantidade de enzima capaz de oxidar 1
micromol de ascorbato por minuto.

Para a avaliagdo das atividades da catalase e da ascorbato peroxidase, foi
necessaria a remocao de compostos interferentes contidos no extrato enzimatico.
A técnica de precipitacdo das proteinas com sulfato de aménio ndo se adegua ao

extrato protéico de plantas de E. grandis, porque resulta na formagdo de um
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complexo viscoso e heterogéneo que ndo permite a ressuspensdo das proteinas
nele contidas. Uma outra tentativa de remocao desses compostos interferentes foi
feita utilizando-se carvéo ativado ou XAD-7 (SIGMA), porém sem muito éxito.
O uso de carvéo ativado possibilitou a remocdo efetiva dos interferentes,
tornando possivel a avaliacdo da catalase; porém, em extrato protéico de E.
grandis, resultanaperdatotal da atividade da ascorbato peroxidase.

Em testes preliminares, a metodologia de precipitagdo das proteinas com
acetona mostrou-se como a mais adequada para a remocdo das substéncias
interferentes no material em estudo. Ao extrato enzimético, adicionou-se
vagarosamente um volume de acetona (20°C) equivalente a uma concentragéo
fina de 70% (700 m. para 300 m. do extrato enzimético). A mistura foi
incubada a —20°C por 30 minutos e centrifugada a 10.000 g por 10 minutos. O
precipitado foi seco sob vacuo, em banho de gelo, por 30 minutos, e
ressuspendido em tampdo de extracdo (250 b por mL do extrato enzimatico
inicial). O extrato final foi centrifugado a 4.000 g por cinco minutos e o
sobrenadante utilizado para a avaliagcdo das atividades da catalase, da ascorbato
peroxidase e para determinacdo do teor de proteinas (LOWRY et a., 1951).

2.3.2. Avaliagdo de danos oxidativos a lipidios

Os danos oxidativos a lipidios foram estimados como o contelido de
substéncias reativas ao &cido 2-tiobarbitirico (HENDRY et al., 1993). A extracdo

e quantificacéo foram feitas conforme descrito anteriormente (item 2.2.2).



2.4. Atividade da catalase, das peroxidases, da superoxido dismutase,
danos oxidativos a lipidios e padréo eletroforético de isoenzimas de
superéxido dismutase em raizes de E. grandis, ou em micorrizas
formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., em resposta a incubacéo a
temperatura supra-6tima

2.4.1. Material biolégico

Plantas de E. grandis foram obtidas por germinacdo de sementes em
bandgjas contendo areia lavada e esterilizada. Aos 20 dias, as mudas foram
transplantadas para vasos plésticos de 3 dm® contendo o mesmo substrato. Os
inéculos dos isolados de Pisolithus sp., 1S83 e RS24, foram preparados a partir
da transferéncia de discos de agar MNM (MARX, 1969), contendo o micélio
fungico, para placas de Petri contendo agar-agua. Apo6s quatro dias de incubagéo
a 28°C, os discos que apresentavam crescimento micelial foram colocados no
substrato em contato com as raizes das plantulas no momento do transplantio
para os vasos. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo por 105 dias.
Semanamente, aplicaram-se 100 mL de solucdo nutritiva contendo (mmol LY):
N, 4000; K, 800; Ca, 250; Mg, 250; S, 250; P, 40; Fe, 10; B, 10; Zn, 2; Mn, 2;
Cu, 1; Mo, 0,1 (BRUNDRETT et al., 1996). No final desse periodo, as plantas
foram transferidas para uma camara de crescimento onde foram mantidas a 25°C,
600 mmol fétons m™ s, fotoperiodo de 16 horas.

Aos 110 dias, o sistema radicular foi coletado e lavado com agua de
torneira e agua Milli-Q. Amostras de raizes finas ou de micorrizas foram
retiradas e transferidas para frascos de vidro contendo meio MNM acrescido de
cloranfenicol a 50 mg L. Os frascos foram incubados a 25°C ou a 40°C por trés
horas, em banho-maria. As amostras foram recolhidas e lavadas em agua Milli-

Q, removendo-se 0 excesso de agua com papel absorvente.
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2.4.2. Extracéo das enzimas

Amostras contendo cerca de 200 mg de massa fresca foram maceradas
em almofariz de porcelana contendo 100 mg de PV PP, na presenca de nitrogénio
liquido e areia de quartzo. O material foi homogeneizado em 2 mL de tampé&o de
extracdo (100 mmol L™* K-fosfato pH 7,0; 0,1 mmol L'* EDTA; 2 mmol L™ D*-
isoascorabato e os inibidores de protease aprotinina, leupeptina, pepstatina-A e
Fluoreto de Fenilmetilsulfonil), transferido para tubos de centrifuga e
centrifugado a 20.000 g, 2°C, por 20 minutos.

Parte do sobrenadante foi utilizada diretamente para a avaliagdo das
peroxidases (PUTTER, 1974), da superdxido dismutase (BECANA et al., 1989)
e do teor de proteinas (LOWRY et al., 1951). O restante do material foi utilizado
para a avaliagdo da atividade da catalase (SIGMA, 1998), apds precipitacdo com

acetonaa—20°C paraaremocao de compostos interferentes.

2.4.3. Avaliacdo de danos oxidativos a lipidios

Os danos oxidativos a lipidios foram estimados como o conteido de
substéncias reativas a0 écido 2-tiobarbiturico (HENDRY et al., 1993 ). A
extragdo e quantificagdo foram feitas conforme descrito anteriormente (item
2.2.2).

2.4.4. Padr ao eletrofor ético de isoenzimas da super 6xido dismutase

Os extratos enziméticos utilizados para a avaliagcéo da atividade da Sod e
das peroxidases ndo-especificas foram misturados ao tampdo da amostra
(LAEMLI, 1970). A mistura foi submetida a eletroforese em ge néo-
desnaturante de poliacrilamida a 7,5 %, em minigéis (Mini-Protean |1, Bio-Rad).

