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SECAO III - BIOLOGIA DO SOLO

CRESCIMENTO MICELIAL E SINTESE DE PROTEINAS DE
CHOQUE TERMICO EM TRES ISOLADOS DE FUNGOS
ECTOMICORRIZICOS SOB CONDICOES DE
TEMPERATURAS SUPRA-OTIMAS()

Adaio de Siqueira Ferreira®, Marcos Rogério Tétola®, Adriano

Guimarées Parreira® & Arnaldo Chaer Borges'®

RESUMO

A sintese de proteinas de choque térmico é uma alteracao fisiologica transiente
na célula de organismos expostos a temperaturas supra-6timas. A resposta
fisiolégica ao choque térmico é dependente, particularmente, do tipo de célula e
da capacidade dos organismos em responder as alteragdes do meio. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento micelial e a sintese de proteinas
de choque térmico de dois isolados de Pisolithus sp. (RV82 e RS24) e de um isolado
de Paxillus involutus em temperaturas supra-6timas. No trabalho, foram feitas
analises de crescimento micelial em placa de Petri com meio apropriado para o
crescimento sob condi¢des de temperaturas subletais, letais e de choque térmico.
As proteinas nos micélios dos isolados foram marcadas com aminoacido radioativo
(®*H-leucina), e a radioatividade, quantificada em solucgéo de cintilacido. A sintese
das proteinas de choque térmico (HSPs) foi avaliada em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE e 2D-PAGE). Demonstrou-se, com 3H-leucina, que os fungos
ectomicorrizicos apresentaram respostas diferenciadas em relagéo ao crescimento
micelial quando expostos a temperaturas supra-6timas. Os dois isolados de
Pisolithus sp., RS24 e RV82, mostraram-se mais tolerantes a altas temperaturas,
quando comparado ao isolado de P. involutus. Os isolados de Pisolithus sp. diferem
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quanto a sintese de proteinas de estresse, com a sintese de HSPs de alta e de baixa
massa molecular. Em resposta ao choque térmico, o isolado RV82 sintetizou
proteinas putativas dos grupos HSP70, HSP28 e HSP26 e as sHSPs (15-18 kDa),
enquanto o isolado RS24 sintetizou as dos grupos HSP86, HSP60, HSP55 e HSP35 e
as sHSPs (12-18 kDa). A baixa tolerancia a temperaturas elevadas do isolado de P.
involutus foi atribuida a auséncia de sintese de proteinas putativas do grupo HSPs
em condig¢des de choque térmico. Os resultados sugerem que os isolados de fungos
ectomicorrizicos diferem quanto ao mecanismo de inducio de termotolerancia.

Termos de indexacio: estresse térmico, HSPs, Pisolithus sp., Paxillus involutus,
proteinas de choque térmico.

SUMMARY: MYCELIAL GROWTH AND SYNTHESIS OF HEAT SHOCK
PROTEINS BY ECTOMICORRHIZAL FUNGI UNDER SUPRA-
OPTIMAL TEMPERATURE CONDITIONS

In most organisms, the synthesis of heat shock proteins is a transient physiological
change in the cell exposed to supra-optimal temperatures. The physiological response to
heat shock is particularly dependent on the cell type and on the capacity of the organisms
to respond to environmental alterations. In this study the mycelial growth and synthesis of
heat shock proteins of two Pisolithus isolates (RV82 and RS24) and one Paxillus involutus
isolate to supra-optimal temperatures was evaluated. Mycelial growth was evaluated
under sublethal, lethal and heat shock temperature conditions with appropriate growth
medium on Petri plates. Proteins in the mycelium of the isolates were marked using
radioactive amino acid (*H-leucine) and the radioactivity was quantified in scintillation
solution. Synthesis of heat shock proteins (HSPs) were evaluated by polyacrylamide gels
(SDS-PAGE and 2D-PAGE). The two Pisolithus isolates RS24 and RV82 were more tolerant
to high temperatures than P.involutus. The Pisolithus isolates differed regarding the
synthesis of stress proteins since high and low molecular mass proteins were synthesized.
In response to the heat shock, the RVS82 isolate synthesized putative heat shock proteins of
the groups HSP70, HSP28, HSP26 and sHSPs (15-18 kDa), while the RS24 isolate
synthesized putative heat shock proteins of the groups HSP86, HSP60, HSP55, HSP35
and sHSPs (12-18 kDa). The low heat tolerance of the P. involutus isolate was attributed
to its incapacity of synthesizing HSPs. Our results suggest that the induction of the
thermotolerance mechanism differs among ectomicorrhizal fungi isolates.

