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EXTRATO 

 
 
 

 
TÓTOLA, Marcos Rogério, D.S., Universidade Federal de Viçosa, janeiro de 

1999. Cinética da fluorescência e atividade do sistema antioxidativo em 
plantas de eucalipto com micorrizas sob temperatura supra-ótima. 
Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Conselheiros: Marco Antônio Oliva 
Cano, Paulo Roberto Mosquim e Carlos Alberto Martinez y Huaman. 

 

 Plantas de Eucalyptus grandis foram aclimatadas a 25oC e 400 µmol 

fótons m-2 s-1, em câmara de crescimento, e posteriormente submetidas a uma 

combinação de temperatura e irradiância supra-ótimas, 40oC e 1.200 µmol fótons 

m-2 s-1, a fim de se avaliarem as respostas fisiológicas dessa espécie a uma 

condição potencialmente fotoinibitória. Não se observaram efeitos isolados da 

temperatura ou do excesso de irradiância sobre a eficiência fotoquímica do 

Fotossistema II (FS II), avaliada como a razão entre a fluorescência variável e a 

fluorescência máxima (Fv/Fm), porém observou-se um efeito sinérgico desses 

dois fatores. A redução de Fv/Fm foi atribuída, primariamente, à redução da 

fluorescência máxima (Fm). A pré-aclimatação dos discos foliares à temperatura 

de 35oC e baixa irradiância, 5 µmol fótons m-2 s-1, por duas horas, resultou em 

aumento da tolerância à condição fotoinibitória. Pode-se inferir que a aquisição 

de tolerância à fotoinibição do PS II de E. grandis envolveu, primariamente, a 

alteração conformacional do centro de reação do PS II. Não se pode descartar o 

envolvimento da síntese de novo de proteínas neste processo, em razão do tempo 
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requerido para se observar a alteração. O funcionamento de alguns componentes 

do sistema antioxidativo foi avaliado no sistema Eucalyptus-Pisolithus, em 

resposta à elevação da temperatura de 25oC-28oC para 40oC. As alterações nas 

atividades de catalase (Cat), peroxidases não-específicas (Pod) e superóxido 

dismutase (Sod), em dois isolados fúngicos, traduziram estratégias diferentes de 

regulação do sistema antioxidativo. Houve reduções significativas nas atividades 

específicas da Cat, das Pod e da ascorbato peroxidase (AscPod), da atividade 

total da Sod e do teor de proteínas solúveis em folhas de E. grandis, após 

incubação a 40oC. Essas alterações refletiram no menor teor de clorofila a e no 

aumento do teor de malondialdeído, uma indicação de que houve peroxidação de 

lipídios. Em raízes, não se observou efeito significativo da temperatura sobre as 

atividades de Cat, Pod e Sod. Não se detectou atividade da AscPod nesse órgão. 

Houve redução significativa do teor de proteínas solúveis e aumento do teor de 

malondialdeído após incubação a 40oC, por três horas.  As relações Sod:Cat e 

Sod:Pod nas micorrizas seguiram o padrão de aumento ou de redução observado 

no micélio dos dois isolados fúngicos. A atividade total da Sod foi maior do que 

nas raízes, a despeito da sua menor atividade nos micélios fúngicos. Este 

aumento resultou da indução de 4 a 5 novas isoenzimas de Sod do tipo Mn-Sod, 

todas de baixo peso molecular e com possível origem fúngica. 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 associação mutualista. Este controle pode ser um dos responsáveis 

pelo benefício mútuo decorrente da associação simbiótica, especialmente 

observado em condições ambientais pouco favoráveis à sobrevivência dos 

organismos que dela participam. 
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ABSTRACT 

 

 

 

TÓTOLA, Marcos Rogério, D.S., Universidade Federal de Viçosa, 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 Antônio Oliva 
Cano, Paulo Roberto Mosquim and Carlos Alberto Martinez y Huaman. 
 
 

Plants of Eucalyptus grandis were acclimated at 25oC and 400 µmol 

photons m-2 s-1, in growth chamber, and thereafter submitted to a high 

temperature/irradiance of 40oC and 1,200 µmol photons m-2 s-1, 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 II (PSII) 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 35oC and at a low irradiance of  5 µmol photons m-2 s-1 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 25oC-28oC to 40oC. The changes in 
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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 40oC. 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 a rise in malondialdehyde content were observed after incubation of the roots 

at 40oC 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, all 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 individual components of the 

association. This control may be partly responsible for the mutual benefits 

resulting from the symbiotic association, especially under environmental 

conditions less favorable to the survival of the symbionts. 



 

 1 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

1. INTRODUÇÃO 
 
 
  

 
Estima-se que, em função dos fatores de estresse de natureza físico-

química, a produtividade das culturas agrícolas seja de apenas 22% do potencial 

genético das plantas (BOYER, 1982). Os processos fisiológicos ligados à 

aclimatação e adaptação, bem como os mecanismos de injúria decorrentes da 

exposição aos fatores de estresse, são, assim, da maior importância prática. 

A maioria das espécies vegetais utilizadas pelo setor de reflorestamento, 

no Brasil, são pertencentes aos gêneros Pinus e Eucalyptus. Grande parte dos 

plantios comerciais estão localizados em regiões sujeitas a fortes extremos 

ambientais, como excesso de temperatura, alta irradiância e baixa pluviosidade. 

As empresas do setor têm conduzido programas intensivos de seleção e de 

melhoramento de espécies ou clones mais adaptados a algumas condições 

específicas de estresse. 

Plantas pertencentes àqueles dois gêneros caracterizam-se pela formação 

de um tipo de relação simbiótica-mutualista com certos fungos do solo, as 

micorrizas. Essa associação é considerada essencial para a sobrevivência dos dois 

organismos (HARLEY e SMITH, 1983), tendo sido um fator decisivo para a 

colonização inicial do ambiente terrestre pelas plantas há cerca de 400 milhões 

de anos (PYRONZINSKI e MALLOCK, 1975).  
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 Ao longo desses 400 milhões de anos de co-evolução, estabeleceu-se 

uma nítida interdependência entre os dois organismos envolvidos na associação 

micorrízica. A maior parte dos trabalhos envolvendo o estudo dessa associação, 

mesmo aqueles que avaliam alguns fatores físico-químicos do ambiente, trata 

primariamente dos ganhos de produção da planta hospedeira. Essa visão parece 

um tanto quanto limitada e tende a desconsiderar os efeitos dos fatores estudados 

sobre o outro componente da associação, o fungo micorrízico, e a sua 

importância não só para a sobrevivência da planta, mas, também, como parte 

integral e essencial de muitos ecossistemas terrestres (READ, 1991; 

SÖDERSTRÖM, 1991). 

 Enquanto em ambientes adequados ao crescimento o desempenho das 

plantas é avaliado em termos de produção, em habitats marginais a sobrevivência 

precede a produtividade como elemento chave da adaptação. Numerosos estudos 

têm investigado a capacidade dos fungos micorrízicos aumentarem a produção 

vegetal nesses ambientes, sendo poucos os trabalhos que examinam a sua 

importância como fator de sobrevivência das plantas. Embora um aumento de 

produção seja de importância, do ponto de vista puramente econômico, o padrão 

de sobrevivência é a característica ecológica mais crucial, uma vez que é ela 

quem determina a composição de espécies das comunidades vegetais naturais 

(READ, 1991). 

 Na literatura consultada, são poucos os trabalhos que examinam com 

detalhes os fatores capazes de afetar a sobrevivência de fungos micorrízicos 

específicos em seus habitats naturais. Ao contrário, os efeitos de fatores físico-

químicos sobre as plantas e, em especial, da temperatura são amplamente 

relatados. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

Poucas espécies vegetais sobrevivem sob temperaturas contínuas acima 

de 45oC. A temperatura é um fator predominante na distribuição geográfica dos 

organismos vivos. Em plantas mesofíticas típicas, um aumento da temperatura 

foliar 4-5oC acima da temperatura do ar ambiente pode ocorrer facilmente sob 

alta irradiância, especialmente se a velocidade do vento é baixa e um déficit 

hídrico no solo leva ao fechamento parcial dos estômatos (TAIZ e ZEIGER, 

1991). Tanto a fotossíntese como a respiração são inibidas sob temperaturas 

supra-ótimas. Porém, à medida que a temperatura aumenta, a taxa fotossintética 

decresce mais rapidamente que a respiração (BJÖRKMAN et al., 1980).  

A estrutura e a estabilidade das membranas celulares são importantes 

durante o estresse imposto por temperaturas elevadas. A fluidez excessiva dos 

lipídios de membranas em altas temperaturas é correlacionada com a perda da 

função fisiológica. Em plantas de Nerium oleander, a aclimatação a temperaturas 

supra-ótimas está associada ao maior grau de saturação dos ácidos graxos dos 

lipídios, o que torna as membranas menos fluidas (RAISON et al., 1982). A força 

das pontes de hidrogênio e das interações eletrostáticas entre os grupos polares 

da fase aquosa da membrana decresce, o que resulta numa associação mais forte 

entre as proteínas integrais da membrana e a sua fase lipídica (TAIZ e ZEIGER, 

1991). Temperaturas elevadas causam, assim, modificações importantes na 
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composição e na estrutura de membranas, resultando em perda de íons e na 

inibição de processos metabólicos importantes, como fotossíntese e respiração. 

 Um aspecto comum aos organismos vivos, quando submetidos a fatores 

físico-químicos capazes de resultar em estresse, é a geração de formas ativadas 

do oxigênio, os radicais livres. Esses radicais são formados basicamente da 

doação de elétrons ou de energia para átomos de oxigênio. Esse elemento, no seu 

estado fundamental, pode ser considerado como um radical (com dois elétrons 

não-pareados de “spins” paralelos), mas é a forma mais estável do oxigênio. Os 

“spins” paralelos fazem com que o oxigênio aceite somente um elétron de cada 

vez e que reaja com não-radicais apenas lentamente, porque os elétrons de 

valência dos não-radicais são pareados e antiparalelos (FOYER et al., 1994). 

Oxigênio singleto é  produzido pela adição de energia, sem que ocorra a adição 

de um elétron. O “spin” é antiparalelo e faz com que a capacidade de oxidação 

seja consideravelmente maior. A adição de um elétron ao oxigênio no estado 

fundamental resulta no radical superóxido, enquanto um elétron adicional produz 

o peróxido de hidrogênio (FOYER et al., 1994). Outro radical derivado do 

oxigênio, o radical hidroxil, é também altamente reativo (ASADA, 1994). 

 Radicais livres derivados do oxigênio são, pois, resultados de reações do 

oxigênio com os elétrons que escapam das cadeias de transporte de elétrons em 

mitocôndrias e em cloroplastos. Quando os sistemas de captação de luz do 

cloroplasto recebem um excesso de energia luminosa, há quatro rotas possíveis 

para dissipação do excesso de energia: ela pode ser perdida por dissipação 

térmica ou por emissão de fluorescência; pode ser absorvida pela cadeia de 

transporte de elétrons, caso esta esteja funcionando no seu potencial máximo; ou 

pode interagir com átomos de oxigênio, dando origem às diversas formas 

ativadas de oxigênio (SALIN, 1988). 

 A Figura 1 mostra uma visão simplificada de como os radicais livres 

podem ser gerados em cloroplastos. O oxigênio singleto resulta da absorção do 

excesso de energia das moléculas de clorofila. O radical superóxido origina-se da 

doação de elétrons que circulam via carregadores na cadeia de transporte de 

elétrons. A ação da enzima superóxido dismutase, na etapa inicial do sistema 
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antioxidativo, resulta na formação de peróxido de hidrogênio, enquanto o radical 

hidroxil é formado a partir do peróxido de hidrogênio nas reações de Fenton ou 

de Haber-Weiss (ASADA, 1994). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Geração    de    formas   ativadas   de   oxigênio    e    mecanismos   de 

.decomposição (adaptada de FOYER, LELANDAIS e KUNERT,.1994). 
 

 

 Espécies ativadas do oxigênio apresentam uma variedade de efeitos 

danosos às células. Os radicais hidroxil e oxigênio singleto são altamente 

reativos, podendo oxidar a maioria dos compostos orgânicos (IMLAY e LINN, 

1988). O peróxido de hidrogênio, originado da ação da superóxido dismutase, 

deve ser removido rapidamente, porque muitas enzimas do ciclo de redução do 

CO2  são sensíveis ao H2O2, e a reação de fixação do CO2 é inibida na presença 

desse radical (KAISER, 1976, 1979; ROBINSON et al., 1980). O peróxido de 

hidrogênio participa de sistemas de oxidação catalisados por metais, marcando 

proteínas para degradação (LEVINE et al., 1990; PACIFICI e DAVIES, 1990; 

STADTMAN e OLIVER, 1991). 

Células vegetais fotossinteticamente ativas apresentam maior 

probabilidade de sofrerem danos oxidativos, dada a alta concentração de O2 
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durante a fotossíntese e a abundância de pigmentos fotossensíveis e ácidos 

graxos poliinsaturados no envelope do cloroplasto e nos tilacóides (FOYER et 

al., 1994). Estima-se que cerca de 1% do oxigênio consumido pelas plantas é 

convertido em formas ativadas (ASADA e TAKAHASHI, 1987) em diferentes 

regiões subcelulares. O resultado cumulativo da geração de um excesso de 

radicais livres é a inibição da biossíntese e o comprometimento da estrutura do 

cloroplasto, sendo esses efeitos exacerbados por diferentes fatores de estresse 

ambiental. 

Uma vez que os elétrons excitados e o excesso de energia são 

transferidos para o oxigênio, a formação de espécies ativadas de oxigênio 

funciona como um escoadouro de energia, protegendo o sistema de transporte de 

elétrons da super-redução, a qual resulta no processo de fotoinibição (FOYER et 

al., 1994). Desse modo, se as formas ativadas de oxigênio podem ser eliminadas 

eficientemente, o sistema antioxidativo pode ser considerado um importante 

componente da dissipação do excesso de energia.  

 

 

2.1. Origem e formação das espécies ativadas de oxigênio 

 

2.1.1. Oxigênio singleto 

 
 Oxigênio singleto pode ser formado química ou fotoquimicamente. Um 

exemplo de formação química é como um subproduto da atividade da 

lipoxigenase. É formado fotoquimicamente pela captação de energia da clorofila, 

especialmente quando um excesso de energia luminosa incide sobre o aparato 

fotossintético. Clorofila excitada no estado singleto, do sistema de captação de 

energia, é convertida em clorofila tripleto caso a energia de excitação não seja 

utilizada ou dissipada por transporte de elétrons, emissão de fluorescência ou  

dissipação térmica. A clorofila tripleto excitada converte então o oxigênio no 

estado fundamental em oxigênio singleto, pela elevação dos elétrons de valência 

a orbitais de maior energia e, subseqüentemente, invertendo os “spins” para criar 
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um par antiparalelo (FOYER et al., 1994). A produção de oxigênio singleto 

depende, assim, da taxa de dissipação térmica e do transporte de elétrons. 

 O oxigênio singleto é altamente destrutivo, porque é capaz de reagir com 

a maioria das moléculas orgânicas a taxas controladas quase totalmente pela 

difusão, ou seja, a reação é limitada apenas pela velocidade com que ele se 

difunde (CADENAS, 1989). Esse radical participa de reações de adição a enos e 

dienos, formando hidroperóxidos e endoperóxidos (FOOTE, 1979; KRINSKY, 

1979), os quais propagam reações em cadeia de geração de radicais livres. Em 

sistemas biológicos, a peroxidação de lipídios resulta no enfraquecimento e na 

alteração das membranas. 

 

 

2.1.2. Superóxido 

 
 O radical superóxido pode ser formado enzimaticamente por 

flavoproteína desidrogenases, ou não-enzimaticamente pela auto-oxidação de 

ferredoxinas, hidroquinonas, tióis e hemeproteínas 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 

eletroquímicos suficientemente negativos para doar um elétron para o oxigênio 

(ASADA e TAKAHASHI, 1987). A maior parte da produção de superóxido 

nessa rota ocorre via ferredoxina (FURBANK e BADGER, 1983) e pela reação 

de Mehler: 

 2 oxigênios + 2 Fd red = 2 superóxido + 2 Fd ox. 

