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RESUMO

O presente trabalho teve como principais objectivos o estudo do desenvolvimento
de espécies de fungos ectomicorrizicos, nomeadamente Paxillus involutus e Pisolithus
arhizus, na presenca e auséncia de simbionte — Pinus pinaster — bem como a avaliagédo
das suas propriedades antioxidantes e de alguns compostos antioxidantes (tocoferois e
compostos fenolicos) em resposta a associagao simbiotica.

Numa primeira fase do trabalho as espécies micorrizicas foram colocadas a
crescer em meio de cultura solido Melin-Norkans modificado, por um periodo de 45
dias, de forma a obter o micélio para analise de tocoferois e actividade antioxidante e
comparar os resultados obtidos com os resultantes da analise dos corpos de frutificacdo
das mesmas espécies. Numa segunda fase, os fungos em estudo foram inoculados no
mesmo meio de cultura, de forma analoga ao ensaio anterior, na auséncia e na presenca
de simbionte — Pinus pinaster — de modo a avaliar as suas propriedades antioxidantes e
concentracdo de compostos com igual actividade quando isolados e em associa¢do. O
mesmo estudo foi feito ao nivel da planta. Por Gltimo, foi estudado o efeito do tempo de
inoculacdo na actividade antioxidante, promovendo-se uma simbiose de 48 horas entre
as espécies em estudo, Paxillus involutus, Pisolithus arhizus e Pinus pinaster.

A avaliagdo do crescimento em cultura dos fungos Paxillus involutus e Pisolithus
arhizus, quer na presenca quer na auséncia de simbionte, foi realizada atraves da
medic¢do dos raios da cultura do micélio em placa de Petri.

As propriedades antioxidantes foram determinadas através da realizacdo de
ensaios de avaliacdo da actividade captadora de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH), poder redutor e inibi¢do da peroxidacao lipidica.

O teor em compostos antioxidantes, nomeadamente tocoferdis, revelado pelas
amostras foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
acoplada a um detector de fluorescéncia e a composicdo em compostos fenolicos foi
determinada por HPLC acoplada a um detector de diodos (DAD).

As espécies de fungos ectomicorrizicos estudadas revelaram um crescimento
inferior quando na presenca de Pinus pinaster, sendo a espécie Pisolithus arhizus aquela
que mais se adaptou a esta associa¢do dado que revelou um desenvolvimento crescente
ao longo do tempo, enquanto o fungo Paxillus involutus, revelou um decréscimo no seu

crescimento ao fim de determinado tempo em associagao.
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As espécies analisadas demonstraram ainda ser uma potencial fonte de
importantes moléculas antioxidantes principalmente a espécie Pisolithus arhizus
produzida in vitro que revelou uma elevada composi¢dao em y-tocoferol (154,39 pg/g de
massa seca). Relativamente ao perfil em compostos fendlicos, a espécie Paxillus
involutus demonstrou ser a unica fonte de acido protocatéquico. As raizes de Pinus
pinaster comprovaram também ser uma fonte de outros compostos fendlicos,
nomeadamente acido p-hidroxibenzoico e acido p-cumarico, tanto isoladas como em
simbiose com Paxillus involutus.

Quanto a actividade antioxidante foi detectada em todas as amostras avaliadas,
sendo o carpoforo da espécie Pisolithus arhizus a que revelou propriedades superiores
dada a sua concentragdo elevada de fenois (297,94 mg EAG/g extracto) e valores de
ECsx inferiores (< 0,60 mg/mL).

Ao longo do tempo registou-se uma diminuicdo geral no teor em fenois e
propriedades antioxidantes da planta, quando associada as espécies ectomicorrizicas em
estudo, em especial com a espécie Pisolithus arhizus. Esta, reduz igualmente a
actividade antioxidante na presenca de Pinus pinaster, levando a crer que esta simbiose
ndo parece ser indutora de stresse oxidativo. Ja na espécie Paxillus involutus se
verificam efeitos variaveis.

Os estudos realizados demonstram o potencial antioxidante das espécies
analisadas, fornecendo nova informacdo acerca de potenciais fontes de compostos
bioactivos a partir de fungos produzidos in vitro e reforcando o conhecimento ja
disponibilizado na preservagdo, melhoramento e salubridade dos habitats, e espécies

que neles habitam, através de associagdes micorrizicas.
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ABSTRACT

In the present work, the development of the ectomycorrhizal fungi, Paxillus
involutus and Pisolithus arhizus, in the presence and absence of the symbiont — Pinus
Pinaster — was evaluated, as well as their antioxidant properties, and tocopherols and
phenolic compounds composition, in response to the symbiotic association.