Index terms: heat stress, heat shock proteins, HSPs, Pisolithus sp., Paxillus involutus.

INTRODUCAO

Os organismos, na natureza, estio sujeitos a uma
variedade de estresse devido a flutuacgoes das condi¢oes
ambientais. Em resposta a essas flutuagoes, a grande
maioria dos organismos, especialmente os
microrganismos, desenvolveu mecanismos de prote¢io
para se sobrepor as condi¢oes adversas ao crescimento
(Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988; Vierling,
1991; Plesofsky-vig & Brambl, 1993). Entre essas
estratégias desenvolvidas incluem-se os mecanismos
de inducdo a tolerancia ao estresse (Levitt, 1980;
Lindquist, 1986; Sun et al., 2002).

Um dos mecanismos responsaveis pela tolerancia
mais estudados é o da resposta dos organismos ao
oactrecce or femneratiira aile eoinecide com o actimiila

de proteinas de estresse, conhecidas como proteinas
de choque térmico, as HSPs (Levitt, 1980; Lindquist,
1986; Jakob et al., 1993; Feder & Hofmann, 1999;
Edkins et al., 2004). O aumento na sintese de HSPs
pode levar a aquisic¢io de termotolerancia quando da
exposicio a temperatura subletal e, também, a outras
condic¢oes de estresse, como pH, metais pesados e
salinidade (Feder & Hofmann, 1999). Embora a
sintese de HSPs, em resposta ao choque térmico, seja
uma alteracdo bioquimica conservada entre os
organismos, diversos estudos tém demonstrado que
hé grande diferenga entre os organismos quanto a
inducdo de HSPs, possibilitando a separacio inter e
intra-espécies quanto a capacidade de tolerancia aos
estresses, incluindo as leveduras (Sanchez &
Lindquist, 1990) e os fungos filamentosos (Plesofsky-
Vio & RBrambl 195 1002 Mohecen7adeh et al 100KR)
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As evidéncias, em experimentos realizados in vitro
e in vivo, tém demonstrado que as HSPs sintetizadas
em resposta ao choque térmico sdo essenciais para a
protecgdo celular durante as condig¢oes de estresse por
temperatura. Inicialmente, as HSPs podem atuar
impedindo a formacgdo de agregados de proteinas
desnaturadas (Jakob et al.,1993; Pivovarova et al.,
2005) e, posteriormente, podem estar envolvidas na
reativacio de proteinas desnaturadas, decorrente da
exposicio a altas temperaturas (Glover & Lindquist,
1998; Queitsch et al., 2000; Edkins et al., 2004).
Embora a resposta ao choque térmico ocorra na
maioria dos organismos estudados, o mecanismo de
inducgéo de termotolerancia parece ser dependente do
estado fisiolégico e do tipo de célula (Schlesinger et
al., 1982; Neidhardt et al., 1984; Vierling, 1991;
Plesofsky-Vig & Brambl, 1993; Schoffl et al., 1998;
Ferreira et al., 2005). Em fungos ectomicorrizicos, a
inducao de HSPs pode ser uma alteracao fisiolgica
importante na adaptacio desses fungos em ambientes
com variagbes extremas de temperaturas.
Recentemente, Ferreira et al. (2005) demonstraram,
em um isolado de Pisolithus sp., a sintese de proteinas
de baixa massa molecular quando da exposi¢do do
micélio ao choque térmico. Contudo, a existéncia de
relacdo entre niveis de tolerancia a estresse térmico e
a expressdo de HSPs, em fungos ectomicorrizicos,
ainda néo foi relatada.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
crescimento micelial e a sintese de proteinas de choque
térmico de dois isolados de Pisolithus sp. e de um isolado
de Paxillus involutus em temperaturas supra-6timas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Associacoes
Micorrizicas do Departamento de Microbiologia, no
Ntcleo de Biotecnologia Aplicada na Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa.
Avaliaram-se a resposta e a sintese de proteinas de
choque térmico (HSPs) em dois isolados de Pisolithus
sp. — o0 RS24, proveniente do Rio Grande do Sul, e o
RV82, proveniente da regido de Vigosa-MG —e um de
Paxillus involutus (PI), originério da Franca.

