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Resumo Geral

Apesar dos beneficios dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) para
as plantas, a impossibilidade do cultivo desses fungos in vitro, limitou os
estudos metabdlicos e a producéo de inoculos, pois 0 FMA s se propaga na
presenca de tecido vegetal metabolicamente ativo. Entretanto, com a
manipulacdo genética é possivel modificar raizes, introduzindo DNA de
plasmidio bacteriano indutor de enraizamento (Ri T-DNA), de maneira que as
raizes se propaguem em meio de cultura, e que podem ser usadas como
substrato para a colonizagdo por FMA. No entanto, pouco é conhecido sobre o
metabolismo destas raizes e sua simbiose com o FMA. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o meio mais adequado para a propagacdo das raizes
transgénicas (RT) de cenoura (Daucus carota L.) e trevo (TrifoliumrepensL.),
e seu metabolismo em simbiose ou na com FMA (Glomus clarum). Para isto
foram desenvolvidos trés experimentos. No primeiro as raizes foram cultivadas
em diferentes meios: minimo, MS e minimo modificado, com citrato de amdnio
ou uréia. Entre os quatro meios utilizados, os com nitrogénio na forma
inorganica, foram os que mais favoreceram o crescimento das duas espécies de
RT. O meio MSfoi 0 que apresentou maior acumulo de N-amino livre, N-
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nitrato e N-amonio, em ambas raizes. As proteases nas RT de cenoura e de
trevo desenvolvidas nos diferentes meios de cultura, de um modo geral,
apresentaram atividade aos 60 minutos de incubagéo, em solugdo de albumina,
estabilizando a atividade neste tempo, com excecdo do meio MS, que
apresentou maior atividade proteolitica aos 120 minutos. De acordo com estes
resultados os meios mais propicios a propagacdo de RT de cenoura e de trevo
foram o minimo e 0 MS, constituidos com N na forma inorganica de NOs™ ou
associado a0 NH4', respectivamente. Com estas informagBes foram
desenvolvidos os outros dois experimentos, utilizando apenas 0 meio minimo e
0 MS, com ou sem fungo micorrizicos. O delineamento estatistico utilizado foi
em um fatorial inteiramente ao acaso, sendo os tratamentos arranjados em
fatorid 2X2X3 (dois meios, presenca ou auséncia de FMA e trés coletas), tanto
para as raizes de cenoura como de trevo. As RT de cenoura e de trevo,
apresentaram maior teor de N-amino, e N- NH,*, quando foram cultivadas em
meio MS, com maior teor no inicio do crescimento vegetativo. Quanto aos
teores de acUcares soluveis, também apresentaram maior acumulo no estadio de
maximo crescimento vegetal, porém, apresentaram comportamento
diferenciado entre as espécies de RT. As raizes de cenoura apresentaram maior
acumulo no meio minimo enquanto as raizes de trevo apresentaram maior
acumulo no meio MS. A atividade da GS foi detectada apenas na primeira
coleta, tanto para as raizes de cenoura como para as de trevo, a maior atividade
ocorreu em meio MS, gque apresentava uma maior concentragdo de N. A
atividade das enzimas GOGAT, GDHa e GDHd, aumentaram na coleta 2 (aos
84 dias de cultivo das RT), com o desenvolvimento do processo de senescéncia
das raizes. O maior aumento da atividade das proteases foi observado quando



as RT foram cultivadas em meio MS, sendo mais acentuado na coleta 3 (132
dias de cultivo das RT), quando as raizes encontravam-se em senescéncia. O
G. clarum favoreceu 0 aumento da atividade das proteases nas raizes de
cenoura e reduziu nas de trevo. A proteina do extrato enzimético das enzimas
de assimilacdo do N e extrato das proteases, foram maiores para as RT
cultivadas em meio MS, devido a concentracdo de N neste meio. O G. clarum
em associagdo com as raizes de cenoura influenciou no maior teor de proteina
nos dois extratos. Os resultados demostraram que quando as RT apresentaram
a méxima producdo de biomassa (aos 49 dias do cultivo das raizes), exauriram
0s nutrientes do meio de cultivo e principalmente o carbono, influenciando no
desencadeamento do processo de senescéncia (84 dias). Com o aumento da
senescéncia (132 dias) das raizes, ocorreu uma maior degradacdo dos tecidos
radiculares, que foi caracterizado pelo aumento das enzimas catabdlicas,
proteases e GDHd, que atuaram na degradacéo das proteinas, liberando os
aminoécidos, produzindo esqueletos de carbono e energia, que possivelmente
foram utilizados para reincorporar 0 N- Reciclado, através da enzima GDHa e
da GOGAT. Os resultados indicam que a via GS/GOGAT, caracteristica dos
tecidos vegetais deixa de atuar em sincronismo, sendo substituida por
GDH/GOGAT em condigdes de estresse ou senescéncia, quando ha excesso de

amonio.
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RESUMO

Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o
comportamento de raizes transgénicas de cenoura (Daucus carota L.) e de
trevo (Trifolium repens L.), quando cultivadas em diferentes meios de cultura,
Minimo ou MS, com nitrogénio fornecido na forma organica ou inorganica. O
delineamento estatistico utilizado foi inteiramente ao acaso, sendo 0s
tratamentos constituidos de um fatorial 4x2 (meios: minimo, MS, minimo
modificado, com citrato de aménio e uréia; raizes. cenoura e trevo), com trés
repeticbes. Entre os quatro meios utilizados, os meios de cultura minimo e MS,
foram os que mais favoreceram o crescimento e peso fresco das duas especies
de RT. O meio MS congtituido com NO5™ + NH,*, foi 0 que apresentou maior
acumulo de N-amino livre, N-nitrato e N-amonio, em ambas as raizes. Os
meios com fontes de N organica (citrato de NH,* ou uréia), foram os que
induziram maior acumulo de agucares soluveis e de proteina (extrato das
proteases) nas raizes. As proteases nas RT de cenoura e de trevo desenvolvidas
nos meios com diferentes fontes de N, de um modo geral, apresentaram
atividade aos 60 minutos de incubacdo, em solucdo de albumina, estabilizando
a atividade neste tempo, com excecdo do meio MS, que apresentou maior
atividade proteolitica aos 120 minutos. Os meios mais propicios a propagacao
de RT de cenoura e de trevo seria os que tivessem N na forma inorganica



minimo ou MS. Entretanto a utilizacéo e proporcdo deNH," no meio de cultura
para o cultivo destas raizes, deve estar condicionado ao uso experimental das
mesmas, pois ocorre aumento da atividade das proteases nessas condigoes.



ABSTRACT

This experiment was carried out aiming to evaluate the behavior of
transgenic carrot roots (Daucus carota L.) and clover (Trifolium repens L.),
when cultivated in different culture media, Minimum or M S, with nitrogen
supplied in the organic or inorganic form. It was used a completely randomized
statistical design, being the treatments constituted of a factorial 4x2 (Media
minimum, MS, modified minimum, with ammonium citrate and urea; Roots:
carrot and clover), with three replicates. Among the treatments, the media of
culture minimum and MS, favored more the growth and fresh weight of the two
species of RT. The MS media constituted with NO; + NH,4*, presented the
higher accumulation of free N-amino, N-nitrate and N-ammonium, in both
roots. The media with sources of organic N (citrate of NH4" or urea), induced
larger accumulation of soluble sugars and protein (extract of the proteases) in
the roots. In a general way, the proteases in carrot and clover RT developed in
the media with different sources of N, presented activity after 60 minutes of
incubation, in albumin solution, stabilizing the activity at this time, except for
the MS media, that presented higher activity proteolitic after 120 minutes. The
most favorable media for the propagation of carrot and clover RT, would be the
mediawith N in the form inorganic minimum or MS. However, the use and



proportion of NH," in the culture media for the cultivation of these roots,
should be conditioned to the experimental use of them, due to an increase of
activity of the proteases in that conditions.



1- INTRODUCAO

Os meios nutritivos que s&o utilizados para o cultivo de vegetais em
sistemas in vitro fornecem as substancias essenciais para 0 crescimento das
plantas, sendo 0 nitrogénio € um dos elementos minerais exigido em maior
quantidade. Cerca de 90% do N-total da planta encontra-se na forma orgénica e
desempenha fungdes estruturais como de constituintes de macromoléculas e de
enzimas.

As plantas superiores sdo capazes de absorver o N tanto na forma
organica (aminoacidos, uréia, citrato) como inorganica (amoénio e
principalmente o nitrato nas condic¢des naturais) (Abreu & Monteiro, 1998;
Souza Junior et d., 1998; Vale et a., 1998).

O suplemento de nitrogénio na forma de sais inorganicos de amonia para
0 cultivo de células, geramente apresenta sintomas de toxidez (Gamborg,
1970; Gamgorg & Shyluk, 1970). Uma alternativa para 0 uso de amonia como
unica fonte de nitrogénio, é a utilizagdo desse nutriente na forma de sal de um
acido organico, sendo indicado neste caso um é&cido do Ciclo de Krebs, como o
alfa-cetoglutarato ou o citrato (Yatazama & Furuhashi, 1968, Gamborg &
Shyluk, 1970; Lindsey, 1993).

Os é&cidos do Ciclo de Krebs apresentam um efeito diferencial sob o
crescimento de células, dependendo da concentragdo usada, da fonte de



nitrogénio e do tipo de célula (Fukunaga, et al. 1980). Em um experimento com
células de tabaco, dfafa e trigo, crescidos em meio com amonio na forma de
afa-cetoglutarato, apenas as células de tabaco apresentaram sintomas de
toxidez quando o citrato foi usado como fonte de amonia nas concentractes
de 5,10 e 15 mM (Fukunaga et al., 1978).

Outra fonte de N usada em meio de cultura é a uréia, que pode ser
assimilada por duas vias metabdlicas diferentes. Uma via envolve a hidrolise
direta da uréiaem NH4" e CO,, catalisada pela urease. A outra, envolve a
carboxilacdo da uréia em alofanato, seguida da hidrolise deste alofanato em
NH," e CO,. Nas plantas superiores a uréia é hidrolisada apenas pela urease,
tendo sido estudadas em varias espécies (Granick, 1937; Matsumoto et al.
1966; Polacco & Holland, 1993). O aumento da atividade da urease em
resposta a uréia tem sido relatada em plantas de soja (Polacco, 1976), couve
(Zago, 1997), e rabanete (Souza Junior, 1998). Segundo Skokut & Filner
(1977), a atividade da urease aumenta poucas horas ap0s a exposi¢ao das
céulas da planta a uréa

O nitrato, fornecido como Unica fonte de nitrogénio, apresenta uma
excelente resposta de crescimento em varias culturas, podendo ser citado
como forma recomendada para tabaco (Matusmoto et al., 1971), trevo branco
(Schontz et al., 1989), brassica (Lainé et al., 1995) e forrageiras (Abreu &
Monteiro, 1998).

Altas taxas de crescimento ocorrem em meio de cultura que fornece o
suprimento de nitrogénio através de uma mistura de aménio e nitrato, quando
consideradas concentragOes adequadas na mistura. E em uma mistura onde a

concentracdo de amonio € inibitoria e a concentracdo de nitrato € baixa, 0



crescimento vegetal pode ser favorecido quando a concentragdo de nitrato for
aumentada (Caldas & Caldas, 1976; Ojima & Ohira, 1978; Vale et al., 1998).
O meio MS de Murashige & Skoog (1962), que contém 66 mg de N-NO;s™ e 34
mg de N-NH 4+ é um exemplo da mistura das duas fontes de N que é utilizada
para o cultivo de células e tecidos vegetais em sistema in vitro (Zanette et al.,
1995; Maciel et a., 1995; Kunz & Lovato, 1998).

Os estudos de assimilagdo do N em plantas superiores, vem sendo
desenvolvidos em diferentes espécies vegetais com diversos objetivos, tais
como: formas de N mais absorvidas; como diferentes fontes de N sdo
assimiladas; quais as enzimas envolvidas na assimilacéo; a localizagéo de cada
uma dessas; os fatores que influenciam na atividade de cada enzima; os
mecanismos que desencadeiam esses processos, entre outros. As plantas
utilizadas nestes trabalbos, séo em sua maioria cultivadas em sistema natural,
ou sgja, no solo e expostas a influéncias ambientais. Outras técnicas utilizam
0 cultivo in vitro, com planta inteira, ou com raizes destacadas transformadas
geneticamente (Ri T-DNA) (Mugnier & Mosse, 1987; Becard & Fortin, 1988;
Berbara, 1995).

O cultivo de RT de espécies vegetais com dependéncia micorrizica,
possibilita a smbiose de FMA em sistemain vitro, e assim, o estudo das
diferentes fases dessa associagdo em um sistema controlado.

Como ndo consta na literatura estudos referentes a caracteristicas
bioguimicas das RT, colonizadas com FMA ou ndo, decidiu-se avaliar o
comportamento de raizes transformadas Ri T-DNA de cenoura (Daucus carota
L.) e de trevo (Trifolium repens L.), em diferentes meios de cultura, quando o
nitrogénio do meio de cultura é fornecido na forma de nitrato €/ou de amaonio,



através de fontes orgénicas e inorganicas, visando consolidar bases para novos
estudos com associagbes micorrizicas.
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2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 - PRODUCAO DE RAIZES TRANSGENICAS

2.1.1- Transformacdo de plantas utilizando Agrobacterium como vetor

A Agrobacterium sp é uma bactéria do solo representada por duas
espécies, a Agrobacterium tumefasciens causadora de galha da coroa ("crown
gal"), e a Agrobucterium rhizogenes, que provoca a sindrome das raizes em
cabeleira (“hairy root”) (Brasileiro, 1993).

A faixa de hospedeiros de Agrobacterium € ampla entre as
dicotiledoneas e restrita entre as monocotiledbneas e gimnospermas. Mesmo
entre as dicotiledéneas a susceptibilidade da planta a infeccdo por
Agrobacterium difere muito entre e dentro das espécies, variando muito em
funcdo da interacdo com o hospedeiro. Uma etapa inicial importante para o
desenvolvimento de metodologias que visem a obtencdo de plantas
transgénicas através da Agrobacterium € a determinacdo da melhor
combinacdo patogeno-hospedeiro para uma determinada espécie (Lacorte &
Mansur, 1993).

Enquanto a maioria das dicotileddneas responde a infeccdo por
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Agrobucterium com estimulos a divisio celular a partir do ponto de infeccéo,
através de mecanismos de regeneracdo vegetal no ponto de explante, nas
gramineas, a Agrobacterium pode transferir o T-DNA mas as células
transformadas n&o se dividem. Células vizinhas aos sitios de infeccéo
produzem compostos fendlicos e as células transformadas ndo conseguem se
multiplicar (Fisk & Dandekar, 1993; Vasil, 1994).

2.1.2 - Processo de Infeccdo

A capacidade de infeccdo se deve a presenca do plasmideo Ti (indutor
de tumor) em cépas de Agrobacterium tumefasciens e Ri (“indutor de raiz") em
Agrobacterium rhizogenes. Plasmideos sdo moléculas de DNA circular que
podem ser transferidos para outros organismos, onde podem sofrer
recombinacdo com outros plasmideos ou serem integrados ao genoma nuclear.
Essa porcdo transferida € denominada de T-DNA (“DNA transferido”) (Souza,
1987; Brasileiro, 1993; Vasil, 1994).

A infeccdo de uma planta por Agrobacterium é iniciada pela penetragéo
desta no tecido vegetal através de ferimento na planta. As bactérias sdo atraidas
e migram em direcdo a célula vegetal por compostos fendlicos, aminoécidos e
acucares (sinais moleculares) exsudadas do tecido lesado em consequéncia do
ferimento. Além de atrair a bactéria, os sinais moleculares também ativam os
genes de viruléncia localizados em plasmideo denominado Ti ou Ri, que esta
presente em estirpes virulentas de Agrobacterium. Os genes de viruléncia, apos
ativados, induzem a transferéncia do plasmideo Ti/Ri (regido T), da bactéria
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para 0 genoma da célula da planta (Jouanin et al., 1993; Tinland, 1996).

Os genes contidos no T-DNA, quando expressos, ateram a produgéo ou
a sensibilidade das células vegetais a auxinas e citocininas, provocando uma
imediata proliferaco de raizes adventicias de rapido crescimento (ou no caso
da Agrobacterium tumefasciens, a proliferacdo desordenadas de células
formando os de tumores) na regido de infeccdo (Zambryski et a., 1989; Flores,
1992).

A utilizacdo do sistema Agrobacterium como ferramenta no processo de
obtencdo de RT é dependente de dois fatores importantes. Primeiramente deve
haver uma relagdo patdgeno-hospedeiro adequada (Christou 1993). Como
segundo fator, pode ser citado a necessidade do desenvolvimento de sistemas
de culturas de tecidos, visando obtencdo de explantes com capacidade
organogénica ou embriogénica e que possam ser regenerados. Entdo, o
primeiro passo para o uso de metodologia de transformacéo usando-se
Agrobacterium, é a obtencdo de informagbes sobre a compatibilidade
patogeno-hospedeiro.

A inoculagdo com Agrobacterium rhizogenes, em explantes com
capacidade organogénica, constitui a base de sistemas para a obtencéo de
raizes e plantas transgénicas (Lacorte & Mansur, 1993). Apos a transformacéo
com o T-DNA do plasmideo Ri, as raizes podem ser subcultivadas in vitro
como culturas axénicas de raizes, por periodo de crescimento indefinido
(Walden & Wingender, 1995).
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2.2 - MEIO DE CULTURA PARA MANUTENCAO DAS RAIZES
TRANSGENICAS

O crescimento de células e tecidos vegetais in vitro, sGo dependentes dos
nutrientes e substancias essencials constituintes dos meios de cultivo. Estes
meios devem proporcionar aos tecidos vegetals em crescimento, as mesmas
vias hioquimicas e metabdlicas basicas que ocorrem em plantas cultivadas em
sistemas naturais (Torre & Caldas, 1990; Lawlor, 1991; Lindsey, 1993).

O meio de White foi desenvolvido na década de 30, tendo sido utilizado
para o cultivo de varias espécies de vegetais, mesmo depois da formulacdo dos
meios de Murashige e Skoog (MS), Bs e Minimo. Estes meios se baseiam nas
exigéncias nutricionais das plantas inteiras, com algumas modificacbes nos
nutrientes minerais e suas fontes, vitaminas e aminoacidos, objetivando atender
as necessidades especificas do crescimento do tecido vegetal no sistema in
vitro. Enquanto as fontes de N, os meios MS e Bs S50 congtituidos de NOs™ e
NH,*, ja 0 meio de White e Minimo, possuem apenas NO; como fonte de N
(Murashige & Skoog 1962; Bécard & Fortin 1988; Fonseca, 1994; Berbara,
1995).