During the first part of the work, the mycorrhizal species were grown in modified
Melin-Norkans medium during 45 days, in order to obtain enough mycelium for
tocopherols and antioxidant activity analysis. These results were then compared with
the ones obtained in fructification bodies of the same species. In the second part, the
same procedure was used, but in presence and absence of the symbiont — Pinus pinaster
— in order to determine the antioxidant potentialities in symbiotic synergy and isolated.
The same analysis was carried out in the plant. Finally, the effect of inoculation time in
antioxidant activity was evaluated after 48 hours of symbiosis between the studied
species, Paxillus involutus, Pisolithus arhizus and Pinus pinaster.

The evaluation of fungi growth, in presence and absence of the symbiont, was
performed by measuring the micelia’s radius on a Petri dish.

The antioxidant properties were determined by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) free radicals scavenging activity, reducing power and lipid peroxidation
inhibition assays.

Tocopherols composition was determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to a fluorescence detector and phenolic compounds
were evaluated by HPLC coupled to a diode detector (DAD).

The mentioned ectomycorrhizal fungi revealed a reduced growth in the presence
of Pinus pinaster; Pisolithus arhizus was the most adapted to this association, growing
steadily, while Paxillus involutus slowed its growth after a while in association.

The analyzed species, showed to be an important potencial source of antioxidant
compounds, mostly Pisolithus arhizus that revealed the highest &-tocopherol
concentration (154.39 ug/g of dried mass). Protocatechuic acid was found only in
Paxillus involutus, while Pinus pinaster roots, both in association and isolated, showed
to be a source of other phenolic compounds such us p-hydroxybenzoic and p-coumaric

acids.
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All the analyzed samples revealed antioxidant activity, but Pisolithus arhizus
fruiting bodies showed the higest phenolics concentration (297.94 mg EAG/g extract)
and the lowest ECs values (< 0.60 mg/mL).

There was a general decrease, along the time, in phenolics content and antioxidant
properties of the plant, when associated with the studied ectomycorrhizal species, in
particular with Pisolithus arhizus. This species also reduces the antioxidant activity in
the presence of Pinus pinaster, suggesting that this symbiosis does not seem to be
inducer of oxidative stress. In Paxillus involutus variable effects were observed.

The present work demonstrates the antioxidant potential of the analyzed species,
adding new information regarding sources of new bioactive compounds with origin in
fungi produced in vitro. This strengthens the knowledge on how to preserve and
improve the salubrity of the habitats and their species, through mycorrhizal

associations.
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I. INTRODUCAO

1.1. Os fungos

Cerca de 80 000 a 120 000 espécies de fungos foram descritas até a data, embora
0 numero total de espécies esteja estimado em aproximadamente 1,5 milhdes
(Hawksworth, 2001). Isto torna os fungos um dos recursos da biodiversidade menos
explorados do nosso planeta (Webster & Weber, 2007). Além disso, existe uma grande
variabilidade dentro da mesma espécie. Mesmo sendo morfologicamente similares, 0s
seus metabolitos podem ser muito diferentes. Alguns metabolitos podem ser produzidos
por todas as variedades de uma espécie em particular, enquanto outros metabolitos
podem ser especificos de um organismo. De referir, que a quimica de um organismo
pode também variar de acordo com as condi¢Ges sob as quais este se desenvolve
(Hanson, 2008).

No decorrer da evolucdo, os fungos conquistaram, surpreendentemente, uma vasta
gama de habitats, desempenhando importantes papéis em diversos ecossistemas (Dix &
Webster, 1995). Os fungos sdo ubiquos em habitats terrestres e de dgua doce, sendo
menos comuns em ambientes marinhos possuindo uma distribuicdo cosmopolita
(Webster & Weber, 2007). O seu principal papel ambiental é a reciclagem, possuindo de
igual forma um importante papel ecoldégico como sapréfitas, simbiontes mutualistas,
parasitas ou hiperparasitas (Hanson, 2008; Webster & Weber, 2007).

Os fungos sdo, assim, microrganismos amplamente dispersos, nao-fotossintéticos
que desempenham um papel vital no ambiente, particularmente na biodegradacdo de
matéria organica. O estudo dos seus metabolitos e metabolismo tem dado vérias
contribuicBes para o desenvolvimento global da quimica. Embora as vias biossintéticas
que os fungos utilizam para produzir os seus metabolitos tenham caracteristicas gerais
em comum com as bactérias, plantas e mamiferos, eles diferem em detalhe e as
estruturas dos produtos naturais resultantes sdo muitas vezes diferentes. Como 0s
fungos ndo possuem clorofila e ndo sdo organismos fotossintéticos, obtém a sua energia
e muitos dos nutrientes que suportam as suas vias sintéticas atraves da degradacdo de
plantas e outra matéria (Hanson, 2008). Possuem assim um sistema de nutricdo
heterotrofica. Ao contrario dos animais que se alimentam especialmente por ingestao, 0s
fungos obtém os seus nutrientes através de digestdo extracelular realizada por enzimas