Os isolados foram cultivados em placas de Petri
em meio agar MNM (Marx, 1969) a 28 °C por 10 dias.
Um disco de 4gar de 10 mm de didmetro com micélio
fresco, retirado das bordas das colonias, foi transferido
para o centro de cada uma das placas de Petri, que
continha 20 mL de MNM, com o micélio em contato
com o meio. As placas foram incubadas em
temperaturas de 20 a 36 °C, com variacéo de 2 °C,
em quatro repeti¢does para cada temperatura. A
avaliacdo do crescimento das colonias, por medigdo do
didmetro, foi feita a cada 24 h durante o periodo de
incubacdo de 12 dias. Os dados foram ajustados pela
equacio de Arrhenius, a fim de definir a temperatura
Atima de erescimento nara cada icolado

As condi¢oes de temperaturas supra-6timas foram
determinadas em placas de Petri em meio agar MNM,
e as placas, incubadas a temperatura 6tima de
crescimento de cada isolado. Apds sete dias de
incubacéo, as placas foram expostas a temperaturas
subletais de 38, 40, 42, 44, 46 ou 48 °C por duas horas,
seguindo-se a incubac¢do a temperatura 6tima de
crescimento de cada isolado. As temperaturas de
choque térmico foram de 36, 38, 40, 42 e 44 °C por 30,
60 ou 120 min de exposi¢io, seguindo-se a incubacio
a temperatura étima de crescimento por quatro horas
e subseqiiente exposi¢do a temperatura subletal, de
cada isolado, por duas horas. Apds esses tratamentos,
as placas foram incubadas a temperatura étima do
isolado por seis dias. A cada 24 h foram feitas as
medidas do diametro das colonias, em quatro posicoes
nas placas. Em cada tratamento foram utilizadas
quatro repetigoes.

A marcacao de proteinas com leucina tritiada (*H-
leucina) foi feita segundo método descrito por Jinn et
al. (1989), com algumas modificac¢ées. Discos de 4gar
com micélio fresco de cada isolado foram transferidos
para erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio
liquido MNM suplementado com extrato de malte
(1,5 g ') e extrato de levedura (50 mg L1). Apés
10 dias de incubagdo a temperatura 6tima, foi
realizada a troca do meio por 10 mL de meio liquido
MNM sem extrato de levedura e tiamina, sendo os
frascos incubados novamente a temperatura 6tima de
crescimento dos isolados. Apds incubacio por dois dias,
os frascos com o micélio foram submetidos a condi¢oes
de choque térmico por 30, 60 ou 120 min de exposi¢io,
utilizando-se trés repeti¢oes para cada tratamento. A
adi¢ao de 20 uCi [*H]-leucina, por frasco, foi efetuada
apds 15, 30 ou 60 min, nos respectivos tempos de
exposi¢do a temperatura de choque térmico. Os
tratamentos-controle foram estabelecidos com os
mesmos tempos de exposi¢do a leucina tritiada, sob
temperatura 6tima de crescimento de cada isolado. O
micélio foi lavado imediatamente com o mesmo meio,
contendo leucina nao-marcada (5 mmol L1), e
incubado a temperatura 6tima de crescimento dos
isolados por quatro horas. Em seguida, o micélio foi
lavado com dgua destilada e o excesso desta eliminado
entre camadas de gaze. O material foi congelado em
nitrogénio liquido e conservado em -80 °C, para
posterior anéalise.

As proteinas marcadas foram extraidas com 5 mL
de solucdo-tampéao (0,25 mol L'l de sacarose,
0,2 mol L1 de Tris-HC1 (pH 8,8), 30 mmol L't de
MgCl,, 100 mmol L't de KC1, 1 mmol L't de DTT e
1 mmol L't de PMSF) em cadinho de porcelana a 4 °C.
O homogenato de cada tratamento foi filtrado em gaze
e centrifugado a 20.000 g por 20 min. Uma aliquota de
50 uLL de cada sobrenadante, em triplicata, foi utilizada
para quantificacdo de aminodcido radioativo
incorporado as proteinas, conforme método descrito
por Mans & Novelli (1961). O restante do sobrenadante
foi utilizado no fracionamento de proteinas com sulfato
de amonio a 0—20 2A0-50 50—-70 e 70—100 % de
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saturacdo, como descrito por Jinn et al. (1989). Apds
uma hora, o precipitado de cada fracio foi centrifugado
a20.000 g por 20 min, e o pélete foi ressuspendido em
50 mmol L! de Tris-HCI (pH 8,8), contendo 1 mmol L1
de EDTA e 0,1 % de 2-mercaptoetanol. Uma aliquota
de 50 uL foi retirada e colocada em frasco de 15 mL
com 5 mL de solugdo de cintilagdo (Sigma), para medir
aradioatividade do amino4cido (?*H-leucina) em cada
uma das fragbes, em um cintilador (Beckman, modelo
LS 6000 IC). A dosagem de proteinas foi feita pelo
método de coloracio com azul de “Comassie” (Bradford,
1976), para se determinar a incorporacio especifica
de 3H-leucina (cpm mg! proteinas) durante as
condigdes de choque térmico.