A corrida eletroforéticafoi realizada a 4°C, 70 volts, por cercade trés horas,



As bandas correspondentes a atvidade da Sod foram visuaizadas,
incubando-se 0s ggis em uma solugdo que continha: tampéo fosfato de potéssio
50 mmol L*, pH 7,8; EDTA 0,1 mmol L'*; Riboflavina 10 mg L™ ; NBT 25 mg
L. O conjunto gel-solucdo foi iluminado com lampada fluorescente de 15 watts
até o aparecimento de bandas acrométicas correspondentes a atividade das
isoenzimas da Sod (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971).

A diferenciacdo das isoenzimas foi feita utilizando-se inibidores
especificos. Antes da coloragdo ja descrita, os géis foram incubados por 30
minutos, a 25°C, em tampéo fosfato de potassio 50 mmol L™, pH 7,8, contendo
KCN a2 mmol L ou H,0, a5 mmol L™. A Cu,Zn-Sod é inibida por KCN e por
H,O,; Fe-Sod é resistente ao CN’, mas € inativada por H,O, e a Mn-Sod é
resistente aos dois inibidores (FRIDOVICH, 1986).
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito da temperatura de incubacdo sobreo crescimento micelial de
fungos ectomicorrizicos

O crescimento micelial dos fungos micorrizicos P. involutus (Pi), C.
geophilum (CGL) e dos isolados de Pisolithus sp. foi diferentemente afetado pela
temperatura de incubacdo, podendo-se observar respostas distintas entre espécies
e entre isolados da mesma espécie (Figuras 10 a 13). P. involutus e C. geophilum
ndo apresentaram crescimento quando incubados sob temperaturas acima de
28°C (Figura 10). Dentre os isolados do Pisolithus, os mais afetados pela
incubacdo a 35°C foram o RS23, o Pt 90A e o RS24 (Figuras 11 e 12).
Entretanto, a elevacdo gradual da temperatura de incubacgo, de 28°C para 35°C,
resultou em um aumento da tolerancia do Pt 90A a essa temperatura. Efeito
contrario ao descrito foi observado para o isolado 1 S83 (Figura 13).

Os isolados RS23 e RS24 do Pisolithus ndo foram capazes de crescer a
temperatura de 35°C, quando expostos diretamente a essa condi¢do ou quando a
temperatura foi elevada gradualmente, de 28°C até 35°C (Figuras 11 e 12). O
crescimento do isolado RS24 foi inibido mesmo quando a temperatura de
incubacdo foi mantida a 32°C. No tratamento em que houve a imposicdo de dois
choques térmicos de 40°C, constatou-se um aumento significativo da tolerancia a

temperatura de 35°C. Essaresposta foi mais expressiva para o isolado RS24.
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Figura 10— Crescimento micelial dos fungos ectomicorrizicos Cenococcum
geophilum (A) e Paxillus involutus (B) em resposta a variagdo da
temperatura de incubag&o: (i) incubagdo a 28°C («); (ii) incubacdo a
30°C (=); (iii) incubagdo a 32°C (- ); (iv) incubagdo a35°C (=-); (V)
incubacdo a 30°C no dia 8; 32°C dia 9; 33°C dia 10; 35°C a partir do
dia 11 (+-); (vi) exposicdo a temperatura de 40°C duas vezes a0 dia,
durante 20 min (dia 8); 30 min (dia 9); 40 min (dia 10); 60 min (dia
11), seguindo-se incubagdo a 35°C a partir da Ultima exposicdo a
40°C no dia 11 {~-). As barras verticais representam o desvio-padréo
damédia
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Figura 11 — Crescimento micelial dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp.,
isolado RS20 (A) e isolado RS23 (B), em resposta a variacdo da
temperatura de incubacéo (legenda como na Figura 10).
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Figura 12 — Crescimento micelial dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp.,
isolado RS24 (A) e isolado Pt90A (B), em resposta a variacdo da
temperatura de incubacéo (legenda como na Figura 10).
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Figura 13 — Crescimento micelial dos fungos ectomicorrizicos Pisolithus sp.,
isolado 1S83 (A) e isolado RV82 (B), em resposta a variagdo da
temperatura de incubacéo (legenda como na Figura 10).



3.2. Atividade da catalase, das peroxidases, da superoxido dismutase e
danos oxidativos a lipidios no micélio de Pisolithus sp., em resposta a

exposicao a temperatura supra-6tima

A incubacdo do micélio dos isolados de Pisolithus, 1S83 e RS24, a 40°C,
ndo resultou em alteracBes significativas na atividade especifica das enzimas
peroxidases e superdxido dismutase (Tabela 2). Alteragdes significativas foram,
no entanto, observadas para os valores de atividade total (Tabela 3).

A dividade especifica da catalase foi reduzida em cerca de 20% no
micélio fingico mantido a 40°C, por quatro horas. A incubacdo nessa
temperatura por um periodo de duas horas ndo resultou em alteracdo significativa
da atividade dessa enzima (Tabela 2).

Nao houve alteracbes significativas do contelido de malondialdeido no
micélio dos dois isolados fungicos, em resposta a elevacdo da temperatura de
incubacdo, de 28°C para 40°C (Tabela 2). Esse resultado é um indicativo de que
os lipidios ndo foram o avo principal dos danos celulares que resultaram na
reducdo ou na paralisacdo do crescimento micelial, ocorrida sob temperaturas

supra-6timas (Figuras 11 e 12).