As raizes Ri T-DNA, sdo geramente cultivadas em meio minimo (MM),
onde afontede N €0 NOs . Neste meio, 0 N € fornecido através do KNO; e
Ca(NO;),.4H,0, em niveis semelhantes a0 meio de White (Berbara & Fonseca,
1996).

Bécard & Fortin (1988) discutiram a necessidade do meio de cultura ser
constituido de sacarose, fosforo e sodio uma vez que as raizes nao
fotossintetizantes, necessitam de uma fonte externa de carbono para a
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manutencdo de seu metabolismo. Para o cultivo de raizes verdes Ri T-DNA que
sao fotoautotroficas, 0 meio pode ser constituido sem sacarose, porque essas
raizes sdo cultivadas em ambiente com fluxo continuo de CQ, e luz, com a
realizacdo de fotossintese por esses tecidos (Berbara e Fonseca, 1996).

Os meios de cultivo sdo constituidos de sacarose, para o fornecimento de
carbono no sistema in vitro. No meios MM e MS, a concentracdo de sacarose
utilizada € de 10 e 30 g / L, respectivamente.

2.3 - COMPORTAMENTO DO TECIDO VEGETAL EM SISTEMA
IN VITRO EM DIFERENTES FONTES DE N

O NO; e aNH," sf0 as fontes de N inorganicas mais utilizadas para o
cultivo de tecido vegetal in vitro. O efeito dessas formas de N sobre o
crescimento e desenvolvimento de culturas vegetais neste sistema de cultivo é
bem diversificado (Maciel et al., 1995; Zanette et a., 1995; Sato et al., 1998).

O N pode ser fornecido apenas na forma de NOs", como € 0 caso do
meio de White e do meio Minimo. A utilizacdo desta forma de N pelas células
vegetais depende da atividade da enzima Nitrato Redutase (NR), para reducéo
dessa forma de N. A atividade desta enzima pode ocorrer em tecidos vegetais
cultivados no sistema in vitro, podendo ser influenciada por fatores como a
concentragdo de sacarose do meio de cultura e a concentracdo de NO;™ (Torres
& cadas, 1990).

Em raizes de tomate, ataxa de absorcdo de NO5” foi aumentada com o
fornecimento de CO, (Gao & Lips, 1997). Segundo Cramer et al. (1993) e



15

Cramer & Lips (1995), a fixacdo de carbono inorgénico por raizes de milho e
de tomate € uma importante fonte de carbono para a assimilacéo do N nas
formas inorganicas de NOs” e NH,*.

Quando NH," é a Unica fonte de N do meio de cultura, as células de
tecidos de plantas ndo crescem (Gamborg, 1970). Os melhores resultados
foram obtidos com a mistura de NO;™ + NH,* (Gamborg & Shyluk, 1970). A
mistura de N na forma nitrica e améniacal, como ocorre nos meios de culturas
Bs e MS (Murasshige & Skoog, 1962) sdo bons exemplos. O meio MS éum
dos mais utilizado para o crescimento de tecidos vegetais em sistema in vitro
(Zanette et d., 1995; Maciel et a., 1995; Abreu & Monteiro, 1998).

O N pode ser um fator limitante ao crescimento vegetal no sistema in
vitro, dependendo da proporcéo das formas de N na mistura como NOQOj; e
NH,*, (Torre & Caldas, 1990).

O cultivo de plantas de trigo em sistema hidropdnico, absorve mais N, 0
crescimento € rgpido e apresenta uma maior producédo de gréos, quando o N €
suprido na proporcdo de NOs™ : NH,4*, na proporcdo de 50 : 50, do que com
apenas 0 NOs™ (Gentry et d., 1989).

Culturas de plantas de uma mesma espécie, podem apresentar
capacidade diferenciada para o metabolismo de N na forma de NH,*. Plantas
de trés variedades de espinafre foram cultivadas em sistema hidrop6nico com
o fornecimento de N na propor¢d de NOs;~ NH,*, 100 : 0 e 80 : 20,
respectivamente. As cultivares Viroflay e Butterflay, de espinafre,
apresentaram maior peso fresco de parte aérea e raizes quando cultivadas em N
na proporcdo de 100 : 0, NOy : NH,", sendo que a cultivar Butterflay
apresentou melhor desempenho. Na proporcdo de NOs : NH4*, 80 : 20, a



16

cultivar Giant, apresentou maior peso fresco de parte aérea e raizes. Foi
sugerido por Zornoza & Gonzédles (1998), que potencialmente existe

especificidade entre as cultivares para a preferéncia de N e tolerancia a0 NHy".

As plantas de arroz sdo mais tolerantes a presenca de NH4* em baixo pH,
que plantas de milho, porém, em proporgdes de N-NO3'/ N-NH," menores que
quatro, as raizes das plantas de arroz so acentuadamente reduzidas (Furlani et
a., 1986).

A taxa de crescimento dos vegetais e a sua CoOmposiCao quimica, sao
dependentes da interagdo existente entre as demandas do metabolismo celular,
constituicdo genética e das condigbes ambientais (Lawlor, 1991).

Ndo foi encontrada na literatura, qualquer referéncia sobre o
metabolismo de N em RT ou mesmo estudos comparativos sobre morfologia e
desenvolvimento de RT em diferentes meios de culturas. Como estas raizes
vem sendo utilizadas para estudos de interacGes micorrizicas, € importante o
seu conhecimento metabdlico para os estudos de simbiose de FMA.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biologia do Solo do
Departamento de Solos da UFRRJ, no periodo de 12 de maio a 30 de julho de
1997. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, sendo
0s tratamentos amostrados em um fatorial 4 x 2 (quatro meios de culturas e
duas especies de raizes, cenoura e trevo), com trés repeticoes.

3.1.1- Obtencdo das raizes

As RT de cenoura (Daucus carota L.) e trevo (Trifolium repens L.),
foram transformadas geneticamente por Fonseca (1994), através da infeccéo
das células destes vegetais pela Agrobacterium rhizogenes, em que o DNA de
transferéncia oriundo do plasmideo bacteriano Ri, induziu a proliferacdo de
raizes.

Para manutencdo das RT € necess&rio a repicagem periddica desse

tecido vegetal, em placas de Petre com meio minimo.
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3.1.2 - Escolha dos meios

Utilizou-se como meio padrdo para o cultivo das raizes, 0 meio, minimo
(Tabelas 1, 2 e 3), por ter possibilitado, em outros trabalhos, um consideravel
desenvolvimento desse tecido vegetal (Bécard & Fortin, 1988; Fonseca, 1994;
Berbara, 1995).

O segundo meio escolhido foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), por
este ser utilizado para o cultivo de células vegetais em sistema in vitro e
apresentar em sua composicao a mistura de NOs™ + NH,™ e ndo apenas 0 NOs™
como no meio minimo. Além destas fontes de N inorganicas, foram escolhidas
duas fontes organicas: o citrato de NHs" (Marciel et al., 1995; Zanette et al.,
1995) e a uréia (Granick, 1937; Matsumoto et al. 1966; Polacco, 1976; Zago,
1997).

O meio minimo, considerado como padrdo, foi mantido sem
modificagbes. O meio MS, contendo uma mistura de NOs"+ NH,4*, também foi
mantido as concentracbes de nutrientes e fontes destes. As fontes de N
organicas, tinham concentragdo semelhante de N a do meio minimo, ou sgja, a
concentracdo de N-nitrico do meio minimo foi substituida por equivalente
concentragéo de N como citrato de NH," ou uréia (Tabelas 1, 2 e 3).



Tabela 1 - Composi¢cdo dos diferentes meios de cultivo das RT de
cenoura € de trevo
Minimo MS Minimo Citrato*© Minimo Ureia*
MACRONUTRIENTES
mg. L’
NHNO; 1650
KNO, 80 1900
CaCl; 2H,0 440
MgSO, 7H;0 731 370 731 731
KH;PO, 4,8 170 43 4.8
KCl 65 72,39 72,39
Ca(N03)2.4H10 228
CaCO; 96,58 96,58
K:80, 120,23 120,23
(NH,),.CeHsO+ 308,08
NH,CONH, 81,68
MICRONUTRIENTES
MnSO, 4H,0 6 22,3 6 6
ZnS0, .7H,0 2,65 8,6 2,65 2,65
H;BO, 1,5 6,2 1,5 1,5
KI 0,75 0,83 0,83 0,83
Na;Mo0,.2H,0 0,0024 0,25 0,0024 0,0024
CuSO0, 5H,0 0,13 0,025 0,13 0,13
CoCl,.6H,0 0,025
OUTROS
Na,EDTA 2H,0 373
NaFe EDTA 8 8 8
FeSO,.7H,0 278
Glicinia 3 3 3 3
Acido nicotinico 0,5 0,5 0,5 0,5
Piridoxina. HCI 0,1 0,1 0,1 0,1
Tiamina HC| 0,1 0,1 0,1 0,1
Mio-inositol 50 50 50 50
Sacarose 5.000 5.000 5.000 5.000
Gel-gro 5.000 5.000 5.000 5.000

*O meio que continha NOy + NH,' ¢onstitui o meio Murashige & Skoog — MS. De um modo geral, todos
0s meios restantes foram formulados a partir do meio minimo — MM {NOy) com algumas modificacdes . O
pH 5,8 foi ajustado para lodos 05 meios.
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Tabela 2 - Concentragdo dos nutrientes utilizados na formulagdo dos meios
de cultivo das RT de cenoura e de trevo.

Nutrientes Minimo MS Minimo Citrato Minimo Uréia
mM
N 2,720 60,03 2,720 2,720
0,035 1,249 0,035 0,035
K 1,701 20,045 2,391 2,391
Mg 2,965 1,501 2,965 2,965
S 2,975 1,728 3,665 3,665
Mn 0,030 0,099 0,030 0,030
Ca 0,965 2,994 0,965 0,965
Cl 0,9326 5,087 1,0316 1,0316
| 0,004 0,005 0,005 0,005
Zn 0,009 0,029 0,009 0,009
B 0,024 0,100 0,024 0,024
Cu 0,5x10°3 0,1x10°3 0,005 0,005
Mo 0,9x10™ 0,001 0,9x10° 0,0x10™
Fe 0,0216 0,099 0,0216 0,0216
Na 0,021 0,102 0,01 0,021

Co 0,1x10™3




Tabela 3 - Concentracfes e proporcdes de cada fonte de N nos meios
utilizados na formulacdo dos meios de cultivo das RT de
cenoura e de trevo.

Proporc¢éo
Meios Fontes de N (mg N/litro) NO; : NH.*
NOs5’ NH4*
MS 991,75 288,75 66 : 34
Minimo 38,59 - 100:0
Minimo Citrato - 38,26 0:100
Minimo Uréia - 38,12 0:100

Objetivando avaliar o comportamento das RT de cenoura e de trevo,
para posteriores estudos do metabolismo de N em associagies com FMA, as
concentragOes de sacarose dos meios foram reduzidas para 5 g/L e gjustado a
pH 5,8 com a finalidade de induzir um maior estresse e antecipar a senescéncia
das RT.

Os quatro meios foram devidamente preparados e vertidos em placas de
Petri (15 cm X 1,5 cm) com capacidade de 55 ml de meio, em seguida estas
foram seladas com parafilme e estocadas para a repicagem das raizes.

Um segmento de aproximadamente 2,5 cm de raiz transformada de
cenoura (Daucus carota L.) ou de trevo (Trifolium repens L.), foi repicado em
cada placa de Petri contendo 0 meio de cultura. Em seguida, as placas foram
seladas com parafilme e estocadas em camara termostatica com temperatura

constante de 22°C, na auséncia de luz.
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3.2 - DETERMINACAO DA BIOMASSA RADICULAR
3.2.1 - Crescimento das raizes

Apos a repicagem das raizes, estas foram a avaliadas quanto ao
crescimento, a cada quatro dias, durante os 28 primeiros dias, através da
adaptacdo de alguns métodos onde se contou ainterceptacdo das raizes em area
de 0,25 em? (Tennant, 1975; Rossiello et al., 1995).

O monitoramento do crescimento das raizes foi efetuado apenas nos
primeiros 28 dias, devido o grande desenvolvimento das RT nos meios minimo
e MS, mas ambas as raizes de cenoura e de trevo foram cultivadas por um
periodo de 81 dias.

3.22 - Peso Fresco Total de Raizes

Antes das andlises laboratoriais, as raizes de cada tratamento foram
retiradas das placas com meio, com o auxilio de uma pinca e determinou-se o
peso fresco total das raizes de cada repeticéo.
3.3 - Extracdo alcodlica no material fresco

Apos a determinagcdo do peso fresco, cerca de 0,5 g de raizes foram

colocadas em 20 mL de etanol 80 % e armazenadas em frascos ambar, para
posterior extracdo das por¢des soluveis. Cada amostra armazenada em etanol,
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fol colocada em almofariz e triturada com pistilo por 3 min. Todo o materia
foi passado em 4 camadas de gaze e papel de filtro. Posteriormente, foi
transferido para funil de separacdo onde se adicionou igual volume de
clorofémio. Apds agitacdo suave, foi deixado em repouso por 40 minutos,
quando descartou-se a fragdo apolar e a fragdo polar foi elevada a um volume
de 25 ml com etanol 80 % e guardada para analise de N-amino livre, N-NH 4+,
N-NOs™ e aclcares sollveis.

3.3.1 - Determinagdo de N-amino

A determinacdo foi realizada em tubo pirex com 0,5 mL de tamp&o
citrato (0,2 M, pH 5,0), ImL da solucéo obtida do extrato acoolico (diluidas
quando necessario), adicionou-se 1,2mL do reagente metil celossolve + KCN +
ninidrina e agitando-se em seguida. Todos os tubos foram fechados com papel
aluminio e colocados para aguecer em banho-maria a 100°C por 15 minutos.
Apos esse periodo, os tubos com as amostras foram esfriadas em agua corrente
por 5 minutos, quando entdo acrescentou-se 3 ml de etanol 60%, agitando para
homogeneizar e efetuou-se a leitura em 570 nm contra padrdo de leucina
(Yemm & Cocking 1955).

3.3.2 - Determinacdo de acucares sollveis

Em tubos pirex de 2,5 cm de didmetro imersos em banho de gelo, foi
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colocado 5 mL do reagente de antrona (2% em H,SO, - 5:2), e apds 5 minutos
de repouso, adicionou-se lentamente de 0,2 a 1,0 mL da solucéo problema
(conforme a concentragdo da mesma, completando o volume para 1,0 mL com
etanol 80%) ou padréo, deixando-se em repouso por 5 minutos em temperatura
de 0°C. Em seguida, as amostras foram misturadas suavemente e colocadas em
banho-maria a 100°C por 10 minutos para o desenvolvimento da cor verde.
Apds esfriarem em agua corrente foram efetuadas as leituras em 620 nm,
contra 0 padréo de glicose (Yemm & Willis, 1954).

3.3.3 - Determinacdo de N-nitrato

Uma aliquota de 0,1 mL da amostra foi pipetada para tubo pirex onde foi
vagarosamente adicionado 0,4 mL da solugdo de &cido salicilico 5% em
H,S0,4 concentrado. Deixando-se em repouso por 20 minutos em temperatura
ambiente, acrescentou-se lentamente 9,5 mL de NaOH 2N e apos esfriar,
efetuou-se a leitura em 410 nm, contra padrdo de KNO; (ug de /0,1 mL)
(Cataldo et a., 1975).

3.3.4 - Determinacdo de N-aménio

A determinacdo de N na forma de amonio, foi realizada através do

método de Mitchell (1972), sendo a solucéo de hipoclorito de sodio substituida
por dicloroisocianurato de sodio (Felker, 1977), pois em clima tropical, a



25

solucéo de hipoclorito perde rapidamente seu poder oxidante. A determinacao
foi realizada através de duas solugdes. Uma solucéo constituida de fenol mais
nitroprussiato de sodio (1:5) e a outra, composta de 159 de NaOH mais 0,3lg
de dicloroisocianurato de sodio. Aliquota de 0,5mL da amostra ou padréo
foram acrescentadas a 2,5 mL de cada solucdo, apds homogeneizacdo e
descanso por 30 minutos, as amostras foram lidas em 630nm contra padréo de

NH,CI (5mM).

3.4 - Atividade das Proteases

Para a determinacdo da atividade das proteases utilizou-se a metodologia
de Jones et al. (1995). Imediatamente apds a coleta das raizes, foi pesado 1 g de
material, colocado em amofariz acrescentando-se N, liquido. Em seguida,
colocou-se 3mL de Tampdo de Extracdo (EDTA, é&cido ascorbico, B-
mercaptoetanol, dissolvidos em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0). O materia foi
filtrado em quatro camadas de gaze e centrifugado sob refrigeracéo (20.000g /
25 minutos). O sobrenadante contendo o extrato de protease foi separado e
deixado em temperatura de 4°C, até 0 momento do ensao.

Para a dosagem das proteases, colocou-se em tubo de ensaio 1,8 mL de
solugdo de abumina (1 mg/mL) mais 0,2 mL do extrato de protease. Incubou-
se as amostras em banho-maria a 30°C em diferentes periodos: 0, 30, 60 e 120
minutos, em que a atividade dessas enzimas foi detectada em ensaio preliminar.

A reacdo foi paralisada pelo acréscimo de 1,0 mL do &cido
tricloroacético 15%, no tempo zero antes da albumina. Em seguida, a mistura
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fol homogeneizada e deixada em temperatura ambiente por 15 minutos. A
mistura foi centrifugada a 1200g por 10 minutos, com a finalidade de precipitar
as proteinas. O sobrenadante foi coletado e determinou-se o teor de
aminoacidos formados pelo ensaio da Ninidrina (Moore & Stein, 1954).