A extracio de proteinas soltveis para avaliagdo em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi feita utilizando
0 mesmo procedimento descrito anteriormente. Apds
o fracionamento, o pélete de cada fracdo foi
ressuspendido em solu¢do-tampao (50 mmol L1 de
Tris-HCI (pH 8,8), 1 mmol L'l de EDTA e 0,1 % de
2-mercaptoetanol). A dialise do extrato protéico foi
feita com 0o mesmo tampao, por 48 h a 4°C. O extrato
de proteinas da solucao dialisada foi submetido a trés
lavagens com solucdo 0,1 mmol L'l de acetato de
amoénio em metanol e uma vez com acetona. O
precipitado de cada lavagem foi centrifugado a 20.000 g
por 20 min. O pélete foi seco a vacuo por 30 min e
ressuspendido em tampao Laemmli (1970). A mesma
quantidade de proteinas das amostras foi usada para
a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Apbs a corrida, o gel foi corado com azul de “Comassie”
e fotografado.

O gel para eletroforese em poliacrilamida em duas
dimensoes (2D-PAGE) de proteinas solaveis foi obtido
conforme método descrito por O’Farrell (1975), com
algumas modificagdes. As proteinas obtidas do
fracionamento com 50-70 % de sulfato de aménio
foram ressuspendidas em solu¢do-tampao, para a
didlise, e lavadas com acetato de aménio (0,1 mmol L-1)
em metanol e com acetona. O pélete da ultima
lavagem foi seco a vacuo e ressuspendido em tampéao
de amostra contendo 9,5 mol L1 de uréia, 2 % de
Triton X-100, 5 % de B-mercaptoetanol, 4 % de anfdlitos
pH 5,0-7,0 e 10 % de anfélitos pH 3,5-10. Uma
mesma quantidade de proteinas (60 pg de proteinas)
foi utilizada para focalizacdo isoelétrica (IEF). A
eletroforese na primeira dimensao foi feita em gel com
gradiente de pH com 9,5 mol L1 de uréia, 2 % de
acrilamida, 0,1 % (v/v) de Triton X-100, 4 % (v/v) de
anfélitos pH 5,0-7,0 e 1 % (v/v) de anfélitos pH 3,5—
10 a 750 V, por sete horas. O SDS-PAGE, segunda
dimenséao, foi conduzido em gel com 13 % de
poliacrilamida (Laemmli, 1970). Apés a corrida, o gel
foi corado com nitrato de prata, segundo Blum et al.
(1987).

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia, com contrastes ortogonais a 1 % de
probabilidade. Algumas variaveis foram analisadas
vor intervalos de confianca a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés isolados de fungos ectomicorrizicos foram
caracterizados quanto a faixa de temperatura de
crescimento em meio MNM (Figura 1). A temperatura
6tima de crescimento do isolado RV82 foi maior do
que a dos outros dois isolados. O isolado de P.
involutus apresentou temperatura 6tima de
crescimento de 26 °C, e 31 °C foi o limite superior de
crescimento, dois graus abaixo das temperaturas-
limite de crescimento dos dois isolados de Pisolithus.
Contudo, a taxa de crescimento do P. involutus, em
meio sélido, foi superior a dos isolados de Pisolithus
sp. (Figura 1).