Tabela2 - Atividade especifica da catadlase (Cat), das peroxidases (Pod), da
superdxido dismutase (Sod) e concentracdo de malondialdeido no
micélio de dois isolados de Pisolithus sp. em resposta a elevacéo da
temperatura de incubagdo de 28°C (controle) para 40°C, por duas ou
guatro horas. Os numeros referem-se a média de 10 repeticdes

Tratamento Cat Pod Sod Malondiddeido
(unidades mg proteina t) (nmol mg proteina’t)
RS24 controle 56,0 a 6,19 25,9 1,50
RS24 40°C/2 horas 54,6 a 6,38 25,9 1,49
RS24 40°C/4 horas 450b 5,60 27,2 1,69
IS83 controle 318a 3,08 18,2 1,75
1S83 40°C/2 horas 31,7a 3,29 17,4 1,62
1S83 40°C/4 horas 259b 2,66 17,4 1,65

- médias seguidas da mesma letra, para cada isolado fungico, ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 - Atividade total das peroxidases (Pod), da superéxido dismutase (Sod)
e teor de proteinas no micélio de dois isolados de Pisolithus sp., em
resposta a elevagdo da temperatura de incubagdo de 28°C (controle)
para 40°C, por duas ou quatro horas. Os nlimeros referem-se a média
de 10 repeticoes

Pod Sod Proteina
(unidades g de matériafrescal) (mg g mat. frecat)
Tratamento
RS24 1S83 RS24 1S83 RS24 1S83
controle 143,6 a 65,0 519,2 297,92 a 19,22 18,35
40°C/2 h 124,2 ab 58,8 4045 2345b 17,75 17,85
40°C/4 h 106,9b 54,1 4271 284,44 ab 18,90 18,23

- médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo dferem entre si, pelo teste de
Tukey, a5% de probabilidade.

3.3. Atividade da catalase, das peroxidases e da superdxido dismutase em
folhas de E. grandis expostas a temper atura supra-06tima

A incubaco de discos foliares de E. grandis a uma temperatura de 40°C,
por duas horas, resultou em uma reducdo de aproximadamente 73% na atividade
da catalase e de 51% na atividade das peroxidases (Tabela 4). A atividade dessas
enzimas foi parcialmente recuperada quando se prolongou o tempo de incubagéo
a40°C por quatro horas (Tabela4).

N&o houve alteracbes significativas da atividade especifica da Sod nos
discos foliares, em resposta as variagdes das condi¢bes de incubacdo (Tabela 4).

A atvidade especifica da ascorbato peroxidase foi significativamente
reduzida em cerca de 75% apds a incubagdo dos discos foliares a 40°C por quatro
horas (Tabela4).

Na Tabela 5 sd0 apresentados os valores da atividade total das
peroxidases e da Sod. A variagdo das atividades enziméticas, nesse caso, foi
superior a observada quando as atividades enziméticas sd0 expressas com

base no contetdo protéico (atividade especifica).



Tabela4 - Atividade especifica da catalase (Cat), das peroxidases (Pod), da
superoxido dismutase (Sod) e da ascorbato peroxidase (AscPod) em
discos foliares de E. grandis. Os discos foram retirados de folhas
completamente expandidas de ramos laterais e incubados em tampéo
(Tris-HCI, 20 mmol L*, pH 7,5; MgCl,, 5 mmol L*; sacarose, 30
mmol L*; cloranfenicol, 50 pg mL™) a 25°C por duas horas, ou a
40°C, por duas ou quatro horas. Os nimeros referem-se a média de
guatro repeticdes

Tratamento Cat Pod Sod AscPod (x 1000)
(unidades mg proteina t)
25°C/2 h 162,0 a 0,447 a 1562,8 0,707
40°C/2 h 443 c 0,217b 1577,8 n.a
40°Cl/4 h 95,9 b 0,308 b 1380,0 0,176

- médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 1% de probabilidade;

- (**): médias entre linhas significativamente diferentes, pelo Teste F, a 1% de
probabilidade;

- n.a: ndo avaiado

Tabela 5 - Atividade total de peroxidases (Pod), da superoxido dismutase (Sod)
e teor de proteinas em discos foliares de E. grandis. Os discos foram
retirados de folhas completamente expandidas de ramos laterais e
incubados em tampdo (TrissHCl, 20 mmol L™, pH 7,5, MgCl,, 5
mmol L™*; sacarose, 30 mmol L™; cloranfenicol, 50 pg mL™) a 25°C,
por duas horas, ou a 40°C, por duas ou quatro horas. Os nimeros
referem-se amédia de quatro repeticdes

Tratamento Pod Sod Proteina
(unidades g de matéria fresca®) (mg g de matéria fresca’)
25°C/2h 3,345a 11.715a 7,61a
40°C/2 h 1.095b 7.883b 502b
40°C/4 h 1,415b 6.352b 4,60 b

- médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 1% de probabilidade.
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A atividade da Sod foi reduzida em 46% ap6s a incubacdo a 40°C, por
quatro horas (Tabela 5). O aumento da temperatura resultou também na reducdo
do conteldo protéico nas células, o que explica as diferencas de resultados
gquando se comparam as atividades enzimaticas com base no contelido protéico

ou namatériafresca.

3.4. Atividade da catalase, das peroxidases, da superoxido dismutase,
danos oxidativos a lipidios e padrao eletroforético de isoenzimas de
superoxido dismutase em raizes de E. grandis ou em micorrizas
formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., em resposta a incubacéo a
temperatura supra-6tima

A aividade especifica da catalase ndo variou significativamente em
raizes ou em micorrizas, em resposta a elevacéo da temperatura de incubagédo, de
25°C para 40°C (Tabela 6). Contudo, nos valores experimentais, observou-se
uma tendéncia de aumento na atividade dessa enzima, de cerca de 12%, nas
micorrizas formadas com o isolado RS24 e uma reducdo de cerca de 17% nas
micorrizas formadas com o isolado | S83.