excretadas, seguida da absorc¢do dos produtos solubilizados (Webster & Weber, 2007).
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Os fungos sdo organismos eucariotas com um nucleo distinto (Hanson, 2008).
Quanto a sua estrutura, possuem uma aparéncia bastante diversificada. As unidades
estruturais basicas da maioria dos fungos sdo os filamentos conhecidos como hifas. As
hifas podem agregar-se formando o denominado micélio (Carlile et al., 2001). Em
alguns dos fungos superiores (0s cogumelos comestiveis e venenosos) as hifas podem
agregar-se para formar longas vertentes e até diferenciar-se criando uma estrutura
semelhante a um cordédo, designada por rizomorfo (Hanson, 2008). De referir que, a
colonizacdo de uma fonte de alimento, uma vez alcancada, é conseguida de forma mais
eficiente pelo crescimento deste sistema de tubos ramificados, as hifas (Webster &
Weber, 2007). Os fungos superiores desenvolvem estruturas complexas facilmente
observaveis conhecidas como corpos de frutificacdo. Estes brotam do seu micélio,
particularmente no Outono, e produzem esporos. No outro extremo, alguns micro-
fungos unicelulares, como as leveduras, produzem pequenas células globulares ou
elipticas que apenas séo visiveis ao microscopio (Hanson, 2008).

As hifas sdo geralmente bastante uniformes nos diferentes grupos taxonémicos
dos fungos. Uma das poucas caracteristicas que nos permitem a sua distincdo é a
presenca ou auséncia de paredes transversais designadas por septos (Webster & Weber,
2007). As hifas podem ser células muito simples multinucleadas e asseptadas (ndo
divididas) através das quais os fluidos celulares citoplasmaticos podem fluir. Outras
hifas sdo septadas possuindo divisdes distintas. Nestas, a maior parte da actividade
quimica tem lugar no apice. A forma que um fungo toma, depende também das
condi¢Bes sob as quais se encontra. Alguns fungos tém a forma de levedura sob
determinadas condi¢des e uma forma filamentosa sob outras (Hanson, 2008). Assim, é
importante perceber que as hifas e as leveduras sdo apenas duas formas de crescimento
dos fungos, fendmeno este conhecido como dimorfismo. A estrutura celular dos fungos
¢ assim considerada como um conjunto de caracteristicas especiais derivadas do stresse,
ao invés de atributos comuns a maioria das células eucari6ticas (Carlile et al., 2001).

A reproducdo dos fungos ocorre normalmente através de esporos, podendo
também desenvolver-se de forma vegetativa, através de fragmentos de micélio. Embora
muitos esporos sejam disseminados pelo vento, outros podem necessitar da intervengao
de vectores como insectos ou outros animais. Desta forma, podem ser pigmentados e
alguns podem ter um revestimento gelatinoso de polissacaridos para facilitar a sua
disseminag@o por um “transportador” ¢ a sua ligagdo a um hospedeiro. Os corpos de

frutificacdo dos fungos superiores desempenham também um importante papel na
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producdo e disseminacdo dos seus esporos (Hanson, 2008). Os esporos estdo localizados
nas laminas, poros ou picos, situados na parte inferior do chapéu, e o pé eleva o corpo
de frutificacdo acima do solo de forma a facilitar a sua dispersdo por correntes de ar
(Carlile et al., 2001). Embora os corpos de frutificacdo sejam uma caracteristica
admiravel dos cogumelos cultivados e fungos relacionados, estes sdo inteiramente
dependentes, para a sua nutricdo, do extenso micélio que penetra o substrato (Carlile et
al., 2001). Como ja referido, os fungos podem assumir diferentes caracteristicas
consoante o meio em que se desenvolvem. Sob condicdes indspitas, um organismo pode
ainda desenvolver um estado de dorméncia. Na natureza, isto pode permitir aos esporos
ultrapassar o Inverno no solo (Hanson, 2008).