CRESCIMENTO (diametro, mm)
&
.
-

70 26°c (©)

20 30 40 5,0 60 7.0

100/T, °C

Figura 1. Temperaturas cardinais de crescimento de
trés isolados de fungos ectomicorrizicos. (a)
Pisolithus sp. (RS24); (b) Pisolithus sp. (RV82);
e (¢) Paxillus involutus. As temperaturas
cardinais foram definidas de acordo com a
equacdo de Arrhenius. A avaliacio foi feita pela
estimativa do diametro das colonias em 12 dias
de incubacdo nas diferentes temperaturas,
conforme as taxas de crescimento de cada
isolado (crescimento micelial/dia) em cada
temberatura.
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Os isolados expostos a temperaturas supra-6timas
(Figura 2) apresentaram respostas distintas com
relagdo a tolerancia a temperaturas subletal e letal.
Observa-se que os isolados de Pisolithus sp., RS24 e
RV82, toleram temperaturas de 48 e 46 °C por duas
horas de exposic¢io, respectivamente. No entanto, o
isolado de P. involutus ndo se mostrou tolerante a
temperaturas acima de 40 °C por duas horas de
exposicao. A exposi¢do dos isolados a temperaturas
maiores do que a de tolerancia pode provocar danos
celulares, que impossibilitam a recuperacio do
crescimento em temperatura 6tima. Em células
eucariéticas, alguns trabalhos tém demonstrado que
a temperatura letal ocorre acima de 45 °C por duas
horas de exposigdo (Vierling, 1991; Queitsch et al.,
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Figura 2. Crescimento micelial de dois isolados de
Pisolithus sp. e um de Paxillus involutus apos
as condicdes de temperaturas supra-6timas. (a)
isolado RV82; (b) isolado RS24; e (c) P. involutus.
Os isolados foram expostos por duas horas as
temperaturas indicadas para cada isolado e
incubados a temperatura 6tima de crescimento
por 144 horas. As barras indicam os intervalos
de confianca a 5 % (n = 4) em cada tempo de
avaliacao.

2000), incluindo as leveduras (Obserson et al., 1999)
e os fungos filamentosos (Plesofsky-vig & Brambl,
1985, 1993; Mohsenzadeh et al., 1998).

Observou-se que os trés isolados estudados
diferiram quanto a temperatura de choque térmico
(Figura 3), sendo a do RV82 a maior e correspondente
a 42 °C, enquanto a do P. involutus foi de 36 °C. A
temperatura de choque térmico do RS24 foi 2 °C
menor que a do RV82. Quando os isolados sdo expostos
a temperatura de choque térmico, antes da exposic¢éo
a temperatura subletal, ocorre recuperacio
significativa no crescimento micelial (ver os contrastes
ortogonais na Figura 3) dos isolados estudados, ap6s
48 h de incubac¢do em temperatura 6tima de
crescimento.

Constatou-se também que a capacidade de
recuperacao de crescimento do micélio do isolado RV82
é maior do que a do isolado RS24, ap6s a exposicido a
temperatura de choque térmico e temperatura subletal
(Figura 3). O micélio do isolado de P. involutus
submetido a temperatura subletal apresentou
recuperacao limitada do crescimento, quando
comparado com os outros dois, demonstrando a
dificuldade de crescimento do isolado quando o micélio
€ exposto ao estresse por temperatura. A temperatura
de choque térmico tem sido relacionada como uma
condi¢ao de aquisi¢io de termotolerancia que favorece
arecuperacao do crescimento, quando os organismos
sdo expostos a temperaturas subletais ou letais
(Neidhardt et al., 1984; Vierling, 1991; Sanmiya,
2004).

No que se refere as condi¢ées de temperaturas
supra-6timas, os resultados deste trabalho
demonstram que o mecanismo de aquisi¢do de
termotolerancia pelo P. involutus difere daquele dos
isolados de Pisolithus. Em outros organismos
eucariotos, as temperaturas acima de 40 °C séo
requeridas como uma condic¢éo de temperatura para
que ocorra a inducgdo de termotolerancia, permitindo
aos organismos maior resisténcia quando expostos as
temperaturas subletais ou letais (Lin et al., 1984;
Plesofsky-Vig & Brambl, 1985; Helm et al., 1997). A
exposi¢ao dos organismos a temperatura de choque
térmico é conhecida como uma condig¢éo que induz o
mecanismo de aquisi¢do de termotolerancia em muitos
organismos, sendo esse fenomeno relacionado
principalmente com o acGmulo de HSPs nas células
(Sanchez & Lindquist, 1990; Vierling, 1991; Sanchez
et al., 1992; Hsieh et al., 1992; Schoffl et al., 1998;
Ferreira et al., 2005). A baixa tolerancia de P.
involutus pode estar associada a origem do isolado:
regido de clima temperado. Os isolados de Pisolithus
séo procedentes de regides do Brasil onde as variagoes
de temperatura, principalmente as altas
temperaturas, podem atuar como indutor de
mecanismos fisiolégicos de adaptacéo.

