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RESUMO

Na simbiose dos fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em raizes de plantas, inicia-se uma cascata
de eventos cinéticos e moleculares, os quais levam a uma integracdo morfofuncional gerando
diferentes tipos de interfaces simbidticas: assimbidtica, pré-simbidtica e simbidtica, sendo dependente
do fungo que penetra a célula vegetal hospedeira. Aqui apresentamos a associacdo micorrizica através
de inéditos modelos: (i) estruturas de coloniza¢do em raizes de plantas (ecto e endomicorriza); (ii)
estrutura de um arbusculo e a interfaces de troca; (iii) transporte bidirecional de nutrientes na interface
arbuscular em células de plantas. As membranas bioldgicas contém proteinas de transporte que
facilitam a passagem de fons e de outras moléculas polares especificas. Relatamos que tanto em
plantas quanto em fungos, a absor¢do de nutrientes, ocorre principalmente via transportadores
especificos, encontrados nas membranas de células de raizes e hifas. Finalmente, demonstramos que
proteinas ajudam a manter o gradiente iOnico entre o meio intra e extracelular, entre as quais, a H'-
ATPase tem um importante destaque.
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ABSTRACT

In symbiosis of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on plant roots, triggers a cascade of cellular and
molecular events which lead to an integration Morphological generating symbiotic different types of
interfaces: asymbiotic pre-symbiotic and symbiotic being dependent on the way the fungus penetrates
into the host cell. Here we present the mycorrhizal association through unpublished models: (i)
structures of colonization in plant roots (ecto and endomycorrhizae), (ii) structure of a arbusculo
interfaces and exchange, (iii) bidirectional transport of nutrients in arbuscular interface cells plants.
The biological membranes contain transport proteins which facilitate the passage of ions and other
polar molecules specific. We report that both plants and fungi, nutrient absorption occurs primarily via
specific transporters found in the membranes of cells of roots and hyphae. Finally, we demonstrate
that proteins help maintain the ionic gradient between intracellular and extracellular environment,
including the H'-ATPase plays an important focus.

Keywords: FMAs, bidirectional exchange, H'-ATPase

1. INTRODUCAO

Os problemas globais sobre degradacdo ambiental e a necessidade de uma produgio agricola
sustentdvel e agroecologicamente correta, enfatiza-se a necessidade de estudos sobre 0s processos
microbioldgicos do solo, pois estes sdo parte essencial do funcionamento de todos os ecossistemas
terrestres. Os microrganismos do solo desempenham um papel essencial na produtividade de
ecossistemas agricolas e no funcionamento dos ecossistemas naturais, podendo esse papel ser benéfico
ou danoso (STURMER, 2012; COLODETE, 2013).

Entre os microrganismos do solo com papel benéfico, estdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs), que incrementam a nutricdo vegetal na maioria dos ecossistemas terrestres
(ALLEN, 1996; NGOSONG et al., 2014). Estudo de fésseis de plantas da era Devoniana evidenciam
que a associacdo micorrizica arbuscular (MA) existem h4 pelo menos 400 milhdes de anos (REMY et
al., 1994; RAMOS et al., 2011). Os FMAs sao reconhecidos pelo seu importante papel no aumento na
absorcdo de nutrientes pelas plantas hospedeiras e incremento na tolerincia aos estresses bidticos e
abidticos (GAXIOLA et al., 2012, 2013). O principal mecanismo responsavel pelo aumento na
absorcdo de fons pelos FMAs tem sido relacionado com o aumento do volume de exploragdo do
sistema radicular pelo micélio externo (RAMOS et al., 2011).