3.4.1 - Proteina do extrato enzimatico

A proteina das proteases foi determinada através do método de Bradford
(1976). Em tubo pirex foi acrescentado 0,1 mL do extrato protéico e 5mL de
solucdo de Coomassie Blue G-250 (200mg de Coomassie Blue, 100mL de
etanol 95% e 200mL de Acido Fosférico 85%, para um volume de 2000mL) e
efetuada a leitura, imediatamente, a 595nm, contra padrdo de albumina, de
soro bovino.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- DESENVOLVIMENTO DAS RAIZES
4.1.1 - Crescimento das raizes

Acompanhando o crescimento das RT de cenoura e de trevo nos
primeiros 28 dias de cultivo, observou-se melhor desenvolvimento nos meios
com fonte de N inorganica, minimo ou MS (Figura 1). Segundo Lawlor (1991)
a taxa de crescimento das espécies vegetais é dependente da interacdo entre a
demanda do metabolismo, da constituicdo genética e das condi¢cbes em que
essa espécie foi desenvolvida

Nos meios com fonte de N orgénica, minimo modificado com citrato de
NH,4* ou uréia, o desenvolvimento das RT foi reduzido (Fotos 1, 2, 3 e 4).
Suspensdo de cultura de células de tabaco, alfafa e trigo, exibiram respostas de
crescimento diferenciado para o suprimento de acidos intermediarios do ciclo
tricarboxilico, dependendo da concentracéo e da fonte de N (Fukunaga et a.,
1978).
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Figura 1. Crescimento das raizes transgénicas de cenoura e trevo (intersecbes/0,25
cm2) nos primeiros 28 dias de cultivo em diferentes meios.
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Foto 1. Crescimento das raizes transgénicas de cenoura e de trevo em meio minimo.
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Foto 2. Crescimento das raizes transgénicas de cenoura e de trevo em meio MS.
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Foto 4. Crescimento das raizes transgénicas de cenoura e de trevo em meio minimo
com uréa.



a

O meio de cultura que proporcionou as melhores condi¢des para o
crescimento das RT foi aquele cuja Unica fonte de N foi a nitrica, sendo o
crescimento mais acentuado nas raizes de cenoura

Nos meios de cultura minimo e MS, as raizes desenvolveram-se
rapidamente por toda a placa de Petri e com o tempo sobrepunham-se umas as
outras, impedindo o monitoramento do crescimento apds os 28 dias de cultivo
(Fotos 1 e 2)

4.1.2 - Peso fresco total das raizes

O peso fresco (pf) das RT de cenoura e de trevo aos 81 dias, apresentou
maior desenvolvimento com as fontes de N inorganicas, meio minimo e MS

(Figura 2). Estes resultados reforcam a afirmagéo de que, apesar das plantas
superiores serem capazes de absorver N em formas organicas e inorganicas, o
N na forma inorgénica proporciona maior desenvolvimento dos tecidos vegetais
(Gamborg & Shyluk, 1970; Lindsey, 1993).

Das duas formas inorganicas de N, o meio minimo na forma nitrica
proporcionou maior crescimento e peso fresco das RT, tanto de cenoura como
de trevo (Figuras 1 e 2). Com o aumento da concentragdo do N na forma nitrica
foi observado por Schontz et al., (1989) que a matéria seca de Trijolium repens
L., também aumentou.

A maior concentracdo de N do meio MS, ndo se refletiu em maior
rendimento das raizes cultivadas neste meio. Provavelmente neste meio o teor
de N estava na faixa de consumo de luxo. Segundo Sato et al. (1998), a
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Figura 2. Peso fresco das raizes transgénicas de cenoura e trevo (g/placa) aos 81
dias de cultivo em diferentes meios.
Letrasiguais paraamesmaraiz, ndo diferem significativamente entre s (Teste Tukey, p<0,05).
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concentracdo de NOs;™ e NH;" do meio MS pode ser toxica para algumas
espécies. Por outro lado, a propor¢éo das formas de N na mistura NOs™ +NH,4"

do meio MS, pode ser um fator limitante no crescimento do vegetal neste
sistema de cultivo (Sargent & King, 1974; Gentry et d., 1989). O meio MS,
contém uma propor¢do de aproximadamente 2:1 deNO; para NH,'. O
excesso de N amoniacal, pode ter induzido toxidez as raizes, influenciando
assim, no menor peso fresco em comparagdo a0 meio com apenas NQOs,, meio
minimo. Resultados similares foram obtidos em raizes ndo transgénicas de
arroz, que também apresentaram reducGes no crescimento em meio onde a
relacdo NOs7/ NH," era menor do que 4 (Furlani et al., 1986).

4.2.1. Teor de N-amino-livre

As raizes de cenoura e de trevo, cultivadas no meio de cultura com NOs
+ NH," apresentaram o0s maiores teores de N-amino livre. Os demais
tratamentos foram praticamente semelhantes entre si. As raizes de cenoura
apresentaram aproximadamente 91 umoles N-amino/g pf, enquanto que as
raizes de trevo, apresentaram um pouco menos que a metade deste valor
(Figura 3).

Os maiores teores de N-amino livre para as raizes de cenoura e de trevo,
ocorreram quando as raizes foram cultivadas no meio com NO; +NH,* que
continha elevada concentracdo de N em relagdo aos demais melios.

Possivelmente, o alto teor de N-amino livre destas raizes esteja

relacionado com a alta concentracdo de N, ja que o acimulo de nitrato, pode
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Figura 3. Teor de N-amino livre em raizes transgénicas de cenoura e trevo (umol/g pf)
aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letrasiguais paraamesmaraiz, néo diferem significativamente entre s (Teste Tukey,

p<0,05).
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ocorrer em condi¢Oes de excesso de absor¢ao de N (Femandes, 1991).

O meio com apenas 0 NOs , foi 0 que apresentou 0 menor teor de N-
amino livre, com valores médios de 4 umoles de N-amino/g pf (Figura 3).
Entretanto, nestafonte de N, as RT apresentaram maior crescimento e peso
fresco (Figuras 1 e 2). Provavelmente, nestas condicOes as raizes incorporaram
0s aminoécidos para a producdo de biomassa.

O meio minimo, com apenasNQO; - como fonte de N, é utilizado em
aguns trabalhos de simbiose micorrizica, e apesar do metabolismo néo ser
conhecido, sabe-se que essas raizes apresentam um crescimento satisfatorio

nesse melo (Fonseca, 1994; Berbara, 1995).

4.2.2 - Teor de aglcares sollveis

Tanto, as raizes de cenoura como as de trevo, apresentaram maior
acimulo de agucares solUveis nos meios de culturacom N organico e menor
acimulo nos meios de cultura com N inorganico (Figura 4).

As RT de cenoura aos 81 dias do cultivo nas fontes de N organicas,
apresentaram em média 27 e 35 mg/g pf de agUcares sollveis, paracitrato e
uréia, respectivamente.

As raizes de cenoura e de trevo, quando cultivadas no meio com apenas
nitrato como fonte de N, acumularam baixos teores de acUcares solUveis e de
N-amino livre. (Figuras 3 e 4)

Considerando que as raizes apresentaram maior producdo de biomassa
No meio com apenas nitrato como fonte de N, possivelmente os aglcares
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Figura 4. Teor de aglicares solUveis em raizes transgénicas de cenoura e trevo (mg/g pf)
aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letrasiguais paraamesmaraiz, nao diferem significativamente entre s (Teste Tukey,

p<0,05).
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sollveis foram utilizados para a reducdo do NO; 7, assimilacdo do amonio e
producao de biomassa (Figura 1, 2, 3, 4). No meio de culturacom NO; + NH,*, 0s
teores de N-amino nas raizes de cenoura e de trevo, foram altos e os de
acUcares sollveis baixos. Provavelmente, o teor de acUcares sollveis ndo foi
suficiente para incorporar o N assimilado em tecido vegetal.

As RT de cenoura e de trevo quando cultivadas em fontes de N organicas,
apresentaram baixos teores N-amino livre e altas concentragtes de aclcares
soluveis e reduzido crescimento, em relacdo as demais fontes de N (Figuras 3 e
4). O maior acimulo de aglcares solUveis nas raizes, indica que a energia
disponivel ndo foi utilizada para a reducdo do N (Fernandes & Rossiello,
1995).

4.2.3 - Teor de N-nitrato

A presenca de N-nitrato nas raizes de cenoura e de trevo foi detectada
apenas quando NO5s™ estava na composicao do meio (Figura 5).
O maior acimulo de nitrato nas duas especies de RT cultivadas no meio com
NOy+NH4" pode ser atribuido a maior concentracdo de N nesta forma, em
relacdo ao meio com apenas NO;. Comportamento semelhante foi observado
por Gentry et al. (1989). As raizes podem acumular nitrato, quando sua
absorcéo excede a capacidade de reducdo. (Lewis & love, 1994; Gunes et a.,
1996).

As plantas acumulam o excesso de NO3' no vacuolo e o teor de nitrato
acumulado nos vegetais € variavel, podendo chegar a mais de 1% da matéria
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Figura 5. Teor de N-nitrato em raizes transgénicas de cenoura e trevo (umol/g pf)
aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letrasiguals para a mesmaraiz, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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seca, embora, tenha sido determinado em folhas de canola mais de 2,2 %
(Srivastava & Fletcher, 1992).

424 - Teor de N-amobnio

As raizes de cenoura e de trevo, acumularam em média 1,51 pumol/g pf
de N-am0mo no meio com apenas NOs * (Figura 6). Entretanto, quando as
raizes foram cultivadas no meio com NO; + NH,", houve acimulo de 17,73 e
39,07 umol/g pf de N-ambnio nas raizes de cenoura e de trevo,
respectivamente.

Nos meios com citrato de NH," e uréia, ndo foi detectado acimulo de N-
NH," possivelmente devido ao reduzido nivel de N na composicdo desses
meios. Por outro lado, no meio de cultura constituido com a mistura de NOj5’
+NH,*, as RT apresentaram maiores teores de N - NH,*, provavelmente
devido a maior concentragdo desse ion neste meio. Resultados similares foram
observados por Zago (1997) em couve que apresentou aumento de N-NH,*
proporcional a doses crescentes de uréia fornecida.

As RT de cenoura e de trevo, acumularam mais nitrogénio na forma de
N-NO; e de N-NH 4+ quando cultivadas em meio com NO;~ + NH,', do que no
meio com apenas 0 N na forma nitrica, ou nas formas organicas. Solbritt et al.
(1996), também observaram um maior acimulo de N em raizes de Pinus
sylvestris L. que receberam N na forma inorganica do que em forma organica.
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Figura 6. Teor de N-ambnio em raizes transgénicas de cenoura e trevo (umol/g pf)
aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letrasiguals paraamesmaraiz, néo diferem significativamente entre si (Teste Tukey, p<0,05).
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4.4 - Atividade das Proteases e Teor de Proteina do extrato enzimatico.

A atividade da protease foi determinada aos 60 min. e aos 120 min. de
incubagdo. Como pode ser observado nas Figuras 7 e 8 a atividade enzimética
foi detectada tanto para a cenoura como para o trevo em todas as fontes de N
a0s 60 minutos, exceto, quando a fonte de N foi NO3+NH," onde se observou
atividade da protease somente aos 120min.

Aos 120 minutos quando as RT foram cultivadas em meio MS, a maior
atividade das proteases sugere uma possivel situacdo de estresse, que pode ter
sido responsavel pelo menor crescimento obtido neste meio em comparagéo
com o0 meio minimo, apesar do meio MS apresentar maior teor de N.
Possivelmente, a reducdo de carbono limitou a assimilagdo deste nutriente,

Tal observagéo confirma resultados que indicam resposta de crescimento
negativo em plantas desenvolvidas nestas condi¢bes (Furlani et al., 1986;
Gentry et al., 1989; Zornoza & Gonzéles, 1998) e de que 0 meio NO;+NH,*
pode ser toxico (Sato et al., 1998).

Quando se compara a atividade das proteases com a quantidade de
proteina obtida do extrato enzimatico (Figuras 7 e 8) pode-se observar que a
atividade da enzima ndo se deve a presenca de maior teor de proteina
enzimética, uma vez que maior atividade foi obtida para 0 meio NO;+NH,*
enquanto que, as maiores quantidades de proteina enzimatica ocorreu nos
meios com N-organico, tanto para a cenoura como para O trevo.
Provavelmente, este comportamento esta relacionado ao desenvolvimento lento
das raizes cultivadas em fontes de N orgénico, em comparagdo com 0 N-

inorganico (Fotos 1, 2, 3 e 4).
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Figura 7. Atividade das proteases (umol/g pf) aos 60 e 120 minutos de incubagéo, em
raizes transgénicas de cenoura e trevo aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letras iguais para a mesma raiz, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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Figura 8. Quantidade de proteina do extrato de proteases (ug/g pf) em raizes
transgénicas de cenoura e trevo aos 81 dias de cultivo em diferentes meios.
Letras iguais para a mesma raiz, nao diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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Segundo Buchanan-Wollaston (1997) as proteases podem estar presentes
nos tecidos em formas ndo ativas, tomando-se ativas em formagdo de estresse ou
senescéncia (que também é um tipo de estresse). De acordo com os resultados
observados para as raizes de cenoura e de trevo, a presenca de altos teores de
proteinas enziméticas (meios com citrato de amoénio e uréia) ndo implicam em
alta atividade das enzimas proteases. Por outro lado, no meio com apenas NOé,
0 teor de proteina foi baixo, mas a atividade enzimética foi similar a obtida para
0S meios com uréaou citrato de aménio. Porém, no meio com N03' + NHj1
houve alta atividade de protease, mas o teor de proteinas enzimaticas baixo
(com valor proximo ao encontrado para 0 meio com NO 3 ) (Figuras 7 e 8).

Estes resultados indicam que a atividade das proteases pode ser acionada
por condigdes de estresse relacionadas com o excesso de NH 4Jf COmo
observado quando as raizes cultivadas no meio com elevado teor de N na forma

- +
de NO3 + NH4
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5 - CONCLUSOES

As raizes transgénicas de cenoura e de trevo, apresentaram maior
producéo de biomassa quando cultivadas em meio com N-mineral, em niveis
nao toxicos.

De acordo com os resultados obtidos, 0s meios mais propicios a
propagacdo de RT de cenoura e de trevo seriam os que tivessem N na forma
inorganica meio minimo e MS. Entretanto, a utilizacdo desses, deve estar
condicionada ao uso experimental das mesmas, pois ocorre aumento da
atividade das proteases nessas condicoes.
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CapPiTuLO 11

ESTUDO METABOLICO DE RAIZES TRANSGENICAS (Ri T-DNA)

DE CENOURA. (Daucus carota L.) E DE TREVO (Trifolium repens L.)

EM SIMBIOSE COM MICORRIZA ARBUSCULAR (Glomus clarum)
EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA



56

RESUMO

Apesar dos beneficios dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) as
plantas, a impossibilidade do cultivo desses fungos em sistema in vitro, limita
0s estudos metabolicos sobre essa simbiose e a producdo de indculos, pois o
FMA sO se propaga na presenca de tecido vegetal metabolicamente ativo.
Entretanto, com a manipulacdo genética € possivel modificar raizes,
introduzindo DNA de plasmidio bacteriano indutor de enraizamento (Ri T-
DNA), de maneira que as raizes se propaguem em meio de cultura, e possam
ser usadas como substrato para a colonizagdo por FMA. No entanto, pouco €
conhecida a simbiose entre FMA e raizes transgénica (RT). O objetivo deste
trabalho foi avaliar o metabolismo das RT de cenoura (Daucus carota L.) e
trevo (Trifolium repens L.) em dois experimentos, quando em simbiose ou néo
com FMA (Glomus clarum), em dois meios de cultivo, minimo e MS. O
delineamento experimental foi um fatoria inteiramente ao acaso, para as raizes
de cenoura e de trevo. Tanto as raizes de cenoura como de trevo, apresentaram
maiores teores de N-amino, N-amonio, atividade da GS, GOGAT, GDH,
proteases e proteina, quando cultivadas em meio MS, com valores mais
elevados no inicio do crescimento vegetativo. Porém, com o desenvolvimento
do processo de senescéncia, os valores dos parametros de N-amino, aglcares
sollvels, N-aménio e atividade da enzima GS, decresceram, paralelamente ao
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aumento das enzimas GOGAT, GDH e proteases, independente do meio de
cultivo ou presenca do FM. Os resultados demostraram que quando as RT
apresentaram a maxima producéo de biomassa (aos 49 dias do cultivo das
raizes), exauriram do meio de cultivo, nutrientes e principalmente carbono, que
influenciou no desencadeamento do processo de senescéncia (84 dias). Com o
aumento da senescéncia (131 dias) das raizes, ocorreu uma maior degradacéo
dos tecidos radiculares, que foi caracterizada pelo aumento das enzimas
catabdlicas, proteases e GDHd, que atuam na degradacdo das proteinas,
liberando os aminoécidos (amida, glutamina), produzindo esqueletos de
carbono e energia, que podem se utilizados para reincorporar 0 N-Reciclado,
através da enzima GDHa e da GOGAT. Os resultados indicam que a via
GS/GOGAT, caracteristica dos tecidos vegetais deixa de atuar em sincronismo,
sendo substituido por GDH/GOGAT em condic¢des de estresse ou senescéncia,
quando h& excesso de amdnio.
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ABSTRACT

In spite of the benefits of the fungus mycorrhizal arbuscular (FMA) to
plants, the impossibility of the cultivation of those fungus in vitro, limited the
metabolic studies and the inocule production, because FMA only propagate in
the presence of plant tissue active metabolically. However, with the genetic
manipulation it is possible to modify the roots, introducing DNA of roots
inductor bacterial plasmidium (Ri T-DNA), so that the roots propagate in culture
culture media, and that can be used as substratum for FMA colonization.
However, little is known on the metabolism of these roots and its symbiosis
with FMA and roots transgénic (RT). The objective of this work was to
evaluate in two experiments the metabolism of carrot RT (Daucus carota L.)
and clover (Trifolium repens L.), when in symbiosis or not with FMA (Glomus
clarum), in two cultivation media, minimum and MS. The experimenta design
was a completely randomized factorial, for both carrot and clover roots. Carrot
as well as clover roots, presented higher contents of N-amino, N-ammonium,
activity of GS, GOGAT, GDH, proteases and protein, when cultivated in a MS
media, with higher values in the beginning of the vegetative growth. However,
with the development of the senescence process, N-amino, soluble sugars, N-
ammonium and the enzyme GS activity values, decreased, parallely to the
increase of the enzymes GOGAT, GDH and proteases, independent of the
growth media or presence of FM. The results showed that when RT presented
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the maximum biomass yield (after 49 days of roots cultivation), exhausted the
cultivation media, nutrients and mainly carbon, that influenced the
development of the senescence process (84 days). With the increase of roots
senescence (131 days) roots, it a higher degradation of the radicular tissues,
was observed which was characterized by an increase of the catabolic
enzymes, proteases and GDHd, that act in the degradation of the proteins,
liberating the amino acids (amida, glutamina), producing skeletons of carbon
and energy, that cannot been used for reincorporate N - Recycled, through the
enzyme GDHa and of GOGAT. The results indicate that the GSYGOGAT path,
characteristic of the vegetable tissues stops acting in synchronism, being
substituted by GDH/GOGAT in stress conditions or senescence, when there is

excess of ammonium.
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1- INTRODUCAO

As micorrizas sdo associaghes mutualisticas entre raizes e fungos que
constituem uma simbiose complexa, com varias interagbes. Os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) apenas esporulam em associagdo com raizes
metabolicamente ativas, uma vez gque, necessitam de substrato energético
produzido pelo vegetal, para completar o0 seu ciclo de vida

Apesar do estudo dos processos de colonizagdo de FMA ter recebido
maior impulso a partir da década de 60, o cultivo dos FMA em condicoes
axénicas representa um grande desafio da pesquisa ha érea da biologia de
plantas e fungos (Mugnier & Mosse, 1987; Varma, 1995). S6 a partir da
utilizagdo de raizes geneticamente transformadas, foi possivel um grande
avango da pesquisa nessa area, com alguns trabalhos que apresentaram
respostas positivas de esporulagdo de FMA em RT (Bécard & Piché, 1992;
Berbara, 1995).

