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RESUMO

As micorrizas arbusculares (MAs) sao associagoes simbidticas mutualistas
entre fungos do filo Glomeromycota e a maioria das plantas terrestres. A formacao
e o funcionamento das MAs depende de um complexo processo de troca de sinais,
que resulta em mudancas no metabolismo dos simbiontes e na diferenciacao de
uma interface simbiotica no interior das células das raizes. Os mecanismos que
regulam a formacao das MAs sao pouco conhecidos, mas sabe-se que a concentracao
de fosfato (P) na planta é um fator determinante para o desenvolvimento da
simbiose. A disponibilidade de P na planta pode afetar o balanco de actcares e de
fitormonios (FHs), além da expressao de genes de defesa vegetal. Com o advento
da genomica e protedomica, varios genes essenciais para o desenvolvimento das
MAs ja foram identificados e seus mecanismos de regulacao estao sendo estudados.
Até o presente, sabe-se que as plantas secretam substancias que estimulam a
germinacao de esporos e o crescimento de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs). Ha evidéncias também de que os FMAs sintetizam moléculas sinalizadoras,
que sao reconhecidas pelas plantas hospedeiras. Pelo menos trés genes sao
essenciais para o reconhecimento dessa molécula e a transducao do sinal molecular.
Discutem-se os papéis desses genes e 0s possiveis mecanismos que regulam sua
expressiao, bem como os papéis dos FHs na regulacao de MAs sao discutidos.

Termos de indexacao: micorriza arbuscular, sinalizacao, fitormonios, genes de
defesa, fosfato.
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SUMMARY: REGULATION OF ARBUSCULAR MYCORRHIZAE DEVELOPMENT

Arbuscular mycorrhizae (AM) are mutualistic symbiotic associations between fungi of
the phylum Glomeromycota and most terrestrial plants. The formation and functioning of AM
depend on a complex signal exchange process, which ultimately results in shifts in the metabolism
of the symbionts and differentiation of a symbiotic interface in cortical root cells. The
mechanisms regulating AM development are not well understood, but it is known that phosphate
(P) concentration in plants plays a key role in this process. Plant P concentration may affect
the balance of sugars and phytohormones (PH), as well as the expression of plant defense-
related genes. With the advent of genomics and proteomics, several genes essential for the
development of AM have been identified and their regulation mechanisms are being elucidated.
Hitherto, it is known that plants secrete several compounds that sttmulate spore germination
and the growth of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). There is also evidence that AMF
synthesize molecules that are recognized by the host plants. At least three genes are essential for
the recognition of this molecule and the transduction of the molecular signal. The roles of these
genes and the possible mechanisms regulating their expression, as well as the role of PH in
controlling AM development are discussed in this review.

Index terms: arbuscular mycorrhiza, signaling, phytohormones, defense genes, phosphate.

INTRODUCAO

Plantas e microrganismos formam diversos tipos
de interagées simbidticas que podem variar do
parasitismo ao mutualismo. As raizes das plantas
podem se associar a fungos do filo Glomeromycota
formando micorrizas arbusculares (MAs), associa¢oes
simbidticas mutualistas, que ocorre em mais de 80 %
das plantas vasculares (Smith & Read, 1997; Schiibler
et al., 2001).

No estabelecimento das MAs, a troca de sinais
inicia-se antes do contato fisico entre os simbiontes,
com a secrecao de exsudatos capazes de estimular a
ramifica¢@o das hifas dos FMAs pelas raizes. Essas
hifas diferenciam-se em apressorios na superficie da
raiz e colonizam o tecido cortical, tanto intercelular
quanto intracelularmente. No cortex, algumas hifas
intracelulares diferenciam-se em arbusculos,
estruturas responsaveis pela troca de metabdlitos entre
os simbiontes (Bonfante-Fasolo, 1984).

Apesar de ndo ocorrerem altera¢ées morfologicas
macroscopicas nas raizes colonizadas por FMAs, a
formacdo das MAs é acompanhada de consideraveis
mudangas no metabolismo de ambos os simbiontes e
pela diferenciagdo de uma interface simbidtica ao redor
dos arbusculos (Harrison, 2005). A formacio de MAs
é um processo complexo, cujos mecanismos de
regulacdo sdo poucos conhecidos. No entanto, sabe-
se, de longa data, que a concentracio de P nas plantas
tem grande efeito no desenvolvimento da simbiose
(Smith & Read, 1997). Em baixa concentracio de P,
a simbiose desenvolve-se plenamente, enquanto em
alto P, seu desenvolvimento é restrito. Os mecanismos
pelos quais o P regula o desenvolvimento da simbiose
também sdo desconhecidos. Tem sido relatado que o
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P pode afetar o balanco de ag¢tcares nas raizes, o
balanco de fitormonios e, ou, a expressio de genes de
defesa vegetal (Siqueira, 1983; Lambais & Mehdy,
1995). Contudo, o avango das pesquisas nessas areas
tem sido limitado pela impossibilidade de manipulacao
genética dos FMAs. Recentemente, a identificagdo de
mutantes vegetais defectivos na formagdo de MAs e o
advento da genémica e proteémica tém propiciado um
avanco consideravel do conhecimento dos mecanismos
de regulagdo do desenvolvimento e da fisiologia de
MAs.

SINALIZACAO MOLECULARE
TRANSDUCAO DE SINAIS EM MAs

Em varias interagdes planta-microrganismo, a
mutua percep¢ao dos organismos envolvidos ocorre
antes do contato fisico propriamente dito. O processo
de comunicacdo interespecifica mais estudado em
interacoes simbidticas é aquele que ocorre entre
leguminosas e rizbébios. No inicio da interagao
leguminosa-rizobio, as raizes das plantas hospedeiras
liberam flavondides que sdo reconhecidos pelas
bactérias e induzem a expressao dos genes nod. Os
produtos desses genes sao responsaveis pela sintese
de lipoquitooligossacarideos sinalizadores chamados
fatores Nod, os quais sdo essenciais para a formacao
dos nédulos nas raizes. Receptores transmembranicos
nas células epidérmicas das raizes reconhecem os
fatores Nod e ativam uma cascata de sinais, cujo
resultado final é o encurvamento do pelo radicular,
bem como a formacido do corddo de infecg¢do e o
desenvolvimento do primérdio nodular (Fisher & Long,
1992; Denarié & Cullimore, 1993; Denarié et al., 1996).
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Varios genes essenciais para a formacio dos nodulos
em leguminosas sdo conhecidos, assim como alguns
aspectos de seus mecanismos de regulacao (Riely et
al., 2004). Ja no caso das MAs, os mecanismos de
comunicagio entre os simbiontes sdo pouco conhecidos,
e o estudo desses processos tem sido dificultado pela
incapacidade de se cultivarem os FMAs na auséncia
do hospedeiro.

A germinacéao dos esporos dos FMAs no solo nao
necessita de um sinal vegetal para ter inicio, uma vez
que pode ocorrer em agua (Paula & Siqueira, 1990;
Harrison, 2005). Contudo, a presenca de exsudatos
de raizes ou de compostos volateis, como o CO,, pode
estimular a germinac¢io dos esporos e o crescimento
do tubo germinativo, indicando que os FMAs sdo
sensiveis aos compostos presentes na rizosfera (Bécard
& Piché, 1989; Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Nair
etal., 1991).