Os gradientes intra e extracelulares de H' estdo associados com o crescimento polarizado em
células de plantas (FEIJ Oeral., 2004) e fungos (RAMOS et al., 2008a). Em hifas de FMAs, aumentos
na expressdo de uma isoforma de H'-ATPases (REQUENA et al., 2003), efluxo de H" (RAMOS et al.,
2008a) e consequente alcalinizacdo do citossol (JOLICOEUR et al., 1998) foram observados na
presenca de fatores radiculares. Estudos citoquimicos t€ém mostrado, que na simbiose micorrizica
arbuscular, um movimento bidirecional de {fons opera na interface fungo-planta, sugerindo a presenca
de sistemas especializados de transporte ativo na membrana periarbuscular (MARX et al., 1982;
GIANINAZZI-PEARSON, 1996; COLODETE, 2013). Tanto em plantas quanto em fungos, a
absorcdo de nutrientes ocorre, principalmente, via transportadores especificos encontrados nas
membranas de células de raizes e hifas. Estes transportadores secunddrios necessitam de um aporte de
energia que é fornecido pelos sistemas de transporte primdrios, constituidos, essencialmente pelas
bombas de prétons que nas plantas incluem varios tipos de H'-ATPases (MORSOMME & BOUTRY,
2000) e uma H'-pirofosfatase vacuolar (H'-PPases) (REA er al., 2000; GAXIOLA er al., 2013;
COLODETE, 2013). A fracdo microssomal, obtida por fracionamento celular de tecidos vegetais, é
constituida principalmente por vesiculas de membranas oriundas da membrana plasmdtica e do
tonoplasto, e as principais enzimas responsdveis pela hidrélise de ATP sdo as H'-ATPases da
membrana plasmética (H-ATPases do tipo P) e H'-ATPases do tonoplasto (H-ATPases do tipo V)
presentes nestas membranas (SZE et al., 1999; GAXIOLA et al., 2012; COLODETE, 2013). Nas
plantas, em diversas condi¢des fisioldgicas e de estresse, o pirofosfato (PP;) pode assumir o papel do
ATP, atuando como doador de energia metabdlica da célula (REA et al., 2000; GAXIOLA et al.,
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2007). No tonoplasto, a H'-PPase é funcional na energiza¢do dos sistemas de transporte secundérios
da membrana vacuolar, atuando também no controle da homeostase citoplasmatica, em sincronismo
com a V-ATPase de tonoplasto e com a H'-ATPase de plasmalema (SZE et al., 1999).

Sdo abordados nesta revisdo, aspectos gerais da associagdo micorrizica, caracteristicas
anatOmico-funcionais, estruturais, bem como suas interfaces simbidticas na troca bidirecional de
nutrientes.

2. REVISAO
2.1. Aspectos gerais da associacdo micorrizica arbuscular

As micorrizas s3o divididas em dois principais grupos: ectomicorrizas € micorrizas
arbusculares. As micorrizas arbusculares formam associacdo com a maioria das plantas vasculares de
importincia econdmica, enquanto as ectomicorrizas sdo especificas de esséncias florestais como o
pinus e eucalipto. Na associacdo micorrizica diversos tipos de beneficios sdo conferidos a planta
hospedeira: maior crescimento das plantas, maior tolerancia a patégenos, maior resisténcia ao estresse
hidrico e, maior capacidade de absor¢do de nutrientes do solo tais como fésforo (P), nitorgénio (N) e
potéssio (K) (RAMOS et al., 2008; GAXIOLA et al., 2013). Entre os diversos grupos de fungos do
solo associados maioria das plantas vasculares, exceto uma minoria ndo micotréfica (PASZKOWSKI
et al., 2002), destacam-se os FMAs do filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001), que realizam
simbiose mutualistica obrigatéria. Atualmente sdo classificados em cinco ordens, quatorze familias e
vinte e seis géneros, com pouco mais de 230 espécies descritas (STURMER, 2012).

A micorriza arbuscular (MA), de ocorréncia generalizada, € a mais disseminada nos trépicos,
sendo formada pelos FMA, que se associam simbioticamente a espécies de Bridfitas, Pteridofitas,
Gimnospermas e Angiospermas (DE SOUZA et al., 2008; NGOSONG et al., 2014). Os
glomerosporos assexuais (GOTO & MAIA, 2006) servem para dispersdo e sobrevivéncia a curto prazo
dos organismos e contém a maioria da diversidade morfoldgica para a identificacdo das espécies. O
corpo vegetativo desses fungos se diferencia em diversas estruturas. As hifas fingicas sdo importantes
e dentre outros aspectos, como propagulo para iniciar nova coloniza¢iao micorrizica (GRAHAM et al.,
1982; FOLLI-PEREIRA et al., 2012). As vesiculas sdo estruturas globosas que ocorrem intra e
extracelularmente e possuem a funcdo de reserva e armazenamento para o fungo, as quais sdo
formadas em alguns géneros (DE SOUZA et al., 2008). A principal caracteristica desta associacdo estd
na formagdo do cortex radicular de estruturas denominadas arbusculos. Além disso, os FMAs
proporcionam reducio aos ataques patogénicos nas raizes do hospedeiro (BORGES et al., 2007;
PEREIRA, 2006), aumentam a resisténcia ao déficit hidrico (MORATELLI et al., 2007) e a tolerancia
das plantas a condi¢des de estresse (SANNAZZARO et al., 2006). A formacao de hifas desses fungos
permite ainda uma maior estabilidade de agregados no solo (NOBREGA et al., 2001). Sdo também
consideradas multifuncionais nos agroecossistemas, melhorando potencialmente a qualidade fisica,
quimica e bioldgica do solo (BERBARA et al., 2006), componentes estes da chamada fertilidade
ampla do solo. Pesquisas realizadas no Brasil com diversas espécies de plantas e ecossistemas
comprovam os beneficios desses fungos para o crescimento de plantas (MIRANDA, 2008;
BERBARA et al., 2006).