Todas as células sdo limitadas por membrana plasméatica. Uma diferenca
importante é que o ergosterol é o principal esterol da membrana plasmatica dos fungos,
ao contrario do colesterol presente nas membranas dos animais (Carlile et al., 2001). A
parede dos fungos surge como uma estrutura dindmica e ndo como um revestimento
inerte da célula. A sua construcdo pode mudar em resposta ao stresse ambiental como,
por exemplo, o choque osmotico. Em todos os casos, 0s principais componentes da
parede celular sdo polissacaridos. Existem também proteinas e glicoproteinas
especificas das paredes celulares em todos estes grupos. Assim, um componente
importante das paredes celulares da maioria dos fungos é a quitina, um polissacarido
que é também o principal constituinte do exoesqueleto dos insectos e outros artropodes.
O segundo principal componente fibroso das paredes celulares dos fungos, excepto para
os Zygomycetes, € o B(1—3) glucano. Geralmente, este ¢ 0 componente mais abundante
da parede. Uma vasta gama de outros glucanos é encontrada nas paredes celulares dos
fungos. As proteinas representam o terceiro constituinte quimico importante das paredes
celulares dos fungos. Além das enzimas envolvidas na sintese ou na lise da parede
celular, ou na digestdo extracelular, existem também proteinas estruturais. Como a
manose é 0 seu principal componente, estas proteinas sdo designadas por manoproteinas
(Zlotnik et al., 1984). As manoproteinas sdo 0s componentes principais do exterior das
paredes das células flingicas, especialmente das leveduras. Proteinas expostas na
superficie da parede celular podem também determinar as propriedades de superficie
tais como adesdo e reconhecimento (Cormack et al., 1999). Para além de polissacaridos
e proteinas, as paredes celulares de alguns fungos contém melaninas, pigmentos negros
que consistem em polimeros ramificados derivados de metabolitos fendlicos como a

tirosina, catecol e di-hidroxinaftalenos. As enzimas capazes de degradar melaninas
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ainda nao foram caracterizadas, e é provavel que as melaninas dotem a parede celular
do fungo de alta capacidade de resisténcia a lise enzimética podendo ter também papéis
fotoprotectores e estruturais (Carlile et al., 2001).

Os fungos ndo crescem de forma isolada. Alguns atacam plantas, insectos e
mamiferos como patogéneos, enquanto outros sdo saproéfitas e crescem sobre matéria
morta. Alguns vivem em associa¢fes simbidticas positivas com um organismo
hospedeiro. Desta forma, existem fungos micorrizicos que estdo associados as raizes de
plantas e facilitam a absorcdo de nutrientes desta. Outros organismos sdo endofiticos
crescendo dentro do sistema vascular da planta. Alguns fungos crescem numa relagédo
simbidtica com algas fotossintéticas ou cianobactérias formando os liquenes. De referir,
que por todo o mundo natural existe uma linguagem quimica entre o fungo e o seu
hospedeiro que determina a natureza desta associacdo (Hanson, 2008).

Em 1969, Whittaker prop6s uma classificacdo dos organismos em cinco reinos em
que pela primeira vez os fungos aparecem como um reino a parte. No entanto, novos
estudos moleculares e cladisticos levaram a descoberta que, a nivel molecular, a vida na
terra pode ser classificada em trés grupos, designados por dominios, dos quais dois séo
procarioticos e o terceiro eucariotico. Os fungos sdo, assim, reconhecidos como um dos
cinco reinos eucariotas, sendo os outros Animalia, Plantae, Chromista e Protozoa
(Carlile et al., 2001).

Os organismos estudados pelos micologistas surgem em trés reinos, o Protozoa,
Chromista e Fungi, no dominio Eukaryota (Carlile et al., 2001). O reino Fungi consiste
apenas em espécies que possuem hifas, ou espécies claramente relacionadas. Este reino
foi dividido em quatro divisbes. Os Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e
Basidiomycota. Actualmente, a maioria dos investigadores divide o reino Fungi em sete
filos: Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Blastocladiomycota, Neocallimatigomycota, sendo os dois Gltimos menos conhecidos
(Seif et al., 2005; James et al., 2006a; James et al., 2006b; Liu et al., 2006; Steenkamp
et al., 2006).

Muitos fungos das classes Ascomycetes e Agaricomycetes além de produzirem
esporos por processos sexuados formam outros tipos de esporos assexuadamente
(Carlile et al., 2001).
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Os fungos estudados neste trabalho pertencem ambos ao filo Basidiomycota,
classe Agaricomycetes e sdo fungos nos quais o processo sexual envolve a producéo de
basidiosporos, contidos num basidio, nos quais o ndcleo sofre meiose. Geralmente,
existem quatro esporos por basidio (Worrall, 1999). Estes fungos constituem um grupo
importante com cerca de 22 000 espécies conhecidas. Muitos dos mais conspicuos
fungos do campo e dos bosques sdo da classe Agaricomycetes. A nivel microscépico
existem duas caracteristicas muito disseminadas pelo grupo que caracterizam esta
classe. Uma dessas caracteristicas € a presencga de “clamp connections” aparentemente
ligando células adjacentes ou hifas. A outra € que os basididsporos sdo normalmente
balistosporos que sdo activamente lancados do basidio. A classificacdo dos
Agaricomycetes € um pouco controversa. Antes consideravam-se trés classes inseridas
no Filo Basidiomycota: Basidiomycetes, Teliomycetes e Ustomycetes. Hoje, a
designacdo Basidiomycetes torna-se obsoleta e, quando utilizada, refere-se ao Filo
Basidiomycota. A classificacdo actual dos Basidiomicetes (agora Agaricomycetes)
encontra-se na Tabela 1.