Estudos in vitro mostraram que as hifas dos FMAs
crescem mais rapidamente e apresentam uma intensa
ramificagdo nas proximidades da raiz hospedeira (Buée
et al., 2000), sugerindo que moléculas sinalizadoras
exsudadas pelas raizes sio efetivamente reconhecidas
pelos FMAs. Esse processo de estimulo de crescimento
e ramificac¢io das hifas nio ocorre na presenca das
raizes de plantas nao-hospedeiras, indicando a
existéncia de um mecanismo de distin¢io entre plantas
hospedeiras e nio-hospedeiras ativo nessa fase
(Giovannetti et al., 1993; Buée et al., 2000). Além da
ramificac¢éo das hifas, os FMAs apresentam aumento
na atividade respiratéria quando em contato com
exsudatos de raizes (Tamasloukht et al., 2003).
Adicionalmente, exsudatos de raizes de cenoura
parcialmente purificados induzem o acimulo de
proteinas mitocondriais em esporos de Gigaspora rosea
em periodos menores do que uma hora de contato,
enquanto a induc¢do do acimulo de proteinas
mitocondriais em hifas de Glomus intraradices ocorre
entre 2 e 3 h apds a exposi¢do aos exsudatos radiculares
(Tamasloukht et al., 2003).

Diversos trabalhos com o objetivo de isolar o “fator
de ramificacdo das hifas” (Branching Factor, BF)
foram realizados ao longo dos anos, e levaram a
descoberta de que plantas nutricionalmente deficientes
em P contém mais compostos ativos do que plantas
bem nutridas em P (Tawaraya et al., 1998; Nagahashi
& Douds, 2000). Dentre os compostos comumente
encontrados nos exsudatos de raizes de plantas
deficientes em P estdo os flavondides, muitos dos quais
podem estimular o crescimento fingico (Gianinazzi-
Pearson et al., 1989; Siqueira et al., 1991; Tsai &
Philips, 1991; Baptista & Siqueira, 1994; Vierheilig
et al., 1996; Akiyama et al., 2002). Entretanto,
experimentos com mutantes de milho deficientes na
producao de flavondides mostraram que eles ndo sdo
essenciais para o estabelecimento de MAs (Bécard et
al.,, 1995).

A purificac¢éo de BFs é um processo trabalhoso, ja
que essas moléculas parecem ser instaveis e estio

presentes em concentragdes extremamente baixas nos
exsudatos das raizes. Mas, apesar dessas dificuldades,
um BF foi isolado de raizes de Lotus japonicus, e foi
identificado como 5-desoxiestrigol, uma estrigolactona
do grupo das lactonas de sesquiterpenos (Akiyama et
al., 2005). As estrigolactonas também sdo conhecidas
por sua capacidade em estimular a germinacgéo de
sementes das plantas parasitas Striga ssp. e
Orobanche ssp., e sua sintese é induzida em condi¢oes
limitantes de P inorganico, que favorecem a
proliferacido dessas plantas parasitas (Yoneyama et
al., 2001). Asvias metabdlicas que levam a biossintese
de estrigolactonas ndo sdo totalmente conhecidas, mas
o uso de mutantes de milho defectivos no metabolismo
de carotendides mostrou que elas sdo derivadas das
vias biossintéticas dos carotendides (Matusova et al.,
2005).

Tanto estrigolactonas naturais como sintéticas sao
capazes de induzir a ramificacido das hifas de
Gigaspora margarita quando presentes em baixas
concentracoes no meio (Akiyama et al., 2005). Além
do efeito no crescimento e morfologia das hifas, as
estrigolactonas causam aumento na densidade e
atividade de mitocondrias nas hifas de G. roseaq,
sugerindo que elas podem estimular o catabolismo de
lipidios do fungo na fase pré-simbiética (Besserer et
al., 2006). Embora as estrigolactonas possam
estimular a ramificacio de hifas, sua essencialidade
para a formagéo das MAs ainda nao foi demonstrada.

A partir da suposi¢ao de que plantas hospedeiras
produzem um fator estimulante da MA e que a
producdo deste fator é induzida em condigGes
limitantes de P, é esperado que plantas nio-
hospedeiras sejam incapazes de produzi-lo. Assim, a
analise de dois mutantes pmi (pre-mycorrhizal
infection) de tomateiro, pmil e pmi2, defectivos para
a formacido de MAs, mostrou que seus exsudatos
radiculares ndo estimulam o crescimento das hifas
de G. intraradices (David-Schwartz et al., 2001, 2003).
Porém, analises mais detalhadas dos exsudatos de
pmil mostraram que, em vez da falta de um fator
estimulante havia um inibidor do crescimento do fungo
(Gadkar et al., 2003). Aparentemente, as plantas
sintetizam um fator inibidor do crescimento dos FMAs,
além dos BFs, impedindo o desenvolvimento da
simbiose. Porém, em condic¢oes favoraveis, a sintese
desse fator é suprimida, permitindo o desenvolvimento
da simbiose. Isolar e caracterizar esse inibidor, bem
como desvendar seu mecanismo de ac¢io, seria essencial
para compreender esse processo de comunicacio.

O processo de comunicagio entre os simbiotes
envolve nio somente moléculas de origem vegetal, mas
também sinais moleculares de origem fungica. Em
experimentos com plantas transgénicas de M.
truncatula, contendo o sistema repérter pMtENOD] 1-
gusA, foi observado que os FMAs produzem uma
molécula difusivel em meio de cultura capaz de ativar
aexpressiode MtENODI1. O gene MtENODI I codifica
uma proteina rica em hidroxiprolina, componente da
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matriz extracelular que tem a sua expressao induzida
durante o desenvolvimento de MAs e na presenca de
fatores Nod (Journet et al., 2001; Chabaud et al., 2002;
Kosuta et al., 2003). Embora essa molécula ndo tenha
sido identificada e a sua essencialidade para o
estabelecimento das MAs demonstrada, esse dado é
evidéncia direta da troca de sinais entre plantas e
FMAs.

O fato de alguns mutantes de leguminosas nao-
nodulantes (nod-) serem incapazes de formar MAs
(myc) sugere que parte das vias de transducio de
sinais nas duas simbioses é comum (Lambais, 2006).
Pelo menos trés genes essenciais para a nodulacgao
sao também essenciais para a formacdo de MAs, sdo
os chamados DMI (Does not Make Infection),
identificados em M. truncatula. Os mutantes dmi
de M. truncatula e os Ljsym de L. japonicus sao
fenotipicamente similares ao primeiro mutante myc-
de ervilha e tém o processo de infec¢éo bloqueado no
estagio de penetracdo das células epidérmicas
(Harrison, 2005), sugerindo que os produtos desses
genes estio envolvidos nas fases iniciais do processo
de percepcéo e transdugao dos sinais moleculares.

De fato, o gene DMI2 de M. truncatula e seu
ortélogo SYMRK de L. japonicus codificam receptores
transmembranicos com atividade de quinase de
proteinas essenciais para a formacido das MAs e
nodulos (Stracke et al., 2002). A caracterizac¢ao do
gene SYMRK permitiu a identificagdo de um dominio
extracelular rico em leucina que estaria envolvido na
percepcio de moléculas sinais (fator Nod e, ou, um
possivel fator Myc), um dominio transmembranico e
um dominio quinase de proteina intracelular, o qual
permite a transdugéo dos sinais moleculares (Yoshida
& Parniske, 2005). A fosforila¢ao de trés residuos
serina/treonina do dominio quinase de proteina
intracelular foi descrita como essencial para a
completa ativacao do receptor e transducio do fator
Nod (Yoshida & Parniske, 2005). Porém, o complexo
protéico necessario para o reconhecimento do fator Nod
é formado pelo produto de dois outros genes: LiNFR1
e LjNFR5. Esses genes codificam proteinas similares
a receptores transmembranicos com atividade de
quinase de proteinas. Mutantes nfrl e nfr5 nao
respondem aos fatores Nod, mas podem formar MAs,
1.e., sdo nod- myc*. Esses dados sugerem que essas
proteinas estdo especificamente envolvidas na
percepc¢do do sinal bacteriano e nao interferem na
percepcao do fator Myc (Madsen et al., 2003; Radutoiu
et al., 2003).