2.2. Caracteristicas anatémico-funcionais e estruturais de colonizacio em micorrizas

Um resumo das caracteristicas mais importantes desses tipos de micorrizas encontra-se na
Tabela 1, bem como suas principais estruturas de coloniza¢cdo em micorrizas: A Ectomicorriza
Figural A € caracterizada pela presenca de trés componentes: manto fingico que € formado pelo tecido
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fiingico que cobre a estrutura radicular; um labirinto que penetra entre as células da epiderme e do
cortex, formando a Rede de Harting; e estruturas externas ao sistema radicular que sdo compostos por
hifas e rizomorfos que sio essenciais para conec¢do com o solo e a formagdo de corpos de frutificacio
dos fungos formadores de ectomicorrizas (RAMOS et al., 2008a) e Micorrizas Arbusculares
Figural B onde o micélio € asseptado, embora ocorra a formacgdo ocasional de septos, principalmente
em partes senescentes do micélio, como por exemplo hifas espordgenas apds a formacao do esporo em
alguns géneros (Gigaspora e Scutellospora). Os esporos formados pelos Glomeromicetos apresentam-
se entre os maiores do Reino Fungi, variando em tamanho de 22 a 1050 um em didmetro. Os
arbisculos sdo o resultado da interacdo morfolégica e funcional entre fungo-planta, dando origem a
uma estrutura de troca de nutrientes (STURMER, 2012; COLODETE, 2013). As vesiculas sdo
formacgdo em alguns géneros, podendo assumir um padrdo Arum ou Paris (TALAAT & SHAWKY,
2014).

Tabela 1. Principais caracteristicas dos tipos anatdmico-funcionais em micorrizas

I- MICORRIZA ARBUSCULAR

Microssimbiontes fiingicos: fungos asseptados, Glomeromicetos (< 230 espécies).

Exemplo de géneros: Glomus, Acaulospora, Gigaspora e Scutellospora.

Macrossimbiontes vegetais: mais de 80% das plantas terrestres.

Colonizacdo da raiz: hifas penetram nas células vegetais corticais radiculares tanto entre as
células como intracelularmente. Formam estruturas denominadas arbudsculos, no interior das
células corticais. H4 morfologia radicular e celular ndo ¢ alterada.

Estruturas caracteristicas: arbusculos, vesiculas (alguns géneros), hifas e esporos.
Ecossistemas predominantes: denominada cosmopolita, mas predominante nos ecossistemas

tropicais e sdo raros em ecossistemas polares.

Microssimbiontes fiingicos: fungos septados, principalmente a classe dos Basidiomicetos e
Ascomicetos (> 5.000 espécies).

Exemplo de géneros: Amanita, Russula, Lactarius, Laccaria, Cortinarius e Inocybe
Macrossimbiontes vegetais: grupo das Faner6gamas: Gimnospermas e Angiospermas (> 2.000
espécies).

Colonizacdo da raiz: Nao penetram as células do cortex radicular. Caracterizam-se pelo
crescimento intercelular através da Rede de Harting, formando assim um manto de hifas
externas ao redor da raiz. A morfologia da raiz € muito modificada.

Estruturas caracteristicas: Rede de Harting, manto e rizomorfo.

Ecossistemas predominantes: formando simbioses em espécies florestais, sendo comuns em
ecossistemas boreais e temperados.
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(A) Ectomicorriza (B) Micorriza Arbuscular

Apressorio

Micelio

Esporo

Figural. Tlustragdo das estruturas de colonizagdo de raizes em Ectomicorriza (A) (preto/esquerda) e
Micorriza Arbuscular (B) (marrom/direita). Modificado (BONFANTE & GENRE, 2010).

2.3. Potenciais transmembranicos e a promocao na absorc¢iao de nutrientes

Geralmente, a velocidade de difusdo de um soluto através de uma biomembrana, depende da
diferenca de concentracdo do soluto entre os compartimentos separados pela biomembrana, da
resisténcia que o soluto tem que vencer para atravessar a espessura da biomembrana e da diferenca da
concentracao de cargas entre os compartimentos (PRADO, 2013).