A incubacdo a 40°C resultou em aumento significativo da atividade das
peroxidases em micorrizas formadas com o isolado RS24, e da atividade da Sod
em micorrizas formadas com 1S83 (Tabela 6). Ndo se detectaram variacOes
significativas para nenhuma das enzimas avaliadas em raizes.

As dteracOes nas atividades das peroxidases e da Sod refletiram-se no
conteldo de malondialdeido (Tabela 6). Houve uma reducéo significativa do seu
teor em micorrizas formadas com o isolado 1S83 e uma tendéncia de reducéo em
torno de 11% em micorrizas formadas com o RS24. Ao contrario, 0 aumento do
teor de malondialdeido foi de aproximadamente 23% em raizes ndo-micorrizicas
(Tabela 6).

E importante ressaltar as alteragdes ocorridas na relaco entre a atividade
da Sod, responsavel pela producdo de H,O,, e as enzimas envolvidas na
eliminagdo desse radical, catalase e peroxidases. No micédlio fungico (Tabela 2), a

atividade especifica da catalase foi reduzida em cerca de 20% nos dois isolados,
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apds a exposicdo a 40°C por quatro horas. A reducéo da atividade especifica das
peroxidases situou-se entre 10% e 14%. Em raizes (Tabela 6), ndo se observaram
alteracOes significativas na atividade dessas enzimas. Entretanto, a atividade da
catalase e das peroxidases aumentou em micorrizas formadas com o isolado
RS24. Ja nas micorrizas formadas com o 1S83 ocorreu o inverso, constatando-se
uma reducéo de 18% da atividade da catalase (Tabela 6). Em funcdo dessas
alteragdes, a relacdo entre a atividade da superdxido dismutase e a das enzimas
responsaveis pela decomposicdo do H,O, aumentou consideravelmente em
micorrizas formadas com o 1S83. A relagdo Sod:Cat subiu de 12,3:1, a 25°C, para
22,6:1, a 40°C; a relagdo Sod:Pod aumentou de 729:1, a 25°C, para 1087:1, a
40°C. Em micorrizas formadas com o isolado RS24, ocorreu uma resposta
inversa: a relagdo Sod:Cat caiu de 19:1, a 25°C, para 15,2:1, a 40°C, enquanto a
relacdo Sod:Pod reduziu de 980:1, a 25°C, para 661:1, a 40°C. O significado
dessas diferencas, em nivel celular, ndo pode ser inferido. Entretanto, essas
alteracOes sdo importantes, porque revelam estratégias diferentes da regulacéo do
sistema antioxidativo em dois isolados fungicos da mesma espécie, em resposta a
variacOes das condi¢cbes ambientais.

A devacdo da temperatura de incubagdo resultou em uma reducdo
significativa dos teores de proteinas em raizes e em micorrizas formadas com o
isolado 1S83 (Tabela7). Houve reducdo significativa também na atividade total
das peroxidases em micorrizas formadas com o 1S83, apds a incubagédo a 40°C
(Tabela 7), ao contrario do observado em micorrizas formadas com o RS24. A
atividade total da Sod aumentou significativamente em micorrizas que continham
01S83.
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Tabela 6 - Atividade especifica da catalase (Cat), das peroxidases (Pod), da
superoxido dismutase (Sod) e concentragdo de malondialdeido em
raizes de E. grandis (NM) ou em micorrizas formadas entre E.
grandis e dois isolados de Pisolithus sp. em resposta a elevacéo da
temperatura de incubacdo, de 25°C para 40°C, por trés horas. As
amostras foram incubadas em meio MNM, contendo 50 pg mL™ de
cloranfenicol. Os nimeros referem-se a média de quatro repeticoes

Cat Pod Sod Maondiadeido

Tratamento (unidades mg protefna’t) (nmol mg proteina’t)
25°C  40°C [ 25°C 40°C | 25°C 40°C| 25°C 40°C
NM 54,9 54,9 043 046 | 1356 1396| 0,80 0,98
RS24 50,0 56,2 | 097 129 | 951 853 | 2,05 1,82
1S83 59,4 49,0 1,03 1,02 | 751° 1109| 242" 1,90

(*): médias entre colunas significativamente diferentes, pelo Teste F, a 5% de
probabilidade;
(**): médias entre colunas significativamente diferentes, pelo Teste F, a 1% de
probabilidade.

Tabela 7 - Atividade total de peroxidases (Pod), da superoxido dismutase (Sod)
e teor de proteinas em raizes de E. grandis (NM) ou em micorrizas
formadas entre E. grandis e dois isolados de Pisolithus sp. em
resposta a elevagéo da temperatura de incubacdo, de 25°C para 40°C,
por trés horas. As amostras foram incubadas em meio MNM,
contendo 50 pug mL™ de cloranfenicol. Os nimeros referem-se a
meédia de quatro repeticdes

Pod Sod Proteina
Tratamento (unidades g matéria frescat) (mg g matériafrescal)
25°C 40°C 25°C 40°C 25°C 40°C
NM 1,022 0,93 2710 2511 2,28 1,81
RS24 9,120 13,62 8718 8321 9,18 9,98
1S83 7,344 5,93 5246 6395 7,02" 5,82

(*): médias entre colunas significativamente diferentes, pelo Teste F, a 5% de

probabilidade;
(**): médias entre colunas significativamente diferentes, pelo Teste F, a 1% de

probabi lidade.



A atividade especifica das peroxidases nos fungos ectomicorrizicos,
mantidos a 28°C (Tabela 2), foi 7 a 14 vezes maior do que nas raizes (Tabela 6),
e 3 a 6 vezes maior do que nas micorrizas (Tabela 6). JA a atividade especifica
nas micorrizas foi cerca de 2,2 a 2,4 vezes maior do que nas raizes. Quando o0s
resultados s@o comparados com base na dtividade total, a atividade das
peroxidases € de 63,6 a 140 vezes maior em fungos ectomicorrizicos (Tabela 3)
do que nas raizes (Tabela 7) e, nas micorrizas (Tabela 7), € de 7,2 a 8,9 vezes
maior do que nas raizes. Essa aparente discrepancia se deve ao fato de que o teor
de proteinas em fungos ectomicorrizicos (Tabela 3) e em micorrizas (Tabela 7) €
maior do que o teor protéico nas raizes.