Existem varias ordens dentro dos macrofungos Agaricomycetes tais como 0s
Agaricales (Agaricus bisporus, Coprinus comatus, Pleurotus ostreatus, Lentinus
edodes) ou Boletales (Paxillus involutus, Pisolithus arhizus).

Os Agaricomycetes sdo também fungos micorrizicos, conseguindo 0s seus
nutrientes em associacdo com as raizes de plantas especificas. Assim, organismos em
particular estdo frequentemente associados com arvores em particular. Um Verdo
quente e humido favorece o crescimento do micelio sob o solo, o qual no Outono
desencadeia a formacédo de corpos de frutificacdo. O micélio pode persistir varios anos
cobrindo uma area substancial do subsolo comparado com o tamanho do corpo de
frutificacdo (Hanson, 2008).

Em laboratdrio, a obtencdo e estabelecimento de fungos, particularmente dos
Agaricomycetes, é possivel por excisdo de porcdes do corpo de frutificagdo e colocacao
destas em meio de cultura apropriado (Carlile et al., 2001). O crescimento continuo e
ramificagdo das hifas resultam na producdo de um micélio indiferenciado na superficie
do meio de cultura com agar. Este crescimento invasivo é a via mais eficiente para os
fungos se espalharem por todo um substrato. A coldnia geralmente continua a crescer,
em raio, a uma taxa uniforme até encontrar um obstaculo (por exemplo, o bordo da
caixa de Petri ou outra coldnia). Por vezes, contudo, a taxa de aumento pode diminuir

gradualmente e o crescimento pode mesmo cessar sem que todo o meio seja consumido.
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Este efeito pode dever-se a produtos toxicos do metabolismo, como ides de hidrogénio
ou amdnia (Carlile et al., 2001). De referir, que em vez de se expandirem, como durante
0 crescimento pelo meio, as hifas podem ter como intuito a sua agregacao.

Tabela 1. Classificagdo dos fungos do Filo Basidiomycota (Kirk et al., 2008).

Reino | Filo | Sub-filo Classes Ordens Familias
Agaricales
Atheliales
Auricularialis
Boletaceae
Bolitinellaceae
Calostomataceae
Coniophoraceae
Diplocistidiaceae
Gastroporiaceae
Gomphidiaceae
Boletales Gyroporaceae
Hygrophoropsidaceae
Paxillaceae
& Protogastraceae
E’, Agaricomycetes Rhizopogonaceae
g Sclerodermataceae
% Serpulaceae
< Suillaceae
Cantharellales
3] ..
‘g Corticiales
5 g Geastrales
T % Gomphales
§ Hymenochetales
Hysterangialis
Phallales
Polyporales
Russulales
Sebacinales
Thelephorales
Dacrymycetes
Tremellomycetes
Agaricostilbomycetes
= Atractiellomycetes
§ Classiculomycetes
g Cryptomycocolacomycetes
:E Cystobasidiomycetes
§ Microbotryomycetes
o Mixiomycetes
Pucciniomycetes
Exobasidiomycetes
Ustilaginomycotina | Entorrhizomycetes
Ustilaginomycetes

Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte


http://www.museumstuff.com/learn/topics/Agaricomycotina
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Agaricomycotina
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Agaricomycetes
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Dacrymycetes
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Tremellomycetes
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Pucciniomycotina
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Pucciniomycotina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Agaricostilbomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Atractiellomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Classiculomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptomycocolacomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cystobasidiomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microbotryomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mixiomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pucciniomycetes
http://www.museumstuff.com/learn/topics/Ustilaginomycotina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Exobasidiomycetes
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ustilaginomycetes

i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA -
Escola Superior Agraria |ntr0dUQaO

N&o h& muito conhecimento acerca dos factores de sinalizacdo que levam ao
crescimento sincronizado de grupos de hifas. No entanto, especula-se que a difuséo de
moléculas de sinalizacdo ocorre entre hifas adjacentes. Por exemplo, uma dada hifa é
capaz de influenciar a expressdo génica de hifas adjacentes através da secrecdo de
mensageiros quimicos (Moore, 1994).