Outro gene essencial para o desenvolvimento de
noédulos e MAs em M. truncatula é DMII (Endre et
al., 2002). A proteina codificada por DMI1 atua apds
DMI2/SYMRK na cascata de transducio do sinal
molecular e codifica um canal de citions putativo,
possivelmente envolvido na oscila¢do da concentragao
de Ca2* (“Ca?" spiking”) no citoplasma vegetal (Oldroyd
& Downie, 2004). Em raizes de M. truncatula, a
proteina DMI1 esta localizada na membrana nuclear
(Riely et al., 2007). Porém, dois genes homdlogos a

R. Bras. Ci. Solo, 33:1-16, 2009

DMII1, CASTOR e POLLUX, identificados em L.
japonicus, codificam proteinas localizadas em
plastidios, podendo néo ser as responsaveis pela
oscilacdo da concentracdo de Ca2* no citoplasma
(Imaizumi-Anraku et al., 2005). Oscila¢ées na
concentracio de Ca2* no citoplasma sdo essenciais para
o desenvolvimento dos ndédulos, mas a sua
essencialidade para a formagao de MAs ainda nao foi
demonstrada. O fato de o gene NuplI33 de L.
Jjaponicus, que codifica uma nucleoporina localizada
no envelope nuclear das células das raizes, ser
necessario para as oscilagoes de Ca2*, aliado ao fato de
mutantes nupl33 nio formarem MAs, sugere que as
oscilagoes de Ca2t sdo também essenciais para o
desenvolvimento de MAs (Kanamori et al., 2006).

O terceiro gene essencial para o desenvolvimento
de MAs em M. truncatula é DMI3. Esse gene possui
alta similaridade com genes que codificam quinases
de proteinas dependentes de calcio e calmodulina
(CCAMKSs — calcium /calmodulin-dependent protein
kinases), cuja localizagao é nuclear. Mutantes dmi3
apresentam oscila¢ées da concentracdo de Ca2* no
citoplasma, mas ndo expressam genes de nodulinas
precoces. E possivel que DMIS3 seja essencial para o
reconhecimento dos padrdes das oscilagdes da
concentracio de Ca2* no citoplasma e ative fatores de
transcricido especificos para a regulacdo de genes
envolvidos em nodulacéo, como NSPI e NSP2, e para
a formacao de MAs ainda desconhecidos (Levy et al.,
2004; Lambais, 2006).

As respostas de mutantes dmil, dmi2edmi3em
M. truncatula a fatores Nod e um fator Myc difusivel,
avaliados utilizando-se o sistema repérter MtENODI 1-
gusA, sugerem que os genes DMI nao sao essenciais
para a expressao de MtENODI I induzida pelo fator
Myc difusivel, como o séo pelo fator Nod (Kosuta et
al., 2003). Esses dados sugerem também que ha pelo
menos dois fatores Myc, um produzido no ponto de
contato entre os simbiontes e transduzido por uma
via dependente de DMI, e outro difusivel, transduzido
por uma via independente de DMI (Kistner et al., 2005;
Lambais, 2006).

Um dos processos decorrentes do reconhecimento
de moléculas sinais vegetais pelos FMAs é a
diferenciacao do apressoério, que se inicia logo apdés o
contato da hifa com a superficie da raiz e envolve
trocas de sinais bioquimicos entre os simbiontes e
reconhecimento de sinais topograficos especificos pelos
FMAs (Requena et al., 2002; Gianinazzi-Pearson &
Brechenmacher, 2004). A formacio do apressoério é
observada somente na presenca de tecidos radiculares,
néo sendo observada em superficies sintéticas, mesmo
na presenca de exsudatos radiculares que estimulam
o crescimento das hifas (Harrison, 1998). J4 foi
demonstrado também que G. margarita pode formar
apressorio sobre a parede de células epidérmicas
isoladas de raizes de cenoura (planta hospedeira) in
vitro, mas nao sobre paredes isoladas de células
epidérmicas de raizes de beterraba agucareira (planta
nio-hospedeira) (Nagahashi & Douds, 1997).
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Adicionalmente, foi observado que o fungo reconhece
especificamente o tipo de célula, ndao formando
apressorio sobre a parede de células corticais e
vasculares (Gadkar et al., 2001). Apressérios formados
em fragmentos de parede celular desenvolvem hifas
que nao penetram completamente na célula e ndo se
diferenciam em arbusculos, sugerindo que o
desenvolvimento dos arbusculos requer células
intactas (Harrison, 1998). Portanto, os sinais
moleculares para a formacido do apressorio estido
presentes na parede celular da epiderme, mas os
componentes necessarios para o desenvolvimento pleno
das MAs estdo presentes em células integras (Harrison,
1998; Gadkar et al., 2001). De maneira geral, a
penetracio e o crescimento dos FMASs no cértex
radicular sdo pré-requisitos para o desenvolvimento
de arbusculos (Genre & Bonfante, 2002).

As analises de mutantes de L. japonicus tém
mostrado que a colonizacio das raizes por FMAs é
controlada em trés pontos: (1) abertura das células
superficiais da epiderme, (2) passagem intracelular
através da exoderme da raiz, e (3) formacgio dos
arbusculos nas células corticais mais internas
(Demchenko et al., 2004). O gene SYM15 é necessario
para a abertura das células superficiais e para a
formacido do arbusculo como demonstrado por
Demchenko et al. (2004). As raizes de mutantes
sym15-2 de L. japonicus nao apresentam abertura
das células da epiderme na presenca de hifas de G.
intraradices e a penetragdo do fungo é bloqueada
(Demchenko et al., 2004; Kistner et al., 2005). J4 os
mutantes sym2, sym3 e sym4 de L. japonicus nao
séo capazes de formar MAs e tém o processo de infecgao
bloqueado na passagem intracelular pela exoderme,
impossibilitando a colonizagao das células corticais
(Wegel et al., 1998; Demchenko et al., 2004). E
provavel que nesta etapa ocorra o acionamento do
sistema de defesa nas células do hospedeiro com a
consequente morte delas e bloqueio do crescimento dos
FMAs (Bonfante et al., 2000).

Apbs a formacgdo do apressério na epiderme e
penetracgio na raiz, a hifa cresce intercelularmente,
acomodando-se entre as paredes celulares do tecido
vegetal e alcancando o cortex, onde ocorre também
colonizacéo intracelular. No interior de algumas
células corticais, a intensa divisao dicotomica do apice
da hifa, concomitante com o rearranjo da parede e
membrana celular vegetal, d4 origem ao arbtusculo.
Durante o desenvolvimento dos arbusculos ocorre a
invagina¢do da membrana plasmatica da célula
vegetal e a formac¢ado da membrana periarbuscular
(Bonfante-Fasolo, 1984). A parede celular do fungo se
torna menos espessa e organizada no arbusculo,
enquanto na célula vegetal ocorre a fragmentacio do
vacuolo, o desaparecimento de amiloplastos e o
posicionamento do nuicleo na regido central da célula
infectada (Bonfante & Perotto, 1995). No espaco
apoplastico, entre a membrana plasmatica vegetal e
fingica, forma-se uma matriz extracelular, através
da qual os metabdlitos sdo trocados entre os

simbiontes. Os arbusculos senescem e sdo degradados
entre 4 e12 dias apds sua formacao. Apds a degradagao
do arbusculo, a célula vegetal retoma seu metabolismo
normal e esta apta para abrigar um novo arbusculo.