Mais importante do que as peroxidases parece ser a comparacao entre a
atividade especifica e a total da Sod (Tabelas 2 a 7). Nesse contexto, a atividade
especifica da Sod, em raizes (Tabela 6), € cerca de 52 a 75 vezes maior do que no
micélio fungico (Tabela 2) e 1,4 a 1,8 vez maior do que nas micorrizas (Tabela
6). N& houve grandes diferencas entre a atividade especifica da Sod em raizes
(Tabela 6) ou na parte aérea (Tabela 4). Entretanto, quando os valores sdo
comparados com base na atividade total, observa-se que a atividade dessa enzima
na parte aérea (Tabela 5) é cerca de 4,3 vezes maior do que nas raizes (Tabela 7).
A atividade total da Sod em raizes (Tabela 7) é cerca de 5,2 a 9,1 vezes superior
aobservada no micélio fungico (Tabela 3).

A aividade tota da Sod nas micorrizas ndo seguiu um padréo
conservativo, considerando-se as contribui¢des individuais do micélio fungico e
das células vegetais para a atividade enzimatica na estrutura composta pelos dois
organismos (Tabelas 3 e 7). Ao contr&rio do aumento observado, esperava-se
uma reducédo da atividade total da Sod nas micorrizas, comparativamente as
raizes, porque o micélio fungico contribui com menor atividade de Sod do que as
células vegetais. Somente para fins de comparagéo, considerando gque o tecido
fungico contribui com algo em torno de 40% da matéria fresca nas micorrizas, a
atividade total da Sod em micorrizas formadas com o isolado RS24 seria: [(2710
x 0,6) + (519 x 0,4)] = 1833,7 U g matéria fresca’ e, em micorrizas formadas
com o isolado 1S83, [(2710 x 06) + (298 x 0,4)] = 1745 U g matéria fresca .
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Estes valores sdo inferiores a atividade total da Sod constatada nas micorrizas, a
saber: 8718 U g matéria fresca' e 5246 U g matéria fresca® de micorrizas
formadas com os isolados RS24 e 1S83, respectivamente. Essa inducdo € também
observada quando se comparam os valores da atividade total da Sod no materia
incubado a 40°C (Tabelas 3 e 7). Nesse caso, a atividade da Sod em micorrizas
formadas com o isolado RS24 é 3,3 vezes maior do que em raizes e, em
micorrizas formadas com 0 1S83, 2,5 vezesmaior (Tabela 7).

O estudo da ocorréncia de inducédo de isoformas de Sod apds o
estabelecimento da associacdo ectomicorrizica, avaliando-se o0 padrdo
eletroforético (Figura 13), demonstra 0 aparecimento de quatro a cinco novas
isoenzimas de baixo peso molecular nas ectomicorrizas formadas entre E.
grandis e Pisolithus sp., as quais ndo sd0 expressas em raizes ou no micelio
fangico. Andlises prévias com inibidores especificos indicam serem todas elas do
tipo Mn-Sod. Ndo s observaram bandas relativas a atividade da Sod em raizes
(Figura 14). Houve uma reducdo na intensidade das bandas f1 e f2 nas
micorrizas. A intensidade da coloracdo do gel foi baixa, possivelmente como
resultado da espessura reduzida do gel (1 mm), o que diminuiu o contraste das
cores, e do procedimento de coloracéo adotado para visualizagéo da atividade da
Sod. Isso impediu uma avaiacdo quantitativa da intensidade das bandas e de sua
contribuicdo individual para a atividade enzimética total. N& se detectou
atividade em gel da Sod contida no extrato protéico de raizes (Figura 13). Esse
resultado contrasta com a deteccéo de atividade da Sod “in vitro” (Tabelas 6 e 7).
OKAMURA et al. (1993) relataram a ocorréncia de dois compostos com elevada
atividade de superéxido dismutase em extratos foliares de Eucalyptus rostrata, a
saber: espiraeosidio e quercetina 4'-glicosilgalato. E possivel, nesse caso, que a
atividade de Sod detectada “in vitro” estgja relacionada com a presenca de
compostos da mesma natureza e que, durante a corrida eletroforética, esses
compostos tenham sido eluidos do gel.

Considerando o papel central desempenhado pela superdxido dismutase
nos sistemas antioxidativos das células, pode-se inferir que, em ectomicorrizas

formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., ndo sO a atividade enzimética total,
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mas também a inducdo de novas isoenzimas da Sod parecem contribuir
conjuntamente para as freqlentes observagbes de maior tolerdncia dos

organismos envolvidos a diferentes fatores de estresse ambientd .

1

—h

3
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Figura 14 — Padrdo eletroforético de isoenzimas de superdxido dismutase. Os
extratos protéicos, equivalentes a 25 ng de proteina, foram
submetidos a uma eletroforese nao-desnaturante em gel de
poliacrilamida a 7,5%, utilizando-se \oltagem constante de 80 V
por, aproximadamente, 180 minutos. As letras f e m referem-se a
isoenzimas observadas nos isolados de Pisolithus sp. ou em
micorrizas, respectivamente: (A) micorrizas formadas com o
isolado 1S83, incubadas a 40°C por trés horas; (B) mesmo que em
(A), incubadas a 25°C; (C) micélio de 1S83, incubado a 28°C; (D)
raizes de Eucalyptus grandis incubadas a 25°C; (E) mesmo que em
(D), incubadas a 40°C; (F) micélio de RS24, incubado a 28°C; (G)
micorrizas formadas com o isolado RS24, incubadas a 25°C; (H)
mesmo que em (G), incubadas a 40°C por trés horas.