A técnica de incorporar aminodcidos marcados para
avaliar as alteracdes na sintese de proteinas tem sido
usada no estudo de varios organismos, incluindo os
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de sintese de proteinas simbiose-especificas, durante
o estabelecimento da associa¢do micorrizica (Hilbert
et al,, 1991). Os experimentos com 3H-leucina
demonstram que os isolados de fungos ectomicorrizicos
alteram a sintese de proteinas quando expostos a
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Figura 3. Crescimento micelial de dois isolados de
Pisolithus sp. e um de Paxillus involutus apés
as condi¢des de temperaturas supra-6timas
durante o periodo de incubacio de 144 h. (a)
isolado RV82; (b) isolado RS24; e (c) isolado de
Paxillus involutus. Os contrastes ortogonais
foram: contraste ortogonal C1 indica a diferenca
entre as médias de crescimento micelial na
temperatura 6tima (circulo cheio) e a de choque
térmico seguido da exposi¢do a temperatura
subletal (circulo vazio) em cada 24 h; e contraste
ortogonal C2 indica a diferenca entre as médias
de crescimento micelial na temperatura de
choque térmico seguido da exposicido a
temperatura subletal (circulo vazio) e a
temperatura subletal (triAngulo cheio) em cada
24 h. Os asteriscos (**) indicam diferencga entre
os contrastes ortogonais a 1 %, enquanto as letras
(ns) indicam a nao-<ionificancia em cada nonto.

choque térmico, em relacio a temperatura 6tima de
crescimento (Quadro 1). Nos isolados de Pisolithus, o
aumento foi diretamente proporcional ao tempo de
exposi¢do a temperatura de choque térmico. No
entanto, o isolado de P. involutus nio apresentou
aumento na incorporacao de leucina tritiada no micélio
em condigdes de choque térmico, havendo inclusive
diminui¢io significativa quando exposto a condic¢ao
de choque térmico por 60 e 120 min (Quadro 1).

Os resultados do processo de fracionamento das
proteinas soliveis marcadas com ®H-leucina e
separadas na fracdo de 50—70 % de sulfato de amoénio
confirmam o aumento de 3H-proteinas em condic¢oes
de choque térmico para os isolados de Pisolithus sp.
(Quadro 2). Esse aumento néo foi observado noisolado
de P. involutus em nenhuma das fragées analisadas
neste trabalho. Em plantas, Jinn et al. (1989) também
constataram aumento de proteinas marcadas com
3H-leucina na fracao de 50-70 % de sulfato de amonio.

Pela eletroforese de proteinas (SDS-PAGE), obtidas
durante o processo de fracionamento do extrato de
proteinas soluveis com 50-70 % de sulfato de amonio,
observa-se que os isolados de P. tinctorius se
diferenciam quanto a sintese de proteinas em resposta
ao choque térmico (Figura 4). O isolado RS24 mostra
um perfil com a sintese de varias proteinas, com
destaque para as de massa molecular de 86, 60, 55,
42 e 30-33 kDa, e que a sintese é proporcional ao tempo
de exposicao a condigido de choque térmico (Figura 4a).
Oisolado RV82, em resposta rapida ao choque térmico,
faz a sintese de proteinas de baixa massa molecular,
especificamente as de 28, de 26 e de 15 a 18 kDa
(Figura 4b). Resultados de Ferreira et al. (2005)
comprovaram que essas proteinas de baixa massa
molecular, marcadas com leucina radioativa
(3H-leucina) em gel de poliacrilamida, sio sintetizadas
quando da exposi¢do do micélio ao choque térmico.
Neste isolado também se observa a sintese de proteinas
de massa molecular de 70 kDa. No isolado de P.
involutus ndo foram observadas alteragbes na sintese
de proteinas em resposta ao choque térmico.