Apbs a infecgdo, e durante a colonizagao do tecido
cortical da raiz, além da diferenciacao de arbasculos,
pode ocorrer a formacio de hifas intracelulares
enoveladas, vesiculas ou células auxiliares. O ciclo
dos FMAs se completa com a formacio de esporos, o
que usualmente ocorre no solo, porém a colonizacéo
da raiz pode continuar apds o inicio da esporulacéio.

REGULACAO DO DESENVOLVIMENTO
DE MAs

Regulacao pelo P

O P é 0 mais importante nutriente inorganico que
afeta o desenvolvimento de MAs, controlando
principalmente a taxa de crescimento fungico
intrarradicular. Normalmente, altas concentracoes
de P na planta inibem a colonizac¢do das raizes,
enquanto baixas concentragoes favorecem a colonizac¢ao
intrarradicular. Varias hipdteses ja foram propostas
para explicar a regulacio do desenvolvimento de MAs
por P. O P pode afetar a exsudacgao radicular, cujos
componentes podem ser importantes para a nutri¢ao
do fungo e, ou, sinalizacdo molecular durante os
processos de pré-infecgao e colonizagdo. Evidéncias
circunstanciais que suportam esta hipdtese foram
apresentadas por Graham et al. (1981), os quais
demonstraram que, em alta concentracio de P, a
permeabilidade da membrana e a exsudagio radicular
diminuem. Siqueira (1983), por outro lado, relata que
em altas concentragdes de P a concentracido de
sacarose translocada via floema até as raizes aumenta,
inibindo o crescimento fingico. Ja Lambais & Medhy
(1993) sugeriram que a concentracgao de P na planta
afeta a expressio de genes envolvidos na defesa
vegetal, que poderiam regular o crescimento fiungico
intrarradicular. Lambais & Mehdy (1993) sugeriram
também que a modulacéo da expressio de genes de
defesa pelo P pode envolver alteracées no balanco de
fitormonios (FHs) nos tecidos vegetais. De maneira
geral, os FMAs poderiam causar alteragdes no balango
de FHs nas raizes, alterando a expressao de genes de
defesa vegetal ou genes simbiose-especificos e
regulando o desenvolvimento da simbiose.

Regulacg¢ao por fitormonios

Os papéis dos FHs no controle do desenvolvimento
de MAs tém sido pouco estudados e merecem especial
atencdo. Os FHs podem ser importantes na
comunicagao entre plantas e microrganismos, e podem
exercer importantes papéis regulatérios. Ha
evidéncias de que auxinas, citocininas, giberelinas
(GAs), etileno (ET), acido abscisico (ABA), acido
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jasmonico (Ad) e acido salicilico (AS) podem estar
envolvidos no controle do desenvolvimento das MAs
por mecanismos ainda nao compreendidos.

Aumentos na concentragio de auxinas, como acido
indolil-3-acético (AIA) e acido indolil-3-butirico (AIB),
em raizes colonizadas por FMAs tém sido observados
em varias plantas. Em raizes de milho micorrizadas,
as concentragoes de AIB sdo maiores do que em raizes
niao-micorrizadas, e esses aumentos de concentragao
estdo associados ao aumento da atividade enzimatica
para sintese de AIB (Ludwig-Miiller et al., 1997).
Kaldorf & Ludwig-Miiller (2000) observaram que a
aplicacdo exégena de AIB altera a morfologia de raizes
de milho da mesma maneira que a formacéo de MA.
Tem sido demonstrado também que a aplicacio
exbgena de auxina estimula o desenvolvimento de MAs
(Gunze & Hennessy, 1980), e que o tratamento de
raizes com acido 2,3,5-triiodobenzéico (TIBA), um
inibidor do transporte polar de auxinas que pode levar
a seu acimulo em certos tecidos, resulta em aumento
da colonizac¢io de raizes de Lablab purpureus por
Glomus mosseae (Xie et al., 1998).

Analises de auxinas por cromatografia gasosa-
espectrometria de massas mostraram que as
concentracgoes de AIA, AIB e acido fenilacético (AFA)
em raizes de Tropaeolum majus colonizadas por G.
intraradices sdo diferencialmente alteradas em relagao
ao controle ndo-micorrizado (Jentschel et al., 2007).
Nos estadios inicias (10 dias apds a inoculagio), as
concentracoes de AIA e AIB livres sdo menores nas
raizes colonizadas, enquanto a concentrac¢do de AFA
aumenta em relacéo aos controles ndo-micorrizados.
Porém, em estadios mais tardios (20 dias apés a
inoculagéo), a concentragdo de AFA diminui, enquanto
a concentracdo de AIB aumenta em raizes
micorrizadas, quando comparadas com os controles
nio-micorrizados. Fenomeno similar foi observado em
raizes de M. truncatula colonizadas por G. intraradices
(Campanella et al., 2008). Esses aumentos de
concentracgao de AIB sdo decorrentes de maior sintese
do FH, conforme demonstrado com o uso de precursores
marcados com isétopos estaveis (13C, 1°N e 2H) em 7.
majus (Jentschel et al., 2007). Esses resultados
sugerem que o acimulo preferencial de AIB em MAs
pode contribuir para a regulagdo do desenvolvimento
da simbiose. O aumento da concentragdo de auxinas
nas raizes, em particular AIB, pode facilitar a
colonizacéo do hospedeiro por meio do aumento do
namero de raizes laterais ou pélos radiculares (Zolman
et al., 2000).

Yao et al. (2005) estudaram os efeitos da inoculacéo
de G. intraradices e G. margarita sobre a morfologia
das raizes e os niveis endbégenos de AIA em Litchi
chinensis, e encontraram maior numero de raizes
laterais de primeira ordem em plantas inoculadas.
Uma vez que as plantas inoculadas apresentaram uma
concentracao 2 a 5 vezes maior de auxina nas raizes
do que as plantas nao-inoculadas, foi sugerido que a
mudanc¢a na morfologia de raizes é decorrente das
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mudangas nos teores desse FH. Adicionalmente, o
aumento na concentragio de auxinas nas raizes pode
estar associado a formacio de células poliploides e
diferenciac¢ao de arbusculos (Torelli et al., 2000), ja
que ha alta correlacéo entre poliploidia e presenca de
arbusculos em células corticais (Tahiri-Alaoui et al.,
2002). No entanto, as alteracdes das concentragoes
de auxinas e outros FHs devem ser examinadas nas
vizinhancas das células colonizadas pelos FMAs, pois
efeitos localizados podem ser mais importantes para o
controle da interac¢ido planta-FMA do que efeitos
sistémicos.

Alteragbes na expressao de genes envolvidos no
metabolismo (biossintese ou inativagdo) de auxinas
também tém sido observadas em MAs. Em raizes de
cana-de-agucar colonizadas por Glomus clarum em
baixo P, o aciimulo de transcritos codificando uma
nitrilase, enzima envolvida na conversao de indolil-3-
acetonitrila a AIA, é maior do que em raizes
micorrizadas em alto P (Takahashi, 2005). Ja em M.
truncatula colonizada por G. intraradices, o acimulo
de transcritos codificando duas auxina-amidoidrolases
putativas, envolvidas na hidrélise de AIA-aspartato e
AlIB-alanina, é altamente induzido em relag¢ido ao
controle nio-inoculado (Campanella et al., 2008),
sugerindo a existéncia de um preciso mecanismo de
regulacdo de auxinas livres e conjugadas em MAs.