Apos terem sido superadas as dificuldades para se obter colonizagéo e
esporulagdo de FMA em sistemas in vitro, varios trabalhos tém sido
desenvolvidos com o proposito de elucidar os principais fatores relacionados
com essa associacdo simbidtica, desde a fase de pré-infeccdo até a esporulacéo
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dos FMA (Bécard & Piché, 1992; Fonseca, 1994; Berbara, 1995).

E sugerido que a esporulaco dos FMA é estimulada durante a
senescéncia ou influéncia de estresse sofrido pelo vegetal, apesar do sinal que
desencadeia 0 processo de esporulagdo micorrizica ainda ser motivo de muitas
pesquisas. As hipdteses baseiam-se no fato de que durante o processo de
senescéncia a disponibilidade de metabolitos fornecidos pela planta hospedeira
ao fungo micorrizico tornam-se limitadas e diferenciadas, pois nesta fase o
catabolismo toma-se intenso, visando a manutengdo das atividades do vegetal,
cessando 0 processo de simbiose. Durante esta fase, ha aumento da atividade
das enzimas hidroliticas, principaimente das proteases, aém da producéo de
compostos fendlicos e modificagdes no metabolismo do carbono (Huffaker &
Tansley, 1990; Brzin & Kidric, 1995; Lambas, 1997; Berbara & Fonseca,
1996).

Portanto, para se entender a esporulagdo micorrizica, faz-se necessario
ndo apenas estudos sobre o sistema de producéo in vitro com o uso de raizes
transformadas geneticamente, mas também devem ser avaliadas as
modificagbes metabdlicas que ocorrem neste sistema de cultivo, ja que elas
podem influenciar a esporulacdo dos FMA.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi acompanhar e avaliar o
metabolismo das RT de cenoura (Daucus carota L.) e de trevo (Trifolium
repens L.), nos diferentes estadios das RT associadas ou ndo aos FMA,
desenvolvidas em diferentes meios de cultivo.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1- ASSOCIACOES MICORRIZICAS E SEU PAPEL NA NUTRICAO
MINERAL DE PLANTAS

2.1.1- Associacfes com fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

Os fungos micorrizicos arbusculares proporcionam maior capacidade de
crescimento das plantas hospedeiras, devido ao melhor suprimento de
nutrientes minerais de baixa mobilidade no solo, principamente o fosforo (P).
As hifas externas do fungo, sdo capazes de absorver e de transportar para a
planta hospedeira os nutrientes do solo além da zona de deplecéo da raiz
(Thompson, 1986; Tinker et al., 1992).

Os FMA absorvem nutrientes como P, Zn, Cu, N, Ca, Mg, S, Mn, e K,
porém, a percentagem desses nutrientes absorvidos pelos FMA é variavel,
dependendo da espécie vegetal e do fungo (Lambert & Weidensaul, 1991,
Kothari et al., 1991; Marschner & Dell, 1994; Cliquet, et a., 1997).
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A efetividade do FMA em fornecer o P para a planta hospedeira €
variavel com a espécie de FMA, sendo que apenas 0 parametro “colonizagdo
das raizes’, € insuficiente para avaliar essa eficiéncia. Deve ser levado
também em consideracd@o, 0 desenvolvimento e a atividade da hifa externa, a
taxa de transporte na hifa e ainteracdo do soluto na interface raiz da planta
hospedeira-arblsculos. Estudos revelam que apenas uma por¢do da hifa
externa é ativa e essa atividade diminui a medida que a hifa se distancia da raiz
hospedeira (Silvia, 1988; Bethlenfalvay & Franson, 1989; Rau et d., 1990).

Nas associagOes planta-FMA ndo ocorrem alterages morfoldgicas e as
hifas do fungo se desenvolvem tanto no interior da raiz, na regido do cortex
formando os arbusculos, como externamente, formando o micélio. Enquanto a
hifa absorve da solu¢do do solo os nutrientes minerais, nos arbusculos, regides
de interface fungo-planta, ocorrem troca de metabdlitos (Siqueira & Franco,
1988).

Apesar de apresentar um pequeno didmetro, a hifa do FMA possui uma
grande area superficial. Polifosfatos sdo acumulados em seus vaclolos e
servem como reserva de energia e uma fonte primaria de ATP. Estes
polifosfatos s@o importantes polidnions que podem interferir no balanco de
cations e anions dos fungos, retendo cations como potassio e magnésio e
aminoacidos basicos como glutamina e arginina. Dentro da hifa ativa, hd um
fluxo bidirecional de carboidratos, nutrientes minerais, polifosfato entre outros
(Jennings, 1989).
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2.1.2 - Absorcdo de N em associacBes micorrizicas

As plantas quando em associagOes com fungos micorrizicos sGo capazes
de absorver mais nitrogénio, sendo o N transferido da solucéo do solo para a
planta via FMA (Hatch, 1937; Read & Stribley, 1973; Paulino et a., 1994;
Cliquet et a., 1997).

As hifas externas dos FMA sdo capazes de absorver o N da solucdo do
solo e o transportar para a planta hospedeira, em uma proporcéo de 20% a
31% maior que em uma planta ndo micorrizada (Ames et al., 1983; George et
a., 1992).

O N inorganico pode ser absorvido através das hifas extemas dos FMA,
tanto na forma de NOy como de NH,* (Bago et al., 1996). Na literatura,
existe um grande ndmero de informagfes sobre uma maior eficiéncia na
absorcdo e assimilagdo de N-NH 4+ por plantas quando estas estdo associadas
aos FMA, refletindo num maior crescimento nestas plantas hospedeiras (Ames
et al., 1983; Bellel & Carvaho, 1992; Marschner, 1995). Esses resultados, em
geral, sdo provenientes de estudos realizados em regides de clima temperado,
na qual a preferéncia e/ou eficiéncia da utilizagdo do NH,* nas associagOes
micorrizicas pode ser atribuida a maior predominancia de ionsNH,* em relacéo
a0 NOj;™ nestes solos. No solo, 0 NH,* ndo é movel, sendo provavelmente
absorvido por estas associagbes com mais eficiéncia, uma vez que, as hifas
extemas dos FMA aumentam a area de superficie das raizes, proporcionando
consequentemente uma maior absor¢do dos nutrientes (Siqueira & Franco,
1988; Urquiaga et d.,1993; Marschner, 1995; Bago et a., 1996).

Quando o N é absorvido na forma de NO;™ este deve ser reduzido para
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que seja assimilado, o que requer um grande gasto de energia. A agdo da luz
nos tecidos fotossintetizantes, fornecera através dos fotossistemas a energia
necessaria. Deste modo, a energia luminosa pode ser considerada um dos
fatores limitantes na absorcdo deste ion (Marschner, 1995; Srivastava, 1995;
Pimentel, 1998).

2.1.3 - Desempenho das associagbes micorrizicas na utilizagdo de NQOs

Estudando a associagdo micorrizica nas especies arbdreas, cinamomo
(Melia azedarach), fedegoso (Senna macranthera), jacaranda mimoso
(Jacaranda mimosafolia) e cassia verrugosa (Senna multijuga), utilizando-se
uma mistura de FMA Glomus etunicatum e Gigaspora margarita em solucéo
nutritiva com diferentes fontes de nitrogénio, NOs, NHs" e NH4NOs,, Pereira et
al. (1994) observaram maior crescimento vegetativo das plantas tratadas nas
fontes de N nitricas, com exce¢do apenas para 0 jacaranda.

Bago et al. (1996) também observaram que 0 NOs;™ € absorvido por
micélios extra radiculares de FMA Glomus intraradices.

As RT sdo cultivadas em meio com N na forma nitrica, mas néo é
conhecido o metabolismo dessas raizes nessa fonte de N. Sabe-se apenas, que
as associagcdes micorrizicas de raizes transformadas (Ri T-DNA) de cenoura e
de trevo inoculadas com FMA, apresentaram significativas taxas de
esporulacdo, quando essas espécies sdo cultivadas em Meio Minimo - MM,
cuja fonte de N é constituida apenas de NO'; (Bécard, & Fortin, 1988; Bécard
& Piché, 1992; Berbara, 1995).
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O pesoseco de raizes e parte aérea de Picea abies associada a FM
Pisolithus tinctorius, quando cultivadas em sistema hidrop6nico com fonte de
N na forma de nitrato, apresentaram maior desenvolvimento em relagéo a
testemunha, porém os valores ndo diferiram significativamente entre si. Quando
afonte de N foi 0 amonio, esses resultados foram inferiores ao da testemunha
(Eltrop & Marschner, 1996).

Em raizes de trevo colonizadas por FMA, foi observado uma maior
atividade da enzima NR, quando as plantas foram cultivadas em meio com
nitrato. Foi sugerido que esta resposta ocorreu em virtude a uma melhor
nutricdo fosfatada, uma vez que esses fungos sao capazes de absorver mais este
nutriente (Oliver et a., 1983).

2.1.4 - Desempenho das associagdes micorrizicas na utilizacio de NH;*

As associagbes micorrizicas absorvem N preferenciamente na forma
amoniacal. As hifas dos fungos sdo capazes de absorver NHs* em baixa
concentragdo quando comparado com as raizes ndo colonizadas pelo fungo
(Karunaratne et al., 1987; Siqueira & Franco, 1988). Foi também observado
que o desenvolvimento de hifas externas de Glomus intruradices € favorecido
pela adicdo de NH," a0 solo (Johansen et al., 1994).

O N naformadeNH," pode ser téxico para o cultivo de tecido vegetal
in vitro, e portanto, ndo deve ser fornecida como Unica fonte de N em meio de
cultura, mas segundo Torres & Caldas (1990), pode contribuir com até um
terco do total de N fornecido ao vegetal.
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Coxwell & Johnson (1985), determinaram em plantas micorrizadas,
como melhor relacéo de fontes de N, a que apresentava 75% de NOs;™ e 25%
de NH4*, com esta propor¢éo as plantas micorrizadas apresentaram o dobro do
contelldo de aminoécidos, do que as plantas ndo micorrizadas.

Os FMA podem absorver N tanto através da via GSYGOGAT como
GDH. A via GS/GOGAT é mais importante quando os niveis de NH;" sfo
baixos. Em niveis elevados predomina a GDH, provavelmente, devido ao
devado Km desta enzima pelo substrato (Plassard et d., 1986; . John et d.,
1985; Karunaratne et al., 1987). A assimilacdo de aménia pela via GSGOGAT
foi citada também em associagdes de milho com o Glomus fasciculatum e em
Allium cepa com Glomus mosseae (Smith et al., 1985).

Em hifas de FMA Giomus intraradices, a concentragdo de aminoéacidos
decresceu em 30% quando foram submetidas a uma substéncia inibidora de
GOGAT, mais conhecida por “Albizzine”, indicando deste modo, que as hifas
do Glomus intraradices possuem o0 sistema enzimédtico GS/GOGAT, para
assimilar o N inorgénico na forma de NH,*. Foi observado em fungos
ectomicorrizicos basidiomicetos, que a assimilacdo de N também ocorre
através da via GS/IGOGAT (Kershaw & Stewart, 1992; Chalot et al., 1994;
Johansen et a., 1996).

Quoreshi et a. (1995), observaram que no metabolismo do N em fungos
ectomicorrizas, a GDH-NADPH foi predominante na assimilacdo do aménio,
em relacdo a atividade detectada para a GDH-NADH e GS. O nivel de
atividade da enzima GDH-NADPH foi de aproximadamente 50 vezes ao da
enzima GS durante o periodo exponencia do crescimento de ectomicorriza. A
atividade das enzimas GS e GDH-NADPH foi maior quando o N foi suprido na



forma de NOs™ e paa a enzima GDH-NADH, foi maior em NH,".

2.1.5 - AssociacOes de leguminosas com fungos micorrizicos

As leguminosas, através de seu grande potencial de fixar 0 N
atmosférico quando em associacOes com bactérias, contribuem para 0 aumento
do N nas associagbes micorrizicas.

O crescimento de leguminosas inoculadas com FMA em solos com baixo
P, pode aumentar a nodulacdo, fixacdo de N, e crescimento da planta
hospedeira, devido a uma maior exploracdo de superficie de solo pelas hifas
dos fungos (Brown et al., 1988).

As hifas externas dos FMA podem funcionar como uma ponte entre
plantas, fazendo transferéncia de nutrientes, até mesmo entre espécies
diferentes. Ta transferéncia é possivel também para o N, entre leguminosas e
ndo leguminosas, como foi observado entre a soja e 0 milho (Hamel & Smith,
1992).

2.1.6 - Associacfes com ectomicorrizas

A nutricdo mineral da planta hospedeira de fungos ectomicorrizicos
possui semelhanca com as associagbes de FMA. Entretanto, ha algumas
diferencas em termos de arranjo de estrutura fangica na raizes e mecanismo de

aquisicdo de nutrientes (Siqueira & Franco, 1988; Bellei & Carvalho, 1992).
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Morfologicamente, as ectomicorrizas apresentam estrutura fungica
constituida de micélio, manta fungica e a rede de Hartig. O micélio circundante
tem funcdo de transportar agua e nutrientes da solucéo do solo para a planta
hospedeira. A manta flngica, constitui o local de armazenamento e a rede de
Hartig, regido de trocas entre os simbiontes, que inclui a interface fungo-
hospedeiro. Entretanto, ha varios tipos de ectomicorrizas e estas podem
apresentar caracteristicas morfologicas distintas (Harley, 1969; Bellel &
Carvalho, 1992).

Em associacdes de plantas com ectomicorrizas até 90% da zona apical
da raiz pode ser coberta pela manta fangica (Marschner, 1995).

Dos fotossintatos, a sacarose, € citada como a principal forma de
carbono requerida pelo fungo ectomicorrizico. A sacarose translocada e
hidrolisada em glicose e frutose, que rapidamente se convertem em substancias
de reserva (trialose, manitol e glicogénio) para o fungo. Estes carboidratos néo
sao diretamente utilizaveis pela planta. O dreno a partir da fonte de producéo é
mantida, uma vez que as substancias de reserva sdo consumidas pelo fungo,
que em conseqliéncia, estimula a translocagdo de sacarose para a raiz, o que
por sua vez, por feed back ira estimular a fotossintese (Harley & Smith, 1983;
Bellei & Carvaho, 1992).

O micélio circundante, apresenta uma grande variagdo em Sua espessura,
e € ele que torna a ectomicorriza mais eficiente na absorcdo de nutrientes,
particularmente quando estes se encontram em niveis limitados ou quando sdo
rel ativamente iméveis na solucio do solo, como os fons, Cu?*, Zn?**, SO,* e
NH,*, que sio absorvido em maior proporcdo devido as hifas (Agerer, 1987;
Belle & Carvaho, 1992).
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2.2 - USO DE MICORRIZAS E DIFICULDADES PARA A PRODUCAO
DE INOCULO DE FMA

2.2.1 - Uso de micorrizas

O uso de fungos micorrizicos, seja ele obtido através de inoculacéo ou
de ocorréncia natura, pode resultar em beneficios nutricionais para a planta
hospedeira. A melhora no estado nutricional, pode permitir maior adaptacdo ao
ecossistema, aumentando a capacidade de sobrevivéncia e crescimento inicial
de mudas transplantadas. Pode também ser observado uma reducdo de perdas
provocadas por fatores hidticos como pragas e doengas, resultando em uma
maior produtividade em solos pobres, aém de uma maior toleréncia da planta
ao estresse abidtico (Siqueira & Franco, 1988; Newsham et a., 1995; Varma,
1995).

O Brasil possui uma grande area de solos extremamente lixiviados,
acidos e distroficos, como os solos de cerrado. Do ponto de vista socio-
econdmico essas regifes possuem pouca infra-estrutura, com produtividade
agricola limitada pelo baixo nivel de insumos utilizados (Sieverding & Saif,
1984; Marschner, 1995). Essa limitagdo pode ser superada com o emprego de
tecnologias de baixo custo, como a utilizacdo de inoculo de fungos
micorrizicos, a exemplo da utilizagdo de inoculacdo com Rhizobium na cultura
da soja Os FMA possuem um grande potencial, principaimente em solos
pobres e com déficit hidrico e ha também um grande nimero de culturas com
elevada dependéncia micorrizica (Siqueira et al., 1994).

Os FMA interferem no controle do ciclo do carbono da planta
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hospedeira, como um importante dreno desse elemento da atmosfera (Harley &
Smith, 1983; Vogt et al., 1991), e contribuem como importante agente
agregante com acgdo fisica e biologica, gjudando na estruturacéo de
comunidades vegetais (Gogala, 1991; Jastrow & Miller, 1991; Francis & Read,
1994; Tidsdall, 1994). Portanto, € justificada a procura dos mecanismos
envolvidos na simbiose com FMA, com o objetivo pratico de aumentar a
producdo de plantas em solos marginais, reduzir o uso de fertilizantes quimicos
e contribuir para uma agricultura sustentavel e menos dependente de insumos.

2.2.2 - Dificuldades para a producdo de indculo de FMA

A tecnologia para a produc@o de inoculantes esté bastante desenvolvida
para fungos ectomicorrizicos, existindo varias patentes de producéo nos EUA e
paises da Europa, mas estd pouco desenvolvida para os FMA. A fata de
inoculante de aceitacdo comercial e de um padréo oficial para seu controle de
qualidade, constituem os principais obstéculos para o uso dos FMA (Siqueira e
Franco, 1988).

A producéo de esporos e de outros propagulos gque constituem o inéculo,
tem sido um grande obstaculo, pois devido ao seu carater biotréfico, os FMA
sO esporulam em associagdo com a planta hospedeira.

Até o presente momento, indculos de FMA sdo produzidos de maneira
artesanal, com 0 uso de planta multiplicadora em substrato. No entanto, varios
outros métodos vem sendo propostos, entre eles os sistemas hidropbnico e
aeropdnico; e mais recentemente, a utilizacdo de raizes transformadas
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geneticamente (raizes transgénicas) (Fonseca, 1994; Berbara, 1995; Souza et
a., 1996).