O meio de cultura para desenvolvimento de um fungo pode ser sintético ou
natural. Um tipico meio de cultura sintético possui uma fonte de carbono, normalmente
um acucar, uma fonte de azoto como um sal de amoénio, um sal de fosfato, magnésio e
potassio muitas vezes fornecendo ides sulfato e cloreto juntos com os sais de elementos
residuais. A producdo de metabolitos pode ser bastante sensivel aos constituintes do
meio de cultura, tal como as condi¢cBes do meio ambiente quando in vivo, assim, 0s
metabolitos produzidos por uma mesma espécie num determinado meio de cultura, pode
ser diferente quando desenvolvida num meio de cultura diferente (Hanson, 2008).

A quimica dos fungos esta presente em muitos aspectos do nosso dia-a-dia, as
leveduras na producédo do péao e de vinho, os cogumelos comestiveis presentes na nossa
dieta ou o fabrico de antibidticos como as penicilinas (Hanson, 2008). A quimica
microbioldgica esta interessada na estrutura e actividades quimica e bioldgica dos
metabolitos dos fungos. A biossintese destes metabolitos, as sequéncias, a
estereoquimica e mecanismo das etapas individuais, em conjunto com a estrutura e
regulacdo das enzimas envolvidas, € uma vasta area de informacdo. A quimica
ecologica das interaccBes fungicas com plantas e insectos tem constituido uma outra
area de investigacdo. A compreensdo da quimica base de agentes fungicos de bio-
controlo pode ter também aplicacBes agro-quimicas Uteis (Hanson, 2008). Como
organismos biodegradativos, os fungos podem realizar transformacdes microbioldgicas
de substancias quimicas estranhas, por exemplo, hidroxilacbes. A utilizacdo desta
capacidade na biorremediacdo de areas contaminadas € uma nova aplicacdo de interesse
quimico (Hanson, 2008).

1.1.1. Paxillus involutus e Pisolithus arhizus

Os fungos Paxillus involutus (Batsch) Fr. e Pisolithus arhizus (Scop.) Rauschert

sdo duas espécies de cogumelos micorrizicos amplamente utilizadas, com uma vasta

Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA -
Escola Superior Agraria |ntr0dUQaO

gama de plantas hospedeiras e com uma extensa aplicacdo em programas de
micorrizagéo florestal.

Os fungos micorrizicos formam uma relacdo benéfica de dependéncia mutualista
com as raizes das plantas hospedeiras, variando desde arvores a gramineas. Os micelios
de algumas espécies micorrizicas podem formar um revestimento exterior envolvendo
as raizes da planta sendo chamados ectomicorrizicos. Quando invadem o interior das
celulas das raizes da planta hospedeira designam-se por endomicorrizicos. Em qualquer
um dos casos, ambos 0s organismos beneficiam da associacdo (Stamets, 2000).

A maioria das espécies do género Paxillus sdo ectomicorrizicas (Wallander &
Sdderstrom, 1999). A espécie Paxillus involutus possui um chapéu em forma de funil,
castanho com a margem enrolada. A cuticula é viscosa em tempo himido. Os
basidiocarpos deste fungo sdo também suaves e carnudos com um aspecto
caracteristico, em que o tecido do himénio se separa facilmente da carne do chapéu. As
laminas séo decorrentes, apertadas e amarelas manchando-se de castanho-avermelhado
ao tocar. O pé € curto, castanho e carnudo e mancha-se ao tocar tal como as laminas e o
chapéu. A carne é suculenta, amarelada, torna-se parda vermelha ao contacto com o ar.
Possui um odor e sabor agradaveis. Os esporos sdo castanhos (Rodriguez, 2006;
Webster & Weber, 2007). Considerando que é uma espécie micorrizica, o Paxillus
involutus possui uma invulgar e ampla gama de hospedeiros, com 23 espécies de
arvores diferentes listadas por Wallander e Sdderstrom (1999). No entanto, € mais
comum estar associado a vidoeiros (Betula) e carvalhos (Quercus) em florestas acidas.
Assim, o0 seu habitat é preferencialmente debaixo de coniferas e pouco frequente em
caducifélios. Este fungo surge entre a Primavera e o Outono (Rodriguez, 2006). Os
basidiocarpos do fungo Paxillus involutus, embora tradicionalmente considerados
ediveis, sdo, de facto, venenosos (Webster & Weber, 2007); quando consumido cru
pode chegar a ser mortal. Quando cozido pode ser considerado comestivel mas nao é
aconselhavel a sua ingestdo (Rodriguez, 2006). Alguns isolados sdo capazes de efectuar
um crescimento saprofita e podem frutificar na auséncia de um hospedeiro micorrizico
(Webster & Weber, 2007).