4. DISCUSSAO

Os fungos ectomicorrizicos Paxillus invol utus, Cenococcum geophilume
Pisolithus sp., quando cultivados isoladamente em meios de cultura artificiais,
s80 pouco tolerantes a temperaturas moderadamente elevadas (Figuras 10 a 13).
As temperaturas-limite de crescimento ativo foram maiores para os isolados de
Pisolithus sp. e parecem estar relacionadas com a origem desses isolados. Os
isolados de Pisolithus, 1S83, RV82 e Pt90A, foram obtidos de plantios de
eucalipto na regido de Vigcosa, MG, enquanto que RS20, RS23 e RS24 sdo
originarios do Rio Grande do Sul. P. involuthus e C. geophilum foram isolados
na Franga. As diferentes respostas entre os isolados de Pisolithus séo condizentes
com a ampla distribuicdo geografica desse fungo (BRUNDRETT et a., 1996;
MARX, 1977, 1991; SMITH e READ, 1997).

A pré-exposicdo dos fungos ectomicorrizicos a temperaturas crescentes de
28°C a 33°C, ou a choques térmicos de 40°C, por periodos entre 20 e 60 minutos,
resultou em respostas variaveis dos isolados fungicos, em razéo de uma posterior
incubacdo a 35°C (Figuras 10 a 14). Efeitos positivos da pré-exposicéo foram
observados apenas para alguns dos isolados de Pisolithus, especiamente para
RS23 (Figura 11) e RS24 (Figura 12). Os padrdes de resposta observados podem
resultar do envolvimento de proteinas induzidas por choque térmico (HSPs) na

aquisicdo datermotolerancia.



O modo pelo qual as HSPs conferem termotolerancia a célula, assim
como os fatores que regulam a sintese dessas proteinas, ndo foram até o presente
completamente elucidados. A correlacéo positiva entre a sintese de HSPs e o
desenvolvimento da termotolerancia sugere ser o acumulo dessas proteinas um
componente essencial do processo de protecdo das células (GERNER e
SCHNEIDER, 1975; JNN et al., 1989, 1993; KIMPLE et a., 1990; LI GLORIA
e WERB, 1982; LIN et d., 1984; PETERSEN e MITCHELL, 1981).

A possibilidade do envolvimento de HSPs na aquisicéo de termotolerancia
em alguns dos isolados de Pisolithus é reforcada pela observacdo de que néo
houve indugdo das enzimas que participam do sistema antioxidativo - catalase,
peroxidases e superdxido-dismutase - apds a exposicdo do micélio fungico a
40°C (Tabelas 2 e 3). Neste tratamento, observou-se uma reducdo nas atividades
especificas da catadlase e das peroxidases (Tabela 2). A atividade da Sod
manteve-se praticamente inalterada, 0 que, associado a uma reducdo da atividade
das enzimas responsaveis pela decomposicéo do H,O,, pode resultar em aumento
dos niveis intracelulares desse radical e, conseqlentemente, no aumento da
peroxidagdo das biomoléculas, incluindo-se os lipidios. Entretanto, ndo se
verificou aumento significativo nos niveis de malondiadeido, que € um indicador
da peroxidacio de lipidios na célula, mesmo apds a exposicdo a 40°C, por quatro
horas. A manutencdo dos niveis normais de malondialdeido tem, neste caso, duas
explicagbes possiveis. (i) as atividades da catalase e das peroxidases, mesmo
tendo sido reduzidas apés a incubacdo a 40°C, foram suficientes para assegurar a
remocdo eficiente do H,O, produzido endogenamente; ou (ii) outros
componentes do sistema antioxidativo ndo-analisados contribuiram para a
reducdo dos niveis deradicaislivres nas células.

A reducdo na aividade das enzimas que participam do Sistema
antioxidativo nos fungos estudados contradiz os resultados mais comumente
observados de inducdo dos mecanismos de defesa em condicdes similares a
utilizada neste trabalho. Em Neurospora crassa, o chogue térmico resulta em
atos niveis de atividade de peroxidases, mas ndo se observam alteragbes na
atividade da superéxido dismutase (KAPOOR e SVEENIVASAN, 1988). A



atividade de duas das trés isoformas de catalase identificadas em N. crassa
aumentou significativamente em resposta ao choque térmico (CHARY e
NATVIG, 1989). O chogque térmico induziu a catalase citossolica T de
Sacharomyces cerevisiae, enquanto a catalase A, localizada no peroxissoma, néo
sofreu alteracdo (WIESER et ., 1991). Deve-se ressaltar que os fungos
micorrizicos sdo simbiontes obrigatorios (SMITH e READ, 1997) e, em funcéo
disso, parecem ter perdido vérias das caracteristicas inerentes ab modo de vida
livre (SMITH e READ, 1997). Portanto, o estudo do comportamento desses
organismos quando cultivados isoladamente em meios artificiais deve ser
avaliado com cautela.

O sistema antioxidativo na parte aérea (Tabela 4) e em raizes (Tabela 6)
de E. grandis também ndo respondeu favoravelmente a exposicdo a uma
temperatura supra6tima. Ao contrério, observaram-se reducbes severas das
atividades da catalase, das peroxidases e da ascorbato peroxidase em discos
foliares apds aincubagio a 40°C (Tabela4), mas ndo da Sod.