 
 A ação do superóxido sobre as células não é tão danosa quanto a de 

outras espécies ativadas de oxigênio, embora este radical esteja envolvido, 

possivelmente, com a peroxidação de lipídios, danos às membranas e quebras em 

fitas simples de DNA (FRIDOVICH, 1986). Mais importante é que ele pode 

reagir com o peróxido de hidrogênio, originando o radical hidroxil, na reação de 

Haber-Weiss catalisada por metais (ASADA, 1994). Causa, ainda, a inativação 
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da catalase e da glutationa peroxidase, bem como a oxidação de NADPH e de 

epinefrina (FRIDOVICH, 1986).  

 
 
 
 

 
Figura 2 – Geração de oxiintermediários pelo cloroplasto e sistemas endógenos 

.de proteção. (OH*) radical hidroxil; (SOD) superóxido dismutase;  

.(O2
-) superóxido; (Fd) ferredoxina; (RCI e RCII) centros de reação 

.dos Fotossistemas I e II; (Pc) plastocianina; (A) ascorbato peroxidase; 

.(B) deidroascorbato redutase; (C) glutationa redutase (adaptada de 

.SALIN, 1988). 
 
 

 

2.1.3. Peróxido de hidrogênio 

 
O peróxido de hidrogênio pode ser produzido durante a oxidação do 

glicolato no peroxissoma (TAIZ e ZEIGER, 1991). É formado, ainda, pela ação 

da superóxido dismutase sobre o radical superóxido. O peróxido de hidrogênio é 

a mais estável das espécies de oxigênio. É um forte oxidante nucleofílico, 

embora relativamente não-reativo. É responsável pela inibição de enzimas do 

ciclo de Calvin (KAISER, 1976) e de outras enzimas, por meio da oxidação de 

pontes S-H. O peróxido de hidrogênio pode ser convertido em radical hidroxil 

por meio das reações de Fenton e de Haber-Weiss. 
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2.1.4. Radical hidroxil 

 
 O radical hidroxil é formado pela reação de Fenton, catalisada por 

metais, e pela de Haber-Weiss, como se segue: 

 
Fenton: Fe2+ + H2O2 = OH* + Fe3+ + OH- 

Haber-Weiss: O2
- + H2O2 = OH* + OH- + O2 

 
 O radical hidroxil é altamente reativo, oxidando a maioria dos compostos 

orgânicos a taxas controladas quase totalmente por difusão (ASADA, 1994). 

Dada a sua elevada reatividade, é um composto indiscriminado, reagindo com o 

primeiro substrato disponível. Possui, assim, um elevado potencial destrutivo e 

mutagênico. Membranas do cloroplasto são particularmente suscetíveis, por 

estarem intimamente ligadas ao local de formação desse radical (ASADA, 1994). 

 

 

2.1.5. Sistemas antioxidativos 

 
 Em face da espontaneidade das reações envolvidas com a geração de 

radicais livres, os organismos que possuem um modo de vida aeróbio 

desenvolveram sistemas eficientes de remoção das espécies reativas de oxigênio. 

 A proteção dos cloroplastos contra o estresse oxidativo é, portanto, 

essencial e, em condições normais, uma proteção adequada é obtida pelo sistema 

antioxidativo das plantas (ASADA e TAKAHASHI, 1987). O radical superóxido 

é eliminado pela ação da superóxido dismutase (superóxido:superóxido 

oxidoredutase, E.C. 1.15.1.1); o peróxido de hidrogênio pela catalase (H2O2: 

H2O2 oxidoredutase, E.C. 1.11.1.6), pela ascorbato peroxidase (ascorbato:H2O2 

oxidoredutase, E.C. 1.11.1.7) e pelo ciclo ascorbato-glutationa; os radicais 

hidroxil e oxigênio singleto são eliminados não-enzimaticamente por meio de 

reações com ascorbato, carotenóides e α-tocoferol (ASADA, 1994). 

 A Figura 3 mostra a localização e a seqüência de parte da rota 

antioxidativa. É neste ponto, a seqüência de reação Mehler-peroxidase, que o 

sistema atua na regulação do transporte de elétrons, onde torna-se importante 
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como modulador do decréscimo na eficiência quântica dos fotossistemas 

(Neubauer e Schreiber, 1989, citados por DODD, 1996). Esse efeito resulta da 

geração de gradientes de prótons transtilacoidais, acoplada ao fluxo 

pseudocíclico. A seqüência de reação Mehler-peroxidase, juntamente com a 

fotorrespiração, é um componente importante do controle fotossintético, a 

regulação global do transporte fotossintético de elétrons (FOYER et al., 1990). 

 

Figura 3 – Seqüência  de  reação  Mehler-peroxidase  associada  à  membrana  do 
tilacóide: (Asc) ascorbato; (MDHA) monodeidroascorbato; (O2

-) 
superóxido; (SOD) superóxido dismutase; (AsPOD) ascorbato 
peroxidase; (Fd) ferredoxina; (FSI) fotossistema I (adaptada de 
FOYER, LELANDAIS e KUNERT, 1994). 

  

 

A Figura 4 mostra o ciclo ascorbato-glutationa. Este ciclo mantém um 

alto nível de ascorbato (50 mol m-3) no estroma. O radical monodeidroascorbato 

(MDHA), formado a partir da oxidação do ascorbato, pode sofrer dismutação 

espontânea e formar ácido ascórbico reduzido (Asc) e deidroascorbato (DHA), 

ou ser enzimaticamente reduzido a Asc por MDHA redutase dependente de 

NAD(P)H (DALTON et al., 1992; HOSSAIN et al., 1984). Deidroascorbato é 

novamente reduzido  a Asc não-enzimaticamente por glutationa reduzida, ou 
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enzimaticamente em uma reação catalisada por DHA redutase 

(glutationa:deidroascorbato oxidoredutase, E.C. 1.8.5.1) (POLLE et al., 1992). 

Glutationa na forma oxidada (GSSG), resultante dessa reação, é 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). Ascorbato peroxidase, deidroascorbato 

redutase e glutationa redutase participam da rota Halliwell-Asada, a qual remove 

H2O2 em cianobactérias, em cloroplastos e em nódulos radiculares (DALTON et 

al., 1986).  

 
 
 

Figura 4 – O  ciclo ascorbato-glutationa  (adaptada  de  FOYER, LELANDAIS  e 
KUNERT, 1994). 

 

 

O ascorbato pode ser também oxidado por reação direta com O2
-, ou 

servir como redutor do radical α-cromoxil de α-tocoferol oxidado (Foyer et al., 

1991, citados por GOSSET et al., 1994). As membranas do tilacóide são ricas em 

α-tocoferol, o qual interrompe as reações de peroxidação de lipídios não apenas 

por reagir com O2
-, mas também por eliminar radicais hidroxil, peroxil e alcoxil 

(HALLIWELL, 1987). Compostos reativos a ácido tiobarbitúrico (TBA), como 
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malondialdeído, podem ser formados (PRYOR et al., 1976), caso a peroxidação 

em membranas não seja suficientemente inibida. 

 Quando as plantas são expostas a fatores físico-químicos extremos, a 

exemplo de alta intensidade luminosa, extremos de temperatura, seca, ozônio, 

tratamentos com herbicidas ou deficiência mineral, o balanço entre a produção de 

espécies reativas de oxigênio e a atividade de antioxidantes é destruído, 

resultando normalmente em danos oxidativos (CAKMAC e MARSCHNER, 

1992; DHINDSA e MATOWE, 1981; FANGMEIER et al., 1994; GOSSETT et 

al., 1994; HARPER e HARVEY, 1978;  MONK e DAVIES, 1989; MORAN et 

al., 1994; POLLE et al., 1992; SPYCHALLA e DESBOROUGH, 1990; WISE e 

NAYLOR, 1987). Existem três modos pelos quais o estresse oxidativo pode ser 

exacerbado pelos fatores ambientais. Esses fatores podem estar diretamente 

ligados à produção de radicais livres, ou podem inibir o sistema de defesa 

antioxidativo, levando assim a um aumento indireto dos níveis de espécies 

reativas de oxigênio. O estresse ambiental pode, ainda, causar perturbações em 

rotas biossintéticas, afetando a capacidade de dissipação do excesso de energia e, 

assim, levar à geração das formas ativadas do oxigênio (SALIN, 1988). 

 Em geral, a exposição 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; SPYCHALLA e DESBOROUGH, 1990; WISE 

e NAYLOR, 1987). A consistência da resposta aos diferentes fatores de estresse 

indica a existência de uma rota comum para alterações celulares induzidas para a 

sua proteção. 

 O aumento da atividade das rotas antioxidativas não está relacionado 

apenas com o aumento da quantidade de enzimas, mas também com a maior 

afinidade das enzimas pelos seus substratos. Condições de estresse levam à 

produção de diferentes isoformas com diferentes afinidades pelo substrato 

(DRUMM-HERREL et al., 1989; EDWARDS et al., 1994; MATTERS e 

SCANDALIOS, 1986). O ajuste balanceado dos níveis das diferentes isoformas 
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com diferentes afinidades pode configurar-se como a estratégia mais significativa 

para a mobilização do sistema de defesa antioxidativo. 

 A literatura sobre danos oxidativos a plantas não inclui trabalhos 

avaliando o sistema antioxidativo de espécies pertencentes ao gênero Eucalyptus, 

relacionando-o a fatores de estresse específicos. Também os trabalhos sobre a 

atividade do sistema antioxidativo de fungos ectomicorrízicos, sob estresse 

ambiental, são escassos (MISZALSKI e BOTTON, 1996). Em plantas de Pisum 

sativum, a atividade da superóxido dismutase é maior no sistema radicular de 

plantas colonizadas por fungos micorrízicos arbusculares (ARINES et al., 

1994a). Essa maior atividade parece estar relacionada a um aumento da atividade 

específica das isoenzimas, uma vez que não se verificou o aparecimento de novas 

isoenzimas em micorrizas. ARINES et al. (1994b) sugerem que o aumento da 

sobrevivência e do vigor de plantas micropropagadas, quando associadas a 

fungos micorrízicos, pode estar relacionado com a regulação da expressão do 

sistema antioxidativo e, em especial, da superóxido dismutase. RUIZ-LOZANO 

et al. (1996) observaram um aumento significativo na atividade da superóxido 

dismutase em plantas micorrízicas de Lactuca sativa expostas a estresse hídrico, 

comparadas a plantas não-micorrízicas. A adição de sulfeto ao meio de 

crescimento, em concentrações variando entre 5 e 20 mol m-3, resultou na 

inibição do crescimento do fungo ectomicorrízico Rhizopogon roseolus e da 

atividade da superóxido dismutase (MISZALSKI e BOTTON, 1996).  

Mais importante que a escassez de trabalhos sobre o funcionamento do 

sistema antioxidativo em fungos micorrízicos é a completa falta de informações 

do efeito de sua associação com a planta sobre a regulação desse sistema, assim 

como de sua importância como fator de sobrevivência do fungo em face das 

variações ambientais. Sabe-se, no entanto, que os fungos ectomicorrízicos são 

incapazes de completar o ciclo de vida em ambientes naturais, sem estarem 

associados a um hospedeiro específico (MARX, 1991; SMITH e READ, 1997). 

 Demonstrou-se, recentemente, que, durante o estabelecimento da 

associação micorrízica, ocorre uma alteração substancial da expressão de genes 

tanto na planta quanto no fungo. A colonização da planta hospedeira pelo fungo 
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micorrízico e a morfogênese dos tecidos simbióticos induzem a expressão de um 

grupo específico de proteínas do hospedeiro (MARTIN e HILBERT, 1991;  

MARTIN et al., 1997) e de alguns genes do micossimbionte (TAGU et al., 

1993). Os produtos desses genes induzidos durante a infecção parecem estar 

envolvidos com o estabelecimento e a manutenção da interação compatível entre 

o fungo micorrízico e a planta.  

Em Eucalyptus, o desenvolvimento das ectomicorrizas é acompanhado 

por um acúmulo diferencial de polipeptídios, podendo essas alterações serem 

divididas em três categorias distintas: (i) polipeptídios, principalmente de origem 

vegetal, presentes em menor quantidade nos tecidos simbióticos; (ii) um pequeno 

grupo de polipeptídios que se acumulam; e (iii) polipeptídios específicos da 

simbiose, os quais somente são expressos quando do estabelecimento da 

simbiose (HILBERT e MARTIN, 1988; HILBERT et al., 1991). As alterações na 

síntese de polipeptídios parecem estar ligadas à compatibilidade entre o fungo 

micorrízico e a planta hospedeira. Durante o desenvolvimento de micorrizas 

entre Pisolithus tinctorius e Eucalyptus grandis, ocorrem uma forte inibição da 

síntese de alguns polipeptídios vegetais, o acúmulo de alguns polipeptídios 

fúngicos e o aparecimento de polipeptídios específicos da simbiose, as chamadas 

“micorrizinas” (BURGESS et al., 1995). Os autores demonstraram que o isolado 

fúngico não-micorrízico não causou alterações na biossíntese de proteínas, mas, 

ao contrário, observaram essas alterações desde o contato inicial entre a raiz e o 

isolado fúngico mais infectivo. Também a regulação temporal da síntese de 

polipeptídios fúngicos relacionados com a simbiose correlacionou-se 

estreitamente com a infectividade do isolado. Uma revisão mais detalhada do 

assunto pode ser obtida em MARTIN et al. (1997). 

 Os fungos ectomicorrízicos utilizam algumas enzimas específicas 

durante o processo de colonização radicular (Hacskaylo, 1973, citado por 

MARX, 1981). Muitos isolados perdem a capacidade de colonizar a raiz da 

planta após períodos prolongados de cultivo em meio ágar (MARX e DANIEL, 

1976). Os trabalhos que demonstram a regulação da expressão gênica na planta e 

no fungo durante o processo de colonização (MARTIN et al., 1997) suportam a 
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sugestão de que as enzimas adaptativas necessárias ao processo de colonização 

em culturas de fungos ectomicorrízicos podem estar expressando menor 

atividade (MARX, 1981). A constatação da existência de padrões distintos de 

síntese de proteínas durante o desenvolvimento das micorrizas sugere que, após o 

contato entre os simbiontes, muitos genes são ligados ou desligados nas células 

do fungo e da planta (GIANINAZZI-PEARSON e GIANINAZZI, 1989; 

MARTIN e HILBERT, 1991; TAGU et al., 1993). 

 Embora muitos dos produtos desses genes já tenham sido identificados 

(MARTIN et al., 1997), não há, aparentemente, relatos na literatura associando a 

alteração da expressão genética ao fato de as plantas micorrízicas serem mais 

tolerantes aos fatores ambientais de estresse. Mais importante é que não explicam 

o fato de os fungos ectomicorrízicos sobreviverem em ambientes naturais sob um 

arranjo de condições físico-químicas potencialmente de estresse, às quais são, em 

graus variáveis, extremamente sensíveis quando cultivados em laboratório. 

 

 

 

2.2. Relação entre  temperatura supra-ótima, formação de radicais livres e a 
.redução da .capacidade fotossintética: o fenômeno da fotoinibição 

 

Níveis de radiação acima do requerido para saturar a fotossíntese causam 

uma severa redução da capacidade fotossintética (KYLE e OHAD, 1987), 

especialmente quando o excesso de radiação está associado a outros fatores ditos 

de estresse (BJÖRKMAN e POWLES, 1984; MASOJIDEK e HALL, 1992; 

POWLES, 1984). Por convenção, a inativação da fotossíntese por excesso de 

radiação é denominada fotoinibição. A fotoinibição crônica resulta do desbalanço 

entre a energia capturada pelo aparelho fotossintético e a energia utilizada 

durante a assimilação do CO2 (OSMOND, 1994). Em condições em que a 

intensidade de fótons está acima da capacidade de sua utilização, o excesso de 

fótons resulta na produção de moléculas reativas nos cloroplastos, as quais são 

capazes de oxidar as moléculas-alvo e resultar no fenômeno de fotoinibição 

(ASADA, 1994). A proteína D1, do centro de reação do FSII, e diversas enzimas 
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do ciclo de Calvin, como bisfosfatase da frutose-1,6-bisfosfato e desidrogenase 

do gliceraldeído-3-fosfato, são o alvo primário do fenômeno da fotoinibicão 

(ASADA, 1994). A inativação das moléculas-alvo primárias reduz a capacidade 

de utilização de fótons e potencializa a fotoprodução das moléculas reativas. 