Além da alterac¢do no metabolismo de auxinas, as
MAs tém também o metabolismo de citocininas
alterado. Normalmente, raizes micorrizadas
apresentam maior acimulo de citocininas do que as
nio-micorrizadas (Allen et al., 1980; Drige &
Schonbeck, 1992; van Rhijn et al., 1997; Yao et al.,
2005). Dentre os genes que codificam nodulinas
precoces, MsENOD40, com expressio induzida em
raizes de alfafa colonizadas por G. intraradices, tem
seu promotor ativado por citocinina (Hirsch et al.,
1997; van Rhjin et al., 1997; Fang & Hirsch, 1998).
Contudo, a condi¢éo de alta concentracao de P coincide
com elevacio dos teores de citocininas (Barker & Tagu,
2000), o que seria contraditdrio se levassemos em conta
que essa alta concentracio inibe o desenvolvimento
de MAs. Porém, a induc¢ido da expressio de
MsENOD40 pode ocorrer antes mesmo do aumento
da concentracao de P nos tecidos vegetais, embora uma
inducio de expressio decorrente de um influxo local e
intenso de P do fungo para a planta no inicio da
associagdo nao possa ser descartada.

Hoje sabe-se que as citocininas sido reguladores
negativos das respostas de deficiéncia de P (Franco-
Zorrilla et al., 2002), o que leva a crer que a deficiéncia
de P s6 é completamente percebida pela planta se essa
também esta deficiente em citocininas. No referido
trabalho, uma das respostas estudadas foi a elevagio
da razao raiz/caule, devido a maior inibi¢do do
crescimento dos caules em relagdo as raizes sob
deficiéncia de P. Sabe-se que plantas transgénicas
deficientes em citocininas possuem o mesmo fendtipo,
ou seja, maior razao raiz/caule (Werner et al., 2003).
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Isso é coerente com as observagoes de Franco-Zorrilla
et al. (2002), que verificaram que a deficiéncia de P
inibe a expressio do gene CREI, o receptor de
citocininas, e que a aplicagdo desse hormonio pode
reverter a inibi¢do de seu receptor e dos sintomas de
deficiéncia de P em plantas normais, mas niao no
mutante crel (defectivo para o receptor de citocinina)
de Arabidopsis. Como Arabidopsis é uma planta néo-
micorrizica, a formagéo de MAs néo pode ser estudada
nesse mutante. Contudo, pode se conjecturar que,
assim como a elevacio da razio raiz/caule, a formacao
de MAs estimulada em baixo P também depende de
uma reducdo na sensibilidade ou do teor endégeno de
citocininas. Como a simbiose envolve processo de
divisdo celular e expressao de genes controlados por
citocininas (Allen et al., 1980; Driige & Schonbeck,
1992; van Rhijn et al., 1997), esse hormonio deve ser
necessario pelo menos apds a sinaliza¢io pela baixa
concentracdo de P. Citocininas poderiam também,
direta ou indiretamente, alterar a expressao de genes
de defesa vegetal. Tem sido observado que um
incremento endégeno do teor de citocinina semelhante
a zeatina ribosideo (ZR-like) em raizes micorrizadas é
concomitante com a supressido do acamulo de
transcritos codificando PR1a e uma quitinase basica,
dois genes envolvidos nas repostas de defesa das
plantas contra a infec¢io por patégenos (Ginzberg et
al., 1998).

Como ocorre com os demais FHs mencionados, os
estudos sobre os efeitos de GAs sobre o
desenvolvimento de MAs ainda sdo incipientes.
Aumento significativo das concentracées de GA
endégena durante a colonizagio de raizes de tabaco
por G. intraradices ja foiobservado (Shaul-Keinan et
al., 2002). No entanto, a aplicagdo diaria de acido
giberélico (GA3) a Pisum sativum causa inibi¢do da
formacgdo de arbusculo (Slezack et al., 2000). Esses
dados sugerem que ha um limiar de concentracgéo de
GA acima do qual o desenvolvimento de arbusculos é
inibido. E sabido que G. intraradices possui um gene,
Ginmyc2, homoélogo ao gene SPINDLY (SPY) de
Arabidopsis (Barker & Tagu, 2000), o qual é um
repressor na via de transducgdo de sinal de GA.
Quando um tecido ou 6rgao vegetal responde a GA
enddgeno ou exdgeno, ocorre justamente uma inibigdo
de SPY e de outras proteinas repressoras (e.g.
proteinas DELLA), desreprimindo o crescimento
(Ueguchi-Tanaka et al., 2007). Embora a ortologia
entre Ginmyc2 e SPY nao tenha sido demonstrada, é
possivel que GAs sintetizadas pela planta inativem o
produto do gene Ginmyc2, e assim desreprimam a
diferenciagdo dos FMAs nas raizes. Outra
possibilidade é que o GA seja produzido pelas proprias
hifas intracelulares dos FMAs. Nesse caso, GA; (a
principal forma de GA produzida por fungos)
estimularia uma atividade de dreno de C na célula
infectada, induzindo a diferenciagdo do arbtsculo (Blee
& Anderson, 1998). No entanto, essa hip6tese ainda
néo foi testada, e o papel das GA nas MAs permance
obscuro. O uso de mutantes/plantas transgénicas

alterados na sensibilidade ou producao de GAs poderia
contribuir significativamente para a elucidagdo de seu
papel funcional nas MAs.

Ao contrario dos FHs discutidos anteriormente, a
quantidade de informacées sobre ET em MAs é
consideravel. O efeito inibitério do ET na formacéo
de MAs tem sido demonstrado em varias combinacgoes
hospedeiro-FMA. Azcon-Aguilar et al. (1981)
observaram um decréscimo da colonizacao
intrarradicular por Glomus mosseae em alfafa e trigo
como resultado do tratamento do substrato com um
produto que libera ET, o ethrel (4cido 2-cloroetil
fosfonico), e que a intensidade da inibi¢io da colonizac¢io
é maior em concentracgoes mais elevadas de ethrel.
Da mesma forma, a aplicacdo semanal de ethrel ao
solo resulta em reducéo significativa da colonizacéo
de raizes de soja por Glomus fasciculatum (Morandi,
1989). Esses dados sdo interessantes do ponto de vista
da regulacéo da simbiose, uma vez que a nodulagao e
a fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) em soja
parecem ser insensiveis ao ethrel (Lee & LaRue, 1992).
Porém, deve-se considerar que uma das limitagées da
utilizagao do ethrel como fonte de ET para estudos de
regulacdo de MAs é a liberagdo de fosfato, que inibe a
formacéo da simbiose (Smith & Read, 1997). Em
estudos semelhantes, decréscimos na colonizac¢io de
raizes de ervilha e alho-porr6 por FMAs com o aumento
da quantidade de ET aplicada, em baixas
concentracgoes de P, também foram observados (Geil
et al., 2001; Geil & Guinel, 2002; Guinel & Geil, 2002).
Contudo, Ishiiet al. (1996), usando Poncirus trifoliata
inoculada com Gigaspora ramisporophora,
demonstraram que o ET pode tanto inibir quanto
estimular a formacdo da MA, dependendo da
concentragao aplicada: em concentragdes muito baixas
de ET (0,05 pL L), h4 aumento da colonizacio das
raizes de P. trifoliata por G. ramisporophora,
enquanto em altas concentracoes de ET (1,0 uL L'1) a
taxa de coloniza¢io das raizes diminui. Assim, a
aplicacao exégena de ET pode regular tanto positiva
quanto negativamente o desenvolvimento de MAs.
Porém, esses estudos devem ser vistos com cautela,
uma vez que a aplicacdo exdgena de ET pode nio
simular as condig¢oes do tecido vegetal colonizado pelos
FMAs, e que um efeito localizado pode ser mais
significativo na regulac¢io da simbiose do que um efeito
sistémico.