A analise de proteinas em gel de duas dimensées
(2 D-PAGE) demonstra que os isolados de Pisolithus
se diferenciam quanto a sintese de peptideos em
resposta ao choque térmico (Figura 5). O isolado RV82
apresenta acimulo de proteinas de massa molecular
de 70 e de 15 a 18 kDa (Figura 5a, b). Neste isolado
também se observa a sintese de outras proteinas de
massa molecular de 60, 55 e 35 kDa, quando
submetido ao choque térmico. Em relacgéo ao isolado
RS24, observa-se a sintese de novos peptideos, em
condigoes de choque térmico (Figura 5c, d), de massa
molecular entre 50 e 55 kDa, dos quais um apresenta
baixo ponto isoelétrico (pH 3,8). No isolado também
se observa a sintese de novos peptideos de baixa massa
molecular, de 12 a 18 kDa (Figura 5d), quando
comparado com o controle. Alguns relatos tém sugerido
que a indugéo de HSPs é particularmente dependente
do estado fisioldoico e do tino de célula exnosta a
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Quadro 1. Incorporacio total de 3H-leucina em micélio de dois isolados de Pisolithus sp. (RS24 e RV82) e de
um isolado de Paxillus involutus sob condi¢des de temperatura 6tima e de choque térmico

Condigao de choque térmico

Incorporacéao total de 3H-leucina (cpm)

Temperatura 6tima

Temperatura de choque térmico

Isolado RS24 28 °C 40 C
30 min 71.565 86.526 **
60 min 113.210 189.636
120 min 124.435 195.515 **
Isolado RV8&2 29 °C 42 °C
30 min 187.653 196.840 ns
60 min 221.806 247.540 **
120 min 222.486 294.080 **
P. involutus 26 °C 36 °C
30 min 32.755 ns 32.261
60 min 35.094 ** 31.613
120 min 66.745 42.673

Os isolados foram cultivados por 12 dias a temperatura 6tima de crescimento. A marcagdo radioativa foi feita pela adi¢do de
aminodacido radioativo (*H-leucina) aos 15, 30 ou 60 min iniciais, nas condi¢bes de choque térmico de 30, 60 ou 120 min, respec-
tivamente. Os dados foram analisados por contrastes ortogonais a 1 % (**, significativo; NS, ndo-significativo) entre o controle
(temperatura 6tima) e as temperaturas de choque térmico, utilizando trés repeti¢ées para cada tratamento.

Quadro 2. Incorporacio especifica de 3H-leucina (cpm mg! proteina) em proteinas soliiveis no micélio de
dois isolados de Pisolithus sp. (RS24 e RV82) e em Paxillus involutus, obtidas da fragdo com 50-70 % de

saturacao com sulfato de amoénio

3H-leucina (cpm mg-! proteina)

Condicao
Temperatura 6tima® Choque térmico®
Isolado RS24
30 min 17.666 + 2.399 13.657 £ 1.157
60 min 22.935 + 1.000 29.147 + 1642
120 min 22.822 + 2.256 35.279 + 1.000
Isolado RV82
30 min 69.276 £ 1.105 71.985 + 1.131
60 min 91.753 + 1.204 96.538 + 1.933
120 min 88.839 £ 0.984 115.680 + 2.710
P. involutus
30 min 13.847 £ 660 13.438 + 2.276
60 min 18.919 + 366 16.491 + 1.520
120 min 30.414 + 562 26.491 + 2.306

@ Cada valor representa a média de trés repeticGes, seguido do intervalo de confianca a 5 %.

condigdo de estresse térmico (Neidhardt et al., 1984;
Schoffl et al., 1998). O aciimulo de HSPs na célula
parece ser regulado de maneira que o aumento dessas
proteinas venha a proteger a célula e conferir niveis
de termotolerancia mais altos (Schoffl et al., 1998;
Farreira et al 2005)