O fenômeno da fotoinibição associada a temperaturas supra-ótimas é 

atribuído a danos causados ao fotossistema II (FSII) (BERRY e RAISON, 1981; 

YORDANOV et al., 1986). Acredita-se que o aumento da temperatura leva, 

inicialmente, a um bloqueio dos centros de reação do FSII e, posteriormente, a 

uma separação entre os pigmentos de captação de luz periféricos e os complexos 

do FSII. 

A inibição térmica inicial dos centros de reação do FSII é atribuída a 

alterações no sistema de decomposição de água/evolução de oxigênio 

(CHENIAE e MARTIN, 1970; NASH et al., 1985; YAMASHITA e BUTLER, 

1968). 

A estabilidade térmica de outros componentes da cadeia de transporte de 

elétrons da fotossíntese (HAVAUX, 1993a), do envelope do cloroplasto 

(KRAUSE e SANTARIUS, 1975) e das enzimas do ciclo de Calvin localizadas 

no estroma do cloroplasto (BJÖRKMAN et al., 1976; SANTARIUS, 1975) é 

maior do que a do FSII. A temperatura na qual se observa a desnaturação do FSII 

varia em função de diversos fatores ambientais. Estresse hídrico (HAVAUX, 

1992), salinidade (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-aclimatação da planta a 

uma temperatura supra-ótima, porém não-letal, resulta no aumento da 

estabilidade térmica do FSII (HAVAUX, 1993b, 1994). Além da adaptação lenta 

da fotossíntese a temperaturas supra-ótimas, na qual possivelmente há o 

envolvimento da síntese de novo de proteínas e de lipídios, existem processos 

adaptativos que modificam rapidamente a estabilidade térmica do aparato 

fotoquímico da fotossíntese (HAVAUX, 1993b, 1994; NISHIYAMA et al., 1993; 

SANTARIUS e MÜLLER, 1979).  
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Dentre os mecanismos relacionados com a proteção do aparato 

fotossintético em condições fotoinibitórias, a participação de proteínas induzidas 

por choque térmico codificadas  no genoma nuclear, especialmente as de baixo 

peso molecular (Kruse e Kloppstech, 1992, citados por OHAD et al., 1994) 

associadas às membranas do cloroplasto, ou das proteínas intrínsecas da 

membrana do tilacóide induzidas por excesso de luz (ELIP), tem sido 

considerada um mecanismo adaptativo a condições fotoinibitórias. A elevada 

correlação entre a indução de ELIP em ervilha e sua persistência nas membranas 

do tilacóide durante a exposição a um excesso de luz (ADAMSKA et al., 1993) 

sugere que essa classe de proteínas está envolvida com o processo de giro da 

proteína D1 do FSII e com o fenômeno de ligação ou deslocamento de pigmentos 

(carotenóides ou clorofilas). 

O deslocamento da clorofila do FSII para a fase lipídica da membrana do 

tilacóide, durante o processo de giro da proteína D1, pode ser potencialmente 

danoso. Durante a excitação por luz, moléculas livres de clorofila podem ser 

convertidas ao estado tripleto e reagir com o oxigênio, resultando na formação de 

oxigênio singleto (ASADA, 1994). Nesse caso, pode-se prever que os danos às 

membranas do tilacóide serão inespecíficos, uma vez que aquele radical é capaz 

de reagir indiscriminadamente com quaisquer moléculas orgânicas. A ocorrência 

desse tipo de dano não tem sido observada “in vivo” durante a fotoinibição, o que 

sugere que algumas dessas proteínas induzidas por estresse, de algum modo, são 

capazes de interagir com as moléculas de clorofila livres e bloquear a geração de 

oxigênio singleto durante o estresse luminoso e,ou, térmico (OHAD et al., 1994). 

A presença de proteínas de choque térmico na região dos grana dos 

tilacóides de células de Chlamydomonas (SCHUSTER et al., 1988), ou em folhas 

de trigo (STAPEL et al., 1993), após pré-aclimatação a 40-42oC por duas horas, 

correlaciona-se com a manutenção do valor da fluorescência variável da clorofila 

do FSII, após posterior exposição a uma combinação de excesso de irradiância e 

temperatura elevada.  

Além do envolvimento de proteínas induzidas por temperaturas supra-

ótimas, a reorganização da membrana do tilacóide parece estar também 
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relacionada com o mecanismo de termoproteção. A dissociação do FSII de 

alguns complexos de captação de luz tem sido observada em tilacóides isolados, 

após tratamento em temperaturas elevadas (GOUNARIS et al., 1984; SUNDBY 

et al., 1986). Sugere-se que o FSII dissociado é capaz de migrar lateralmente das 

regiões empilhadas para as não-empilhadas da membrana do tilacóide, deixando 

para trás o complexo proteína-clorofila livre. Alguns trabalhos indicam que essa 

reorganização da membrana induzida por temperaturas elevadas pode também 

ocorrer “in vivo” (ARMOND et al., 1980; SANE et al., 1984; WEIS, 1985), e 

representaria um mecanismo de prevenção da superexcitação e do posterior dano 

ao centro de reação do FSII em alta irradiância. 

Em ambientes naturais, temperaturas elevadas estão normalmente 

associadas à alta irradiância solar. O excesso de luz resulta, normalmente, no 

agravamento do dano causado ao aparato fotossintético por temperaturas 

elevadas (HAVAUX, 1994).  

O evento inicial da fotossíntese é a absorção dos fótons da radiação 

luminosa pelos complexos coletores de luz. A energia de excitação é, então, 

transferida aos centros de reação dos fotossistemas I e II (TAIZ e ZEIGER, 

1991). A energia de excitação, canalizada para o centro de reação do FSII, é 

utilizada para a transferência de um elétron do P680 para a feofitina a, no processo 

conhecido como separação de carga. O elétron é transferido da feofitina a para a 

plastoquinona QA. Em situações em que o estoque de QA encontra-se totalmente 

reduzido, o centro de reação permanece num estado bloqueado, ou seja, incapaz 

de acoplar a energia de excitação à transferência de elétrons.  

O elétron recebido por QA é transferido para a plastoquinona QB. Após 

receber dois elétrons, QB é capaz de receber dois prótons e se deslocar do centro 

de reação do FSII para o estoque de plastoquinonas. Após certo período na 

ausência de luz, todas as moléculas de QA transferiram seus elétrons e se 

encontram em estado oxidado. A posterior iluminação do aparato fotossintético 

resulta na emissão de fluorescência pelas moléculas de clorofila a, que, 

graficamente, pode ser representada por uma curva do tipo OIDPSMT 

(WALKER, 1988). A fluorescência inicial (F0) corresponde ao nível de 
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fluorescência O  da curva OIDPSMT (VAN KOOTEN e SNEL, 1990). Em 

folhas previamente adaptadas à ausência de luz, F0 representa a intensidade da 

fluorescência quando as moléculas de QA encontram-se totalmente oxidadas. Na 

fotoinibição clássica, geralmente se observa um aumento e posterior redução de 

F0 (KRAUSE e WEIS, 1991). O aumento de F0 parece estar associado à redução 

na eficiência de captura e transferência de energia pelo complexo coletor de luz 

do aparato fotossintético (KRAUSE e WEIS, 1991). De acordo com GUENTER 

e MELIS (1990), a fotoinibição resulta no desacoplamento entre o complexo 

coletor de luz e o centro de reação do FSII, impedindo a transferência de energia 

de excitação para o centro de reação, que, assim, deve ser perdida por emissão de 

fluorescência (aumento de F0). Entretanto, quando o centro de reação do FSII 

encontra-se em estado inativo, contendo ainda a molécula de proteína D1 não-

funcional, a energia de excitação transferida do complexo coletor de luz pode ser 

perdida na forma de calor (ARO et al., 1993). Nesse caso, o valor de F0 tende a 

se manter inalterado. 

A redução parcial de QA, após a iluminação, resulta no aumento da 

intensidade da fluorescência, que chega ao nível Fm (fluorescência máxima) 

quando o centro de reação encontra-se bloqueado (todas as moléculas de QA 

reduzidas). A diferença Fm–F0 representa a fluorescência variável (Fv). A razão 

Fv/Fm é um importante indicador do estado funcional do aparato fotossintético, 

sendo uma estimativa da máxima eficiência quântica do FSII (BJÖRKMAN e 

DEMMIG, 1987; KITAJIMA e BUTLER, 1975). Fatores ambientais que 

resultam na redução da eficiência quântica do FSII causam uma redução nos 

valores de Fv/Fm, que, para a maioria das espécies, encontra-se em torno de 0,832 

± 0,004 (BJÖRKMAN e DEMMIG, 1987), quando as condições ambientais são 

favoráveis.  

A avaliação da emissão de fluorescência pela clorofila a tem sido muito 

utilizada para se determinarem o estado fisiológico do FSII (KRAUSE e WEIS, 

1991) e os efeitos de fatores físico-químicos sobre o funcionamento do aparato 

fotossintético (HAVAUX, 1993b, 1994; MARTINEZ y HUAMAN, 1995).  
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Recentemente, a técnica de avaliação da emissão de fluorescência tem 

sido utilizada para se determinarem os efeitos de fatores bióticos e abióticos 

sobre a capacidade fotossintética de plantas do gênero Eucalyptus (BALL et al., 

1997; HOLLY et al., 1994; ÖGREN e EVANS, 1992; RODEN e BALL, 1996; 

RUTHERFORD et al., 1993). Entretanto, não se conhecem os efeitos da 

combinação entre alta temperatura e alta irradiância sobre a eficiência 

fotoquímica em plantas do gênero Eucalyptus, e nem de que forma as plantas se 

adaptam a essa condição potencialmente fotoinibitória.  

 

 

2.3. Objetivo 
 

 O objetivo deste trabalho foi verificar se o estabelecimento da associação 

micorrízica induz alterações qualitativas e quantitativas nos mecanismos de 

decomposição de radicais livres, e se essas alterações podem estar relacionadas 

com a maior tolerância dos organismos envolvidos na simbiose a temperaturas 

supra-ótimas. Adicionalmente, procurou-se avaliar se a associação micorrízica 

induz alterações fisiológicas que resultam em maior tolerância das plantas 

micorrízicas à fotoinibição, causada pela combinação entre temperatura e 

irradiância supra-ótimas. 
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CAPÍTULO 1 

 

 

 
CINÉTICA DA FLUORESCÊNCIA EM PLANTAS MICORRÍZICAS DE 

Eucalyptus grandis SOB TEMPERATURA E IRRADIÂNCIA SUPRA-

ÓTIMAS 

 

 

 
1. INTRODUÇÃO 

 

A produção primária, em diversos ecossistemas, está diretamente 

relacionada com a atividade fotossintética das plantas. A atividade de 

fotossíntese varia com as condições do ambiente, como luminosidade, 

temperatura, disponibilidade de água, de nutrientes, dentre outras (TAIZ e 

ZEIGER, 1991). Em situações em que um ou mais desses fatores encontram-se 

fora dos limites ideais para sustentar a atividade fotossintética, a produção 

primária do ecossistema tende a diminuir, afetando todas as demais reações que 

dependem da energia armazenada na forma de carbono orgânico (ATLAS e 

BARTHA, 1992). 

Quando um excesso de radiação está associado a outros fatores ditos de 

estresse, as plantas sofrem uma severa redução da capacidade fotossintética 

(BJORKMAN e POWLES, 1984; MASOJIDEK e HALL, 1992; POWLES, 
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1984), um fenômeno convencionalmente conhecido por fotoinibição. Em 

cloroplastos, o excesso de energia da radiação luminosa pode reagir com átomos 

de oxigênio e levar à produção de radicais livres, os quais são capazes de oxidar 

alguns dos componentes do aparelho fotossintético e resultar no fenômeno de 

fotoinibição. A proteína D1 do centro de reação do FSII e diversas enzimas do 

ciclo de Calvin são o alvo primário do fenômeno da fotoinibição (ASADA, 

1994). A inativação das moléculas-alvo primárias reduz a capacidade de 

utilização de fótons e potencializa a fotoprodução das moléculas reativas. 

Temperaturas supra-ótimas podem aumentar os danos decorrentes do 

excesso de radiação por meio de mecanismos distintos. Um efeito direto está 

relacionado com o fechamento dos estômatos (TAIZ e ZEIGER, 1992) e, 

conseqüentemente, com a redução da disponibilidade de CO2 para os 

cloroplastos. A energia absorvida pelo aparelho fotossintético não pode, neste 

caso, ser dissipada pela assimilação do CO2, e a probabilidade da ocorrência da 

fotoinibição é maior (WALKER, 1988).  

Temperaturas supra-ótimas podem, ainda, resultar em danos estruturais 

ao fotossistema II (FSII) (BERRY e RAISON, 1981; YORDANOV et al., 1986). 

A estabilidade térmica de outros componentes da cadeia de transporte de elétrons 

da fotossíntese (HAVAUX, 1993a), do envelope do cloroplasto (KRAUSE e 

SANTARIUS, 1975) e das enzimas do ciclo de Calvin localizadas no estroma do 

cloroplasto (BJÖRKMAN et al., 1976; SANTARIUS, 1975) é bem maior do que 

a do FSII.  

A pré-aclimatação das plantas a uma temperatura supra-ótima, porém 

não-letal, resulta no aumento da estabilidade térmica do FSII (HAVAUX, 1993b, 

1994). Além da adaptação lenta da fotossíntese a temperaturas supra-ótimas, na 

qual possivelmente há o envolvimento da síntese de novo de proteínas e de 

lipídios, existem processos adaptativos que modificam rapidamente a 

estabilidade térmica do aparato fotoquímico da fotossíntese (HAVAUX, 1993b, 

1994; NISHIYAMA et al., 1993; SANTARIUS e MÜLLER, 1979).  

Recentemente, a técnica de avaliação da emissão de fluorescência tem 

sido utilizada para se determinarem os efeitos dos fatores bióticos e abióticos 
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sobre a capacidade fotossintética das plantas, incluindo as do gênero Eucalyptus 

(BALL et al., 1997; HOLLY et al., 1994; ÖGREN e EVANS, 1992; RODEN e 

BALL, 1996; RUTHERFORD et al., 1993). Entretanto, não se conhecem os 

efeitos da combinação entre alta temperatura e alta irradiância sobre a eficiência 

fotoquímica em plantas do gênero Eucalyptus, e nem de que forma as plantas se 

adaptam a essa condição potencialmente fotoinibitória. Além disso, o efeito da 

associação ectomicorrízica sobre a atividade fotossintética de plantas de E. 

grandis, submetidas a essa condição ambiental, não foi até o momento relatada. 

O objetivo deste trabalho foi examinar o efeito da combinação entre 

temperatura e irradiância supra-ótimas sobre a eficiência fotoquímica em plantas 

micorrízicas de Eucalyptus grandis, avaliada pela técnica de indução de 

fluorescência,  e a ocorrência de mecanismos de termoproteção após aclimatação 

a uma temperatura subletal. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

2.1. Material biológico 

 

Plantas de E. grandis foram obtidas por germinação de sementes em 

bandejas, contendo areia lavada e esterilizada. Aos 20 dias, as mudas foram 

transplantadas para vasos plásticos de 3 dm3, contendo o mesmo substrato. Os 

inóculos dos isolados de Pisolithus sp., IS83 e RS24, foram preparados a partir 

da transferência de discos de ágar MNM (MARX, 1969), contendo o micélio 

fúngico, para placas de Petri, contendo ágar-água. Após quatro dias de incubação 

a 28oC, os discos que apresentavam crescimento micelial foram colocados no 

substrato em contato com as raízes das plântulas, no momento do transplantio 

para os vasos. As plantas foram mantidas em casa de vegetação sob luz natural 

por 100 dias. Semanalmente, aplicaram-se 100 mL de solução nutritiva, contendo 

(µmol L-1): 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). Cinco dias antes das 

avaliações, as plantas foram transferidas para uma câmara de crescimento e 

mantidas sob irradiância de 400 µmol fótons m-2 s-1, fotoperíodo de 16 horas, 

temperatura de 24 ± 1 oC e umidade relativa do ar entre 50 e 75%. 
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2.2. Avaliação da emissão de fluorescência 

 

Esta avaliação foi feita em discos de 10 mm de diâmetro, coletados de 

folhas dos ramos laterais localizados no terço superior das plantas. Foram 

utilizadas folhas do 1o ou 2o par , completamente expandidas, e que apresentavam 

uma relação Fv/Fm acima de 0,800. 