No sistema hidropdnico, a producdo do indculo apresenta algumas
desvantagens, devido a concentracdo de N e P da solugdo nutritiva e
principalmente pela aeracdo no sistema (Howeler et al., 1982; Menge, 1984;
Mosse & Thompson, 1984). Ja no sistema aeropdnico, a producéo pode ser de
5.082 e 156.336 esporos de Entrophospora colombiana g.” de matéria seca de
raizes de batata doce em periodos de 70 e 89 dias da inoculacéo,
respectivamente (Souza et a., 1996b).

Com o desenvolvimento de raizes transgénicas, que sao raizes
destacadas cultivadas in vitro, foi possivel a esporulagdo dos FMA em um
sistema onde ocorre maior controle de qualidade do inoculo. A partir de um
unico propagulo de FMA pode ser produzido milhares de esporos (Fonseca,
1994, Berbara, 1995).

2.3 - USO DE RAIZES TRANSGENICAS

2.3.1- Raizes transgénicas e sua associacdo com os FMA

Raizes transgénicas sdo utilizadas para os estudos de associacoes
micorrizicas devido os FMA serem simbiontes obrigatérios. Este método
permite a associacdo entre fungo e raizes metabolicamente ativas, aém de
apresentar um facil manuseio in vitro. Estas raizes sdo desenvolvidas na
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auséncia de promotores de crescimento. Sendo cultivadas por um longo periodo
de tempo, apresentam estabilidade das caracteristicas fenotipicas e genotipicas
dos simbiontes envolvidos;, além de ser um sistema de cultivo controlado,
permite o estudo fisiolégico de RT colonizadas por FMA, em especia do
metabolisno do N.

As raizes transgénicas transformadas com o vetor Agrobacterium
rhizogenes (Ri T-DNA) podem ser cultivadas em sistemain vitro por longos
periodos, 0 que possibilita a associagdo com FMA e o estudo desta simbiose
(Fonseca, 1994; Berbara, 1995).

O cultivo destas raizes € possivel com o fornecimento ao meio de cultura
de uma fonte de carbono (como sacarose) ou na presenca de um fluxo continuo
de CO, e luz incidente, o que possibilita a obtencdo de raizes
fotossinteticamente ativas ou fotoautroficas (“raizes verdes’) (Flores et al.,
1993; Berbara & Fonseca, 1996).

As raizes verdes podem ser indicadas para o estudo do metabolismo do
carbono em associagbes micorrizicas. Estas raizes apresentam cloroplastos em
suas celulas corticais, desenvolvidas pela exposico a luz. Em seus processos
metabolicos 0 CO, (do ambiente atmosférico simulado) é fixado em células
corticais onde os niveis de clorofila e Ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase-
oxidase (RUBISCO) sdo semelhantes aos encontrados em folhas de plantas
ndo transgénicas (Flores et al., 1993).

O gstema com RT apresenta a vantagem de manter as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas dos organismos envolvidos, possibilitando assim, o
controle dos mecanismos hioquimicos e fisiologico envolvidos nos processos
de colonizagcdo e de esporulacdo dos FMA, por permitir o acompanhamento
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dos estadios de desenvolvimento dos simbiontes de maneira ndo destrutiva.

A taxa de esporulacéo de FMA em RT aumenta com o tempo de
colonizagcdo (Fonseca, 1994). Ta fato pode estar relacionada com algum tipo
de estresse ou senescéncia das raizes transgénicas. Estes dados indicam que a
esporulacdo € controlada pelo hospedeiro, provavelmente através de
modificagbes no metabolismo do carbono e / ou em seu balanco hormonal ou

enzimético (Berbara & Fonseca, 1996).

24 - METABOLISMO DE N EM RAIZES MICORRIZADAS

Alguns trabalhos relatam que mudancas consideraveis no metabolismo
de N nos simbiontes podem ocorrer com 0 desenvolvimento de ectomicorrizas,
influenciadas tanto pela espécie de fungo como pela espécie de planta
hospedeira. O desenvolvimento e a atividade metabdlica dos simbiontes, pode
adterar a biossintese e distribuicdo de enzimas envolvidas no metabolismo de N
(Martin et al., 1992; Martin & Botton, 1993; Botton & Chalot, 1995).

Em fungos ectomicorrizicos, 0 N € absorvido da solugéo do solo tanto na
forma de nitrato como de amanio, através das hifas do fungo. A assimilacéo do
amoénio ou do nitrato reduzido, é iniciada nas células extra matricial e também
na manta fungica quando entdo é incorporada em glutamina e glutamato,
atraves da GS e GDH, respectivamente. A glutamina € transportada através da
manta fungica e rede de Hartig, quando entdo a enzima GOGAT pode torna-se
a mals importante na producéo de aspartato e asparagina pela via GS/GOGAT
(Chaot et ., 1991; Martin et d., 1992).
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A enzima GDH, parece ter um papel pouco significativo na assimilacéo
de amoénio em fungos ectomicorrizicos, exceto em elevada concentragdo de
amonio, em que essa enzima é acionada, devido a0 seu elevado Ky (Martin et
a., 1992).

Fungos micorricos sdo capazes de utilizar proteinas sollveis e
aminoacidos como fonte de N (Abuzinadah & Reid, 1986). A glutamina € a
forma de N mais encontrada nos fungos ectomicorrizicos, e a arginina e a
citrulina, nos FMA formados (Cooper, 1984; Genetet et al., 1984).

Em hifas extemas de Glomus intraradices em simbiose com a Cucunis
sativa L., foi encontrado no pool de aminoéacidos livres glutamina, glutamato,
aspartato e aanina, correspondendo a 91-94% do total, embora os valores de
omitina, serina e glicina tenham sido baixas. Asparagina foi 0 aminoacido
dominante, congtituindo 70% do pool de aminoacidos livres, independente da
fonte de N ser nitrato ou amonio. Segundo Johansen et al. (1996), isto indica
que glutamina e glutamato tem um papel chave na entrada de N em compostos

organicos e como percursores de outros aminoéacidos.

25 - METABOLISMO DE N EM ASSOCIACOES DE RAIZES
TRANSGENICAS (Ri T-DNA)

As raizes transformadas Ri T-DNA de diferentes dicotiledoneas podem
ser cultivadas em meios com apenas NOj', alguns aminoécidos e vitaminas,
como Glicina, Tiamina, Piridoxina, Acido Nicotinico e Mio inositol, além de

sacarose e 0S outros nutrientes essenciais ao metabolismo norma do tecido
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vegetal (Bécard & Fortin, 1988; Fonseca, 1994; Berbara, 1995).

Desenvolvidas em placas de Petri, contendo meio de cultivo e seladas
com parafilme ou algum tipo de filme pléstico e cultivadas por um longo
periodo de tempo, as raizes transformadas Ri T-DNA sdo capazes de absorver
praticamente todos os nutrientes do meio. Neste sistema de cultivo, quando as
raizes entram em senescéncia elas dispdem apenas do N-Reciclado para a sua
sobrevivéncia, principalmente, porque o N do meio de cultivo € todo
consumido. Durante a senescéncia, a deaminagdo dos aminoécidos, o
catabolismo de proteinas e a biossintese de lignina, produzem N na forma de
amonio, que nestas condigdes, pode ser incorporado aos tecidos radiculares
atraves das vias, GDH e GS /| GOGAT (Srivastava & Singh, 1987; Hageman &
Bellow, 1990; Chalot et al., 1994; Johansen et al., 1996).

2.6 - COMPARACAO DO METABOLISMO DE N EM RAIZES
MICORRIZADAS E NAO MICORRIZADAS

A absorcdo de N pelas raizes micorrizadas ou ndo pode ser tanto na
forma de NH;* como de NOj. Raizes de plantas hospedeiras e fungos
ectomicorrizicos, preferem absorver o N na forma de NH;* , provavel mente,
por ser uma forma de N ja reduzida. Em fungos ectomicorrizicos, ndo ha muita
capacidade de reserva de NOs™. Algumas espécies sdo capazes de reduzir o
NO;™ eficientemente, em ordem similar a magnitude de plantas superiores.
(Plassard et d., 1991).

As raizes sdo estruturas ndo fotossintéticas e como a reducéo de NQOs
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requer um grande consumo de energia, as RT utilizam energia proveniente da
oxidacdo de aglcares absorvidos do meio. Entretanto, a concentracdo de
acUcares sollveis em raizes, pode ser muito baixa em algumas espéecies
vegetals durante todo o ciclo de cultivo (Souza et a., 1996a).

Os fungos ectomicorrizicos, sdo capazes de assimilar N em suas
estruturas fungicas, aravés das enzimas GS e GDH. A atividade da enzima
GOGAT é acionada a partir da regido de interface, fungo-planta. A atividade
da enzima GDH, apresenta caracteristicas semelhantes em tecidos radiculares
e fungicos, quanto a questdo do seu elevado Ky, que requer elevada
concentracdo de NH,4* para o seu funcionamento (Chalot et a., 1991; Martin et

d., 1992).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- MEIOS PARA O DESENVOLVIMENTO DAS RAIZES TRANSGENICAS

A partir dos resultados obtidos em estudo das RT em diferentes meios
com N nas formas organicas e inorganicas, foi possivel definir os seguintes
meios de cultura para a realizagdo dos outros experimentos. MS (Murashige &
Skoog) e minimo (Bécard & Piché, 1992) (Tabela 1).

Os meios escolhidos para 0 desenvolvimento das RT, sdo utilizados
freqlientemente no sistema in vitro. O meio minimo (com apenas NO;” como
fonte de N) que possui 38,59 mg N/L ja vem sendo utilizado para o cultivo
dessas raizes (Fonseca, 1994; Berbara, 1995) e 0 meio com NOy+NH,", (meio
MS, com 551,75 mg N/L naforma de NOj e 288,75 mg N /L na forma de
NH,4" é freqilentemente utilizado em culturas de tecidos vegetais (Maciel et al.,
1995; Zanette et al., 1995, Kunz & Lovato, 1998).
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Tabela 1 - Concentragbes e propor¢oes de cada fonte de N nos meios.

Meios* NO; (mg N/litro)  NH4" (mg N/litro)  Propor¢do NO;:NH,"
Minimo 38,59 - 100:0
MS 551,75 288,75 66: 34

*MM - Minimo, com N-NOjy’
MS - Murashige & Skoog, com N-NO;+NH,’

A concentracdo de solidificante (Gel-gro) dos meios de cultivo foi
reduzida de 5.000 mg/L para 4.000 mg/L , com o objetivo de facilitar a retirada
das raizes para compor as amostras. No momento da coleta, as placas foram
vertidas em uma peneira e as raizes retiradas do meio com o auxilio de jatos de
agua.

O delineamento estatistico utilizado foi em blocos inteiramente ao acaso,
sendo os tratamentos arranjados em um fatorial 2 X 2 X 3 (dois meios,
presenca ou auséncia do Glomus clarum e trés coletas), com trés repeticoes,
sendo cada uma constituida de 6 placas de Petri, tanto para as raizes de
cenoura como de trevo.

Os meios com as diferentes fontes de N na forma inorganica foram
preparados e vertidos em placas de Petri (20 cm de didmetro) descartavel com
capacidade de 55 ml de meio, seladas com parafilme e estocadas até o
momento da repicagem das raizes transgénicas, Trés segmentos de 3 cm de
raizes transgénicas de cenoura (Daucus carota L.) ou trevo (Triflium repens
L.), foram repicados em cada placa com os diferentes meios, seladas com
parafilme e estocadas em camara termostética com temperatura constante de
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22°C na auséncia de luz.

3.2 - PREPARO DOS ESPOROS DO Glomus clarum

O inoculo de G. clarum foi obtido de potes de multiplicagdo com solo
como substrato, sendo os esporos extraidos através do método de decantacéo e
peneiramento como descrito por Gerdemann & Nicolson (1963). Com a
eliminacdo dos detritos organicos e inorganicos, o material foi centrifugado em
uma solucdo de sacarose de 50% (v/v), por 2 minutos em 1500 rpm. O
sobrenadante foi coletado em uma peneira com 106 mm de abertura e 140 mesh
de malha., lavados em &gua corrente e selecionados com o auxilio de uma lupa,
para posterior desinfestacio, como descreve a metodologia de Bécard & Fortin
(1988), com algumas modificages.

Em uma camara de fluxo laminar e sobre um vidro de rel6gio préximo de
uma chama de lamparing, os propagulos foram cobertos por uma solucéo de
Tween-20 na concentracdo de 0.05 % (v/v), por 1 minuto, com a finalidade de
reduzir a tensdo superficial. Uma solucéo de cloraminaT 2% (p/v) foi filtrada
em filtro Millipore com abertura de 0.22 um, por um periodo de 15 minutos. A
solugdo foi retirada com o auxilio de pipeta Pasteur até o nivel dos esporos,
quando colocou-se uma mistura de antibioticos constituida de Estreptomicina
200 mg/L e Gentamicina 100 mg/L, por um periodo de 50 minutos, sendo essa
solucdo de antibidtico trocada cinco vezes. Os esporos foram colocados em
frascos de vidro estério com a solugdo de antibidtico ja citada e incubados por

um periodo de 15 dias.
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Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, os esporos foram colocados em
placas de Petri que ja continha os meios de cultura, as placas foram
acondicionadas a temperatura ambiente para germinar.

Apos um periodo de aproximadamente 15 dias, 0S esporos viavels
germinaram e foram inoculados (2 esporos por placa) nas raizes de cenoura e
trevo que ja estavam em desenvolvimento nos meios minimo ou MS. Em
seguida, as placas foram seladas com parafilme e estocadas no escuro em
camara termostética com temperatura constante de 22°C, o experimento de
cenoura foi mantido em uma camara e o0 de trevo em outra, até as datas de
coletas.

As datas das coletas foram realizadas em funcéo do ciclo de crescimento
das raizes e da ssmbiose com 0 FMA:

Coletal - AsRT apresentavam-se em pleno vigor (49 dias apds repicagem das
raizes e 21 dias da inoculagéo do fungo);

Coleta 2 - No inicio da senescéncia das raizes (84 dias apds repicagem das
raizes e 56 dias da inoculacéo do fungo);

Coleta 3 - Quando as raizes apresentavam-se em avangada senescéncia (132
dias apos repicagem das raizes e 111 dias da inoculagdo do fungo).

3.3- MONITORAMENTO DA SIMBIOSE DE RAIZES TRANSGENICAS
DE CENOURA E DE TREVO COM Glomusclarum, EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA.

As raizes de cenoura e de trevo, desenvolvidas em placas de Petri sob
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diferentes tratamentos, foram observadas microscopicamente e filmadas,
duranteo processo de colonizagdo e esporulagdo dos FMA.

O peso fresco, extracéo alcodlica, N-amino livre, aglicares sollvels, N-
nitrato, N-amonio, proteases e proteina foram determinados de acordo com o

item 3 do capitulo I.

3.4 - ANALISE DAS ENZIMAS

3.4.1- Extracdo das enzimas

As raizes de cenoura e de trevo foram cortadas em pedacos de
aproximadamente 2 cm, pesado 1g, colocadas em almofariz, com um volume
de nitrogénio liquido capaz de cobri-las, foram entdo maceradas com um
pistilo. Em seguida, foi acrescentado o tamp&o de extracdo, homogeneizado,
filtrado em gaze e passado para os tubos de centrifuga, colocados sobre gelo.
Os tubos com as amostras foram centrifugados e em seguida o sobrenadante foi
recolhido (em tubos sobre gelo) e iniciada as analises das enzimas de

assimilagcdo do N.

34.2 - ATIVIDADE DA NITRATO REDUTASE - NRA

Para a determinacéo da atividade da NR, 200 mg de raizes frescas foram

colocadas em tubo de ensaio, onde se acrescentou 5 ml de solugéo incubadora
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contendo n-propanol 2%, KNO; 0,02 M* e tampéo fosfato 0,1 M pH 7.5. Os
tubos foram cobertos com papel aluminio e incubados em banho-maria a 30°C
por 30 minutos. ONO5" foi utilizado no meio de incubagdo para se medir a
“atividade potencia”.

Apbés a incubacdo retirou-se para 0 ensaio 0.4 ml da amostra,
acrescentado-se 0.3 ml de sulfanilamida 1%, 0.3 ml de n-nafitil-etileno-diamino
0.02% e deixando-se em repouso por 20 minutos. Em seguida foi adicionado 4
ml de &gua destilada, homogeneizado-se e realizou-se a leitura em 540 nm
contra curva padrdo de NaNO;. Os resultados foram expressos em nmoles de
NO, / g de peso fresco/ hora (Jawroski, 1971).

3.4.3 - Atividade da Glutamina Sintetase - GS

Para a extragdo da enzima, |g de raizes foi macerado em N, liquido por
3 minutos (segundo metodologia de Farnden & Robertson, 1980). Devido as
raizes serem tenras, ndo foi necessario tritura-las. Em seguida acrescentou-se 8
ml do tampdo de extragdo (TrisHC1 0.IM pH 7.8, MgSO, 1M e
Mercaptoetanol) e homogeneizou-se a mistura . Em seguida o material foi
passado por gaze, recolhendo-se o filtrado em tubos de centrifuga dentro do
gelo. Centrifugou-se logo em seguida por 15 minutos a 0°C a 15.000 g,
quando entdo o sobrenadante foi recolhido e conservado em gelo.

Para a reacdo, foram utilizados tubos de aproximadamente 10 ml
contendo: 0,2 ml de tampé&o Imidazol - HCI 0,5M pH 7,5 0,1 ml de solucéo
de Mercaptoetanol 0, M ou Dithiothreitol 0.1 M; 0,| ml de solugdo de MgSO,
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0,4 M; 0,1 ml de Hidroxilamina 0,] M pH 65*; O,/ ml de ATP 0,1 M; O,] ml
de glutamato 0,5 M pH 7,5%; 0,3 ml da amostra e 1,0 ml de H,O.

Todas as amostras foram deixadas em banho-maria a 30°C por 30
minutos, e a reagdo foi paralisada pelo acréscimo de 1.5 ml de solugdo com
FeCls. A leitura foi efetuada em 540 nm, utilizando-se como padréo gama-

glutamil mono-hidroxamato. O controle foi realizado sem o acréscimo de ATP.

3.4.4 - Atividade da Glutamato Sintase - GOGAT

A atividade da GOGAT foi determinada conforme metodologias
de Boland & Benny (1977); Matoh et a. (1980) e Puranik & Srivastava (1990).
Em tubo de ensaio contendo TRISHCI IM pH 7,8, glutamina 75mM, dfa
cetoglutarato 75 mM, foi adicionado uma amostra do extrato do vegetal e o
NADH 1 mM, para iniciar a reacdo. Todos os tubos das amostras foram
deixados em banho-maria com 35°C por 10 minutos e a leitura realizada em
D.O. de 340 mm. Para as amostras controle, foi retirado o afa-cetoglutarato e
acrescentada agua destilada para completar o volume de 3 ml.