A espécie mais conhecida do género Pisolithus é a espécie P. arhizus. Hoje
conhecem-se mais de 10 especies de Pisolithus (Cairney, 2002; Martin et al., 2002),
estando o P. arhizus distribuido através do hemisféerio norte e associado principalmente

a Pinus e Quercus. Além da dispersdo antropogénica, também é evidente que o
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Pisolithus pode percorrer longas distancias através dos basididsporos transportados pelo
ar (Moyersoen et al., 2003).

As espécies do genero Pisolithus podem ser deslocadas por outros fungos
micorrizicos em condicdes frescas e humidas (McAfee & Fortin, 1986) mas sdo
proeminentes em ambientes extremos, por exemplo, habitats secos com solos arenosos
ou areas poluidas com metais pesados (Walker et al., 1989; Smith & Read, 1997).
Nestas situagdes, o crescimento de arvores micorrizicas pode ser aumentado vérias
vezes em relacéo a controlos ndo inoculados.

O fungo Pisolithus arhizus possui um carpoforo globuloso, assemelhando-se a um
tronco deforme quando € velho de cor amarelo sujo a castanho. A deiscéncia é irregular
e a gleba quando madura é castanha, formada por inimeras cavidades e contém os
esporos no seu interior. Os basididsporos sdo produzindo dentro de numerosos
peridiolos que se desintegram para libertar os seus esporos passivamente. A formacao e
maturacdo dos peridiolos processam-se a partir da extremidade para a base do
gasterocarpo que gradualmente se desfaz no processo (Webster & Weber, 2007). Estes
esporos sdo globulosos e espinhosos. O habitat desta espécie é em matagais de solo
arenoso e diversos bosques surgindo igualmente da Primavera ao Outono. Pode ser

consumido quando jovem, sobretudo para aromatizar molhos (Rodriguez, 2006).

1.2. Pinus pinaster

O género Pinus consiste em 110 — 120 espécies distribuidas pelas regides
temperadas do hemisfério norte. Mais de 40 identificacbes taxondmicas reconheceram
algumas das principais divises dentro do género (Price et al., 1998).

Os pinheiros afectam processos biogeoquimicos, regimes hidrologicos e de fogo e
fornecem alimento e criam habitats para os animais. A floresta boreal, da qual os
pinheiros s&o uma importante componente, desempenha um importante papel na
determinacdo do clima regional e global. Por exemplo, a presenca da floresta no
hemisfério norte, onde os pinheiros detém elevada importancia e sdo muitas vezes
dominantes, mascara a elevada reflexdo da neve, levando a temperaturas de Inverno

superiores ao que seriam na auséncia de arvores (Bonan et al., 1992). Estas arvores
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foram também cultivadas em diversas partes do mundo, tanto dentro como fora da sua
area natural e formam a base da silvicultura exética em muitos paises do hemisfério sul.
Os pinheiros sdo assim, sem ddvida, o género de &rvores com maior significado
ecologico e econémico no mundo (Richardson, 2000). Outras fungdes importantes tém
sido encontradas neste género de plantas. Tém sido descritos em residuos de pinheiro
oligbmeros de procianidinas (Pietta et al., 1998; Wood et al., 2002). Os efeitos de
flavondides extraidos do pinheiro, sobre a formacdo de radicais livres foram ja
investigados em linhas celulares de macrofagos de ratinhos, e revelaram uma forte
actividade captadora contra espécies reactivas de oxigénio (Cho et al., 2000) reforcando
assim as defesas antioxidantes (Pinelo et al., 2004).

Mais de um terco das espécies de gimnospérmicas pertencem as Pinaceae, de
longe a maior familia das coniferas modernas, que é dividida em 10 ou 11 géneros
(Richardson, 2000). As plantas de Pinus pinaster Aiton também designadas por Pinus
hamiltonii Ten., Pinus maritima Poir ou Pinus mesogeensis Fieschi & Gaussen,
possuem, em Portugal, 0 nome comum de pinheiro-bravo (CAB International, 2002).

O pinheiro-bravo (Pinus pinaster Ait.) é uma espécie de importancia econémica,
ecologica e pitoresca na zona oeste do Mediterraneo. Abrange mais de quatro milhdes
de hectares entre Espanha, Portugal, Franca e Italia (Ribeiro et al., 2001). Desta forma,
é utilizado principalmente na carpintaria, construgdo civil, aglomerados, producédo de
celulose e papel, soalho e paletes. Em Portugal, de acordo com o Inventario Nacional
Florestal (2005/2006), 23% da area florestal nacional é ocupada por Pinus pinaster,
representando 11% do total das exportacdes de produtos florestais em 2000 (Correia et
al., 2004). Dada a importancia econémica desta espécie, um plano nacional de melhoria
de arvores desta espécie estd em operacdo desde o inicio dos anos 80 (Roulund et al.,
1988).