Os discos foliares foram incubados em papel-filtro Whatman® No 4, 

umedecido com água destilada. O material foi transferido para placas metálicas 

mantidas em banho-maria com as seguintes combinações de 

temperatura/irradiância: (i) 25oC/1.200 µmol de fótons m-2 s-1; (ii) 40oC/5 µmol 

de fótons m-2 s-1; (iii) 40oC/1.200 µmol de fótons m-2 s-1; (iv) 40oC/1.200 µmol de 

fótons m-2 s-1, após incubação a 35oC/5 µmol de fótons m-2 s-1 por 20 minutos. A 

iluminação foi proporcionada por lâmpadas incandescentes de 1.000 watts, 

colocadas acima de um tanque de vidro, contendo água circulante para evitar o 

sobreaquecimento do material vegetal. 

A emissão de fluorescência foi avaliada durante 60 minutos após o início 

dos tratamentos, a cada 5 ou 10 minutos. Para cada tempo e combinação de 

temperatura/irradiância, utilizou-se um grupo de quatro discos foliares coletados 

de plantas diferentes. Os discos foram removidos e mantidos sob ausência de luz 

por 20 minutos, a 25oC, antes das medições. As avaliações da emissão de 

fluorescência foram feitas com um fluorômetro (Plant Efficiency Analyser, 

Hansatech, King’s Lynn, Norkfolk, UK), que determina automaticamente os 

valores de F0, Fm, Fv e a razão Fv/Fm. 
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2.3. Aquisição   de   termotolerância   após   pré-aclimatação  à  temperatura 

.subletal e baixa irradiância 

 

O efeito do tempo de incubação sob a combinação de temperatura supra-

ótima, porém subletal, e baixa irradiância sobre a aquisição de termotolerância 

foi estudado utilizando-se o sistema descrito anteriormente. 

Os discos foliares foram submetidos a uma combinação de 40oC/1.200 

µmol de fótons m-2 s-1  durante 1 hora,  após terem sido incubados a 35oC/5 µmol 

de fótons m-2 s-1 durante 20, 40 ou 120 minutos. 

Para cada efeito de tempo, um grupo de quatro discos foi avaliado logo 

após os diferentes períodos de pré-aclimatação. Um segundo grupo foi utilizado 

para as avaliações após o tratamento fotoinibitório. Esse procedimento foi 

adotado para se evitar que os efeitos da incubação a uma temperatura acima da de 

crescimento das plantas pudessem mascarar possíveis mecanismos de 

aclimatação. Assim, os resultados obtidos após o tratamento fotoinibitório foram 

transformados em % dos valores encontrados imediatamente após os diferentes 

períodos de pré-aclimatação a 35oC.  

 

 

2.4. Avaliações de índices de dano celular  

 

O efeito da temperatura supra-ótima sobre  a peroxidação de lipídios e 

sobre o teor de pigmentos foi avaliado em discos foliares obtidos conforme 

descrito anteriormente. Os discos foram incubados em tampão (Tris-HCl, 20 

mmol L-1, pH 7,5; MgCl2, 5 mmol L-1; sacarose, 30 mmol L-1; cloranfenicol, 50 

µg mL-1) a 25oC/ 1.200 µmol fótons m-2s-1 por duas horas, a 40oC/ 1.200 µmol 

fótons m-2s-1  por uma hora, após incubação a 35oC/ 5 µmol fótons m-2s-1 por 

duas horas ou a 40oC/ 1.200 µmol fótons m-2s-1  por uma hora.  

Os danos oxidativos a lipídios foram estimados como o conteúdo de 

substâncias reativas a 2-tiobarbitúrico (HENDRY et al., 1993). Clorofila a, 

clorofila b e carotenóides foram extraídos dos discos foliares em almofariz 
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contendo areia de quartzo e o meio de extração, composto de água 

desmineralizada, hidróxido de amônio e acetona na proporção de 90:1:409 (v:v), 

respectivamente. Os extratos foram diluídos no meio de extração, analisados 

espectrofotometricamente, e a concentração dos pigmentos foi estimada pelas 

fórmulas: 

 

 

 Cl a µmol L-1 = [(12,7 x A663) – (2,69 x A645)] x 1,119 

 Cl b µmol L-1 = [(22,9 x A645) – (4,68 x A663)] x 1,102 

 Cl Total mg L-1 = (8,02 x A663) – (20,2 x A645) 

 Carot. µmol g M.Fr.-1 = (A480 + 0,114 x A663 – 0,638 x A645) x V x 103   
112,5 x M 

 

em que V é o volume do extrato (litros) e M a massa fresca (gramas) (HENDRY 

e PRICE, 1993). 
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3. RESULTADOS 

 

 

 

3.1. Avaliação  da  emissão  de  fluorescência  em  resposta  à  temperatura  e 
.irradiância supra-ótimas 

 

A exposição dos discos foliares a uma irradiância de 1.200 µmol fótons 

m-2 s-1, bem acima da utilizada para a aclimatação das plantas (400 µmol fótons 

m-2 s-1), resultou numa queda gradual e lenta do valor da razão Fv/Fm (Figuras 5 e 

6) quando o material foi incubado sob temperatura semelhante à de aclimatação 

(25oC).  Ao contrário, a combinação de alta  irradiância   (1.200 µmol fótons m-2 

s-1) e alta temperatura (40oC) resultou em uma queda acentuada da razão Fv/Fm. A 

expressão do dano fotoinibitório foi extremamente rápida, podendo ser observada 

já nos primeiros cinco minutos após exposição ao tratamento fotoinibitório 

(Figuras 5 e 6). A exposição dos discos foliares a uma temperatura supra-ótima 

(40oC) não afetou significativamente a eficiência fotoquímica do FSII, quando 

associada a uma condição de baixa irradiância (5 µmol fótons m-2 s-1). 

A pré-aclimatação dos discos foliares a uma condição subletal (35oC/5 

µmol fótons m-2 s-1) não resultou em aumento da estabilidade térmica do FSII, ao 

contrário do que era de se esperar. A redução da eficiência fotoquímica do 

aparato fotossintético, após transferência para a condição fotoinibitória, foi 

similar  à  observada   para   os   discos   foliares   expostos   diretamente  a   esse 
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Figura 5 - Razão  Fv/Fm   em   discos  foliares   de   plantas   não-micorrízicas  de 

Eucalyptus grandis. Os discos foram incubados em placas metálicas 
mantidas em banho-maria, sobre papel-filtro, a 25oC/1.200 µmol 
fótons m-2s-1 (     ), a 40oC/5 µmol fótons m-2s-1 (     ), a 40oC/1.200 
µmol fótons m-2s-1  (      ), ou a 40oC/1.200 µmol fótons m-2s-1 após 
tratamento por 20 minutos a 35oC/5 µmol fótons m-2s-1 (   x   ). Os 
dados são a média de quatro repetições. As barras indicam o desvio-
padrão da média . 

 

  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Razão  Fv/Fm em discos foliares de plantas micorrízicas de Eucalyptus 

grandis: (A) Plantas inoculadas com IS 83; (B) plantas inoculadas com 
RS 24. Os discos foram incubados em placas metálicas mantidas em 
banho-maria, sobre papel-filtro, a 25oC/1.200 µmol fótons m-2s-1 (     ), 
a  40oC/5 µmol fótons  m-2s-1  (      ),  a  40oC/1.200  µmol  fótons   m-2s-1  

(     ), ou a 40oC/1.200 µmol fótons m-2s-1 após tratamento por 20 
minutos a 35oC/5 µmol fótons m-2s-1 (   x   ). Os dados são a média de 
quatro repetições. As barras verticais indicam o desvio-padrão da 
média . 
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tratamento (Figuras 5 e 6). As variações da razão Fv/Fm, em função das diferentes 

combinações temperatura/irradiância, foram semelhantes para plantas 

micorrízicas e não-micorrízicas (Figuras 5 e 6), de modo que os demais 

parâmetros da curva de indução de fluorescência (F0 e Fv) são discutidos somente 

para as plantas não-micorrízicas. 

 Os diferentes tratamentos resultaram em padrões variados de valores de 

fluorescência inicial (F0) (Figura 7). Discos mantidos a 25oC e 1.200 µmol fótons 

m-2 s-1 apresentaram um aumento em torno de 20% no valor de F0 aos 30 minutos 

de incubação, em relação ao tempo zero. Entretanto, a elevação da temperatura 

sob baixa irradiância teve um efeito negligível sobre o valor de F0 (Figura 7), 

assim como o observado para os valores de Fv/Fm (Figura 5) e de fluorescência 

máxima (Fm) (Figura 8). 

 Os valores de F0 em discos mantidos sob uma combinação de alta 

temperatura e alta irradiância (40oC/1.200 µmol fótons m-2 s-1) mantiveram-se 

praticamente   inalterados  durante  todo o  período  de  incubação (Figura 7).  Os 

valores mais extremos, observados aos 5 e aos 40 minutos, representam 92% e 

112% do valor de F0 no tempo zero, respectivamente. 

A pré-aclimatação dos discos foliares a 35oC/5 µmol fótons m-2 s-1 e a 

posterior transferência para a condição fotoinibitória resultaram em um padrão 

incomum dos valores de F0 (Figura 7). Entretanto, apesar da aparente alternância 

de aumento e redução de F0 com o tempo de incubação, os valores de F0 nos 

pontos mais extremos da curva representaram uma variação pouco significativa 

em relação ao valor observado no tempo zero (115% aos 10 minutos e 90% aos 

60 minutos). 

As condições de incubação pouco influíram sobre os valores de F0, de 

modo que as variações observadas dos valores da razão Fv/Fm (Figura 5) foram 

atribuídas, essencialmente, às variações de Fm (Figura 8). 
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Figura 7 – Fluorescência  Inicial em discos foliares de plantas não-micorrízicas de 
Eucalyptus grandis. Os discos foram incubados em placas metálicas 
mantidas em banho-maria, sobre papel-filtro, a 25oC/1.200 µmol fótons 
m-2s-1 (     ), a 40oC/5 µmol fótons m-2s-1 (     ), a 40oC/1.200 µmol 
fótons m-2s-1 (      ), ou a 40oC/1.200 µmol fótons m-2s-1  após tratamento 
por 20 minutos a 35oC/5 µmol fótons m-2s-1(  x  ). Os dados são a 
média de quatro repetições. 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
Figura 8 – Fluorescência máxima (Fm) em discos foliares de plantas de Eucalyptus 

grandis. Os discos foram incubados em placas metálicas mantidas em 
banho-maria, sobre papel-filtro, a 25oC/1.200 µmol fótons m-2s-1   (     ), 
a  40oC/5 µmol  fótons  m-2s-1(     ),  a  40oC/1.200  µmol  fótons m-2s-1    

(     ), ou a 40oC/1.200 µmol fótons m-2s-1 após tratamento por 20  
minutos a 35 oC/5 µmol fótons   m-2s-1 (    x   ). Os dados são a média de 
quatro  repetições. 
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3.2.  Aquisição  de  termotolerância  em  função  do  tempo de incubação sob 
temperatura supra-ótima e baixa irradiância 

  

Conforme observado, a pré-incubação dos discos foliares a uma 

combinação de 35oC/5 µmol fótons m-2s-1, por 20 minutos, não foi suficiente para 

a indução de mecanismos de proteção do FSII ao tratamento fotoinibitório 

(Figura 5). Em função deste resultado, procedeu-se a uma avaliação do efeito do 

tempo de exposição a 35oC sobre a aquisição de termotolerância. 

 Por conveniência, os dados são apresentados como a percentagem da 

razão Fv/Fm inicial, avaliada após os diferentes tempos de incubação a 35oC (ver 

Material e Métodos). 

 A incubação por períodos de até 40 minutos não teve qualquer efeito 

sobre a sensibilidade do FSII ao posterior tratamento fotoinibitório. O 

decréscimo do valor da razão Fv/Fm, após transferência para a condição 

fotoinibitória, permaneceu em torno de 40% em relação ao valor obtido no tempo 

T0 (Figura 9).  

 O prolongamento do período de incubação para duas horas, entretanto, 

foi suficiente para que se observasse menor sensibilidade do FSII ao tratamento 

fotoinibitório. Após a transferência dos discos foliares para a combinação de 

40oC e 1.200 µmol fótons m-2s-1, a eficiência fotoquímica do FSII era, ainda, 

cerca de 80% do valor inicial (Figura 9). 
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Figura 9 – Razão Fv/Fm (% da inicial) em discos foliares de plantas de E. grandis. 
Os discos foram mantidos a 40oC/1.200 µmol fótons m-2s-1 após 
tratamento por 20, 40 ou 120 minutos a 35oC/5 µmol fótons m-2s-1. Os 
valores da razão Fv/Fm inicial, após o tratamento a 35oC/5 µmol fótons 
m-2s-1, foram 0,798 (20 min), 0,728 (40 min) e 0,713 (120 min). Os 
dados são a média de quatro repetições. O desvio-padrão da média 
variou entre 0,0046 e 0,0563. 

 

 

 

3.3. Avaliações de índices de dano celular  

 

A incubação dos discos foliares sob as diferentes combinações de 

temperatura e irradiância não foi acompanhada de grandes alterações nos teores 

de pigmentos ou de malondialdeído (Tabela 1). Efeito significativo do aumento 

da temperatura de incubação foi observado somente para o teor de clorofila a, 

que sofreu uma redução em torno de 25% após uma hora de incubação a 40oC 

(Tabela 1). A pré-aclimatação dos discos foliares à temperatura de 35oC e baixa 

irradiância não alterou o efeito da posterior exposição a 40oC sobre o teor de 
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clorofila a (Tabela 1). Houve também reduções não-significativas nos teores de 

clorofila total, nos dois tratamentos em que os discos foram expostos à 

temperatura de 40oC. Entretanto, observou-se um aumento não-significativo no 

teor de malondialdeído nos discos foliares expostos diretamente a 40oC. Em 

discos pré-aclimatados a 35oC e baixa irradiância, o teor de malondialdeído foi 

semelhante ao do tratamento-controle (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1 - Teores de clorofila a (Cl.a), clorofila b (Cl.b), clorofila total (Cl.Tot.), 
carotenóides (carot.) e de malondialdeído em discos foliares de E. 
grandis. Os discos foram retirados de folhas completamente 
expandidas de ramos laterais e incubados em tampão (Tris-HCl, 20 
mmol L-1, pH 7,5; MgCl2, 5 mmol L-1; sacarose, 30 mmol L-1; 
cloranfenicol, 50 µg mL-1) a 25oC/ 1.200 µmol fótons m-2s-1 por duas 
horas (T1), a 40oC/ 1.200 µmol fótons m-2s-1  por uma hora, após 
incubação a 35oC/ 5 µmol fótons m-2s-1 por duas horas (T2) ou a 40oC/ 
1.200 µmol fótons m-2s-1  por uma hora (T3). Os números referem-se à 
média de quatro repetições 

 
 

 
Tratamento 

Cl.a (µmol 
g matéria 
fresca-1) 

Cl.b (µmol 
g matéria 
fresca-1) 

Cl. Tot. (mg 
g matéria 
fresca-1) 

Carot. (µmol 
g matéria 
fresca-1) 

Malondialdeído 
(nmol g matéria 

 fresca-1) 
      

T1 2,14 a 0,732 2,55 0,759 31,35 
T2 1,69 b 0,664 2,12 0,751 32,95 
T3 1,61 b 0,638 2,02 0,739 36,41 
      

 
- médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

 

 A estabilidade do centro de reação do FSII de plantas de E. grandis 

parece ser pouco afetada por excesso de irradiância ou de temperatura, desde que 

esses fatores atuem isoladamente. Após 60 minutos de exposição a uma 

irradiância de 1.200 µmol fótons m-2s-1, a eficiência fotoquímica máxima do 

FSII, avaliada pela razão Fv/Fm, era ainda cerca de 84% do valor observado no 

tempo T0 (Figura 5). O valor da razão Fv/Fm em discos foliares mantidos a 40oC e 

a 5 µmol fótons m-2s-1 não variou durante todo o período de incubação. A 

combinação de alta irradiância e temperatura supra-ótima, entretanto, resultou em 

um decréscimo acentuado da razão Fv/Fm e da fluorescência máxima, 

especialmente nos primeiros 10 minutos de exposição (Figura 5), o que é 

indicação de dano severo ao FSII.  