3.4.5 - Atividade da Glutamato Desidrogenase - GDH

As andlises da enzima GDH aminacdo e desaminacdo, foram

realizadas segundo metodologia descrita por Cammaerts & Jacobs (1985).
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3.4.5.1- Atividade da GDH aminagdo - GDHa

Em tubo de ensaio contendo Tampao de Incubacéo TRIS-HCL
IM pH 8,0, dfacetoglutarato 0,33M e NH4Cl 3M, foi acrescentada uma
alicota da amostra a ser analisada e NADH 1mM. O tubo foi deixado em
banho-maria a 35°C. A quantidade de NADH consumida foi determinada apds
10 minutos, em 340 nm. A reacdo foi iniciada pela adicdo do NADH e as
amostras controle ndo continham o NH,Cl.

3.4.5.2 - Atividade da GDH - desamina¢do - GDHd

A uma aliquota do extrato das raizes foi acrescentada uma mistura
de Tampao de Incubagdo TRIS-HCI 1M pH 9,4, glutamato 0,6 M e CaCl, 10
mM. Para iniciar a reacdo foi acrescentado em seguida 1 mM NAD®. A
quantidade de NAD* consumida foi determinada apés 10 minutos, em leitura
realizada em D.O. 340 nm. O controle ndo continha glutamato.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - MONITORAMENTO MICROSCOPICO DA SIMBIOSE ENTRE AS RAIZES
TRANSGENICAS DE CENOURA E DE TREVO COM GLOMUS CLARUM, EM

DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

No sistema de cultivo utilizado foi possivel visualizar algumas
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas da ontogenia da simbiose entre RT
de cenoura e de trevo com o fungo micorrizico arbuscular (FMA) G. clarum,

no meio minimo e MS.

4.1.1 - Caracteristicas das raizes

Com o decorrer do cultivo, o desenvolvimento das raizes de cenoura e de
trevo, nos dois meios foi exuberante e intenso, como 0 observado no capitulo
|. Tendo sido possivel observar: no inicio do ciclo do desenvolvimento das
raizes, os pélos absorventes; algumas células da epiderme, na fase de
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alongamento das raizes, o acumulo de exsudatos nos apices radiculares e na
fase de senescéncia a descamagdo das células ao longo do cumprimento das
raizes e a oxidagdo generalizada desse tecido, com o tempo de cultivo.

As RT de cenoura, apresentam geotropismo negativo e didmetro superior
as raizes de trevo, que sdo de espessura mais fina e de geotropismo positivo.
Entretanto, essas caracteristicas se confundem com o desenvolvimento das
raizes nos diferentes tratamentos.

4.1.2 - Caracteristicas da simbiose entre RT e o FMA Glomus clarum

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar 0 metabolismo das RT,
cultivadas em meio minimo e MS, em simbiose ou nd com FMA, porém, ndo
se quantificou a colonizagcdo das raizes ou o crescimento de hifas, apenas se
monitorou microscopicamente a simbiose.

A germinagdo do esporo ocorreu com aproximadamente 15 dias de
incubacdo, a partir da ponta da hifa de sustentagdo do esporo,
independentemente do seu tamanho (Fotos 1 e 2). De 3 a 4 dias apds o inicio
da germinacdo, 0 esporo apresentou um nimero variavel de hifas jovens que
cresceram vigorosamente sobre 0 meio e entre as raizes, quando nas porcdes
medianas destas hifas jovens foram observadas dilatacOes, seguidas de
formacdo de estruturas arredondadas e ovoides, que conforme observado por
Souza & Berbara (1997), culminam com a formagdo de esporos.
Microscopicamente, ndo foi observada, a influéncia das fontes de N ou das
espécies de raizes no comportamento descrito (Fotos 3 e 4).



Esporo do FMA Glomus clarum

Foto 1

Foto 2. Esporo germinado do FMA Glomus clarum.



Foto 3. Aparecimento de vesiculas nas hifasdo FMA Glomus clarum em RT cultivadas
em meio minimo ou MS.

Foto 4. Detalhe ampliado da foto 3 de uma vesicula do Glomus clarum em RT
cultivadas em meio minimo ou MS.
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O periodo de tempo para 0 aparecimento de estruturas arredondadas na
espécie Glomus clarum, é praticamente 0 mesmo do desenvolvimento de
células auxiliares no FMA Gigaspora margarita. Tal fato, foi constatado em
ensaios preliminares, onde se acompanhou todo o processo de simbiose dos
fungos micorrizicos G. margarita e E. gregaria em RT de cenoura e de trevo,
em meio minimo onde NOj;™ era a fonte de N e o0 teor de sacarose era de 5 g/L.
Foi observado que o desenvolvimento de células auxiliares ocorre com
aproximadamente 35 dias da germinacdo dos esporos.

Os pontos de infeccdo foram observados em praticamente todas as
placas avaliadas e a esporulacdo dessas duas espécies de fungos, nas duas
espécies de raizes, foi acelerada no periodo em que essas estruturas vegetais
encontravam-se em processo de senescéncia (80 dias da inoculacdo dos
esporos) (Foto 5).

Apesar de neste experimento ndo ter sido quantificada a simbiose,
provavelmente ela pode ter sido maior no meio com NOj,, pois resultados de
Bécard & Fortin (1988), em estudos com RT em diferentes meios de cultivo e
NO;™ como fonte de N, constataram que quando 0 meio com apenas NO;™ foi
utilizado, houve maior taxa de colonizagdo micorrizica. Da mesma forma,
Quoreshi et a. (1995), observaram um maior volume de micélio de
ectomicorrizas em meio com NOs,, do que quando NHs* como fonte de
nitrogénio.



Foto 5. Céulasauxiliaresdo FMA G. margarita, desenvolvidas em
associagdo com raizes transgénicas, em meio minimo.
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4.2 - PESO FRESCO DAS RAIZES

Nas trés coletas, as RT tanto de cenoura como de trevo, apresentaram
maior peso fresco no meio minimo. Houve diferenca significativa de peso
fresco com os tratamentos, apenas para as raizes de cenoura. O maior peso
fresco das raizes de cenoura, ocorreu para os tratamentos também em meio
minimo (Figura 1).

Em geral, o peso fresco das raizes de trevo cultivadas no meio MS
apresentou uma tendéncia de reducéo durante o cultivo, (Figura 1). Isto pode
estar relacionado ao teor de sacarose fornecida neste meio, que normalmente é
de 30g/L, mas que foi reduzida para 5g/L. Enquanto que no meio minimo o
usual é de 10g de sacarose/L, e neste caso também foi reduzida para 5g/L.

Como o meio MS é composto de maior teor de N tanto na forma de
NO;” como de NH;*, a demanda energética para a assimilacdo deste N é
maior, com isso € necessario um maior fornecimento de energia (sacarose), que
poderia ser desviada para a assimilagdo deste N, em detrimento do
crescimento, o que pode justificar 0 menor peso fresco das raizes obtido nestas
condicbes (Figura 1). Segundo Kunz & Lovato (1998), a reducéo da sacarose
do meio MS inibiu significativamente o ganho de peso fresco das mudas de
abacaxi micropropagadas.

Magalhdes & Huber (1989a) também observaram menor peso fresco em
raizes de tomate e de milho em cultivo com NH4*, em comparacdo com NO;'.
Estes autores atribuem a inibicdo do crescimento das espécies vegetais no meio
com NH;" a reducdo do pH da solucdo, ocasionada pela extrusio de prétons

decorrente da absorcdo do NH;*. Neste estudo, foi observado que o efeito
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Figura 1. Peso fresco (g/placa) de raizes transgénicas de cenoura e trevo desenvolvidas
em meio minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.

Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagéo de fungo.
Letras i)guajs dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,
p<0,05).
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toxico daabsor¢do do NH,* foi reduzido, com a manutengdo do pH do meio
em 5,7. Entretanto, nos meios de cultivo para as RT de cenoura e trevo tiveram
seu pH gustado para 5,8, porém, apos a repicagem das raizes ndo foi efetuada
nenhuma leitura de pH, para se determinar a possivel influéncia do
metabolismo das raizes e/lou FMA no pH dos meios, pois nhormamente a
absorciio de NH,;" acidifica o meio, enquanto que para o NO; ocorre o
contrério (Reisenauer, 1978; Faquin, 1994). Em outros trabalhos, seria
interessante 0 acompanhamento do pH do meio de cultura em gque as RT estédo
em desenvolvimento.

A proporcdo das fontes de N do meio MS é de 66:34, NO;:NH,",
respectivamente, que também pode ter limitado o crescimento das raizes. Em
experimentos realizados com diferentes proporcdes de NO; e NH;' houve
respostas variadas, de acordo com a espécie vegetal. Para o trigo a melhor
proporcéo foi a de 50:50 (Gentry et a., 1989). Enquanto, que para o espinafre
melhor propor¢do foi a de 100:0 (Zornoza & Gonzéles, 1998). Por outro lado,
em plantas de arroz, que s mais tolerantes a presenca de jon NH4* em baixo
pH, quando a relacdo NO;/NH,” foi menor que 4, houve reducdo do
crescimento das raizes (Furlani et al., 1986).

Na primeira coleta, ndo houve efeito da presenca do fungo micorrizico
no peso fresco das raizes de cenoura e de trevo, devido provavelmente ainda
ndo haver uma simbiose estabelecida. Nas coletas 2 e 3 no meio MS a
inoculagéo do fungo nas raizes de cenoura contribuiu para 0 menor peso fresco,
sendo significativa apenas na coleta 3 (Figura 1). Quando n&o ocorre uma
simbiose entre 0 FMA e a planta, a colonizacdo do fungo pode refletir na

reducdo do peso da planta hospedeira (Brown et al., 1988).
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Nas condi¢cdes do experimento, a simbiose entre o G. clarum e as RT
influenciou 0 acimulo de biomassa radicular da cenoura, apenas na coleta 3,
reduzindo do peso fresco das raizes no meio minimo na presenca de fungo
(Figura 1). A simbiose micorrizica, entre o vegetal e o FMA, é influenciada
tanto por caracteristicas genéticas dos dois simbiontes envolvidos, como por
fatores externos, como o teor de sacarose, concentragoes e fontes de N do meio

de cultivo (Siqueira et al., 1994).

4.3 - TEOR DE N-AMINO LIVRE

O teor de N-amino livre nas raizes de cenoura, apresentou diferenca
significativa entre as trés coletas. Os valores médios nas coletas 1, 2 e 3 foram
respectivamente 53,0; 10,0 e 1,9 umol/g pf. Entre os tratamentos, também
houve diferenca significativa de acordo com a fonte de N (Figura 2 e anexo).

Na coleta 1, 0 maior teor de N-amino para as raizes de cenoura, ocorreu
no tratamento em que se utilizou o0 meio MS, independente da presenca do
Glomus clarum. Nesta coleta (aos 21 dias da inoculacéo), ndo foi detectada
influéncia do FMA no acumulo de N-amino livre, talvez devido a baixa
colonizacdo nesse estadio de desenvolvimento das raizes.

Na coleta 2, ocorreram diferencas significativas entre os quatros tratamentos. O
tratamento que apresentou maior teor de N-amino foi o com 0 meio MS na
auséncia do fungo e o menor teor ocorreu no tratamento com meio minimo e
fungo. Na coleta 3, as raizes de cenoura com o0 MS na auséncia do fungo,

apresentaram maior teor de N-amino livre. Os demais tratamentos néo
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Figura 2: Teor de N-amino livre (umol/g pf) em raizes transgénicas de cenoura e trevo
desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.

Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagéo de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre s (Teste Tukey,

p<0,05).
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foram estatisticamente diferentes entre si (Figura 2).

O maior acimulo de N-amino livre nas RT de cenoura e de trevo no

meio MS, pode ser atribuido a maior concentragdo de N nesse meio, que foi 22
vezes superior a do meio minimo, além da maior reducéo de sacarose que
também foi superior. O acumulo de N-amino livre nos tecidos pode indicar
problemas na sintese ou aumento na degradacéo de proteinas (Fernandes,
1978).
Como as RT ndo sdo fotossintetizantes, pode ter ocorrido limitacdo de
esqueletos de carbono, para a sintese de proteinas. Para evitar a toxidez pela
absor¢do de NH,", a planta acumulou o N na forma de N-amino. Em arroz,
observou-se que maior acumulo de N-amino ocorreu em resposta a maior dose
de N fornecido as plantas (Souza, 1995). Deste modo, uma maior quantidade
de N-NH;" foi incorporada a esqueletos de carbono para formar os
aminoécidos livres. Segundo Fernandes (1991), o acumulo de aminoacidos
livres pode ocorrer em condi¢bes de excesso de absorcdo de nitrogénio.

O teor de N-amino nas raizes de trevo variou entre as trés coletas. A
partir da coleta 1, ocorreu uma queda progressiva e significativa, dos valores
de N-amino nos quatro tratamentos (Figura 2). A coleta 1, apresentou maior
teor, com média de 78,00 umol/g pf., enquanto que, na coleta 3, houve menor
teor de N-amino, com média de 2,00 umol/g pf.

Como pode ser observado na Figura 2, os maiores teores de N-amino
foram obtidos nos tratamentos do meio MS, de modo expressivo na coleta 1 e
decrescendo nas coletas 2 e 3. As raizes de cenoura e de trevo, apresentaram
comportamento semelhantes durante as trés coletas. De um modo geral, as

raizes de trevo apresentaram um maior teor de aminoacidos livres que as raizes
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de cenoura, nos quatro tratamentos e nas trés col etas.

O FMA influenciou na reducdo dos teores de aminoacidos livres na
coleta 2 nas duas fontes de N, tanto para as raizes de cenoura como de trevo.
Provavelmente, neste estddio de crescimento das raizes a colonizacdo
micorrizica foi mais expressiva e os FMA tenham consumido N-amino livre,
pois segundo Abuzinadah & Reid (1986), os FMA sdo capazes de utilizar

aminoacidos livres como fonte de N.

4.4 - Teores de Acucares Soluves

Os teores de aglcares soluveis nas RT foram drasticamente reduzidos a
partir da primeira coleta, com maior intensidade para as raizes de cenoura. Na
coleta 1, quando as raizes de cenoura foram cultivadas em meio minimo, os
teores de agUcares solUveis foram significativamente maiores, com média de
6370 mg/g pf., em relagdo a0 meio MS. Nas coletas 2 e 3, os teores de
acucares soluveis ndo diferiram significativamente entre si (Figura 3).

Entre os tratamentos, os teores de acUcares solUveis nas raizes de
cenoura, foram significativamente diferentes com as fontes de N,
Independentemente da presenca do G. clarum. Na coleta 1, os tratamentos com
nitrato, apresentaram teores de acgUcares solUveis duas vezes maiores que 0S
encontrados nos tratamentos com meio MS (Figura 3).

Na coleta 1, o trevo apresentou comportamento contrario a0 das raizes
de cenoura, enquanto 0os maiores teores de acUcares sollveis das RT de

cenoura ocorreram em meio minimo, para as de trevo ocorreram maiores
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Figura 3: Teor de agUcares soliveis (mg/g pf) em raizes transgénicas de cenoura e trevo
desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.
Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagdo de fungo.

Letras iguais dentro da mesma coleta ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,
p<0,05).
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teores em meio MS (Figura 3).

Para o trevo, 0 maior teor de agUcar solUvel ocorreu na coleta 1 e o
menor na coleta 3. Entre os tratamentos, 0 que apresentou maior teor de aclcar
foi 0o meio MS. A inoculagdo do FMA nas RT influenciou apenas na coleta 2,
guando houve uma reducéo nos teores de aclcares soluveis das raizes de trevo
cultivadas em meio MS (Figura 3).

O G. clarum em simbiose com RT ou ndo, pode utilizar para seu
metabolismo uma parte dos acUcares sintetizados pelo hospedeiro. Na simbiose
micorrizica, a planta oferece os produtos fotossintéticos (agUcares), para o
fungo e este em troca, aumenta a absor¢cdo de nutrientes para a planta (Siqueira
et a., 1994). Como durante 0 processo de senescéncia ha consumo da sacarose
dos meios de cultivos, os eventuais decréscimos dos teores de acucares
observados durante o cultivo das RT, podem significar que as raizes e o G.
clarum utilizaram para obterem energia metabdlica durante o periodo de
senescéncia (Figura 3).

As RT cultivadas em meio minimo apresentam uma maior relacéo
acucares soluveis/N-amino livre do que quando cultivadas em meio MS. Com
excecao do trevo no meio MS, que apresentou valores elevados tanto de
acucares quanto de N-amino (Figura 2 e 3).

Os teores de agucares solUveis nas RT de cenoura e de trevo, foram
diferentes nas 3 coletas. Para as raizes de cenoura, 0 maior teor ocorreu em
meio minimo. Enquanto, que nas raizes de trevo, o maior teor foi obtido em
meio MS, demostrando que ha um metabolismo diferenciado entre as duas
espécies (Figura 3). Diferencas nos teores de acucares soliveis de acordo com

a fonte de N, ja foram observadas tanto entre espécies, quanto entre cultivares
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da mesma espécie (Souza et al., 1996a; Zornoza & Gonzales, 1998).

45 - Teor de N - Nitrato

Nas raizes de cenoura, houve acumulo de nitrato apenas nas coletas
2 e 3. O nitrato s6 foi acumulado nos tratamentos que receberam apenas 0 NOs
como fonte de N, apesar do meio MS apresentar maior concentracdo de N-
NO; do que 0 meio minimo, independente da presenca do G. clarum. As raizes
de cenoura ndo acumularam o N-nitrato, quando foram cultivadas em meio MS
(Figura 4).

As raizes de trevo, apresentaram acumulo significativo de nitrato apenas
na coleta 1, para os tratamentos com meio MS o0 que deve estar relacionado
com a maior concentragcdo de N na forma de NO; neste meio de cultivo
(Figura 4).

Em outros trabalhos observou-se também gque o aumento nos niveis de
fertilizantes nitrogenados conduz a um aumento nos teores de nitrato (Chessin
& Hicks, 1987; Bosh et al., 1991; Rybistskaya, 1991).

Para as raizes de cenoura ndo houve acumulo de nitrato na coleta 1,
provavelmente devido ao teor de acUcares solUveis neste periodo ter sido
suficiente para reduzir esse N. Nas coletas 2 e 3, 0 acimulo de nitrato nessas
raizes foi detectado apenas no meio minimo, quando os teores de agucares
soliveis eram menores (Figura 3 e 4).

O acumulo de nitrato nas raizes de trevo, foi diferente do observado nas
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raizes de cenoura, pois apesar do trevo ter apresentado maior teor de agucares
soliveis no meio MS (Figura 3 e 4), esses acUcares parecem nao ter sido
suficientes para a reducdo do nitrato e esse N tenha sido acumulado nos
vacuolos (Fernandes, 1983; Srivastava & Fletcher, 1992). Esse acumulo de
NOs™ pode ser atribuido a concentracéo de N, que foi 22 vezes maior no meio
MS, do que no meio minimo. Zago (1997) também observou acumulo de
nitrato em couve quanto maior a dose de N fornecido. As espécies vegetais

apresentam comportamento diferenciado.