As dteracdes nos teores de proteinas, apds elevacdo da temperatura de
incubacdo, de 25°C-28°C para 40°C, ndo podem ser subestimadas como um
componente importante da resposta dos organismos a imposicdo de uma
condicdo potencialmente de estresse. Essas alteracbes tém grande influéncia
sobre os resultados das atividades enziméticas, quando essas S80 expressas com
base no contetido protéico. A comparacdo das atividades especificas da Sod na
parte aérea (Tabela 4) e nas raizes (Tabela 6) permite inferir que esses dois
orgéos ndo apresentam diferencas marcantes em termos de atividade dessa
enzima. Entretanto, quando os valores sdo comparados com base na atividade
total, observa-se que a atividade da Sod na parte aérea (Tabela 5) é cerca de 4,3
vezes maior do que nas raizes (Tabela 7), 0 que é consistente com o fato de que
as células fotossinteticamente ativas s80 mais sujeitas a geracéo de radicais livres
(FOYER et ., 1994).

A maior atividade das peroxidases em micorrizas (Tabelas 6 e 7) resultou,
possivelmente, da maior atividade dessas enzimas no micélio fangico (Tabelas 2
e 3). Estes resultados contrastam com aqueles obtidos por ALBRECHT et al.



(1994), que ndo observaram atividade de peroxidases em Pisolithus sp. Os
autores concluiram que o aumento da atividade das peroxidases em
ectomicorrizas resultou da inducéo de novas isoenzimas no tecido radicular apos
0 estabelecimento da associagdo micorrizica. Essa parece réo ser a explicacéo
mais apropriada para os dados do presente trabalho. Simplesmente, a atividade
das peroxidases em ectomicorrizas € maior do que nas raizes porque a estrutura
contém o micélio fungico, e este pode representar até 50% da massa fresca das
ectomicorrizas formadas com isolados muito agressivos (ALBRECHT et 4.,
1994), em que a atividade dessas enzimas é maior. Isso explica, também, a
relacdo linear obtida por aqueles autores entre a agressividade do isolado fungico
e a atividade das peroxidases nas micorrizas. Como a atividade no micélio é
muitas vezes superior a das raizes, um aumento da proporcéo de tecido fungico
na micorriza leva, necessariamente, a um aumento proporciona na atividade
enzimatica. Deve-se considerar, porém, que, neste trabalho, ndo foi feita uma
andlise de isoenzimas de peroxidases no material em estudo. Portanto, ndo se
pode concluir, em definitivo, que o estabelecimento da associacdo micorrizica
nado resulta em alteracdes nainducéo de isoenzimas especificas de peroxidases.

Aparentemente, a regulacdo do sistema antioxidativo em micorrizas é
exercida de forma mais eficiente do que nos organismos individualmente
(Tabelas 6 e 7). Destacase 0 aumento da atividade da superdxido dismutase nas
micorrizas formadas com o isolado de Pisolithus, 1S83, associado a uma redugédo
altamente significativa do contelido de malondialdeido. Esse isolado foi coletado
em uma plantacéo de Eucalyptus em Vigosa, MG, onde a temperatura media
anual € superior a da regido de origem do RS24, que foi isolado no Rio Grande
do Sul. Esse resultado sugere que o sistema de decomposicdo de radicais livres €
regulado mais eficientemente quando o0 organismo € exposto a condicoes
ambientais as quais se encontra mais adaptado.

Uma outra diferenca expressiva entre os ais isolados de Pisolithus foi
observada quanto a relacdo entre a atividade da Sod, cuja atividade resulta na
producdo de H,O, na célula, e as enzimas catalase (Cat) e peroxidases (Pod)
(Tabelas 6 e 7). Enquanto as relacdes Sod:Cat e Sod:Pod aumentaram em
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micorrizas formadas com o 1S83, houve uma reducéo expressiva dessas relacoes
nas micorrizas formadas com o RS24 apds a incubacdo do material a 40°C. O
modo pelo qual 0 mangjo dessas relagdes, na célula, afeta a capacidade de
aclimatacdo a uma condicdo desfavoravel de temperatura, ou a outros fatores de
estresse, ndo pode ser inferido. Entretanto, essas alteracbes sdo importantes,
porgue revelam estratégias diferentes da regulacdo do sistema antioxidativo em
doisisolados fungicos da mesma espécie.

A dividade total da Sod nas micorrizas ndo seguiu um padréo
conservativo, considerando-se as contribuicdes individuais do micélio fungico e
das células vegetais para a atividade enziméatica (Tabelas 3 e 7). Ao contrario do
aumento observado, esperava-se uma reducéo da atividade total da Sod nas
micorrizas, comparadas as raizes, porque o micélio fungico contribui com menor
atividade de Sod do que as células da raiz. Esse aumento foi resultado ndo so da
maior expressdo das isoenzimas ja presentes nos dois organismos, quando
crescendo isoladamente, mas também da expresséo de um novo conjunto de
isoenzimas de baixo peso molecular (Figura 14).

Deve-se ressaltar que a Sod constitui uma defesa priméria importante da
célula contra o radical superdxido produzido sob estresse (BOWLER et al., 1992;
FOYER et al., 1994; TSANG et al., 1991). Este é o primeiro relato da ateracéo
na expressao de isoenzimas de Sod no sistema Eucalyptus grandis-Pisolithus sp.,
gue leva a consideracOes importantes acerca do modo pelo qua a tolerancia a
estresses ambientais pode ser aumentada pela associacdo micorrizica. DODD
(1996) sugere que ndo apenas 0 aumento da atividade total, mas também a
inducdo de novas isoenzimas que participam do sistema antioxidativo, nos
diferentes compartimentos celulares, € de grande importancia para o aumento da
tolerancia afatores ambientais adversos.

Em um estudo recente da associacdo Trifolium pratense-Glomus
mosseae, Palma et al. (1993) relataram a presenca de uma CuzZn-SOD G.m.
CuzZn-SOD) em esporos de G. mosseae. Eles observaram, ainda, que as raizes
ndo-micorrizicas possuiam uma Mn-SOD (Mn-SOD 1) e duas CuZn-SOD

(CuzZn-SOD | e CuZn-SOD 1), enquanto as raizes micorrizicas apresentaram seis



isoenzimas de SOD; em adicdo as isoenzimas presentes no controle, foram
detectadas uma outra Mn-SOD (Mn-SOD 1) e duas novas CuZn-SODs (G.m.
CuzZn-SOD e mycCuZn-SOD) (PALMA et al., 1993).