A diferenca de concentracdo do soluto entre os compartimentos em uma mesma temperatura
resulta na diferenca de potencial quimico. A diferenca de concentracio de cargas entre os
compartimentos resulta na diferenca de potencial elétrico. O soluto se move de um compartimento ao
outro atravessando a biomembrana devido as diferéngas de potencial quimico e elétrico e por
apresentar alguma permeabilidade na biomembrana de separacido. No entranto, se o soluto apresentar
cargas ou pdlos a difusao através da biomembrana € dificil, pois a fase lipidica apolar de biomembrana
impede a passagem desse soluto para o compartimento adjacente. Para atravessar uma biomembrana o
soluto primeiro deve compatilhar a sua capa de solvatacdo com a superficie externa e polar da
biomembrana. S3o polares as faces da biomembrana voltadas para cada um dos compartimentos
adjacentes (PRADO, 2013).

Posteriormente, o soluto atinge o interior gorduroso da fase lipidica (CH,)n da biomembrana.
Finalmente o soluto recupera sua capa de solvatacdo quando estiver saindo da biomembrana em
direcdo ao compartimento adjacente. Esse processo é energicamente desfavordavel para fons, que ndo
perdem a capa de solvatagdo devido a forte atragdo elétrica entre a 4dgua e a carga do fon. E o caso de
todos os nutrientes minerais, que sdo fons nas suas formas absorviveis e dificilmente atravessam, por
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exemplo, o plasmalema ou o tonoplasto, sem um facilitador. Esses fons nutrientes dificilmente perdem
a sua capa de solvatagdo para as faces polares da biomembrana (PRADO, 2013).

A permeabilidade (P) € o tempo em segundos (s) que um soluto demora em atravessar a
espessura (cm) da biomembrana. Ou seja, P é expressa cm s'. Esse deslocamento para um soluto
neutro e pequeno é de cerca de 10-4 cm s™', enquanto que para um soluto carregado de tamanho
equivalente o deslocamento é mil vezes mais lento, 10-7 cm s”'. A 4gua, solvente universal para as
reacdes bioquimicas, € um caso especial. A permeabilidade da 4gua na biomembrana pode ser elevada
(10-2 cm s™') apesar da dgua apresentar forte polaridade. Nesse caso da d4gua os canais denominados de
aquaporinas, quando estdo abertos, facilitam a passagem de 4gua através das biomembranas.
Portanto, a 4gua também precisa de um facilitador para atravessar e alcancar o comprimento adjacente.
O processo de simples difusdo de um determinado soluto através de uma biomembrana pode ser
descrito formalmente pela equagdo de Fick.

J=PA(C-Cy *

* Em que: J, o fluxo, e a quantidade do soluto (mV) atravessando a biomembrana em um dado
momento por unidade de tempo (s). P € a permeabilidade do soluto em uma biomembrana especifica,
em cm s'. As membranas biolégicas naturais sio mais permedveis aos solutos que as membranas
artificiais. A é a drea total da membrana onde a difusdo estd ocorrendo (cm?). C; é a concentracao
(mV) do soluto em um compartimento. C, € a concentragdo (mV) do soluto no compartimento
adjacente).

2.4. Diferenca de potencial elétrico

Considerando somente o potencial quimico, as raizes deveriam perder e ndo absorver solutos
com cargas como os nutrientes minerais. No entanto as células que acumulam cétions e anions no seu
interior. Além disso, a solu¢do em um recipiente fechado deveria se concentrar como consequéncia da
retirada da dgua por meio da absorcdo da raiz e posterior transpiracdo da copa, mas ocorre o contrario
com a maioria dos fons conforme o curso dos dias. Apds 4 dias de cultivo a solugdo nutritiva ficou
mais diluida Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo de cdtions e anions em células das raizes de milho (M) e de feijoeiro (F)
crescendo em solugdo nutritiva durante 4 dias. A 4dgua da solucdo nutritiva perdida por transpiragdo
ndo foi reposta durante os dias de cultivo em um recipiente. Mesmo sem a reposi¢do de dgua perdida
por transpiracdo as concentragdes da solucdo externa sdo geralmente menores apds 4 dias de cultivo.
Ce=concentragdo externa (solucdo nutritiva). Ci=concentra¢do interna (células da raiz), segundo
Marschner (1986).