46 - Teor deN - Amobnio

O acumulo de N-amdnio nas raizes de cenoura foi significativamente
diferente entre as coletas e os tratamentos. Na coleta 1, as RT cultivadas em
meio MS apresentaram maior acumulo de N-aménio. O FMA em geral ndo
influenciou o acimulo de N-amoénio nos dois meios. Na coleta 2, 0 FMA
reduziu o acimulo de N-amonio no tratamento com o meio MS (Figura 5).

Nas raizes de trevo, o teor de N-ambnio foi, signicativamente,
diferente entre as trés coletas, decrescendo da primeira até a terceira
Comportamento semelhante foi observado para as raizes de cenoura. O N-
amoénio acumulou mais no tratamento que continha o meio MS (Figura 5).

Na coleta 1, o acimulo de N-aménio nas raizes de trevo cultivadas em
MS foi de aproximadamente 9 umol N-amonio/g pf. Por outro lado, as raizes
cultivadas em meio minimo, apresentaram em media 0,5 pmol/g pf. O N-

amoénio na coleta 2 foi a metade do apresentado na coleta 1, quando as raizes
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foram cultivadas com MS, mas guando estas raizes foram cultivadas minimo,
este acimulo foi semelhante a0 da coleta 1. Na coleta 3, 0 acimulo de N-
amonio nas raizes de trevo, foi 0 mais baixo observado entre as coletas e néo
diferiu significativamente entre os quatro tratamentos (Figura 5).

Como o0 meio MS continha muito mais N do que 0 meio com apenas 0
NOs", houve possivelmente, uma limitagdo de esqueleto de carbono para a
incorporagdo do N, o que se refletiu no maior acimulo de N-amonio.

Apesar do maior teor de N no meio NOs+NH,", isto ndo se refletiu em
maior peso fresco nestas raizes, sugerindo que o N estava sendo acumulado
como N-amino, como foi observado nas raizes de cenoura e de trevo (com
maior intensidade para as raizes de trevo) (Figura 1 e 2). Tal fato, decorre
provavelmente do N-NH," ser tdxico e o N nessas condigBes (meio com NOy’
+NH;") ser acumulado em maior proporcdo. Para as raizes de trevo, o
metabolismo parece ser diferente, ja que os teores de aglcares também sdo
elevados (Figura 3 e 5).

Magalhdes & Huber (1989) encontraram em raizes de arroz e tomate,
acimulo de N-NH," que variou entre 0,2 e 19 umoles/g pf . Os dados para as
RT encontram-se nesta faixa.

O G. clarum inoculado nas raizes de cenoura, contribuiu para a reducéo
do N-aménio na coleta 2, no meio MS absorvendo o NH,4*. Segundo Plassard et
al. (1991), raizes de plantas hospedeiras e fungos ectomicorrizicos, preferem
absorver o N na forma de NH;". Em micélio de ectomicorrizas foi observado
que o conte(ido de N-aménio foi reduzido, quando cultivado em NH," como
fonte de N (Lorillou et al., 1996).

O acumulo de N-amb6nio nas RT de cenoura e de trevo decresceu ao
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longo do ciclo de cultivo. Houve maior acumulo quando as raizes foram
cultivadas com meio MS. Nestas fontes de N, as raizes de trevo acumularam
mais N-aménio que as raizes de cenoura. O G. clarum sO proporcionou

diminuicdo significativa de N-aménio nas raizes de cenoura na coleta 2 (Figura

5).

4.7 -ENZIMAS

471 - Atividade da Nitrato Redutase - NR

As raizes transgénicas de cenoura e de trevo, cultivadas nos dois meios,
ndo foi detectado atividade da enzima NR na coleta 1 (aos 49 dias do cultivo) e
nas coletas 2 e 3, esta enzima néo foi dosada.

Segundo Majerowicz (1997), as raizes ndo transgénicas de plantas de
Catasetum fimbriatum (Orchidaceae) cultivadas in vitro, com sacarose a 20
g/L, apresentaram maior atividade da NR do que os encontrados nos eixos
caulinares. A presenca do NH," (razéo NO5:NH," 2:3) teve um efeito inibitério
acentuado sobre a atividade da NR, sendo esta reducéo equivalente tanto nas
raizes quanto nos eixos caulinares. Para as RT provavelmente, a concentracéo
de sacarose de 5 g/L nos meios de cultivo tenha influenciado na disponibilidade
de carbono para a redugdo do N-NQOj  (Fernandes & Freire, 1976; Ojima &
Ohira, 1978).

Segundo Kramer & Boyer, (1995) o acumulo de ambnio pode reduzir a

atividade da NR. Na primeira coleta, quando foi dosada essa enzima, houve



107

maior teor de N-NH;" (Figura 5), tanto para as raizes de cenoura como de

trevo, independente da fonte de N e associagdo com o G. clarum.

472 - Atividade da Glutamina Sintetase - GS

A atividade da GS foi observada somente na primeira coleta, quando as
raizes estavam na fase ascendente de crescimento. Para a cenoura e o trevo o
comportamento foi semelhante, com maior atividade da GS no meio MS. O
FMA influenciou no aumento da atividade da GS apenas na cenoura, N0 meio
NO; +NH; *. Como o meio MS continha maior teor de N do que o meio
minimo, € justificada a maior atividade da GS, nestas condicoes,
principalmente pelo elevado teor de N-reduzido (NH; *) (Figura 6).

Em cultura de couve, independente da fonte de N, a atividade da
enzima GS também aumentou em resposta a quantidade de N utilizada (Pago,
1997). E em raizes de tomate, arroz e milho, a atividade da GS foi maior
guando as plantas foram cultivadas em meio MS do que com no minimo
(Magalhdes & Huber, 1989a).

A maior atividade da GS na coleta 1 para o tratamento com MS pode ser
responsavel pelo maior acimulo de N-amino livre que foi observado tanto para
cenoura como o trevo (Figuras 2 e 6).

A néo deteccdo de atividade da GS nas coletas 2 e 3 (Figura 6) pode
estar relacionada a limitagdo de energia metabdlica para o processo (Miflin &
Lea, 1977) pelo estadio de senescéncia das raizes (Feller, 1990; Kamachi et
al., 1992; Higashi et al., 1996). Pois, além dos meios nutritivos terem sido
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Figura 6: Atividade da Glutamina Sintetase (nmol/g pf/min.) em raizes transgénicas de
cenoura e trevo desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.
Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculacdo de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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elaborados com teores de sacarose baixos, na época destas coletas, as raizes,
provavelmente, ja& tinham exaurido toda a sacarose do meio, pois estavam em
adiantada fase de senescéncia (84 e 131 dias de cultivo, respectivamente, para
as coletas 2 e 3). Tal fato pode ser observado nos baixos teores de aguicares
solUveis das raizes tanto de cenoura quanto de trevo nestas coletas (Figura 3).

4.7.3 - Atividade da Glutamato Sintase - GOGAT

A atividade da Glutamato Sintase nas raizes de cenoura e de trevo,
cultivadas nos meios minimo e MS, foi crescente durante o ciclo de cultivo. Na
coleta 1, as raizes de cenoura e de trevo, ndo apresentaram diferenca
significativa com as fontes de N ou presenca do FMA. A andise dos
tratamentos dentro das coletas 2 e 3, nas raizes de cenoura, demonstraram que
0 meio MS com o FMA foi o tratamento que apresentou maior atividade da
GOGAT e que diferiu significativamente dos demais tratamentos. Para as
raizes de trevo, o tratamento com meio MS também apresentou maior atividade
desta enzima, mas ndo foi observado influéncia do FMA (Figura 7).

Enquanto que para o trevo, a simbiose ndo influenciou a atividade da
GOGAT e nas raizes de cenoura a presenca do FMA no meio MS contribuiu
para 0 aumento da atividade da enzima (Figura 7).

A reducédo de sacarose para 0 crescimento de tecido vegetal n&o
fotossintético, desencadeia um processo de estresse, devido a limitagdo de
esgueletos de carbono para incorporacdo do N absorvido, que provavelmente
influenciou na atividade da enzima GOGAT. A atividade dessa enzima ja foi
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Figura 7: Atividade da Glutamato Sintase trevo (umol/g pf/min.) em raizes transgénicas
de cenoura e desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.
Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagédo de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,
p<0,05).
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observada em condicdes de estresse salino (Mishra & Dwivedi, 1990) e de
estresse hidrico (Gamboa et d., 1991).

Apesar da via GS/GOGAT ter sido observada tanto em associagOes de
FMA como de ectomicorrizas (Kershaw & Stewart, 1992; Chalot et al., 1994;
Johansen et al., 1996), nas raizes de cenoura e trevo micorrizadas ou néo, a
atividade da GOGAT no meio MS ndo acompanhou 0 aumento observado na
atividade da GS (Figuras 6 e 7).

No meio MS, provavelmente, o sistema GS/GOGAT ndo estea
funcionando em sincronismo, devido a elevada quantidade de N a ser
assimilado. Nestas condicOes a glutamina formada pela GS é uma forma mais
apropriada para a neutralizacdo do excesso de NH,', pois apresenta uma
relacdo carbono /nitrogénio de 5:2, enquanto que a do glutamato formado pela
GOGAT édeb5:1. Lorillou et al. (1996) observaram em associacdes com
ectomicorrizas os maiores niveis de glutamina proveniente da acdo da GS
foram encontrados em cultivos com NH,* .

4.7.4 - Atividade da Glutamato Desidrogenase - GDH

4.7.4.1 - Atividade da GDH aminacao (GDH-a)

As RT de cenoura e de trevo durante o ciclo de cultivo apresentaram um
aumento significativo da atividade da GDH-a (Figura 8). Resultados
semelhantes foram obtidos por Robinson et a. (1992) em suspensdo de cultura
de células de cenoura, em que a atividade da GDH foi baixa na fase
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Figura 8: Atividade da Glutamato Desidrogenase aminagdo (umol/g pf/min.) em raizes
transgénicas de cenoura e trevo desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem

fungo micorrizico.

Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculacéo de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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exponencial do crescimento das células, e aumentando na fase estacionaria da
cultura

Nas raizes de cenoura e de trevo, houve maior atividade da GDH-a na
coleta 1, quando em meio minimo, independente do FMA. Nas coletas 2 e 3, as
raizes de cenoura apresentaram uma maior atividade no meio MS e inoculadas
com o FMA.

A atividade da GDH-a nas raizes de trevo na coleta 2, foi maior quando
as raizes foram cultivadas em meio minimo e na coleta 3, a maior atividade da
GDH-a ocorreu nas raizes cultivadas em meio MS, independente da presenca
do FMA (Figura 8).

Em ambas as raizes o aumento da GDH-a pode ter ocorrido em funcdo
da elevada concentracdo de N no meio MS e também pela senescéncia do
tecido que pode ativar processos que liberam NH;". A GDH é uma enzima do
metabolismo de N que pode ser ativada na senescéncia e/ou em concentracoes
dtas de NH4", quando uma répida detoxificagdo é necessaria (Rhodes et al.,
1976; Givan, 1979; Luxovd, 1988; Fdler, 1990).

A associacdo das raizes de cenoura com o G. clarum em meio MS,
favoreceu 0 aumento da atividade GDH-a nas coletas 2 e 3. Para as raizes de
trevo houve aumento dessa enzima apenas na coleta 2, quando essas raizes
foram cultivadas também em meio com o meio MS (Figura 8).

A maior concentragdo de N no meio MS n&o significou maior atividade
da GDH-a nas raizes de cenoura, comparada as raizes de trevo na senescéncia
(Figura 8). Magalhdes & Huber (1989), observaram que raizes de arroz, tomate

e milho, apresentaram uma maior atividade da GDH quando cultivadas com

meio MS (0,30 a 0,78 pumol de NADH oxidado. min.".g pf), do que com o
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minimo (021 a 0,34 umol NADH oxidado.min.™.g pf).
Estes valores foram até 6 vezes menores do que os observados nas RT de
cenoura e trevo (Figura 8).

A maior atividade da GDH-a nas raizes de trevo cultivadas no meio
NO;+NH," na coleta 3, possivelmente esteja relacionado com o avangado
estadio de senescéncia da raizes e a maior concentracdo de N nesse meio, que
favoreceu a atividade dessa enzima (Figura 8).

De um modo geral, a enzima Glutamato Desidrogenase na via aminativa
(GDHa), detectada nas raizes nos dois meios de cultivo, parece estar operando
em conjunto com a enzima GOGAT, pois h4 uma simetria entre a atividade
dessas enzimas. O que ndo foi observado entre a GS e GOGAT (Figuras 6, 7 e
8). Esta relacdo entre GOGAT e GDHa, ocorre independente da influéncia do
Glomus clarum nas raizes de cenoura e trevo (Figuras 7 e 8).

Lomnitz et a. (1987), em estudos com mutantes de Neurospora crassa
deficientes em GOGAT, observaram acumulacdo de glutamato, indicando o
papel da GDH na sintese deste aminoacido. Eles propuseram que a GOGAT
seria importante na ciclagem de glutamina em condic¢Oes de excesso de amdnio,
para a manutencao da taxa de glutamato/glutamina necessaria para a
distribuicdo de aminoécidos e amidas aos outros componentes da célula.

4.7.4.2 - Atividade da GDH desaminacao (GDHd)

A atividade de GDHd segue o comportamento geral observado para

GOGAT e GDHa, aumentando quanto mais tardia for a coleta (Figuras
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7,8 ¢9).

Nas raizes de cenoura e de trevo na primeira coleta a atividade da
GDHd, foi semelhante para os dois meios, independente, da presenca do FMA.
Na coleta 2, as raizes de cenoura apresentaram maior atividade da GDHd
quando cultivadas em MS.

Na coleta 3, a atividade da GDHd néo apresentou diferenca significativa
nas raizes de cenoura cultivadas nas diferentes fontes de N, com excegdo do
meio com MS com fungo gue se destacou com maior atividade, como ocorreu
na coleta 2 (Figura 9).

Para as raizes de trevo, a atividade da GDHd também foi maior quando
essas raizes foram cultivadas em MS, sendo que o FMA reduziu esta atividade.
Na coleta 3, a maior atividade da GDHd ocorreu com o cultivo das raizes em
meio MS e o FMA n&o influenciou a atividade da enzima nos dois meios
(Figura 9).

A atividade da enzima GDHd, nas raizes de cenoura e de trevo durante
todo o ciclo vegetativo, foi de um modo geral maior no meio MS e mais
acentuado para as RT de cenoura em associagdo com o FMA no periodo de
senescéncia (coletas 2 e 3), que foi maior que os demas (Figura 9).
Provavelmente a maior atividade da GDH desaminagdo no meio MS estgja
relacionado a necessidade de esqueletos de carbono para incorporar 0 excesso
de NH," presente (aproximadamente 50% do total de N desse meio), uma vez
gue o teor de sacarose fornecido pelo meio de cultura era muito baixo e foi se
esgotamento para a manutencéo do metabolismo. Em experimento com cultura
de cenoura, Robinson et al. (1992) também observaram aumento da atividade

da GDH desaminagdo com a diminuicdo do suprimento de carboidratos do
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Figura 9: Atividade da Glutamato Desidrogenase desaminagdo (umol/g pf/min.) em raizes
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fungo micorrizico.

Coletas 1, 2 e 3 aos 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagdo de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,

p<0,05).
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meio nutritivo.

Segundo estudos de Atwal et al. (1997), alteracbes no “status’ de ATP,
como ocorre em condicdes de baixa disponibilidade de esqueletos de carbono,
aumentam a atividade catabdlica da GDH, para o fornecimento de substrato
para producdo de energia. Assim, o aumento da atividade da GDHd pode estar
associada com a necessidade de fornecimento de energia para compensar 0S
distarbios, causados pelo estresse 0 pela senescéncia (como também observado
por Loulakakis et al., 1994), cujas mudancas metabolicas promovem respostas
caracteristicas de diminuicdo de carbono.

Alguns estudos sugerem que o principal papel da GDH seria o
catabolismo do glutamato (desaminacéo), fornecendo esqueleto de carbono
para o ciclo de Krebs sob condi¢bes de limitacdo de carbono, que pode
acontecer na senescéncia ou reducéo de sacarose para 0S meios de cultivo in
vitro. Portanto, a GDH teria uma funcdo de unir o metabolismo de N e de
carbono em plantas nesse periodo de estresse (Cammaerts e Jacobs, 1985;
Robinson et al., 1991 e 1992).

Como pode ser observado nas Figuras 8 e 9, a atividade da enzima GDH
tanto na via aminativa (GDHa) como desaminativa (GDHd), aumentou com a
senescéncia das raizes de cenoura e de trevo. Durante a senescéncia, ocorre 0
catabolismo de proteinas e a desaminagdo dos aminoacidos produzindo N na
forma de amonio, que nestas condicdes, pode ser incorporado aos tecidos
através das vias, GDH e GS / GOGAT (Srivastava & Singh, 1987; Hageman
& Bellow, 1990; Chalot et al., 1994; Johansen et al., 1996).
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4.7.5 - Atividade das Proteases

A atividade das proteases foi dosada apenas nas coletas 2 e 3. Na coleta
2, a atividade das proteases nas raizes de cenoura ndo apresentou diferenca
significativa com as diferentes fontes de N ou inoculacdo do FMA. Em média,
a dividade das proteases foi de 0.64 umol/g pf/hora. Na coleta 3, as raizes de
cenoura apresentaram maior atividade em fonte de N com NO; + NH;" e
inoculagdo do FMA (Figura 10).

Para as RT de trevo desenvolvidas com menor teor de N (meio minimo
apenas com NO3) houve uma menor atividade de proteases e os teores de
amino&cidos ndo foram atos, na coleta 2. Entretanto, quando as raizes foram
cultivadas em maior teor de N (meio MS, com NO;+NH,"), tanto a atividade
das proteases como N-amino livre aumentaram (Figuras 2 e 10).
Possivelmente, estas respostas estejam relacionadas a ata atividade da GS
observada na coleta 1, para 0 meio MS (Figuras 7 e 8).