Assim, embora o excesso de radiação ou a temperatura supra-ótima, 

isoladamente, não exerçam um efeito pronunciado sobre a eficiência fotoquímica 

do aparato fotossintético de E. grandis, o efeito sinérgico observado entre esses 

dois fatores sugere a existência de um mecanismo importante de controle da 

fotossíntese em ambientes naturais porque, normalmente, o excesso de radiação é 

acompanhado de uma elevação da temperatura. A redução de até 80% na 

eficiência fotoquímica do FSII em plantas de Solanun tuberosum em condições 

fotoinibitórias semelhantes à utilizada neste trabalho (dados obtidos da 
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transformação dos valores apresentados como log Fv/Fm) foi observada por 

HAVAUX (1994). Em plantas de Alocasia, a combinação de alta temperatura e 

alta irradiância (40oC/ 1900 µmol fótons m-2s-1) resultou em um decréscimo da 

razão Fv/Fm de 0,82 para 0,34, ou seja, uma redução em torno de 60% da 

eficiência fotoquímica do FSII (MULKEY e PEARCY, 1992). Essas reduções da 

eficiência fotoquímica em E. grandis situam-se em apenas cerca de 40%, 

sugerindo maior tolerância dessa espécie a condições potencialmente 

fotoinibitórias. Essa observação é corroborada pela constatação de que o aumento 

da temperatura de incubação de 25oC para 40oC teve um efeito pouco 

significativo sobre os teores de pigmentos e sobre a peroxidação de lipídios 

(Tabela 1). 

Os efeitos das diferentes combinações entre temperatura e irradiância 

sobre a razão Fv/Fm foram semelhantes em plantas micorrízicas e não-

micorrízicas (Figuras 5 e 6). Esse resultado indica que o efeito da associação 

micorrízica sobre a maior tolerância da planta a extremos ambientais não pode, a 

princípio, ser atribuído a alterações 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 possível 

efeito da associação micorrízica atuando em nível do sistema radicular, como por 

exemplo um aumento no dreno de fotossintatos, não poderia se manifestar nestas 

condições. 

 A pré-aclimatação dos discos foliares a uma temperatura moderada 

(35oC) e baixa luminosidade (5  µmol fótons m-2s-1) por um período de 20 

minutos não 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 o envolvimento da síntese de novo de proteínas no 

fenômeno de termoproteção, uma vez que o processo ocorre rapidamente e não é 

afetado pela adição de inibidores de síntese protéica ao meio de incubação. Em 

E. grandis, a pré-incubação dos disco foliares a uma temperatura moderada e 

baixa luminosidade confere um aumento da estabilidade do FSII a condições 

fotoinibitórias, desde que o período de pré-aclimatação seja em torno de duas 
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horas (Figura 9). A aquisição de termoproteção é, contudo, acompanhada de um 

decréscimo da eficiência fotoquímica do FSII, uma vez que se observou uma 

redução do valor da razão Fv/Fm de 0,82 para 0,72, durante as duas horas de 

incubação a 35oC e 5 µmol fótons m-2s-1 (Figura 8). Sugere-se que uma 

fotoinibição moderada reduz, posteriormente, a probabilidade de ocorrência de 

uma fotoinibição mais acentuada, possivelmente como resultado da ativação ou 

da aceleração de mecanismos de proteção (ÖGREN, 1994). 

O tempo necessário para se observar um aumento da estabilidade do FSII 

(cerca de duas horas) resulta, provavelmente, do envolvimento da síntese 

protéica no mecanismo de termoproteção do FSII em E. grandis. Um dos alvos 

principais da fotoinativação da fotossíntese parece ser a proteína D1 localizada 

no centro de reação do FSII (OHAD et al., 1994), a qual apresenta um giro 

metabólico em torno de uma hora (Prasil et al., 1992, citados por HAVAUX, 

1994).  

Os resultados obtidos neste trabalho mostram características importantes 

do processo de fotoinibição associado à temperatura supra-ótima em plantas de 

E. grandis. A redução da eficiência fotoquímica do FSII, avaliada pela razão 

Fv/Fm, foi acompanhada de uma redução considerável de Fm, sem que se 

observassem alterações significativas em F0 (Figuras 5, 7 e 8). Esse 

comportamento foi observado durante todo o curso da fotoinibição e difere do 

fenômeno de fotoinibição clássica, que é geralmente associada a um aumento e à 

posterior redução de F0 (KRAUSE e WEIS, 1991).  

A estabilidade de F0 em folhas de E. grandis submetidas a uma 

combinação de alta temperatura e alta irradiância indica a ocorrência de uma 

perturbação seletiva no centro de reação do FSII, uma vez que uma alteração no 

complexo coletor de luz implicaria a alteração dos valores de F0. A redução 

acentuada dos valores de Fm, associada à pouca variação de F0, é possivelmente o 

resultado do aumento da inativação térmica dos centros de reação do FSII 

(HAVAUX, 1994). Em razão dessa observação, pode-se concluir que a maior 

parte da energia de excitação transferida para os centros de reação foi dissipada 

na forma de calor sob uma combinação de alta temperatura e alta irradiância. 
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Resultados semelhantes também têm sido obtidos por outros autores (CLELAND 

et al., 1986; HAVAUX, 1994).  

Os mecanismos pelos quais a pré-aclimatação dos discos foliares a 35oC 

leva à transformação dos centros de reação do FSII em emissores de calor não 

são completamente conhecidos. Sabe-se, contudo, que a temperatura tem uma 

grande influência sobre as propriedades físico-químicas das membranas (TAIZ e 

ZEIGER, 1991). Levando-se em conta a importância das interações entre 

proteínas e lipídios para a organização dos fotossistemas (WEBB e GREEN, 

1991), postula-se que um aumento da fluidez da membrana do tilacóide durante a 

pré-incubação a uma temperatura subletal de 35oC resultou em alterações 

conformacionais do FSII de E. grandis, protegendo o centro de reação dos efeitos 

danosos da combinação de alta temperatura e alta irradiância. A dissociação do 

FSII de alguns complexos de captação de luz tem sido observada em tilacóides 

isolados, após tratamento em temperaturas elevadas (GOUNARIS et al., 1984; 

SUNDBY et al., 1986), e, possivelmente, também ocorre “in vivo” (ARMOND 

et al., 1980; SANE et al., 1984; WEIS, 1985), representando um mecanismo de 

prevenção da superexcitação e posterior dano ao centro de reação do FSII sob 

alta irradiância. 

Considerando, porém,  que a estabilização do FSII foi observada 

somente após um período relativamente prolongado de pré-incubação a uma 

temperatura subletal  (duas horas; Figura 9), observa-se que o envolvimento da 

síntese de proteínas não pode ser descartado como um mecanismo adicional de 

proteção do aparato fotossintético na condição fotoinibitória imposta às plantas 

neste trabalho. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

ATIVIDADE DOS SISTEMAS ANTIOXIDATIVOS EM PLANTAS DE 

Eucalyptus grandis, NO FUNGO ECTOMICORRÍZICO Pisolithus sp. E 

EM ECTOMICORRIZAS EM RESPOSTA À EXPOSIÇÃO À 

TEMPERATURA SUPRA-ÓTIMA 

 

 

 
1. INTRODUÇÃO 

 

 

 
Os organismos que possuem um modo de vida aeróbio são incapazes de 

evitar a formação de radicais livres nas células metabolicamente ativas. Radicais 

livres são formas ativadas de oxigênio, resultantes das reações deste elemento 

com elétrons que escapam de cadeias de transporte em mitocôndrias e em 

cloroplastos. Radicais como oxigênio singleto (1O2), superóxido (O2
-), peróxido 

(O2
=) e o radical hidroxil (•OH) são constantemente produzidos durante as 

reações metabólicas normais das células. Essas formas são altamente reativas, 

sendo capazes de oxidar virtualmente todos os componentes celulares. As 
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reações de 1O2 e de •OH são extremamente rápidas, sendo controladas apenas 

pela velocidade de sua difusão na  célula  (108-1010 M-1 s-1) (ASADA, 1994). 

Para se protegerem dos efeitos adversos relacionados com a presença de 

radicais livres nas células, os organismos vivos desenvolveram um sistema 

eficiente de remoção desses compostos. Um dos componentes mais importantes 

do sistema de defesa contra os radicais livres é a superóxido dismutase (Sod) 

(superóxido:superóxido oxidoredutase, E.C. 1.15.1.1). Essa enzima constitui uma 

defesa primária importante das células contra o radical livre superóxido 

produzido em condições de estresse (BOWLER et al., 1992; FOYER et al., 1994; 

TSANG et al., 1991). A ação da Sod sobre o ânion superóxido resulta na 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), que é posteriormente removido por 

ação da catalase (H2O2: H2O2 oxidoredutase, E.C. 1.11.1.6), presente em muitos 

organismos vivos. Em cloroplastos, a decomposição do H2O2 gerado por ação da 

Sod é efetuada por um sistema peroxidase que utiliza ascorbato, que é oxidado a 

deidroascorbato por ação da ascorbato peroxidase (AscPod) (ascorbato: peróxido 

de hidrogênio oxidoredutase, E.C. 1.11.1.7) (NAKANO e ASADA, 1981). O 

deidroascorbato formado é novamente reduzido a ascorbato pela enzima 

deidroascorbato redutase (glutationa:deidroascorbato oxidoredutase, E.C. 

1.8.5.1). Glutationa na forma oxidada (GSSG), resultante dessa reação, é 

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 especial, em fungos formadores das 

associações ectomicorrízicas, os componentes do sistema antioxidativo não são 

bem conhecidos. Sabe-se, no entanto, que enzimas como catalase, peroxidases e 

superóxido dismutase participam dos sistemas de decomposição de radicais livres 

em fungos (CHARY e NATVIG, 1989; KAPOOR e SVEENIVASAN, 1988; 

WIESER et al., 1991). No fungo ectomicorrízico Rhizopogon roseolus, a redução 

da atividade das diferentes isoformas da Sod parece estar relacionada com o 

estresse oxidativo induzido por sulfeto (MISZALSKI e BOTTON, 1996) e por 

cádmio (MISZALSKI et al., 1996). 
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A exposição dos organismos a condições ambientais que excedam os 

limites toleráveis resulta, via de regra, no colapso do sistema antioxidativo, que 

se torna incapaz de eliminar o excesso de radicais livres produzidos durante essas 

situações ditas de estresse. Nesses casos, o balanço entre a produção de radicais 

livres e a capacidade de o sistema antioxidativo removê-los da célula é rompido, 

o que leva ao aumento da oxidação dos componentes celulares (MORAN et al., 

1994). 

Historicamente, as pesquisas têm demonstrado que o estabelecimento da 

associação micorrízica resulta no aumento da tolerância das plantas a fatores 

adversos do ambiente (DAVIES et al., 1993; GRIFFIOEN et al., 1994; MARX, 

1981; OSONUBI, 1994; RINCON et al., 1993; ROSENDAHL e ROSENDAHL, 

1991; TOBAR et al., 1994; VIDAL et al., 1992). Embora muitos dos efeitos 

sejam atribuídos a uma melhor nutrição da planta associada ao fungo 

micorrízico, pouco se sabe acerca dos mecanismos moleculares responsáveis por 

essa maior tolerância aos fatores de estresse ambiental. 

Recentemente, tem crescido o interesse pelas alterações nos processos 

bioquímicos que ocorrem quando os fungos e as raízes de plantas se associam 

para formar as micorrizas (MARTIN et al., 1997). RUIZ-LOZANO et al. (1996) 

observaram um aumento significativo na atividade da superóxido-dismutase em 

plantas micorrízicas de Lactuca sativa expostas a estresse hídrico, comparadas a 

plantas não-micorrízicas. Também em plantas de Pisum sativum, a atividade da 

Sod é maior no sistema radicular de plantas micorrízicas (ARINES et al., 1994a).  

Este trabalho teve como objetivos demonstrar que o estabelecimento da 

associação micorrízica resulta na expressão diferenciada de alguns componentes 

do sistema de decomposição de radicais livres dos organismos envolvidos, e que 

essa alteração pode resultar no aumento da tolerância tanto da planta quanto do 

fungo a fatores adversos do ambiente.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

2.1. Avaliação dos isolados fúngicos 

 

Discos de 5 mm de ágar MNM (MARX, 1969), contendo micélio, foram 

retirados das bordas de colônias dos fungos ectomicorrízicos Pisolithus tinctorius 

(isolados IS83, Pt 90A, RS20, RS23, RV82), Paxillus involutus (PI) e 

Cenococcum geophilum (CGL) e inoculados em ágar MNM. As placas foram 

incubadas a 28oC. Após sete dias de incubação, foram impostos os seguintes 

tratamentos: (i) incubação a 28oC (controle); (ii) incubação a 30oC; (iii) 

incubação a 32oC; (iv) incubação a 35oC; (v) incubação a 30oC no dia 8; 32oC dia 

9; 33oC dia 10; e 35oC a partir do dia 11; (vi) exposição à temperatura de 40oC 

duas vezes ao dia,  durante 20 min (dia 8); 30 min (dia 9); 40 min (dia 10); 60 

min (dia 11), seguindo-se incubação a 35oC a partir da última exposição a 40oC 

no dia 11. A avaliação dos efeitos dos tratamentos  sobre o crescimento dos 

fungos foi feita medindo-se os diâmetros das colônias a partir do 7o dia, em 

intervalos de dois a três dias. Para cada isolado fúngico e cada tratamento de 

temperatura foram utilizadas três repetições. 
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2.2.  Atividade do sistema antioxidativo e danos celulares em Pisolithus sp. 
em resposta à incubação à temperatura supra-ótima 

 

Isolados de Pisolithus sp. (RS24 e IS83) foram inoculados em frascos 

erlenmeyer, contendo 50 mL de meio MNM, e incubados a 28oC. Aos 20 dias, o 

meio de cultura foi descartado e substituído por um meio recém-preparado. No 

dia seguinte, os frascos foram transferidos para banho-maria com temperatura 

regulada em 40oC e mantidos nessa condição por duas ou quatro horas. Frascos 

mantidos a 28oC serviram como tratamento-controle. Cada tratamento foi 

repetido 10 vezes. O micélio fúngico foi coletado, lavado em água Milli-Q, 

congelado em N2 líquido e armazenado a -80oC para utilização posterior. 

 

 

2.2.1. Determinação das atividades enzimáticas  

 
As enzimas foram extraídas de 200 mg de micélio, por maceração em 

almofariz a 0-4oC, contendo 60 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP), areia de 

quartzo e 1 mL do tampão de extração (100 mmol L-1 K-fosfato pH 7,0; 0,1 

mmol L-1 EDTA; 2 mmol L-1 D+-isoascorabato e os inibidores de protease 

aprotinina, leupeptina, pepstatina-A e Fluoreto de Fenilmetilsulfonil).  