Concentragdo (mV) ap6s 4 dias de cultivo

Ton Ce inicial Ce final Ci final Ci/Ce finais
M F M F M F
K* 2,00 0,14 0,67 160 84 1142 125
Ca”™* 1,00 0,94 0,59 3,0 10 3,2 17
Na* 0,32 0,51 0,58 0,6 6 12 10
NO5 2,00 0,13 0,07 38 35 1,2 500
SO, > 0,67 0,61 0,81 14 6 23 7,4

A dilui¢do da solug@o ocorre em fungdo da absorcdo dos cdtions e dos anions pela raiz. A
absorcdo desses solutos eletrolitos € proporcionalmente maior que a absor¢do de dgua pelas raizes,
resultando na diluicdo da solu¢do. Como € possivel esses eletrolitos na solugdo (no caso nutrientes
minerais) atravessam as biomembranas, diluir a solu¢do nutritiva apesar da concomitante absorc¢do de
dgua (Tabela 2) e ainda serem acumulados nas células da raiz apds 4 dias de cultivo? Ha vérios fatores
que facilitam a entrada do eletrdlito na célula da raiz (PRADQO, 2013).
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Se houver ndo s6 uma diferenca de potencial quimico, mas também uma diferenca de
potencial elétrico entre os compartimentos separados pela biomembrana ocorrerd naturalmente a
atracio de eletrélitos para um dos compartimentos. Por exemplo, se ha Ca®* fora e o interior celular é
negativo, o Ca’* é atraido para o interior da célula, podendo haver actimulo de Ca** em um
compartimento. Por outro lado, estruturas ancoradas na biomembrana como canais i0nicos,
carregadores e bombas facilitam a passagem de eletrdlitos através da fase gordurosa da biomambrana.
Portanto, ndo ¢ somente a diferenca de potencial quimico (concentracdo, equacdo I) que determina a
tendéncia de passagem de eletrdlitos através da biomembrana.

A diferenca de potencial elétrico originada por meio da distribui¢do desigual de cargas entre
os dois lados da biomembrana e a presenca de facilitadores de transporte idnico (carregadores, bombas
e canais) (COLODETE, 2013) também determinam a capacidade de actimulo de cdtions e anions nos
compartimentos celulares (PRADO, 2013).

A diferenca de potencial elétrico entre compartimentos separados por biomembranas pode
ocorer de trés principais formas ndo excludentes: (1) potencial de difusdo, (2) for¢ca motora de prétons
e (3) potencial de Donnan. Esses processos sdo também denominados de mecanismos 1, 2 e 3
respectivamente. Qualquer um desses trés mecanismos resulta em um interior celular (citoplasma e
vactiolo) mais negativo em relacdo ao exterior. Para acumular cargas negativas ndo € necessirio
importar essas cargas, basta exportar cargas positivas como, por exemplo, expulsar prétons H'. Esses
prétons estdo mais ou menos disponiveis na solucio aquosa da célula, dependendo do valor de pH em
cada compartimento. Sob valor de pH mais dcido hd mais cargas positivas disponiveis (H'). E
importante notar que os prétons apresentam cargas, mas ndo sao osmoticamente ativos, ou seja, o
valor do potencial osmético nao € alterado diretamente pelo valor do pH.

Os prétons formam dgua ao reagirem com hidroxilas (OH") ou formam dgua protonada (H;0")
ao reagirem com dgua (H,O). Transportar prétons através de biomembranas pode ser conveniente e
vantajoso para criar um potencial elétrico transmembrinico e ndo alterar o potencial osmético dos
compartimentos adjacentes. O transporte de H' requer certo gasto de energia, pois ndo ultrapassam as
membranas facilmente.

Em compartimentos bioldgicos a expulsdo de cargas positivas como o H' é eficiente, pois cria
uma diferenga de potencial elétrico de até -130mV. Além de deixar o compartimento exportados mais
negativo, o compartimento importador que recebe a carga H' torna-se mais positivo. Portanto, a
diferenca de cargas entre compartimentos é duplamente alterada com apenas um movimento de
transporte. Além disso, o compartimento que recebe H' torna-se mais acido.

ADP + Pi

Figura 2. Atividade de uma bomba de prétons movimentando fons H' através de uma biomembrana. O
movimento de préton ocorre desde o compartimento 1 a esquesda para o compartimento 2 a direita, com o
consumo simultdneo de ATP. Devido ao bombeamento de prétons de 1 para 2 o compartimento 2 torna-se mais
positivo e mais dcido e o compartimento 1 mais negativo e mais bdsico, simultaneamente. H4, portanto quatro
eventos decorrentes de um s6 movimento de carga, dois eventos em cada compartimento. O movimento de
prétons ndo altera o potencial osmético dos compartimentos. Modificado (PRADO, 2013).