Na coleta 3, a atividade das proteases foi maior nos tratamentos em que
as raizes de trevo foram cultivadas em meio MS com pequena reducéo da
atividade da protease na presenca do FMA (Figura 10). Possivelmente, a
reducéo de sacarose, as fontes e concentragdo de N e a associagdo com o G.
clarum tenham desencadeado um processo diferenciado de estresse e
influenciado na intensidade da atividade das proteases. A quantidade de N
fornecido para o cultivo parece relacionar-se diretamente com a atividade das
protease. Entretanto segundo resultados de Mae & Ohira (1984), plantas n&o
transgénicas de arroz que receberam menores doses de N, apresentaram maior
atividade de proteases e teor de N-amino, como também foi observado por
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Figura 10: Atividade das Proteases (umol/g pf/h) em raizes transgénicas de cenoura e
trevo desenvolvidas em meio Minimo ou MS, com ou sem fungo micorrizico.
Coletas 1, 2 e 3 a0s 49/21; 84/56 e 132/104 dias de repicagem de raiz/inoculagado de fungo.
Letras iguais dentro da mesma coleta, ndo diferem significativamente entre si (Teste Tukey,
p<0,05).
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Souza (1995). A maior concentragdo de N do meio MS influenciou o
aumento das proteases, possivelmente devido também a limitacdo de carbono.

Comparando as Figuras 2, 5, 8, 9 e 10 pode ser constatado que a
atividade das proteases, GDH-d, GDH-a e GOGAT aumentam com a
senescéncia das raizes, enquanto os teores de agUcares soluveis, N-amino livre
e N-NH;* diminuem. Os aglicares solUveis devem ter sido utilizados para a
assmilagdo do NH,*, entre outros processos metabolicos que demandam
energia, produzindo aminoacidos livres.

Com a senescéncia e com 0 uso das reservas de carboidratos do meio, ha
alteracoes e desvios no metabolismo degradando algumas enzimas e
sintetizando ou ativando outras. Isto ocorre como uma tentativa das raizes de
manter as funcdes normais do tecido. Deste modo, € justificado 0 aumento da
atividade de enzimas relacionadas ao catabolismo ou condi¢Oes de estresse,
caracteristicos da senescéncia, como GDH e proteases.

A inducdo da atividade das proteases nas RT, possivelmente alterou o
padréo das enzimas de assimilacdo de N (GDH, GOGAT, GS), fornecendo
assim aminoacidos e esqueletos de carbono para a sintese de novo de
importantes proteinas (Guerrero et al., 1990; Brzin e Kidric, 1995) como uma
tentativa de garantir, a0 menos por um certo periodo, a adaptacéo destas raizes
as condicdes estressantes de cultivo a que foram submetidas.

A atividade das proteases pode ter liberado os aminoécidos (inclusive e/
ou principalmente os basicos) e as amidas. A enzima GOGAT, pode ter sido
ativada para equilibrar a relacdo amino/amida, e a GDHd para a obtencéo alfa-

cetoglutarato (Figuras 7, 9 e 10).
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4.8 - PROTEINA NOS EXTRATOS ENZIMATICOS

4.8.1 - Proteina do extrato das enzimas de assimilacéo de N

Como pode ser observado na Figura 11 o teor de proteina obtido nos
extratos enziméticos de GOGAT e GDH aumentou com as coletas, em
paradlelo a0 aumento da atividade dessas enzimas (Figuras 7, 8 e 9).

O maior acumulo de proteina enzimética foi na coleta 3, nas raizes
cultivadas no meio MS, com efeito do fungo apenas para cenoura (Figura 11).

Lorillou et al. (1996) e Lorillou & Martin (1995), observaram que o
aumento da atividade da GDH néo esta relacionado a ativagio de precursores
da enzima, mas sim a sintese de novo, devido ao aumento da expressao do
mMRNA que codifica a GDH.

4.8.2 - Proteina do Extrato das Proteases

Como a atividade das proteases foi determinada apenas nas coletas 2 e 3,
0s teores de proteinas nos extratos enzimaticos também sdo as destas coletas.

O teor de proteina do extrato das proteases nas raizes de cenoura e de
trevo, foi significativamente maior na coleta 2 do que na 3. Para as raizes de
cenoura em meio MS, o FMA influenciou aumentando o teor de proteina
obtido (Figura 12).

Quando se compara a atividade da protease com o teor de proteina do
extrato enzimético (Figuras 10 e 12), pode-se observar que 0 marcante aumento

da atividade das enzimas proteoliticas ndo € acompanhado pelo aumento na
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guantidade de proteina enzimética, como se observou para as enzimas
GOGAT, GDHa e GDHd (Figuras 7, 8, 9 e 11).

Provavelmente na coleta 2, principalmente para a cenoura, havia
proteases ndo ativas, e que se tornaram ativas, posteriormente (coleta 3)
(Figuras 10 e 12). Resultados similares foram obtidos por Buchanan-Wollaston

(1997) que observaram a ativagdo de proteases com a senescéncia.
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5 - DISCUSSAO GERAL

De um modo geral, durante a avaliagdo do metabolismo das RT de
cenoura e de trevo, quer elas estivessem ou ndo em associagdo com 0 FMA,
durante os diferentes estadios do desenvolvimento foi observado que houve
uma reducdo dos aminoacidos livres, aclcares soliveis, N-amonio, atividade da
GS e proteina do extrato da protease. Porém, paralelamente houve um aumento
da atividade das enzimas GOGAT, GDH na fungdo aminativa e desaminativa,
proteases e proteina dos extratos das enzimas de assimilacdo de nitrogénio.

O fato da atividade da enzima GS s0 ter sido detectada na primeira
coleta, aos 49 dias do cultivo, (maximo crescimento exponencial da cultura),
nao significa que ndo havia atividade nas coletas seguintes. Hayashi & Chino
(1990) e Kamachi et al. (1991 e 1992) observaram gue a atividade da GS
decresce com o desenvolvimento da cultura e a GOGAT pode permanecer ativa
por mais tempo. Segundo Mishra & Dwivedi (1990) e Gamboa et a. (1991) a
enzima GOGAT pode estar ativa também em condicOes de estresse. A partir
da coleta 1, as raizes apresentaram um maior estresse de carbono, o que
aumentou a atividade da enzima GOGAT e GDH. Com o desenvolvimento
maximo das raizes, ha uma exaustéo dos nutrientes do meio e principalmente
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do carbono que ja era limitado. Esta deficiéncia pode ser suprida
temporariamente pela atividade das enzimas catabdlicas GDHd e das proteases,
que atuam no catabolismo desses tecidos senescentes. Essas enzimas
proteoliticas cortam as ligaghes peptidicas e liberam os aminoacidos na forma
de glutamato e amidas.

No inicio do cultivo das RT foi observado um grande acimulo de
amonio, devido provavelmente a limitacdo de carbono para a assimilagéo do N
exdgeno, 0 que também pode ter contribuido para a formacdo de uma situagéo
de estresse. No processo catabolico, proteinas sdo hidrolizadas produzindo
amonio e amino&cidos, principalmente nas formas amidicas, como glutamina e
asparagina (Ghosh et al., 1995).

Mifin & Lea (1977) reportaram que as enzimas de assimilagdo de
nitrogénio, GDH e GOGAT sdo ativadas tanto na presenca de asparagina como
de glutamina. Como a GDH possui uma baixa afinidade por amonio (ato Ky),
é justificada sua presenca nestas condicbes. Geralmente, nos vegetais o N €
assimilado pela via GS/GOGAT que estd funcionando em sintonia com o
equilibrio entre glutamina e glutamato. Entretanto, quando a planta esta em
situacdo de estresse, estudos evidenciam que a maior parte da assimilacéo do
aménio ocorre pela GDH (Mifin & Lea, 1977; Athwa et al., 1997).
Confirmando tais estudos Avendaiio et a. (1997) estudando a biossintese de
glutamato na bactéria Sacharomyces cerevisiae observaram que ambas as
enzimas GDH e GOGAT estéo envolvidas na sintese deste aminoacido sob
condigcbes de limitagdo ou excesso de amonio.

Estas observacbes dao suporte aos resultados obtidos com as RT de
cenoura e trevo, de que por estarem em estresse, devido principamente, a
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deficiéncia de carboidratos do meio e senescéncia, promovem alteragOes no
metabolismo de N, de maneira que a via GS'GOGAT, deixa de funcionar em
sincronismo, sendo substituida por GDH/GOGAT. Este fato parece indicar que
a atividade da GOGAT é menos afetada pelas situacbes de estresse
metabolico.
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6 - CONCLUSOES

Os FMA ndo promoveram modificagbes expressivas no acumulo de
metabdlicos e atividade das enzimas de assimilagdo de N e proteases, quando
em simbiose com RT de cenoura e trevo. Os resultados sugerem que as
diferentes respostas observadas, ocorrem devido a estas raizes, apds exaurirem
do meio toda a reserva de energia e entrarem em senescéncia alteram seu
metabolismo, de maneira a tentar manter suas funces normais. Deste modo, é
justificado 0 aumento da atividade de enzimas relacionadas ao catabolismo ou
condicOes de estresse, caracteristicos da senescéncia, como GDH e proteases,
e principalmente a alteracéo da via GS/GOGAT, presente nos vegetais, que nas
raizes transgénicas estudadas, deixou de atuar em sincronismo, sendo
substituida por GDH/GOGAT.
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Tabela 1 — Peso Fresco das raizes de cenoura e de trevo cultivadas em meio
minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA g/ placa
1 324 a 3,26 a 223b 2,23 b 2,74 A
2 2,23 ab 2,64 a 1,64 be 1,23 ¢ 1,94 B
3 337a 2,12b 1,90 b 1,40b 2.20B
Médias 295 A 2,67 A 1,92 B 1,62 B
TREVO
I 2,38 ns 2,37 ns 1,95 ns 1,96 ns 2,16 A
2,35 ns 1,80 ns 1,34 ns 1,41 ns 1,72 B
3 2,36 ns 2,23 ns 1,40 ns 1,27 ns 1,82 B
Médias 236 A 2,13 A 1,56 B 1,54 B

Letras mintdsculas iguais na mesma linha ou maidsculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* MM - Meio Minimo;  MF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 2 — N-amino livres em raizes de cenoura e de trevo cultivadas em meio
minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA umol/g pf
1 13,35b 13,18 b 94,47 a 9330a 53,57 A
2 13,32 b 1,25d 20,30 a 714 ¢ 10,50 B
3 1,17 ab 0,00 b 4,712 2,08 ab 1,99 C
Médias 928 C 481D  3983A  3417B
TREVO
18,03 b 17,87b 139,732  138,89a 7863 A
2 2270 ¢ 5,79d 53,39 a 4181b 3092 B
3 1,252 326a 4,65 a 243 a 290 C
Médias 14,00 C 897D  6592A  61,04B

Letras minisculas iguais na mesma linha ou maidasculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).

%* MM - Meio Minimo; MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 3 - Agicares soluveis em raizes de cenoura e de trevo cultivadas em
meio minimo ou MS com ou sem FMA..

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENQURA mg/g pf
1 83,92 a 88,82 a 39.80 b 4226 b 63,70 A
2 6,76 a 3,18a 584 a 0,00 a 3,94 B
3 3,182 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,79 B
Meédias 31,29 A 30,67 A 1521 B 14,08 B
TREVO
1 52,06 b 50,94 b 88.82 a 83,92 a 68,94 A
2 1429 b 13,43 28,55 a 10,37 b 16,66 B
3 0,00 0,00 0,00 6,01 ns 1,50 C
Médias 2212 C 2146 C 39,12 A 3343 B

Letras minusculas iguais na mesma linha ou maiusculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* MM - Meio Minimo; MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 4 - N-nitrato em raizes de cenoura e de trevo cultivadas em meio

minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF M¢édias
CENOURA umol/g pf
1 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns 0,00 ns 0,00 B
2 1890 a 18,90 a 0,00 b 0,00 b 9.45 A
3 18,90 a 18,90 a 0,00 b 0,00 b 945 A
Médias 12,60 A 12,60 A 0,00 B 0,00 B
TREVO
1 0,00 0,00 47,24 47,24 23,62
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Médias 0,00 0,00 15,75 15,75

Letras mintsculas iguais na mesma linha ou maitsculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).
* M - Meie Minimo;
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.

MF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
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Tabela 5 - N-amdémo em raizes de cenoura e de trevo cultivadas em meio
minimo ou MS com ou sem FMA.,
Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA umol/g pf
1 1,55b 1,68 b 538a 5,68a 3,57 A
2 0,65¢ 0,88 ¢ 2.80a 1,38 b 1,43 B
3 0,15 0,12 0,23 0,25 ns 1,19 C
2
Médias 0,78 C 0,89 C 80 A 2,44 B
TREVO
1 0,31b 0,35b 8,98 a 9.11a 4,69 A
2 0,68 b 027b 405a 447 a 2,36 B
3 0,15 ns 0,13 0,18 0,11 0,14 C
Meédias 0,38B 0,25B 4,40 A 4,56 A

Letras minisculas iguais na mesma linha ou maiusculas na mesma linha ou coluna, ndo
diferem significativamente entre si (P<0,05).
* MM - Meio Minimo;
Murashige & Skoog, MSF - Murashige & Skoog € com fungo micorrizico.

MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico,

MS - meio
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Tabela 6 - Atividade da GS em raizes de cenoura e de trevo cultivadas em
melo minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA nmol/g pf/min
1 457 c 4,57 ¢ 6,89 a 7,52 b 5,89 A
0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 B
3 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 B
Médias 1,52B 1,52 B 230 A 251 A
TREVO
1 347 b 344 b 8,98 a 895a 6,21 A
2 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 B
3 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 B
Médias 1,16 B 1,15B 299 A 298 A

Letras minisculas iguais na mesma linha ou manisculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,03).

* MM - Meio Minimo, MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 7 - Atividade da GOGAT em raizes de cenoura e de trevo cultivadas
em meio minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Meédtias
CENOURA umol/g pf/min
1 1,18 a 1,18 a 1,18 a 1,18 a 1,18 B
2 3,26 b 321b 325b 531a 376 A
3 312¢ 3,18¢ 3,31 b 544 a 3,76 A
Meédias 2,52 B 252B 2.58B 398 A
TREVO
1 1,21 1,21 1,20 1,20 n/s 1,21C
2 3,21 323 3,21 3.20 n/s 321 B
3 329¢ 325¢ 536b 548 a 434 A
Médias 257B 2,56 B 326 A 320A

Letras minusculas iguais na mesma linha ou maiisculas na mesma linha ou coluna, ndo
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* MM - Meio Minimo; MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog, MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 8 - Atividade da Glutamato Desidrogenase amina¢do em raizes de
cenoura e de trevo cultivadas em melo minimo ou MS com ou

sem FMA.
Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA umol/g pf/min
1 1,03 a 1,03 a 072b 0,73b 0,88 C
2 3,02b 3,03b 273 ¢ 4,90 a 342 B
3 3,36 b 3320 3,39b 5,52a 390 A
Meédias 2,28 C 246 B 247B 3,72 A
TREVO
1 1,12 a 1,12 a 0,45 b 0,45b 0,78 A
2.87b 3,02a 2,28d 2,57 ¢ 2,68 B
3 3,36 ¢ 3.39¢ 5,47 b 5,58 a 445C
Meédias 245C 2,51C 2,74 B 2,87 A

Letras minusculas iguais na mesma linha ou mailsculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* MM - Meio Minimo, MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog, MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 9 - Atividade da Glutamato Desidrogenase desaminagio em raizes de
cenoura ¢ de trevo cultivadas em meio minimo ou MS com ou

sem FMA
Raiz/coleta MM MMF MS MSF Meédias
CENOURA umol/g pf/min
1 1,27 b 1,27 b 1,82 a 1,82 a 1,54 C
2 3,69¢ 2,43 d 4,56 b 6,74 a 435 A
3 334b 343 b 3,34 b 5,79 a 398B
Médias 2,76 C 238D 324 B 478 A
TREVO
1 1.25b 1,25b 1,94 a 1,95 a 1,60 B
2 398¢ 3,59 ¢ 5,78 a 493b 4,57 A
3 3,46 b 3,29b 5,58 a 6,00 a 458 A
Meédias 290B 2,71 B 443 A 429 A

Letras mindsculas iguais na mesma linha ou mailsculas na mesma linha ou coluna, ndo
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* M - Meio Minimo;  MF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 10 - Atividade das proteases no T. 120, em raizes de cenoura e de

trevo cultivadas em meio minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA umol/g pt/h
2 0,522 0,68 a 0,59 a 0,74 a 0,64 B
3 342d 422 ¢ 522b 871a 540 A
Médias 1,98 C 2,45 BC 2,90 B 472 A
TREVO
2 0,16 b 0,100 b 0.82 a 0,30 ab 0,35B
3 3,28d 428 ¢ 952 a 8,43 b 6,38 A
Meédias 1,72 D 2,19C 518 A 436 B

Letras minusculas iguais na mesma linha ou maidsculas na mesma linha ou coluna, ndo
diferem significativamente entre si (P<0,05).
* MM - Meio Minimo;
Murashige & Skoog, MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.

MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico;

MS - meio
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Tabela 11 - Proteina do extrato das enzimas de assimilagdo de N em raizes de
cenoura € de trevo cultivadas em meio minimo ou MS com ou

sem FMA.
Raiz/coleta MM MMF MS MSF Médias
CENOURA nmol/g pf/min
1 1298,10b 1270,27b 2481,08a 244505b 187388 A
2 566,21 a 27397b 34703 b 590,56 a 44444 B
3 8525,49a 852549a 8760,78a 14209,15a 1000522 C

Médias 346400 C  3356,58 C 386296B 574825 A

TREVO
1 1329,73a 1329,72a 276397a 2763,97a 2046,85B
2 493,15 a 347,03 a 529,68 a 493.15a  465,75C
3 8447 06ba 8486,27b 12501,96a 14143,79a 1089477 A

Médias 342331 B 338768 B 526520 A 5800,30 A

Letras minusculas iguais na mesma linha ou maitsculas na mesma linha ou coluna, nio
diferem significativamente entre si (P<0,05).

* MM - Meio Minimo, MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico, MS - meio
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.
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Tabela 12 - Proteina do extrato das proteases em raizes de cenoura e de trevo
cultivadas em meio minimo ou MS com ou sem FMA.

Raiz/coleta MM MMF MS MSF Meédias
CENOURA umol/g pf/min
2 526,58 b 39114b 626,58b 1534,18a 769,62 A
3 0,00b 121,39ab 32885a 29934 ab 187,40 B
Médias 263,29 BC 256,27 C 47772B 916,76 A
TREVO
2 433,31 433,34 746,85 610,97 556,12 A
3 179,60 154,73 436,15 390,38 29022 B
Médias 306,46 B 29403 B 591,50 A 500,68 A

Letras minasculas iguais na mesma linha ou maiusculas na mesma linha ou coluna, ndo
diferem significativamente entre si (P<0,05).
* MM - Meio Minimo;
Murashige & Skoog; MSF - Murashige & Skoog e com fungo micorrizico.

MMF - Meio Minimo com fungo micorrizico;,

MS - meio