Os extratos foram centrifugados a 20.000g, por 20 minutos, a 2oC, em 

centrífuga Sorvall RC-5, e os sobrenadantes usados para as análises enzimáticas 

e dosagem de proteínas (LOWRY et al., 1951). As avaliações foram realizadas 

em espectrofotômetro Pharmacia, modelo Ultrospec 3000, dotado de um sistema 

Peltier com temperatura regulada em 25oC (catalase, peroxidases não-específicas 

e ascorbato peroxidase), ou Beckman DU 640 (teor protéico e superóxido 

dismutase). 

A atividade da catalase foi avaliada pelo decréscimo da absorvância a 

240 nm, em uma mistura de reação contendo: fosfato de potássio 50 mmol L-1, 

pH 7,0; H2O2 10 mmol L-1 (A240 ≅ 0,520-0,550) (2,9 mL); e extrato enzimático 

(0,1 mL). Nessas condições, uma unidade de catalase corresponde à quantidade 

de enzima capaz de decompor 1 micromol de H2O2 por minuto (SIGMA, 1998). 
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A atividade de peroxidases não-específicas (PÜTTER, 1974) foi avaliada 

pelo aumento da absorvância a 420 nm resultante da oxidação de pirogalol a 

purpurogalina, em uma mistura de reação contendo: fosfato de potássio 50 mmol 

L-1, pH 7,0; H2O2 20 mmol L-1; pirogalol 10 mmol L-1; e extrato enzimático (60 

µL, volume total da reação 3,1 mL). Uma unidade de peroxidases corresponde à 

quantidade de enzima capaz de converter 1 micromol de pirogalol por minuto a 

purpurogalina. 

A atividade da superóxido dismutase (BECANA et al., 1989) foi 

avaliada pela capacidade da enzima inibir a fotorredução do azul de 

nitrotetrazólio (NBT), em uma mistura de reação contendo: fosfato de potássio 

50 mmol L-1, pH 7,8; metionina 13 mmol L-1; riboflavina 2 µmol L-1; NBT 75 

µmol L-1; EDTA 100 nmol L-1; e extrato enzimático (10-200 µL, volume total da 

reação 3,0 mL). A reação foi iniciada iluminando-se os tubos que continham a 

mistura com uma lâmpada fluorescente de 15 watts. Para isso, construiu-se uma 

câmara de incubação circular, contendo a lâmpada no centro. Os tubos de ensaio 

foram colocados em orifícios eqüidistantes da lâmpada. Após 10 minutos, a 

lâmpada foi desligada, e a produção do azul-de-formazana nos frascos-controle e 

naqueles contendo o extrato enzimático foi avaliada a 560 nm em um 

espectrofotômetro Beckman DU 640. Uma unidade de superóxido dismutase 

corresponde à quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredução do 

NBT nas condições do ensaio. 

 

 

2.2.2. Danos oxidativos “in vivo”  

 

Os danos oxidativos a lipídios foram estimados como o conteúdo de 

substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico. Essas substâncias foram extraídas 

de 100 mg de micélio com 0,6 ml de tampão fosfato de potássio 50 mmol L-1, pH 

7,0, e a sua concentração expressa como equivalentes de malondialdeído 

(HENDRY et al., 1993).  
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2.3. Avaliação do estresse oxidativo causado por temperatura supra-ótima 
..em discos foliares de plantas de Eucalyptus grandis  

 

 Plantas de E. grandis com 80 dias, obtidas conforme descrito no Capítulo 

1, foram transferidas para uma câmara de crescimento e mantidas a 25oC, 600 

µmol fótons m-2 s-1 e 16 horas de fotoperíodo. Aos 90 dias, discos de 10 mm de 

diâmetro foram retirados do segundo par de folhas completamente expandidas de 

ramos laterais e incubados a 25oC, por duas horas, ou a 40oC, por duas ou quatro 

horas, em tampão Tris-HCl 20 mmol L-1, pH 7,5, contendo sacarose  30 mmol L-1, 

MgCL2 5 mmol L-1 e cloranfenicol 50 mg L-1. 

 

 

2.3.1. Determinação das atividades enzimáticas  

 

As enzimas foram extraídas macerando-se os discos foliares em 

almofariz de porcelana contendo PVPP (500 mg g-1 de matéria fresca), areia de 

quartzo e o tampão de extração (100 mmol L-1 K-fosfato pH 7,0; 0,1 mmol L-1 

EDTA; 2 mmol L-1 D+-isoascorabato e os inibidores de protease aprotinina, 

leupeptina, pepstatina-A e Fluoreto de Fenilmetilsulfonil). 

As atividades das enzimas catalase, superóxido dismutase e peroxidases 

não-específicas foram avaliadas conforme descrito anteriormente. A atividade da 

ascorbato peroxidase foi avaliada pelo decréscimo da absorvância a 290 nm, 

numa mistura de reação contendo: fosfato de potássio 50 mmol L-1, pH 7,0; 

ascorbato 0,5 mmol L-1; e extrato enzimático (50 µL, volume total da reação 1 

mL). A reação foi iniciada adicionando-se à cubeta 20 µL de H2O2 na 

concentração de 5 mmol L-1 (ASADA, 1984). Nessas condições, uma unidade de 

ascorbato peroxidase corresponde à quantidade de enzima capaz de oxidar 1 

micromol de ascorbato por minuto. 

Para a avaliação das atividades da catalase e da ascorbato peroxidase, foi 

necessária a remoção de compostos interferentes contidos no extrato enzimático. 

A técnica de precipitação das proteínas com sulfato de amônio não se adequa ao 

extrato protéico de plantas de E. grandis, porque resulta na formação de um 
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complexo viscoso e heterogêneo que não permite a ressuspensão das proteínas 

nele contidas. Uma outra tentativa de remoção desses compostos interferentes foi 

feita utilizando-se carvão ativado ou XAD-7 (SIGMA), porém sem muito êxito. 

O uso de carvão ativado possibilitou a remoção efetiva dos interferentes, 

tornando possível a avaliação da catalase; porém, em extrato protéico de E. 

grandis, resulta na perda total da atividade da ascorbato peroxidase.  

Em testes preliminares, a metodologia de precipitação das proteínas com 

acetona mostrou-se como a mais adequada para a remoção das substâncias 

interferentes no material em estudo. Ao extrato enzimático, adicionou-se 

vagarosamente um volume de acetona (-20oC) equivalente a uma concentração 

final de 70% (700 µL para 300 µL do extrato enzimático). A mistura foi 

incubada a –20oC por 30 minutos e centrifugada a 10.000 g por 10 minutos. O 

precipitado foi seco sob vácuo, em banho de gelo, por 30 minutos, e 

ressuspendido em tampão de extração (250 µL por mL do extrato enzimático 

inicial). O extrato final foi centrifugado a 4.000 g por cinco minutos e o 

sobrenadante utilizado para a avaliação das atividades da catalase, da ascorbato 

peroxidase e para determinação do teor de proteínas (LOWRY et al., 1951). 

 

 

2.3.2. Avaliação de danos oxidativos a lipídios  

 

Os danos oxidativos a lipídios foram estimados como o conteúdo de 

substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (HENDRY et al., 1993). A extração 

e quantificação foram feitas conforme descrito anteriormente (item 2.2.2). 
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2.4. Atividade  da  catalase,   das  peroxidases,  da  superóxido  dismutase, 
.danos oxidativos a lipídios e padrão eletroforético de isoenzimas .de   
.superóxido dismutase em raízes de E. grandis, ou em micorrizas 
.formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., em resposta à incubação à 
.temperatura supra-ótima 

 

 

2.4.1. Material biológico 

 

Plantas de E. grandis foram obtidas por germinação de sementes em 

bandejas contendo areia lavada e esterilizada. Aos 20 dias, as mudas foram 

transplantadas para vasos plásticos de 3 dm3 contendo o mesmo substrato. Os 

inóculos dos isolados de Pisolithus sp., IS83 e RS24, foram preparados a partir 

da transferência de discos de ágar MNM (MARX, 1969), contendo o micélio 

fúngico, para placas de Petri contendo ágar-água. Após quatro dias de incubação 

a 28oC, os discos que apresentavam crescimento micelial foram colocados no 

substrato em contato com as raízes das plântulas no momento do transplantio 

para os vasos. As plantas foram mantidas em casa de vegetação por 105 dias. 

Semanalmente, aplicaram-se 100 mL de solução nutritiva contendo (µmol L-1): 

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 período, as plantas 

foram transferidas para uma câmara de crescimento onde foram mantidas a 25oC, 

600 µmol fótons m-2 s-1, fotoperíodo de 16 horas. 

 Aos 110 dias, o sistema radicular foi coletado e lavado com água de 

torneira e água Milli-Q. Amostras de raízes finas ou de micorrizas foram 

retiradas e transferidas para frascos de vidro contendo meio MNM acrescido de 

cloranfenicol a 50 mg L-1. Os frascos foram incubados a 25oC ou a 40oC por três 

horas, em banho-maria. As amostras foram recolhidas e lavadas em água Milli-

Q, removendo-se o excesso de água com papel absorvente. 
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2.4.2. Extração das enzimas 

  

Amostras contendo cerca de 200 mg de massa fresca foram maceradas 

em almofariz de porcelana contendo 100 mg de PVPP, na presença de nitrogênio 

líquido e areia de quartzo. O material foi homogeneizado em 2 mL de tampão de 

extração (100 mmol L-1 K-fosfato pH 7,0; 0,1 mmol L-1 EDTA; 2 mmol L-1 D+-

isoascorabato e os inibidores de protease aprotinina, leupeptina, pepstatina-A e 

Fluoreto de Fenilmetilsulfonil), transferido para tubos de centrífuga e 

centrifugado a 20.000 g, 2oC, por 20 minutos. 

 Parte do sobrenadante foi utilizada diretamente para a avaliação das 

peroxidases (PÜTTER, 1974), da superóxido dismutase (BECANA et al., 1989) 

e do teor de proteínas (LOWRY et al., 1951). O restante do material foi utilizado 

para a avaliação da atividade da catalase (SIGMA, 1998), após precipitação com 

acetona a –20oC para a remoção de compostos interferentes. 

 

 

2.4.3. Avaliação de danos oxidativos a lipídios 

  

Os danos oxidativos a lipídios foram estimados como o conteúdo de 

substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (HENDRY et al., 1993 ). A 

extração e quantificação foram feitas conforme descrito anteriormente (item 

2.2.2). 

 

 

2.4.4. Padrão eletroforético de isoenzimas da superóxido dismutase 

  

Os extratos enzimáticos utilizados para a avaliação da atividade da Sod e 

das peroxidases não-específicas foram misturados ao tampão da amostra 

(LAEMLI, 1970). A mistura foi submetida à eletroforese em gel não-

desnaturante de poliacrilamida a 7,5 %, em minigéis (Mini-Protean II, Bio-Rad). 

A corrida eletroforética foi realizada a 4oC, 70 volts, por cerca de três horas. 
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 As bandas correspondentes à atividade da Sod foram visualizadas, 

incubando-se os géis em uma solução que continha: tampão fosfato de potássio 

50 mmol L-1, pH 7,8; EDTA 0,1 mmol L-1; Riboflavina 10 mg L-1 ; NBT 25 mg 

L-1. O conjunto gel-solução foi iluminado com lâmpada fluorescente de 15 watts 

até o aparecimento de bandas acromáticas correspondentes à atividade das 

isoenzimas da Sod (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971). 

 A diferenciação das isoenzimas foi feita utilizando-se inibidores 

específicos. Antes da coloração já descrita, os géis foram incubados por 30 

minutos, a 25oC, em tampão fosfato de potássio 50 mmol L-1, pH 7,8, contendo 

KCN a 2 mmol L-1 ou H2O2 a 5 mmol L-1. A Cu,Zn-Sod é inibida por KCN e por 

H2O2; Fe-Sod é resistente ao CN-, mas é inativada por H2O2 e a Mn-Sod é 

resistente aos dois inibidores (FRIDOVICH, 1986). 
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3. RESULTADOS 

 
 

 
3.1. Efeito  da  temperatura  de  incubação  sobre o  crescimento  micelial  de 

.fungos ectomicorrízicos 
  

O crescimento micelial dos fungos micorrízicos P. involutus (Pi), C. 

geophilum (CGL) e dos isolados de Pisolithus sp. foi diferentemente afetado pela 

temperatura de incubação, podendo-se observar respostas distintas entre espécies 

e entre isolados da mesma espécie (Figuras 10 a 13). P. involutus e C. geophilum 

não apresentaram crescimento quando incubados sob temperaturas acima de 

28oC (Figura 10). Dentre os isolados do Pisolithus, os mais afetados pela 

incubação a 35oC foram o RS23, o Pt 90A e o RS24 (Figuras 11 e 12). 

Entretanto, a elevação gradual da temperatura de incubação, de 28oC para 35oC, 

resultou em um aumento da tolerância do Pt 90A a essa temperatura. Efeito 

contrário ao descrito foi observado para o isolado IS83 (Figura 13). 

 Os isolados RS23 e RS24 do Pisolithus não foram capazes de crescer à 

temperatura de 35oC, quando expostos diretamente a essa condição ou quando a 

temperatura foi elevada gradualmente, de 28oC até 35oC (Figuras 11 e 12). O 

crescimento do isolado RS24 foi inibido mesmo quando a temperatura de 

incubação foi mantida a 32oC. No tratamento em que houve a imposição de dois 

choques térmicos de 40oC, constatou-se um aumento significativo da tolerância à 

temperatura de 35oC. Essa resposta foi mais expressiva para o isolado RS24. 
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Figura 10 – Crescimento   micelial   dos  fungos   ectomicorrízicos   Cenococcum 

geophilum (A) e Paxillus involutus (B) em resposta à variação da 
temperatura de incubação: (i) incubação a 28oC (   ); (ii) incubação  a  
30oC (   ); (iii) incubação a 32oC (    ); (iv) incubação a 35oC (    ); (v) 
incubação a 30oC no dia 8; 32oC dia 9; 33oC dia 10; 35oC a partir do 
dia 11 (   ); (vi) exposição à temperatura de 40oC duas vezes ao dia,  
durante 20 min (dia 8); 30 min (dia 9); 40 min (dia 10); 60 min (dia 
11), seguindo-se incubação a 35oC a partir da última exposição a 
40oC no dia 11 (   ).  As barras verticais representam o desvio-padrão 
da média.      
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Figura 11 –  Crescimento micelial  dos  fungos ectomicorrízicos Pisolithus sp., 

isolado RS20 (A) e isolado RS23 (B), em resposta à variação da 
temperatura de incubação (legenda como na Figura 10). 
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Figura 12 – Crescimento  micelial  dos  fungos  ectomicorrízicos Pisolithus sp., 

isolado RS24 (A) e isolado Pt90A (B), em resposta à variação da 
temperatura de incubação (legenda como na Figura 10). 
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Figura 13 – Crescimento micelial  dos fungos ectomicorrízicos Pisolithus sp., 

isolado IS83 (A) e isolado RV82 (B), em resposta à variação da 
temperatura de incubação (legenda como na Figura 10). 
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3.2.  Atividade  da  catalase,   das  peroxidases,   da superóxido  dismutase  e 
danos oxidativos a lipídios  no micélio de Pisolithus sp., em resposta à 
exposição à temperatura supra-ótima 

  

A incubação do micélio dos isolados de Pisolithus, IS83 e RS24, a 40oC, 

não resultou em alterações significativas na atividade específica das enzimas 

peroxidases e superóxido dismutase (Tabela 2). Alterações significativas foram, 

no entanto, observadas para os valores de atividade total (Tabela 3). 

A atividade específica da catalase foi reduzida em cerca de 20% no 

micélio fúngico mantido a 40oC, por quatro horas. A incubação nessa 

temperatura por um período de duas horas não resultou em alteração significativa 

da atividade dessa enzima (Tabela 2). 

 Não houve alterações significativas do conteúdo de malondialdeído no 

micélio dos dois isolados fúngicos, em resposta à elevação da temperatura de 

incubação, de 28oC para 40oC (Tabela 2). Esse resultado é um indicativo de que 

os lipídios não foram o alvo principal dos danos celulares que resultaram na 

redução ou na paralisação do crescimento micelial, ocorrida sob temperaturas 

supra-ótimas (Figuras 11 e 12). 