2.5. Potencial elétrico de Goldman

A diferenca de permeabilidade (valor de P) entre cétions e anions, especialmente entre K+ e
Cl-, proporciona uma difusio mais rdpida a favor do K*. O valor de P para o CI" é maior que 1,0 % do
valor de P para K" em uma mesma biomembrana (para membranas artificiais a permeabilidade muda
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completamente (K* < CI'), sendo o valor de P menor que 10 cm s™ para esses fons). Portanto citions e
anions

Tonoplasto Plasmalema
Vactols Citoplasma (-) Matriz Extracelular (+)
4E = -30mV 4E =-120 mV (Parede Celular) pH = 5,5
pH=55 pH=7.2 K
a-., K —>K"
C — - Kt '
o = Cl Mecanismo 1
- R — K* L r )
e . D.IfL,ISE!D Emveln:u}n:?dadesn .
Clrpoe— 1 o K ¢ diferentes de cations e dnions.

H*-V-ATFase I

ATP ATP
2 H* :
.-K ADP + Pi Mecanismo 2
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Figura 3. A diferenga de potencial elétrico (AE) € construida por meio de trés principais processos
complementares e ndo excludentes. Mecanismo 1: o potencial de difusdo ou potencial elétrico de Goldam.
Difusdo diferenciada de cations e anions, principalmente entre K" e CI". Mecanismo 2: forca motora de prétons:
bombeamento de prétons H™ por meio de dois tipos de H-ATPases (V-H™-ATPase no tonoplasto e P-H"-ATPase
na plasmalema) e por bombas de pirofosfato (H*-PPase no tonoplasto). Mecanismo 3: potencial de Donnan,
liberagdo de H" dos radicais carboxilicos (-COOH) terminais e adicionais (nos aminodcidos glutamato e
aspartato) das protefnas. O valor de pH do vactolo (~5,5) e o valor da AE entre o vacuolo e o exterior adjacente
celular (~90 mV) sdo menores que os valores correspondentes da AE e de pH para o citoplasma devido ao
bombeamento de H* para o interior do vactolo. Por meio dos mecanismos 1, 2 e 3 o citoplasma torna-se
negativo (-) e a matriz extracelular positiva (+). Modificado (PRADOQO, 2013).

H*-PPase

2.6. A forca motora de H*

Bombas de prétons H" (H'-ATPases) Figura 3 (COLODETE, 2013) e a pirofosfatase (H'-
PPase) (Figura 3, mecanismo 2) (RAMOS, et al., 2011; COLODETE, 2013) hidrolizam ATP ou
pirofosfato (PPi), respectivamente para bombear prétons em direcdo ao compartimento (Figura 3,
mecanismo 2). As H'-ATPase que se localizam na plasmalema (P-H'-ATPases) Figura 3 sdo
diferentes na estrutura e funcionalemto das ATPases (V-H'-ATPases) Figura 3 que se localizam na
membrana do vaciolo Figura 2 ou do complexo de Golgi (COLODETE, 2013). Diferente da P-H'-
ATPases Figura 3 sdo estruturalmente semelhantes as ATPases que sintetizam ATP na mitocondria e
no cloroplasto e também semelhantes as ATPases de bactérias (F-H'-ATPases).

H4 confusdo quanto aos prefixos das ATPases (ATPase é uma grafia genérica, representando
varias enzimas que sintetizam ATP utulizando a cinética de prétons ou que hidrolizam ATP e
bombeiam prétons. Para as ATPases que sintetizam ATP utilizando a cinética de prétons ha vérios
sindnimos: ATPsintase, ATPsintetase, F-ATPase em bactérias. As ATPases que hidrolizam ATP para
bombear H* podem ser V-H*-ATPase ou P-H'-ATPase. AS ATPases que bombeiam Ca* sio
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denominados Ca®*-ATPase. As ATPases que bombeiam moléculas orginicas (antocianina e
glutationa) para o interior do vaciolo s@o denominados ATP binding cassete (bombas ABC)).