Ha evidéncias de que o acimulo de ET nas raizes
é regulado pela coloniza¢ao micorrizica. McArthur &
Knowles (1992) observaram que raizes de batata
colonizadas por G. fasciculatum, em baixo teor de P,
apresentam baixa atividade da enzima acido 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilico oxidase (ACC-oxidase), que
catalisa o ultimo passo da via biossintética do ET.
Em estudo semelhante com maméo colonizado por G.
margarita, a diminuic¢io da producio de ET em relagéo
ao controle ndo-micorrizado também foi observada,
mas somente em plantas sob estresse hidrico (Cruz et
al., 2000). Em contraste, Vierheilig et al. (1994)
observaram que a produc¢io de ET nio é alterada em
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raizes de tomate colonizadas por Glomus mosseae,
em relag@o ao controle nado-inoculado. Esses dados
sugerem que a sintese de ET na planta pode ser
finamente regulada durante o processo de colonizagio
das raizes por FMAs, e que pode depender da interagao
dos genoétipos do fungo e da planta, bem como das
condigdes ambientais.

O papel do ET no processo de formacdo de MAs
nao é conhecido. O etileno difundido através dos
espacos intercelulares poderia agir como um sinal
regulador da expressao de genes codificando enzimas
envolvidas na degradacgéo das paredes celulares da
planta e do fungo, como glucanases e quitinases. A
relacdo entre o teor de ET e a atividade de endocelulases
foi analisada em mutantes simbidticos de ervilha
inoculados com G.mosseae (Morales-Vela et al., 2007).
Os resultados mostraram que o aumento de atividade
das endoglucanases e exoglucanases esta associado a
penetragio da epiderme, ao crescimento da hifa através
do cortex e da formacao dos arbusculos. Porém, a
producao de etileno ndo apresentou alteragoes nas
raizes micorrizadas dos diferentes mutantes analisados
(Morales-Vela et al., 2007). E possivel que o conteudo
de ET seja importante para manter a atividade basal
das endocelulases, no entanto a relagdo entre o teor
de ET e o aumento da atividade das celulases em
raizes micorrizadas, quando comparadas com raizes
nao-micorrizadas, nio foi demonstrada (Morales-Vela
et al., 2007).

A analise de mutantes de tomateiros superprodutor
de ET (epinastic) e outro insensivel ao ET (Never ripe),
em uma mesma base genética (cv Micro-Tom),
mostrou que eles apresentam menor taxa de
colonizacéo intrarradicular por G. clarum do que o
genodtipo ndo-mutante, principalmente em baixa
concentracdo de P (Zségon et al., 2008). Nessa
condi¢do, o nivel de transcritos que codificam uma
quitinase basica (chi9) é mais elevado nas raizes
colonizadas do mutante epinastic e Never ripe do que
do genétipo Micro-Tom, enquanto os niveis de
transcritos de uma B-1,3-glucanase acida classe 111
(TomPR-Q’a) é menor nas raizes colonizadas do
mutante epinastic do que no gendtipo Micro-Tom.
Esses resultados sugerem que altas concentracgées de
ET podem inibir a colonizacgido, mas as baixas
concentracoes podem estimular o estabelecimento da
simbiose, corroborando os resultados observados por
Ishii et al. (1996) com a aplica¢do exégena de ET.
Isso pode ser explicado pelo envolvimento do ET em
processos de indug¢do ou supressio da expressio de
genes codificando enzimas hidroliticas, que podem
tanto favorecer quanto prevenir a penetragéo do fungo.
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
elucidar o mecanismo de controle do desenvolvimento
das MAs por ET.

Com relacido ao ABA, a situacgio nio é diferente
daquela dos demais FHs. Pouco se conhece sobre a
relacdo entre ABA e o desenvolvimento de MAs.
Diferentes estudos tém mostrado uma alterac¢do na
producdo de ABA durante o crescimento e
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desenvolvimento de plantas micorrizadas (Murakami-
Mizukami et al., 1991; Meixner et al., 2005). A
producgido de ABA também foi detectada nas hifas de
FMAs em quantidades maiores do que nas raizes (Esch
et al., 1994). Existem evidéncias de que a via de
sinalizacdo do ABA e a do ET sao reguladas
antagonicamente durante o desenvolvimento das
plantas (Beaudoin et al., 2000) e em respostas a
infecgdo por patoégenos (Anderson et al., 2004). A
aplicacgéo exégena de ABA pode provocar um aumento
da susceptibilidade a microrganismos patogénicos
(Audenaert et al., 2002). Em contraste, mutantes de
tomateiro deficientes na producio de ABA (sitiens) sdo
menos suscetiveis a infecgdo por patdgenos,
provavelmente devido ao fato do ABA regular
negativamente as respostas de defesa vegetal
dependentes de AS (Audenaert et al., 2002).

No caso de MAs, foi relatado também que um
aumento nos teores de ABA em raizes micorrizadas
favorece a supressio do mecanismo de defesa ativado
por AS, facilitando o crescimento intrarradical dos
FMAs (Blilou et al., 1999; Herrera-Medina et al.,
2003). Estudos realizados com mutantes sitiens de
tomateiro mostraram que a taxa de colonizacéo das
raizes por G. intraradices é menor do que nas plantas
selvagens (Herrera-Medina et al., 2007). Além disso,
observac¢des ao microscépio mostraram que a
quantidade de arbusculos nesse mutante deficiente
em ABA é menor do que nas selvagens, e que a
morfologia dos arbuisculos é diferente nos dois
gendtipos de plantas. Esses dados parecem corroborar
sugestoes anteriores de que o ABA é necessario para
tornar as plantas suscetiveis a formac¢ido da simbiose
e ao desenvolvimento e funcionalidade do arbusculo.
Contudo, é importante considerar que mutantes de
tomateiro deficientes em ABA possuem teores elevados
de ET (Sharp et al., 2000), o que, por si sb, ja é
suficiente para inibir a formacdo de MA (Zs6gon et
al., 2008). Uma indicagéo disso foi o fato do tiossulfato
de prata (STS), um inibidor da acdo do ET, ter
aumentado a taxa e a eficiéncia de colonizag¢ao do
controle e do mutante sitiens (Herrera-Medina et al.,
2007). Como o tratamento com ST'S néo foi capaz de
resgatar totalmente a capacidade de formacgdo de MA
em sitiens, é possivel que a deficiéncia de ABA também
possui um efeito inibitério direto, além daquele
mediado por ET (Herrera-Medina et al., 2007). Devido
as incertezas inerentes aos estudos utilizando
hormonios e inibidores exdgenos (e.g. efeitos colaterais
inespecificos dessas substancias), uma abordagem
promissora seria o uso de mutantes de tomateiro em
um mesmo background genético para que duplos
mutantes combinando baixa sintese de ABA (sitiens)
e baixa sensibilidade ao ET (Never ripe) pudessem
ser construidos e sua capacidade de formar MAs
avaliada.