 

 

Tabela 2 - Atividade  específica   da   catalase  (Cat),   das  peroxidases (Pod),  da 
superóxido dismutase (Sod) e concentração de malondialdeído no 
micélio de dois isolados de Pisolithus sp. em resposta à elevação da 
temperatura de incubação de 28oC (controle) para 40oC, por duas ou 
quatro horas. Os números referem-se à média de 10 repetições 

 
 

Tratamento      Cat                Pod               Sod 
 (unidades mg proteína-1) 

Malondialdeído 
(nmol mg proteína-1) 

     
RS24 controle 56,0 a 6,19  25,9 1,50 
RS24 40oC/2 horas 54,6 a 6,38  25,9 1,49 
RS24 40oC/4 horas 45,0 b 5,60  27,2 1,69 
IS83 controle 31,8 a 3,08 18,2 1,75 
IS83 40oC/2 horas 31,7 a 3,29 17,4 1,62 
IS83 40oC/4 horas 25,9 b 2,66 17,4 1,65 

     
- médias  seguidas da mesma letra, para cada isolado fúngico, não diferem entre   

si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
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Tabela 3 - Atividade total das peroxidases (Pod), da superóxido dismutase (Sod) 
e teor de proteínas no micélio de dois isolados de Pisolithus sp., em 
resposta à elevação da temperatura de incubação de 28oC (controle) 
para 40oC, por duas ou quatro horas. Os números referem-se à média 
de 10 repetições 

 
 

              Pod                            Sod                                 Proteína 
       (unidades g de matéria fresca-1)                     (mg g mat. fresca-1) 
 

 
 

Tratamento 
   RS24           IS83          RS24          IS83            RS24          IS83 

       
controle 143,6 a 65,0 519,2 297,92 a 19,22  18,35  
40oC/2 h 124,2 ab 58,8 404,5 234,5 b 17,75  17,85  
40oC/4 h 106,9 b 54,1 427,1 284,44 ab 18,90  18,23  
 
- médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade. 
 

 

 

3.3. Atividade  da  catalase,  das  peroxidases  e  da superóxido dismutase em 
.folhas de E. grandis expostas à temperatura supra-ótima 

 

A incubação de discos foliares de E. grandis a uma temperatura de 40oC, 

por duas horas, resultou em uma redução 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 incubação 

a 40oC por quatro horas (Tabela 4). 

 Não houve alterações significativas da atividade específica da Sod nos 

discos foliares, em resposta às variações das condições de incubação (Tabela 4). 

 A atividade específica da ascorbato peroxidase foi significativamente 

reduzida em cerca de 75% após a incubação dos discos foliares a 40oC por quatro 

horas (Tabela 4). 

Na Tabela 5, são apresentados os valores da atividade total das 

peroxidases e da Sod. A variação das atividades enzimáticas, nesse caso, foi 

superior  à  observada quando as atividades  enzimáticas  são  expressas  com 

base no conteúdo protéico (atividade específica). 
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Tabela 4 - Atividade  específica   da   catalase (Cat),  das   peroxidases (Pod),   da  
superóxido 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 tampão 
(Tris-HCl, 20 mmol L-1, pH 7,5; MgCl2, 5 mmol L-1; sacarose, 30 
mmol L-1; cloranfenicol, 50 µg mL-1) a 25oC por duas horas, ou a 
40oC, por duas ou quatro horas. Os números referem-se à média de 
quatro repetições 

 
 
Tratamento         Cat                     Pod                       Sod                 AscPod (x 1000) 

 (unidades mg proteína-1) 
     
25oC/2 h 162,0 a 0,447 a 1562,8 0,707 ** 
40oC/2 h 44,3 c 0,217 b 1577,8 n.a. 
40oC/4 h 95,9 b 0,308 b 1380,0 0,176 

     
 
- médias seguidas de mesma letra, na coluna, não 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.: não avaliado 
 

 

 

Tabela 5 - Atividade  total de peroxidases (Pod), da superóxido dismutase (Sod) 
e teor de proteínas em discos foliares de E. grandis. Os discos foram 
retirados de folhas completamente expandidas de ramos laterais e 
incubados em tampão (Tris-HCl, 20 mmol L-1, pH 7,5; MgCl2, 5 
mmol L-1; sacarose, 30 mmol L-1;   cloranfenicol, 50 µg mL-1) a 25oC, 
por duas horas, ou a 40oC, por duas ou quatro horas. Os números 
referem-se à média de quatro repetições 

 
 
Tratamento              Pod                            Sod                                   Proteína  

         (unidades g de matéria fresca-1)               (mg g de matéria fresca-1) 
      
25oC/2 h 3,345 a 11.715 a 7,61 a 
40oC/2 h 1.095 b 7.883 b 5,02 b 
40oC/4 h 1,415 b 6.352 b 4,60 b 

    
 
- médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem entre si, pelo teste de 

Tukey, a 1% de probabilidade. 
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A atividade da Sod foi reduzida em 46% após a incubação a 40oC, por 

quatro horas (Tabela 5). O aumento da temperatura resultou também na redução 

do conteúdo protéico nas células, o que explica as diferenças de resultados 

quando se comparam as atividades enzimáticas com base no conteúdo protéico 

ou na matéria fresca. 

 

 

3.4. Atividade   da   catalase,   das  peroxidases,    da   superóxido  dismutase,  
danos oxidativos a lipídios e padrão eletroforético de isoenzimas de 
superóxido dismutase em raízes de E. grandis ou em micorrizas 
formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., em resposta à incubação à 
temperatura supra-ótima 

  

A atividade específica da catalase não variou significativamente em 

raízes ou em micorrizas, em resposta à elevação da temperatura de incubação, de 

25oC para 40oC (Tabela 6). Contudo, nos valores experimentais, observou-se 

uma tendência de aumento na atividade dessa enzima, de cerca de 12%, nas 

micorrizas formadas com o isolado RS24 e uma redução de cerca de 17% nas 

micorrizas formadas com o isolado IS83. 

 A incubação a 40oC resultou em aumento significativo da atividade das 

peroxidases em micorrizas formadas com o isolado RS24, e da atividade da Sod 

em micorrizas formadas com IS83 (Tabela 6). Não se detectaram variações 

significativas para nenhuma das enzimas avaliadas em raízes. 

 As alterações nas atividades das peroxidases e da Sod refletiram-se no 

conteúdo de malondialdeído (Tabela 6). Houve uma redução significativa do seu 

teor em micorrizas formadas com o isolado IS83 e uma tendência de redução em 

torno de 11% em micorrizas formadas com o RS24. Ao contrário, o aumento do 

teor de malondialdeído foi de aproximadamente 23% em raízes não-micorrízicas 

(Tabela 6). 

 É importante ressaltar as alterações ocorridas na relação entre a atividade 

da Sod, responsável pela produção de H2O2, e as enzimas envolvidas na 

eliminação desse radical, catalase e peroxidases. No micélio fúngico (Tabela 2), a 

atividade específica da catalase foi reduzida em cerca de 20% nos dois isolados, 
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após a exposição a 40oC por quatro horas. A redução da atividade específica das 

peroxidases situou-se entre 10% e 14%. Em raízes (Tabela 6), não se observaram 

alterações significativas na atividade dessas enzimas. Entretanto, a atividade da 

catalase e das peroxidases aumentou em micorrizas formadas com o isolado 

RS24. Já nas micorrizas formadas com o IS83 ocorreu o inverso, constatando-se 

uma redução de 18% da atividade da catalase (Tabela 6). Em função dessas 

alterações, a relação entre a atividade da superóxido dismutase e a das enzimas 

responsáveis pela decomposição do H2O2 aumentou consideravelmente em 

micorrizas formadas com o IS83. A relação Sod:Cat subiu de 12,3:1, a 25oC, para 

22,6:1, a 40oC; a relação Sod:Pod aumentou de 729:1, a 25oC, para 1087:1, a 

40oC. Em micorrizas formadas com o isolado RS24, ocorreu uma resposta  

inversa: a relação Sod:Cat caiu de 19:1, a 25oC, para 15,2:1, a 40oC, enquanto a 

relação Sod:Pod reduziu de 980:1, a 25oC, para 661:1, a 40oC. O significado 

dessas diferenças, em nível celular, não pode ser inferido. Entretanto, essas 

alterações são importantes, porque revelam estratégias diferentes da regulação do 

sistema antioxidativo em dois isolados fúngicos da mesma espécie, em resposta a 

variações das condições ambientais. 

 A elevação da temperatura de incubação resultou em uma redução 

significativa dos teores de proteínas em raízes e em micorrizas formadas com o 

isolado IS83 (Tabela 7).  Houve redução significativa também na atividade total 

das peroxidases em micorrizas formadas com o IS83, após a incubação a 40oC 

(Tabela 7), ao contrário do observado em micorrizas formadas com o RS24. A 

atividade total da Sod aumentou significativamente em micorrizas que continham 

o IS83.  
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Tabela 6 - Atividade  específica da catalase (Cat), das peroxidases (Pod), da 
superóxido dismutase (Sod) e concentração de malondialdeído em 
raízes de E. grandis (NM) ou em micorrizas formadas entre E. 
grandis e dois isolados de Pisolithus sp. em resposta à elevação da 
temperatura de incubação, de 25oC para 40oC, por três horas. As 
amostras foram incubadas em meio MNM, contendo 50 µg mL-1 de 
cloranfenicol. Os números referem-se à média de quatro repetições 

 

 
Tratamento 

             Cat                         Pod                      Sod 
(unidades mg proteína-1) 

 

 Malondialdeído 
(nmol mg proteína-1) 

 25oC 40oC 25oC 40oC 25oC 40oC 25oC 40oC 
NM  54,9 54,9 0,43  0,46  1356 1396 0,80 0,98 
RS24  50,0 56,2 0,97*  1,29  951  853  2,05 1,82 
IS83  59,4 49,0 1,03  1,02  751*  1109 2,42** 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 superóxido dismutase (Sod) 

e teor de proteínas em raízes de E. grandis (NM) ou em micorrizas 
formadas entre E. grandis e dois isolados de Pisolithus sp. em 
resposta à elevação da temperatura de incubação, de 25oC para 40oC, 
por três horas. As amostras foram incubadas em meio MNM, 
contendo 50 µg mL-1 de cloranfenicol. Os números referem-se à 
média de quatro repetições  

 
 

 
Tratamento 

                Pod                               Sod                               Proteína 
               (unidades g matéria fresca-1)                  (mg g matéria fresca-1) 
 

 25oC 40oC 25oC 40oC 25oC 40oC 
NM  1,022 0,93 2710 2511 2,28*  1,81  
RS24  9,120** 13,62 8718 8321 9,18  9,98  
IS83  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 
probabilidade. 
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 A atividade específica das peroxidases nos fungos ectomicorrízicos, 

mantidos a 28oC (Tabela 2), foi 7 a 14 vezes maior do que nas raízes (Tabela 6), 

e 3 a 6 vezes maior do que nas micorrizas (Tabela 6). Já a atividade específica 

nas micorrizas foi cerca de 2,2 a 2,4 vezes maior do que nas raízes. Quando os 

resultados são comparados com base na atividade total, a atividade das 

peroxidases é de 63,6 a 140 vezes maior em fungos ectomicorrízicos (Tabela 3) 

do que nas raízes (Tabela 7) e,  nas micorrizas (Tabela 7), é de 7,2 a 8,9 vezes 

maior do que nas raízes. Essa aparente discrepância se deve ao fato de que o teor 

de proteínas em fungos ectomicorrízicos (Tabela 3) e em micorrizas (Tabela 7) é 

maior do que o teor protéico nas raízes. 

 Mais importante do que as peroxidases parece ser a comparação entre a 

atividade específica e a total da Sod (Tabelas 2 a 7). Nesse contexto, a atividade 

específica da Sod, em raízes (Tabela 6), é cerca de 52 a 75 vezes maior do que no 

micélio fúngico (Tabela 2) e 1,4 a 1,8 vez maior do que nas micorrizas (Tabela 

6). Não houve grandes diferenças entre a atividade específica da Sod em raízes 

(Tabela 6) ou na parte aérea (Tabela 4). Entretanto, quando os valores são 

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 raízes (Tabela 7). 

A atividade total da Sod em raízes (Tabela 7) é cerca de 5,2 a 9,1 vezes superior 

à observada no micélio fúngico (Tabela 3). 

A atividade total da Sod nas micorrizas não seguiu um padrão 

conservativo, considerando-se as contribuições individuais do micélio fúngico e 

das células vegetais para a atividade enzimática na estrutura composta pelos dois 

organismos (Tabelas 3 e 7). Ao contrário do aumento observado, esperava-se 

uma redução da atividade total da Sod nas micorrizas, comparativamente às 

raízes, porque o micélio fúngico contribui com menor atividade de Sod do que as 

células vegetais. Somente para fins de comparação, considerando que o tecido 

fúngico 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-1 e, em micorrizas formadas 

com o isolado IS83, [(2710 x 0,6) + (298 x 0,4)] = 1745 U g matéria fresca-1. 
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Estes valores são inferiores à atividade total da Sod constatada nas micorrizas, a 

saber: 8718 U g matéria fresca-1 e 5246 U g matéria fresca-1 de micorrizas 

formadas com os isolados RS24 e IS83, respectivamente. Essa indução é também 

observada quando se comparam os valores da atividade total da Sod no material 

incubado a 40oC (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 raízes e, em 

micorrizas formadas com o IS83, 2,5 vezes maior (Tabela 7). 

 O estudo da ocorrência de indução de isoformas de Sod após o 

estabelecimento da associação ectomicorrízica, avaliando-se o padrão 

eletroforético (Figura 13), demonstra o aparecimento de quatro a cinco novas 

isoenzimas de baixo peso molecular nas ectomicorrizas formadas entre E. 

grandis e Pisolithus sp., as quais não são expressas em raízes ou no micélio 

fúngico. Análises prévias com inibidores específicos indicam serem todas elas do 

tipo Mn-Sod. Não se observaram bandas relativas à atividade da Sod em raízes 

(Figura 14). Houve uma redução na intensidade das bandas f1 e f2 nas 

micorrizas. A intensidade da coloração 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 coloração adotado para visualização da atividade da 

Sod. Isso impediu uma avaliação quantitativa da intensidade das bandas e de sua 

contribuição individual para a atividade enzimática total. Não se detectou 

atividade em gel da Sod contida no extrato protéico de raízes (Figura 13). Esse 

resultado contrasta com a detecção de atividade da Sod “in vitro” (Tabelas 6 e 7). 

OKAMURA et al. (1993) relataram a ocorrência de dois compostos com elevada 

atividade de superóxido dismutase em extratos foliares de Eucalyptus rostrata, a 

saber: espiraeosídio e quercetina 4’-glicosilgalato. É possível, nesse caso, que a 

atividade de Sod detectada “in vitro” esteja relacionada com a presença de 

compostos da mesma natureza e que, durante a corrida eletroforética, esses 

compostos tenham sido eluídos do gel. 

Considerando o papel  central desempenhado pela superóxido dismutase 

nos sistemas antioxidativos das células, pode-se inferir que, em ectomicorrizas 

formadas entre E. grandis e Pisolithus sp., não só a atividade enzimática total, 
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mas também a indução de novas isoenzimas da Sod parecem contribuir 

conjuntamente para as freqüentes observações de maior tolerância dos 

organismos envolvidos a diferentes fatores de estresse ambiental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14 – Padrão eletroforético de isoenzimas de superóxido dismutase. Os 
extratos protéicos, equivalentes a 25 µg de proteína, foram 
submetidos a uma eletroforese não-desnaturante em gel de 
poliacrilamida a 7,5%, utilizando-se voltagem 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 IS83, incubadas a 40oC por três horas; (B) mesmo que em 
(A), incubadas a 25oC; (C) micélio de IS83, incubado a 28oC; (D) 
raízes de Eucalyptus grandis incubadas a 25oC; (E) mesmo que em 
(D), incubadas a 40oC; (F) micélio de RS24, incubado a 28oC; (G) 
micorrizas formadas com o isolado RS24, incubadas a 25oC; (H) 
mesmo que em (G), incubadas a 40oC por três horas. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

 

Os fungos ectomicorrízicos Paxillus involutus, Cenococcum geophilum e 

Pisolithus sp., quando cultivados isoladamente em meios de cultura artificiais, 

são 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, IS83, RV82 e Pt90A, foram obtidos de plantios de 

eucalipto na região de Viçosa, MG, enquanto que RS20, RS23 e RS24 são 

originários do Rio Grande do Sul. P. involuthus e C. geophilum foram isolados 

na França. As diferentes respostas entre os isolados de Pisolithus são condizentes 

com a ampla distribuição geográfica desse fungo (BRUNDRETT et al., 1996; 

MARX, 1977, 1991; SMITH e READ, 1997). 