2.7. Potencial de Donnan

Com o bombeamento de prétons para o vacuolo e para fora do protoplasto simultaneamente
devido a atividade das ATPases Figura 3 o citoplasma torna-se levemente basico (pH~7,2) e o vactiolo
e o exterior celular adjacente assumem comportamento dcido (pH~5,5). Nessa situacdo de menor
concentracao hidrogenidnica no citoplasma (mais basico) os agrupamentos carboxilicos (-COOH) das
proteinas e dos aminodcidos livres tendem a perder o hidrogénio, tornando-se —COO'.

A desprotonag¢do de aminoédcidos aumenta o nimero de cargas negativas no citoplasma. Os
grupos carboxilicos nas proteinas que podem ser desprotonados ocorrem em uma das extremidades da
molécula protéica, na outra extremidade a terminac¢@o € o agrupamento aminico, NH;". H4 um grupo
carboxilico adicional nos aminodcidos glutamato e aspartato que também podem ser desprotonados. O
aumento significativo de cargas negativas (de —COOH para —COQ") sob valor de diferenca de
potencial elétrico entre o citoplasma e o exterior celular adjacente.

As protefnas sdo difusiveis através da membrana, permanecendo negativas no citoplasma por
meio dos grupos desprotonados —COQ". O potencial elétrico condicionado por esse mecanismo 3 é
denominado como potencial elétrico de Donnan Figura 3.

Esse potencial é de certa forma dependente da atividade das ATPases, que condicionam a
diferenca de pH entre compartimentos, mas ndo exige energia metabdlica direta. Os potenciais
elétricos de Goldman (Figura 3, mecanismo 1) e de Donnan (Figura 3, mecanismo 3) sdo capazes de
estabelecer em conjunto momentaneamente um valor de AE entre -50 e -80 mV.

2.8. Interfaces simbioticas dos FMAS e sua troca bidirecional de nutrientes

Na simbiose dos FMAs em raizes de plantas, inicia-se por uma cascata de eventos celulares,
cinéticos e moleculares, os quais levam a uma integracdo morfofuncional entre as células da planta-
fungo (CRUZ et al., 2008). Isto gera diferentes tipos de interfaces simbidticas (Figura 4), as quais
podem ser criadas durante a interacdo MA, porém sendo dependente do modo pelo qual o fungo
penetra na célula hospedeira (Figura 4).

As interfaces intercelulares sdo formadas por hifas crescendo entre as células do cértex
radicular, e as intracelulares quando a hifa intercelular penetra na parede celular da célula hospedeira e
se desenvolve dentro da mesma, formando estruturas denominadas arbusculos. Enquanto os
arbusculos sdo estruturas muito importantes para a simbiose MA e requer uma relacio genética entre
os simbiontes (LAMBALIS, 2006).

Com a penetracdo da hifa fingica na célula cortical hospedeira, uma nova membrana
plasmatica da planta € sintetizada, extendendo-se ao longo da membrana plasmadtica original, sempre
que o fungo estd no apoplasto celular (HARRISON, 2005). Quando a hifa intercelular nas camadas
corticais mais internas diferencia-se em arbusculos, a membrana plasmética do hospedeiro modificada
¢ referida como membrana Peri-arbuscular, sendo separada da membrana do arbtisculo pela “interface
arbuscular” Figura 4.
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Figura 4. Esquema da estrutura de um arbiisculo em uma célula cortical vegetal e a formagéo das interfaces de
troca. Os circulos (em azul) representam a localizagdo das proteinas de trasnporte H'-ATPases da membrana
Peri-arbuscular e os tridngulos (em amarelos) as H*-ATPases do FMA. E também apresentado as fases do
desenvolvimento em MA. A fase assimbiodtica compreende os eventos relacionados a germinacio dos esporos
no solo e crescimento do tubo germinativo. A fase Pré-simbiética compreende nos eventos associados a
ramificacdo das hifas esporofiticas em resposta a fatores de ramificacdo (FR) produzidos pelas plantas. A fase
simbidtica compreende nos eventos associados a diferenciagdo do apressério (Ap), penetragdo, colonizagio
intrarradicular e diferenciacdo e funcionamento do arbuisculo. Modificado (RAMOS et al., 2005).

Os arbusculos sdo considerados sitios-chaves na formacdo da interface simbidtica e no
movimento bidirecional de carbono (C) e nutrientes organicos e inorganicos, embora as outras
interfaces também possam contribuir ativamente na troca de nutrientes (RAMOS et al., 2005).