A indugédo de proteinas de choque térmico de baixa
massa molecular (sHSPs, small heat shock proteins)
pode estar relacionada com a capacidade de cada
isolado em recuperar o crescimento apds a exposi¢io
ao estresse térmico (Figura 3). Diversas evidéncias
na literatitzra moctram alie ac cHSP<e nodem atiiar
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Figura 4. Analise de eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida 14 % (SDS-PAGE) em Pisolithus sp.
sob condicdes de temperatura de choque térmico. A direita de cada figura encontram-se as HSPs
sintetizadas durante as condi¢des de choque térmico nos isolados RS24 (a) e RV82 (b). Em cada canaleta
foi adicionada a mesma quantidade de proteina (20 pg) precipitada com 50-70 % de sulfato de amoénio:
na canaleta 1, o controle; e na 2, 3 e 4, proteinas sintetizadas com 30, 60 e 120 min de choque térmico,
respectivamente. A esquerda de cada figura encontram-se as proteinas com massas moleculares (MM)
conhecidas. O gel SDS-PAGE foi corado com azul de “Comassie”.
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Figura 5. Analise de proteinas em gel de poliacrilamida 13 % (2-D PAGE) em isolados de Pisolithus sp. sob
condicgdes de temperatura 6tima (a e c) e temperatura de choque térmico (b e d) de cada isolado por
60 min de exposicio. As letras a e b sio referentes ao isolado RV82, e as letras c e d, ao isolado RS24. As
barras a esquerda de cada gel identificam as proteinas de massas moleculares conhecidas, com os
respectivos valores. Acima desta figura é identificado o intervalo de pH resultante da focalizacao
isoelétrica das proteinas. Em cada gel foi adicionada a mesma quantidade de proteinas (60 pg). As setas
indicam as proteinas sintetizadas em condicao de temperatura de choque térmico de cada isolado. Os
oéis foram corados com nitrato de prata, segundo Blum et al. (1987).
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como chaperonas moleculares, ligando-se e impedindo
a agregacio de proteinas sensiveis ao calor durante
condicoes de estresse por altas temperaturas (Vierling,
1991; Lee & Vierling, 2000; Eifert et al., 2005;
Pivovarova et al., 2005). Estudos in vitro tém
demonstrado que sHSPs impedem a formacio de
agregados de outras proteinas em altas temperaturas,
por meio de um mecanismo independente de ATP
(Jakob et al., 1993; Kim et al., 1998; Lee & Vierling,
2000). Experimentos realizados com sHSPs, em
varios organismos, tém sugerido que essas proteinas
estdo localizadas em diferentes compartimentos
celulares (Cooper & Ho, 1987; Vierling, 1991). Por
sua vez, as proteinas de alta massa molecular sdo
responsiveis pela reativacdo de proteinas
desnaturadas por algum tipo de estresse. Embora o
mecanismo de a¢do dessas proteinas ainda néo seja
bem conhecido, estudos in vitrotém demonstrado que
elas sdo dependentes da hidrdlise de ATP (Glover &
Lindquist, 1998). Os estudos também tém
demonstrado que essas HSPs se acumulam em
condigdes de choque térmico e que a indugio dessas
proteinas esta associada positivamente com a aquisicio
de termotolerancia em varios organismos, incluindo
fungos filamentosos (Plesofsky-Vig & Brambl, 1985,
1993).

As alteragoes bioquimicas que ocorrem durante a
exposicdo de células a altas temperaturas ainda ndo
sdo conhecidas por completo. No entanto, a sintese
de proteinas de estresse, especialmente as HSPs,
parece ser um dos principais mecanismos de defesa
da maioria dos organismos na tolerancia a estresses
transientes, que ndo comprometem a integridade das
estruturas celulares (Neidhardt et al., 1984; Vierling,
1991; Feder & Hofmann, 1999; Sun et al., 2002;
Sanmiya et al., 2004; Eifert et al., 2005; Pivovarova
et al.,, 2005). Na literatura, outros mecanismos
adicionais de tolerancia tém sido relatados em
microrganismos, a exemplo do acimulo de trealose
apds exposicdo ao choque térmico (Ferreira et al.,
2006). Nos fungos ectomicorrizicos analisados neste
trabalho, pode-se inferir que o mecanismo de
termotolerancia que leva a sintese de HSPs estéa
associado com a capacidade de recuperacido do
crescimento desses fungos apds a condigdo de
temperatura subletal.

CONCLUSOES

1. Os fungos ectomicorrizicos estudados
apresentaram respostas diferenciadas em relagéo ao
crescimento micelial quando expostos a temperaturas
supra-6timas; os dois isolados de Pisolithus sp., RS24
e RV82, mostraram-se mais tolerantes a altas
temperaturas, quando comparado com o isolado de
Paxillus involutus.

2. Osisolados de Pisolithus sp. diferem quanto a
sintese de proteinas de estresse no aue se refere a

sintese de putativas HSPs de alta e de baixa massa
molecular. Em resposta ao choque térmico, o isolado
RV82 sintetiza, preferencialmente, as dos grupos
HSP70, HSP28 e HSP26 e as HSP15-18, enquanto o
isolado RS24 sintetiza as dos grupos de HSPS86,
HSP60, HSP55 ¢ HSP35 e as HSP12-18.
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