 A pré-exposição dos fungos ectomicorrízicos a temperaturas crescentes de 

28oC a 33oC, ou a choques térmicos de 40oC, por períodos entre 20 e 60 minutos, 

resultou em respostas variáveis dos isolados fúngicos, em razão de uma posterior 

incubação a 35oC (Figuras 10 a 14). Efeitos positivos da pré-exposição foram 

observados apenas para alguns dos isolados de Pisolithus, especialmente para 

RS23 (Figura 11) e RS24 (Figura 12). Os padrões de resposta observados podem 

resultar do envolvimento de proteínas induzidas por choque térmico (HSPs) na 

aquisição da termotolerância.  
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O modo pelo qual as HSPs conferem termotolerância à célula, assim 

como os fatores que regulam a síntese dessas proteínas, não foram até o presente 

completamente elucidados. A correlação positiva entre a síntese de HSPs e o 

desenvolvimento da termotolerância sugere ser o acúmulo dessas proteínas um 

componente essencial do processo de proteção das células (GERNER e 

SCHNEIDER, 1975; JINN et al., 1989, 1993; KIMPLE et al., 1990; LI GLORIA 

e WERB, 1982; LIN et al., 1984; PETERSEN e MITCHELL, 1981). 

 A possibilidade do envolvimento de HSPs na aquisição de termotolerância 

em alguns dos isolados de Pisolithus é reforçada pela observação de que não 

houve indução das enzimas que participam do sistema antioxidativo _ catalase, 

peroxidases e superóxido-dismutase _ após a exposição do micélio fúngico a 

40oC (Tabelas 2 e 3). Neste tratamento, observou-se uma redução nas atividades 

específicas da catalase e das peroxidases (Tabela 2). A atividade da Sod 

manteve-se praticamente inalterada, o que, associado a uma redução da atividade 

das enzimas responsáveis pela decomposição do H2O2, pode resultar em aumento 

dos níveis intracelulares desse radical e, conseqüentemente, no aumento da 

peroxidação das biomoléculas, incluindo-se os lipídios. Entretanto, não se 

verificou aumento significativo nos níveis de malondialdeído, que é um indicador 

da peroxidação de lipídios na célula, mesmo após a exposição a 40oC, por quatro 

horas. A manutenção dos níveis normais de malondialdeído tem, neste caso, duas 

explicações possíveis: (i) as atividades da catalase e das peroxidases, mesmo 

tendo sido reduzidas após a incubação a 40oC, foram suficientes para assegurar a 

remoção eficiente do H2O2 produzido endogenamente; ou (ii) outros 

componentes do sistema antioxidativo não-analisados contribuíram para a 

redução dos níveis de radicais livres nas células. 

 A redução na atividade das enzimas que participam do sistema 

antioxidativo nos fungos estudados contradiz os resultados mais comumente 

observados de indução dos mecanismos de defesa em condições similares à 

utilizada neste trabalho. Em Neurospora crassa, o choque térmico resulta em 

altos níveis de atividade de peroxidases, mas não se observam alterações na 

atividade da superóxido dismutase (KAPOOR e SVEENIVASAN, 1988). A 
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atividade de duas das três isoformas de catalase identificadas em N. crassa 

aumentou significativamente em resposta ao choque térmico (CHARY e 

NATVIG, 1989). O choque térmico induziu a catalase citossólica T de 

Sacharomyces cerevisiae, enquanto a catalase A, localizada no peroxissoma, não 

sofreu alteração (WIESER et al., 1991). Deve-se ressaltar que os fungos 

micorrízicos são simbiontes obrigatórios (SMITH e READ, 1997) e, em função 

disso, parecem ter perdido várias das características inerentes ao 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 raízes (Tabela 6) 

de E. grandis também não respondeu favoravelmente à exposição a uma 

temperatura supra-ótima. Ao contrário, observaram-se reduções severas das 

atividades da catalase, das peroxidases e da ascorbato peroxidase em discos 

foliares após a incubação a 40oC (Tabela 4), mas não da Sod. 

 As alterações nos teores de proteínas, após elevação da temperatura de 

incubação, de 25oC-28oC para 40oC, não podem ser subestimadas como um 

componente importante da resposta dos organismos à imposição de uma 

condição potencialmente de estresse. Essas alterações têm grande influência 

sobre os resultados das atividades enzimáticas, quando essas são expressas com 

base no conteúdo protéico. A comparação das atividades específicas da Sod na 

parte aérea (Tabela 4) e nas raízes (Tabela 6) permite inferir que esses dois 

órgãos não apresentam diferenças marcantes em termos de atividade dessa 

enzima. Entretanto, quando os valores são 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 raízes (Tabela 7), o que é consistente com o fato de que 

as células fotossinteticamente ativas são mais sujeitas à geração de radicais livres 

(FOYER et al., 1994). 

 A maior atividade das peroxidases em micorrizas (Tabelas 6 e 7) resultou, 

possivelmente, da maior atividade dessas enzimas no micélio fúngico (Tabelas 2 

e 3). Estes resultados contrastam com aqueles obtidos por ALBRECHT et al. 
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(1994), que não observaram atividade de peroxidases em Pisolithus sp. Os 

autores concluíram que o aumento da atividade das peroxidases em 

ectomicorrizas resultou da indução de novas isoenzimas no tecido radicular após 

o estabelecimento da associação micorrízica. Essa parece não ser a explicação 

mais apropriada para os dados do presente trabalho. Simplesmente, a atividade 

das peroxidases em ectomicorrizas é maior do que nas raízes porque a estrutura 

contém o micélio fúngico, e este pode representar até 50% da massa fresca das 

ectomicorrizas formadas com isolados muito agressivos (ALBRECHT et al., 

1994), em que a atividade dessas enzimas é maior. Isso explica, também, a 

relação linear obtida por aqueles autores entre a agressividade do isolado fúngico 

e a atividade das peroxidases nas micorrizas. Como a atividade no micélio é 

muitas vezes superior à das raízes, um aumento da proporção de tecido fúngico 

na micorriza leva, necessariamente, a um aumento proporcional na atividade 

enzimática. Deve-se considerar, porém, que, neste trabalho, não foi feita uma 

análise de isoenzimas de peroxidases no material em estudo. Portanto, não se 

pode concluir, em definitivo, que o estabelecimento da associação micorrízica 

não resulta em alterações na indução de isoenzimas específicas de peroxidases. 

 Aparentemente, a regulação do sistema antioxidativo em micorrizas é 

exercida de forma mais eficiente do que nos organismos individualmente 

(Tabelas 6 e 7). Destaca-se o aumento da atividade da superóxido dismutase nas 

micorrizas formadas com o isolado de Pisolithus, IS83, associado a uma redução 

altamente significativa do conteúdo de malondialdeído. Esse isolado foi coletado 

em uma plantação de Eucalyptus em Viçosa, MG, onde a temperatura média 

anual é superior à da região de origem do RS24, que foi isolado no Rio Grande 

do Sul. Esse resultado sugere que o sistema de decomposição de radicais livres é 

regulado mais eficientemente quando o organismo é exposto a condições 

ambientais às quais se encontra mais adaptado. 

 Uma outra diferença expressiva entre os dois isolados de Pisolithus foi 

observada quanto à relação entre a atividade da Sod, cuja atividade resulta na 

produção de H2O2 na célula, e as enzimas catalase (Cat) e peroxidases (Pod) 

(Tabelas 6 e 7). Enquanto as relações Sod:Cat e Sod:Pod aumentaram em 
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micorrizas formadas com o IS83, houve uma redução expressiva dessas relações 

nas micorrizas formadas com o RS24 após a incubação do material a 40oC. O 

modo pelo qual o manejo dessas relações, na célula, afeta a capacidade de 

aclimatação a uma condição desfavorável de temperatura, ou a outros fatores de 

estresse, não pôde ser inferido. Entretanto, essas alterações são importantes, 

porque revelam estratégias diferentes da regulação do sistema antioxidativo em 

dois isolados fúngicos da mesma espécie. 

A atividade total da Sod nas micorrizas não seguiu um padrão 

conservativo, considerando-se as contribuições individuais do micélio fúngico e 

das células vegetais para a atividade enzimática (Tabelas 3 e 7). Ao contrário do 

aumento observado, esperava-se uma redução da atividade total da Sod nas 

micorrizas, comparadas às raízes, porque o micélio fúngico contribui com menor 

atividade de Sod do que as células da raiz. Esse aumento foi  resultado não só da 

maior expressão das isoenzimas já presentes nos dois organismos, quando 

crescendo isoladamente, mas também da expressão de um novo conjunto de 

isoenzimas de baixo peso molecular (Figura 14). 

Deve-se ressaltar que a Sod constitui uma defesa primária importante da 

célula contra o radical superóxido produzido sob estresse (BOWLER et al., 1992; 

FOYER et al., 1994; TSANG et al., 1991). Este é o primeiro relato da alteração 

na expressão de isoenzimas de Sod no sistema Eucalyptus grandis-Pisolithus sp., 

que leva a considerações importantes acerca do modo pelo qual a tolerância a 

estresses ambientais pode ser aumentada pela associação micorrízica. DODD 

(1996) sugere que não apenas o aumento da atividade total, mas também a 

indução de novas isoenzimas que participam do sistema antioxidativo, nos 

diferentes compartimentos celulares, é de grande importância para o aumento da 

tolerância a fatores ambientais adversos. 

Em um estudo recente da associação Trifolium pratense-Glomus 

mosseae, Palma et al. (1993) relataram a presença de uma CuZn-SOD (G.m. 

CuZn-SOD) em esporos de G. mosseae. Eles observaram, ainda, que as raízes 

não-micorrízicas possuíam uma Mn-SOD (Mn-SOD I) e duas CuZn-SOD 

(CuZn-SOD I e CuZn-SOD II), enquanto as raízes micorrízicas apresentaram seis 
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isoenzimas de SOD; em adição às isoenzimas presentes no controle, foram 

detectadas uma outra Mn-SOD (Mn-SOD II) e duas novas CuZn-SODs (G.m. 

CuZn-SOD e mycCuZn-SOD) (PALMA et al., 1993). 

 Os resultados do presente trabalho são consistentes com relatos de 

alterações na regulação gênica, que ocorrem após o estabelecimento da 

associação micorrízica (ARINES et al., 1993; ARINES et al., 1994a; DUMAS et 

al., 1989; HILBERT e MARTIN, 1988; MARTIN et al., 1997; PACOVSKY, 

1989; RUIZ-LOZANO et al., 1996; TAGU e MARTIN, 1996; TIMONEN e 

SEM, 1998). Também corroboram a sugestão de Arines et al. (1994b), ou seja, 

de que o aumento da sobrevivência de plantas micropropagadas e micorrízicas 

está associado à regulação da expressão da SOD durante a associação.  

Entretanto, considerando-se que as novas isoenzimas de Sod têm, possivelmente, 

origem fúngica, o efeito da associação como estratégia de sobrevivência parece 

ser mais importante para o fungo micorrízico do que para a planta.  
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3. RESUMO E CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 
 Plantas de Eucalyptus grandis foram aclimatadas a 25oC e 400 µmol 

fótons m-2 s-1, em câmara de crescimento, e posteriormente submetidas a uma 

combinação de temperatura e irradiância supra-ótimas, 40oC e 1200 µmol fótons 

m-2 s-1, a fim de se avaliarem as respostas fisiológicas dessa espécie a uma 

condição potencialmente fotoinibitória. Não se observaram efeitos isolados da 

temperatura ou do excesso de irradiância sobre a eficiência fotoquímica do 

Fotossistema II (FS II), avaliada pela razão entre a fluorescência variável e a 

fluorescência máxima (Fv/Fm). Observou-se um efeito sinérgico dos dois fatores, 

que resultou em um decréscimo acentuado da razão Fv/Fm. Essa redução foi 

conseqüência, primariamente, da redução da fluorescência máxima (Fm), uma vez 

que o efeito da temperatura sobre a fluorescência inicial (F0) foi negligível. A 

pré-aclimatação das folhas à temperatura de 35oC e baixa irradiância, 5 µmol 

fótons m-2 s-1, por duas horas, resultou em aumento da tolerância à condição 

fotoinibitória. Esse efeito foi observado somente após duas horas de pré-

aclimatação. Considerando que a termotolerância foi adquirida somente após um 

tempo relativamente prolongado de aclimatação a uma temperatura moderada, 

não se pode descartar o envolvimento da síntese de novo de proteínas neste 

processo. 
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 O funcionamento de alguns componentes do sistema antioxidativo foi 

avaliado na parte aérea e nas raízes de E. grandis, em dois isolados do fungo 

ectomicorrízico Pisolithus sp. e no sistema Eucalyptus-Pisolithus, em resposta à 

elevação da temperatura, de 25oC-28oC para 40oC. 

 A atividade específica da catalase (Cat) foi reduzida significativamente no 

micélio dos dois isolados fúngicos após quatro horas de incubação a 40oC. A 

atividade total das peroxidases não-específicas (Pod) foi reduzida somente no 

micélio do isolado RS24. Entretanto, alterações significativas na atividade total 

da superóxido dismutase (Sod) foram observadas apenas no isolado IS83. Essas 

alterações traduzem-se em estratégias diferentes de regulação do sistema 

antioxidativo, especialmente quanto às relações entre a atividade da Sod, 

responsável pela produção de H2O2 na célula, e a das enzimas Cat e Pod. 

 Houve reduções significativas nas atividades específicas da Cat, das Pod e 

da ascorbato peroxidase (AscPod), da atividade total da Sod e do teor de 

proteínas solúveis em folhas de E. grandis após incubação a 40oC. Essas 

alterações foram acompanhadas de menor teor de clorofila a e do aumento do 

teor de malondialdeído, uma indicação de que houve peroxidação de lipídios.  

 Em raízes, não se observou efeito significativo da temperatura sobre as 

atividades de Cat, Pod e Sod. Não se detectou atividade da AscPod nesse órgão. 

Houve redução significativa do teor de proteínas solúveis e aumento do teor de 

malondialdeído após incubação a 40oC por três horas. O sistema antioxidativo 

não foi capaz de remover eficientemente o excesso de radicais livres resultantes 

da imposição dessa condição de estresse. 

 Nas micorrizas, as atividades específica e total das Pod foram maiores do 

que nas raízes. Este resultado é explicado pela maior atividade dessas enzimas no 

micélio do Pisolithus do que nas raízes. As relações Sod:Cat e Sod:Pod nas 

micorrizas seguiram o padrão de aumento ou de redução observado no micélio 

dos dois isolados fúngicos. As atividades específica e total das Pod aumentaram 

nas micorrizas formadas com o isolado RS24, após a incubação a 40oC. O 

mesmo foi observado para a atividade da Sod nas micorrizas que continham o 

IS83. 
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A atividade total da Sod nas micorrizas também foi maior do que nas 

raízes, a despeito da sua menor atividade nos micélios fúngicos. Este aumento 

resultou da indução de quatro a cinco novas isoenzimas de Sod do tipo Mn-Sod, 

todas de baixo peso molecular e com possível origem fúngica. 

 Analisados em conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho permitem 

inferir que o controle do sistema de decomposição de radicais livres é exercido 

de forma mais eficiente nas micorrizas do que nos componentes individuais da 

associação mutualista. Esse controle pode ser um dos responsáveis pelo benefício 

mútuo decorrente da associação simbiótica, especialmente observado em 

condições ambientais pouco favoráveis à sobrevivência dos organismos que dela 

participam. 
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