Nesta troca Figuras 4 e 5, as proteinas de transporte denominadas H'-ATPase de membrana
plasmitica do fungo e da planta, sdo responsaveis pela extrusdo unidirecional de fons H" e da quebra
da molécula de ATP (transporte primario de H"). Assim, o gradiente eletroquimico gerado pelas
ATPases impulsionam o transporte de P;, sacarose (Sac), glicose (Gli), frutose (Fru) e outros nutrientes
via transportadores de membrana (transporte secundario) (RAMOS et al., 2011). Fésforo inorganico
(P;) absorvido do solo pelas hifas extrarradiculares sdo convertidos em granulos de polifosfato para
serem transportados e préximo a membrana do arbusculo sdo convertidos em P; novamente e
transportados para a interface arbuscular, onde se ligam aos H' para serem transportados para as
células corticais da planta hospedeira Figura 5. O gradiente de H" criado, ativa a abertura de canais de
K" em ambas as membranas e impulsiona a atividades dos transportadores de P; (RAMOS et al.,
2011). Em troca, a planta repassa sacarose fotossintetizada a interface arbuscular, sofrendo degradagao
pela atividade de invertases e convertida em Gli e Fru que sdo transportadas para as células dos FMAs
e posteriormente atingindo as rotas metabdlicas para a sintese de glicogénio ou lipideos Figura 5
(RAMOS et al., 2011).
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Figura 5. Esquema do transporte bidirecional de nutrientes na interface arbuscular. As H*-ATPase de
membrana plasmatica do fungo e da planta sdo responséveis pela transporte unidirecional de fons H" a quebra
da molécula de ATP (circulos pretos). Transportadores de fosfato, polifosfato hidrolisado por enzimas
PolyPhosphatase (PolyPases) e atividade de canais i0nicos de fungos e plantas sio representados. Tanto fungos
¢ plantas a H*-ATPase da membrana plasmatica proporciona o transporte de H" na interface e fora da célula
fingica criando um gradiente eletroquimico através da membrana que energiza o transporte secundario de P;, de
aménio (NH,"), Nitrato (NO3’), K*, vérios anions (A"), sacarose, glicose (Gli) e frutose (Fru). A sacarose é
hidrolisado (provavelmente por invertases) e os aglicares sdo transportados para as células fingicas através de
transportadores de monossacarideos (MST) e posteriormente atingindo as rotas metabdlicas para a sintese de
lipideos ou glicogénio. Oscilagdes no fluxo de Ca®* e alteragdes no pH podem induzird a despolarizacio da
membrana, durante a absor¢io de fons, o que resultando em Ca* e H' especificas para a fase da interagdo
micorriza. Modificado (RAMOS et al., 2011).

E relatado que a disponibilidade de C na interface possa regular a localizagio, distribuicio e
fungcdo dos arbusculos no cértex radicular. Especula-se que a presenca de diferentes interfaces
(arbuscular e intercelular) possa conferir uma separag¢do funcional e espacial dos diferentes processos
de transporte na simbiose MA (RAMOS et al., 2011). Deste modo, as interfaces intercelulares e as
arbusculares possuiriam a mesma estrutura bdsica ao nivel celular e bioquimico, predominando uma
regido apoplastica separando as membranas de ambos simbiontes. Embora a composicio e estrutura do
apoplasto possam afetar os processos de absorcdo e translocag¢do de nutrientes entre os simbiontes, o
movimento de nutrientes entre estes pode ser controlado por ambos, mas as proteinas de transporte em
membrana da planta atuam mais eficientemente no controle da troca de solutos dentro e fora das
células colonizadas (RAMOS et al., 2011).
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3. CONCLUSAO

A pesquisa em micorrizas arbusculares na dltima década estd passando por um momento
especial, marcado por um melhor entendimento da biologia, genética e da ecologia desse grupo de
fungos, e principalmente devido ao reconhecimento pela comunidade ciéntifica, em geral, da
importincia desses grupos para a manutencdo da diversidade e produtividade de ecossistemas
vegetais.

Além disso, apesar dos avancos do conhecimento sobre os fatores que regulam o
desenvolvimento de MA, esforcos adicionais sdo necessarios para esclarecer as vias de sinalizagdo e
transducdo de sinais em MA. Os estudos da gendmica e protedmica, bem como a fisiologia de plantas
e fungos, poderdo contribuir de forma preponderante para o avanco dessa drea de pesquisa. Trabalhos
futuros, envolvendo microrganismos presentes no solo, acoplado a ecofisiologia e a biologia molecular
(PCR-DGGE) serdo importantes ferramentas para determinar uma maior amplitude das condicdes
necessdrias, favorecendo os processos de desenvolvimento do vegetal.
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