O acido jasmoénico (Ad) e seu éster metilico (metil-
jasmonato, MedJA), encontrados em varias espécies
vegetais, sao reguladores conhecidos de inimeros
processos fisiolégicos em plantas, e desempenham
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papel importante na regulagio da expressao de genes
de defesa vegetal (Dong, 1998). Nao se conhece
completamente a fung¢éo do AJ no estabelecimento das
MAs, embora aumentos nos teores de AJ em raizes de
M. truncatula, cevada (Hordeum vulgare) e outras
plantas, quando colonizadas por FMAs, tenham sido
observados (Hause et al., 2002; Vierheilig & Piché,
2002; Stumpe et al., 2005; Hause et al., 2007).
Aumentos dos teores enddégenos de AJ e seu
aminoicido conjugado, JA-isoleucina, foram
observados em raizes de cevada colonizadas por G.
intraradices (Hause et al., 2002). Da mesma forma,
foi observado que a aplica¢do exbégena de AdJ promove
a colonizac¢do intrarradicular e aumenta o
desenvolvimento de arbusculos e vesiculas em raizes
de Allium sativum colonizadas por Glomus spp.
(Regvar et al., 1996). Por outro lado, a supressio da
expressio do gene MtAOC, que codifica uma
oxidoalenociclase (AOC) envolvida na biossintese do
Ad, em raizes de M. truncatula, resulta na redugao
dos teores de AJ e na formacdo de MAs por G.
intraradices (Isayenkov et al., 2005).

Usando hibridizacgéo in situ e imunocitoquimica,
foi observado que a indugéo de genes que codificam
enzimas envolvidas na biossintese do Ad, como AOC e
oxidoalenosintase (AOS), além de uma proteina
jasmonato-induzida (JIP23), ocorre especificamente
nas células do cortex que contém arbisculos (Maucher
et al., 2000; Hause et al., 2002; Isayenkov et al., 2005).
Analises da variagdo do acimulo de transcritos de AOS
e JIP23 mostraram que o maior acimulo desses
transcritos ocorre 4 a 6 dias apds a diferenciacéo do
primeiro arbusculo (Hause et al., 2002), sugerindo que
o aumento da concentracio de AJ endégeno poderia
estar relacionado com a manutenc¢io da simbiose, e
néo com o reconhecimento dos simbiontes, ou com o
processo de infec¢do (Hause et al., 2002).

A promocdo da coloniza¢ido micorrizica por Ad
poderia ocorrer via regulacio da explosio oxidativa,
que ocorre de forma reduzida em raizes colonizadas
por FMAs. Analises de hibridiza¢gdo em microarranjos
de cDNA mostraram que o MeJA induz o acamulo de
transcritos de genes que codificam proteinas
envolvidas na degradagio de espécies ativas de oxigénio
(EAOs) e na morte celular programada, como catalase,
glutationa S-transferase e cisteina protease (Schenk
et al., 2000). A acgfo dessas enzimas, induzidas por
jasmonato, reprimiria o efeito inibitério das EAOs
geradas pelo mecanismo de defesa vegetal sobre os
FMAs (Hause et al., 2002).

Fester & Hause (2005) verificaram acimulo de
H,0, nas proximidades de células que contém
arbusculos, usando coloragdo com diidrorrodamina
123, que é oxidada na presenca de HyO4 e de
peroxidases. J4 em raizes micorrizadas de milho
coloridas com cloreto de césio (CsCls), observou-se
acumulo de H,04 no citoplasma das células vegetais
que contém arbusculos integros ou colapsados. Como
o acimulo de EAOs no citoplasma e a senescéncia do
fungo estao relacionadas, foi proposto que a difusdo do

H,0, através da fina parede da hifa dos arbusculos
poderia ser o sinal para iniciar o programa de
senescéncia do fungo (Fester & Hause, 2005).

O envolvimento do acido salicilico (AS) na inducgao
de respostas de defesa vegetal em interagoes planta-
patogenos sugere que esse fitormonio também pode-
ria agir na regulacdo de MAs. Em plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum), Herrera-Medina et al. (2003)
reportaram que os teores de AS estdo inversamente
correlacionados com o grau de colonizacao
intrarradicular. Costa et al. (2000) também consta-
taram diminuigdo da colonizagdo intrarradicular em
feijoeiro tratado com AS exdgeno, em relacéo as plan-
tas sem AS. No entanto, neste estudo, o aumento da
concentracdao de P no solo inibiu a colonizacio
micorrizica de forma independente da aplicagéo de AS.
Com a aplicacdo de AS, a reducio relativa da coloni-
zagao fol mais pronunciada com alto teor de P no solo
do que com baixo teor de P. Com baixo teor de P, a
aplicacdo de AS resultou em niveis de colonizagéo por
G. clarum comparaveis aos verificados em raizes com
alto teor de P e auséncia de AS. Foi observado tam-
bém que a aplicacdo de AS ao solo inibe a atividade de
B-1,3-glucanases e aumenta a atividade de quitinases
nas raizes (Costa et al., 2000). Dessa forma, o AS
regularia a colonizagao intrarradicular induzindo a
atividade de quitinases, que poderiam degradar as
hifas dos FMAs.

Um mecanismo para permitir a colonizacio
intradicular por FMAs seria a supressio da sintese
de AS nas raizes, que pode envolver a acao de enzimas
do estresse oxidativo. No estudo de Blilou et al. (2000a),
foram observados aumentos das atividades de catalase
a ascorbato peroxidase em tabaco aos 3 e 5 dias apés a
inoculagdo com G. mosseae, e um aumento do nivel
endogeno de AS aos 5 dias. Apos esse periodo, ocorre
diminuigao da atividade dessas enzimas e dos niveis
de AS. E possivel que a inducéo de atividades de
catalase e ascorbato peroxidase nas raizes
micorrizadas seja resultado de um estresse oxidativo
causado por infec¢do pelo FMA, com conseqiiente
aumento dos niveis de AS endégeno (Blilou et al.,
2000a). Ha indicios de que o Hy0O, resultante do
estresse oxidativo ative o acido benzdico 2-hidroxilase
(AB2-Hase), essencial para a sintese de AS (Ledn et
al., 1995). Dessa forma, o aumento de EAOs resultaria
em aumento da atividade de AB2-Hase e, portanto,
da sintese de AS. Para o crescimento fingico
intrarradicular, a maior atividade de catalase e
peroxidase em raizes colonizadas diminuiria o nivel
de EAOs e, assim, regularia negativamente a
atividade de AB2-Hase e a sintese de AS. O acimulo
transiente de AS apenas nos estadios iniciais da MA
em raizes de arroz colonizadas por G. mosseae (Blilou
et al., 2000b) sugere a ocorréncia desse tipo de
regulacdo. E possivel que a diminuic¢éo do teor de AS
atenue a inducio da expressdo de outros genes de defesa
e 1sso permitiria maior colonizag¢io fingica.

A resposta vegetal a infec¢do microbiana é
extremamente complexa e envolve a interacio entre
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as vias de sinalizacdo de ET, AJ e AS. A rede de
comunicac¢do entre essas moléculas sinalizadoras
parece ter papel de regulacido fina das respostas da
planta a coloniza¢io microbiana (Kunkel & Brooks,
2002), podendo atuar também no estabelecimento de
MAs. No modelo da via de transducéo de sinais
envolvendo ET, AJ e AS proposto por Glazebrook et
al. (2003), a infecgao de Arabidopssis por um isolado
de Pseudomonas syringae pode ter trés efeitos: ativar
a via da sinalizacdo do AS, a do AJ e a do ET. Na
interacdo entre esses fitormonios, ha os efeitos
combinados da sinaliza¢do de AJ e ET que podem
conduzir a expressio de um grupo especifico de genes
de defesa. Além disso, tanto o AJ quanto o ET tém
efeito inibitério na sinaliza¢ido por AS. Da mesma
forma, o AS tem efeito inibitério sobre a via de
sinaliza¢do do Ad.