Os resultados do presente trabalho sdo consistentes com relatos de
alteracbes na regulacdo génica, que ocorrem apds 0 estabelecimento da
associacd micorrizica (ARINES et al., 1993; ARINES et a., 1994a; DUMAS et
a., 1989; HILBERT e MARTIN, 1988; MARTIN et d., 1997, PACOVSKY,
1989; RUIZ-LOZANO et d., 1996; TAGU e MARTIN, 1996; TIMONEN e
SEM, 1998). Também corroboram a sugestdo de Arines et a. (1994b), ou sgja,
de que o aumento da sobrevivéncia de plantas micropropagadas e micorrizicas
esta associado a regulacdo da expressdo da SOD durante a associacéo.
Entretanto, considerando-se que as novas isoenzimas de Sod tém, possivel mente,
origem fungica, o efeito da associacdo como estratégia de sobrevivéncia parece

ser mais importante para o fungo micorrizico do que para a planta.
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3. RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de Eucalyptus grandis foram aclimatadas a 25°C e 400 pmol
fétons m* s*, em camara de crescimento, e posteriormente submetidas a uma
combinacdo de temperatura e irradiancia supra-6timas, 40°C e 1200 pmol fétons
m? s?*, a fim de se avaliarem as respostas fisiol6gicas dessa espécie a uma
condicéo potencialmente fotoinibitoria. Nao se observaram efeitos isolados da
temperatura ou do excesso de irradiancia sobre a eficiéncia fotoquimica do
Fotossistema Il (FS Il), avaliada pela razéo entre a fluorescéncia varidavel e a
fluorescéncia maxima (F,/F,,). Observou-se um efeito sinérgico dos dois fatores,
gue resultou em um decréscimo acentuado da razédo F,/F,. Essa reducéo foi
conseguéncia, primariamente, da reducdo da fluorescéncia maxima (F,), uma vez
que o efeito da temperatura sobre a fluorescéncia inicial () foi negligivel. A
pré-aclimatacdo das folhas a temperatura de 35°C e baixa irradiancia, 5 pmol
fétons m? s?, por duas horas, resultou em aumento da tolerancia acondicéo
fotoinibitoria. Esse efeito foi observado somente apds duas horas de pré-
aclimatacdo. Considerando que a termotolerancia foi adquirida somente apos um
tempo relativamente prolongado de aclimatacdo a uma temperatura moderada,
ndo se pode descartar 0 envolvimento da sintese de novo de proteinas neste

processo.
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O funcionamento de alguns componentes do sistema antioxidativo foi
avaliado na parte aérea e nas raizes de E. grandis, em dois isolados do fungo
ectomicorrizico Pisolithus sp. e no sistema Eucal yptus-Pisolithus, em resposta a
elevacdo datemperatura, de 25°C-28°C para40°C.

A atividade especifica da catalase (Cat) foi reduzida significativamente no
micélio dos dois isolados flngicos apds quatro horas de incubagdo a 40°C. A
atividade total das peroxidases ndo-especificas (Pod) foi reduzida somente no
micélio do isolado RS24. Entretanto, alteracfes significativas na atividade total
da superéxido dismutase (Sod) foram observadas apenas no isolado 1S83. Essas
alteragbes traduzem-se em estratégias diferentes de regulacdo do sistema
antioxidativo, especialmente quanto as relacbes entre a atividade da Sod,
responsavel pela producdo de H,O, nacélula, e adas enzimas Cat e Pod.

Houve reducdes significativas nas atividades especificas da Cat, das Pod e
da ascorbato peroxidase (AscPod), da atividade total da Sod e do teor de
proteinas solUveis em folhas de E. grandis apds incubagdio a 40°C. Essas
alteracOes foram acompanhadas de menor teor de clorofila a e do aumento do
teor de malondiadeido, umaindicacdo de que houve peroxidacdo de lipidios.

Em raizes, ndo se observou efeito significativo da temperatura sobre as
atividades de Cat, Pod e Sod. N&o se detectou atividade da AscPod nesse 0rgéo.
Houve reducéo significativa do teor de proteinas soluveis e aumento do teor de
malondialdeido apds incubagdo a 40°C por trés horas. O sistema antioxidativo
ndo foi capaz de remover eficientemente o excesso de radicais livres resultantes
daimposicéo dessa condicdo de estresse.

Nas micorrizas, as atividades especifica e total das Pod foram maiores do
gue nas raizes. Este resultado € explicado pela maior atividade dessas enzimas no
micélio do Pisolithus do que nas raizes. As relacdes Sod:Cat e Sod:Pod nas
micorrizas seguiram o padréo de aumento ou de reducdo observado no micélio
dos dois isolados fungicos. As atividades especifica e total das Pod aumentaram
nas micorrizas formadas com o isolado RS24, apés a incubagdo a 40°C. O
mesmo foi observado para a atividade da Sod nas micorrizas que continham o
1S83.
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A aividade totd da Sod nas micorrizas também foi maior do que nas
raizes, a despeito da sua menor atividade nos micélios fungicos. Este aumento
resultou da inducdo de quatro a cinco novas isoenzimas de Sod do tipo Mn-Sod,
todas de baixo peso molecular e com possivel origem fungica.

Analisados em conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho permitem
inferir que o controle do sistema de decomposicdo de radicais livres é exercido
de forma mais eficiente nas micorrizas do que nos componentes individuais da
associacdo mutualista. Esse controle pode ser um dos responsaveis pelo beneficio
mutuo decorrente da associagdo simbidtica, especialmente observado em
condi¢Bes ambientais pouco favoraveis a sobrevivéncia dos organismos que dela

participam.
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