Em MAs, é provavel que o balango entre os niveis
hormonais na planta module a expressio de genes
codificando proteina reguladoras e de defesa vegetal,
principalmente aqueles relacionados com a
homeostase de EAOs, as quais poderiam estar
envolvidas no controle da simbiose. Esse balanco
hormonal pode ser governado pelas condigGes
ambientais, principalmente pela concentrac¢ao de P
na planta, explicando parcialmente o efeito de P no
desenvolvimento das MAs. Infelizmente, as cole¢ées
de mutantes de plantas micorrizicas nao dispée de
gendétipos adequados para avaliar o papel das
interagdes hormonais na regulacdo das MAs. Além
disso, a falta de sincronia no desenvolvimento da
simbiose dificulta o estudo dos mecanismos de sua
regulacio ja que diferentes mecanismos podem atuar
nos diferentes estadios de desenvolvimento.

Regulacgao pelo sistema de defesa vegetal

Aumentos transitérios seguidos da supressao das
atividades e, ou, nivel de transcritos de quitinases e
B-1,3-glucanases tém sido observados em raizes
micorrizadas (Spanu et al., 1989; Lambais & Medhy,
1993, 1998; Vierheilig et al., 1994). Adicionalmente,
aregulacio dessas hidrolases é dependente do teor de
P no substrato de cultivo (Lambais & Mehdy, 1995).
No modelo proposto por Lambais & Mehdy (1995),
isoformas particulares de B-1,3-glucanase induzidas
com baixo teor de P poderiam contribuir para a
colonizacéo das raizes por meio da hidrélise parcial
da parede celular vegetal, facilitando a penetragao do
fungo. Em contraste, isoformas de quitinases
induzidas localmente com alto teor de P regulariam
negativamente o crescimento fiingico nas raizes, por
meio da degradacido controlada da parede celular
fingica. O processo de regulagdo da expressio desses
genes de defesa em MAs ainda é pouco conhecido, mas
é provavel que envolva a homeostase de EAQOs
(Lambais, 2000).

Evidéncias do envolvimento de EAOs na regulagao
de MA foram encontradas com a anéalise de atividades

de enzimas antioxidantes em raizes micorrizadas
(Blilou et al., 2000a; Lambais et al., 2003). Lambais
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et al. (2003) observaram que a atividade da catalase
aumenta em raizes micorrizadas quando comparada
com raizes ndo-micorrizadas. Em condi¢ées de alta
concentracdo de P, essa inducéo é atenuada, sugerindo
que as catalases podem participar da regulacgdo do
crescimento intrarradicular do fungo e do
desenvolvimento das MAs. A degradacgéo de HyOqpelas
catalases seria um mecanismo eficiente para atenuar
aresposta de defesa da planta, facilitando o crescimento
intrarradicular do fungo e sua diferenciagcdo. Usando
hibridiza¢do em macroarranjos de cDNA, também foi
demonstrado que o nivel de transcritos de genes
codificando proteinas envolvidas na atenuacéo do
estresse oxidativo, como germina e catalase, é maior
em raizes de cana-de-a¢icar micorrizadas do que nos
controles ndo-micorrizados (Kiriachek & Lambais,
dados néo publicados).

Peroxidades poderiam também ser importantes no
controle da homeostase de EAOs em MAs. Em raizes
de alho-porré inoculadas com Glomus versiforme, foi
observado um aumento transiente da atividade de
peroxidase, comparado com o controle nido-inoculado
nas etapas iniciais do processo de colonizag¢do (Spanu
& Bonfante-Fasolo, 1988). Além disso, a localizacao
celular dessas atividades mostrou acimulo na lamela
média proxima a extremidade da hifa do fungo durante
a penetracio na célula, enquanto, na parede de células
corticais que ja continham estruturas intracelulares,
a atividade de peroxidases nio foi detectada (Spanu &
Bonfante-Fasolo, 1988; Salzer et al., 1999). Resultados
semelhantes foram observados em raizes de milho
colonizadas por G. intraradices (Fries et al., 1996).
As atividades de peroxidases em MAs podem ser
também moduladas pela concentragio de P. Em raizes
de jua (Zizyphus joazeiro) inoculadas com G.
fasciculatum, foram observados aumentos das
atividades de peroxidases em resposta ao incremento
de P disponivel para as plantas e indugao de isoformas
de peroxidases e polifenol oxidase em resposta a
inoculagcdo (Mathur & Vyas, 1995). McArthur &
Knowles (1992), estudando o padrio de atividade de
peroxidases em raizes de batata, observaram baixa
atividade nas raizes em baixo teor de P e indu¢io em
alto teor de P. Ja em raizes de Phaseolus vulgaris
colonizadas por G. clarum, em condi¢des de baixa
concentragdo de P, uma indugdo transiente da
atividade da guaiacol peroxidase (GPX) seguida de
supressio foi observada (Lambais et al., 2003). No
entanto, em alta concentracgéo de P, a supressao da
atividade GPX é atenuada nas raizes colonizadas por
G. clarum, quando comparada aquela observada em
baixas concentra¢des de P, sugerindo que a
concentracido de P na planta é determinante na
modulacao da atividade das peroxidases (Lambais et
al., 2003).

A caracterizagio do proteoma diferencial do fluido
intercelular de raizes de cana-de-ag¢tcar colonizadas
por G. clarum, usando 2D-PAGE e espectrometria de
massas, permitiu a identifica¢ido de uma peroxidase
presente somente no fluido intercelular de raizes
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colonizadas em baixa concentragéo de P, que poderia
ser importante para o controle da coloniza¢do de MAs
(Souza, 2006). Corroborando esses resultados, o nivel
de transcritos dessa peroxidase em raizes de cana-de-
acucar colonizadas por G. clarum em baixa
concentracio de P é maior do que em alta concentracio
de P (Takahashi, 2005), sugerindo que peroxidases
podem ter papel importante no controle da colonizagao
micorrizica, favorecendo a colonizac¢ao intrarradicular
em baixo teor de P.

CONCLUSOES

Apesar dos avancgos do conhecimento sobre os
fatores que podem regular o desenvolvimento de MAs,
a elucidacio desses mecanismos ainda esta longe de
ser concluida. Mais esforcos sdo necessarios para se
desenvolverem modelos bioldgicos mais adequados,
como a obtencéo e caracteriza¢io de mutantes vegetais
defectivos em varios estadios do desenvolvimento das
MAs. Com esses mutantes, pode-se facilmente
identificar genes com expressao diferencial na simbiose
em diferentes condi¢oes ambientais, e associa-los ao
seu desenvolvimento. Outro aspecto importante para
aumentar o conhecimento dessa simbiose seria
desvendar a genética dos FMAs, o que é dificultado
pelo simbiotrofismo obrigatoério e pela complexidade
genomica desses fungos. A utilizag¢do de gendtipos
mutantes fiingicos e vegetais no estudo da regulacéo
de MAs seria fundamental para entender os
mecanismos que governam o crescimento fingico e
diferenciacdo do FMAs, bem como a eficiéncia da
simbiose.
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