As plantagdes de Pinus pinaster tém sido cultivadas na regido da bacia
mediterranica (tanto Europa como norte de Africa), particularmente para estabilizacio
de dunas, zonas costeiras e em solos pouco férteis. A arvore tem sido também uma das
principais fontes de resina bem como de madeira para construgdo. As suas maiores
desvantagens sdo a sua susceptibilidade ao fogo e a baixa qualidade da resina
comparada com a de outras espécies de pinheiro. Quanto aos tipos de vegetacdo
formados por estas plantas podemos observar comunidades vegetais costeiras, florestas

de coniferas, dunas e florestas mistas (CAB International, 2002).

Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte

10



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA -
Escola Superior Agraria |ntr0dUQaO

O Pinus pinaster ¢ uma arvore relativamente grande com 20 — 40 metros de
altura. As copas das arvores velhas sdo largas e planas e o tronco € liso na maioria do
seu comprimento. As arvores de plantagdes possuem caules cilindricos e lisos ao
contrario das arvores selvagens em que os troncos sdo largos na base afunilando a
medida que aumenta a altura. As raizes sao perpendiculares ao caule também com raizes
secundérias bem desenvolvidas. A casca é grossa, com fissuras profundas e de cor
variando entre o vermelho e castanho. Quanto a folhagem possui agulhas espinhosas,
erectas mas ndo rigidas, apresentam-se frequentemente enroladas, ocorrendo aos pares
com uma cor verde viva. As flores aparecem no fim do Inverno e a meio da Primavera.
As flores masculinas sdo geralmente abundantes, agrupadas em anéis rasos debaixo das
folhas; o polen é libertado no inicio da Primavera. As flores femininas ocorrem nas
extremidades dos rebentos em vermelho bago. As pinhas ficam maduras entre o fim do
Verdo e o Outono, mantendo-se fechadas na arvore durante varios anos. A primeira
floracdo ocorre a partir dos 6 anos, ficando a ser regular entre os 10 e 15 anos. A
producédo plena de sementes acontece em intervalos que variam entre 0s 3 e 5 anos
(CAB International, 2002).

O fogo recorrente é uma grande perturbacdo nos ecossistemas florestais
mediterranicos (Barbéro et al., 1998). A sucessdo das florestas, com inicio ap6s o fogo,
depende de muitos factores tais como composicdo inicial das espécies de plantas,
intensidade do fogo, disponibilidade do banco de sementes e capacidade de recuperacdo
das comunidades microbioldgicas do solo (Rodrigo et al., 2004; Hart et al., 2005). Os
pinheiros mediterranicos exibem elevada variabilidade genética e plasticidade
fenotipica, bem como elevada capacidade de colonizacdo (Fernandes & Rigolot, 2007,
Pausas et al., 2008), mas, a0 mesmo tempo, a regeneracdo natural e desenvolvimento
subsequente dos germinantes é altamente dependente de ambos, condi¢cGes ambientais
pos-incéndio (incluindo o microclima e a competicdo com plantas vizinhas) e a
associacdo com fungos ectomicorrizicos (Rodrigo et al., 2004). Os pinheiros sao
obrigatoriamente ectomicorrizicos e a persisténcia de propagulos activos de fungos
ectomicorrizicos no solo apds um incéndio € crucial para a sobrevivéncia e posterior

regeneracdo de germinantes (Dahlberg et al., 2001).
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1.3. Micorrizas e micorrizacéo

O estabelecimento e crescimento da maioria das plantas requerem, ou sé&o
reforcados, pela presenca de fungos especializados no solo que formam associa¢Oes
com as suas raizes. Estas associa¢des sdo conhecidas por micorrizas (do grego mykos,
fungo; rhizon, raiz). Esta forma particular de vida implica um processo de
reconhecimento, onde os sinais quimicos envolvidos e 0s mecanismos de stresse
oxidativo estdo provavelmente activados e superados. A manutencdo e resisténcia ao
stresse de arvores melhoram consideravelmente quando as plantas sdo inoculadas com
fungos ectomicorrizicos em viveiro (Marx et al., 1991; Le Tacon, 1992; Rudawska &
Kieliszewska-Rokicka, 1997, Martins, 2004, 2010). Esta associa¢do é desencadeada por
sinais emitidos por ambos o0s parceiros. Estes sinais levam a alteracbes morfoldgicas e a
um desenvolvimento complexo de estruturas especificas tanto na planta como no fungo
(Ditengou & Lapeyrie, 2000; Kawano et al., 2001; Lagrange et al., 2001; Martin et al.,
2001; Heller et al., 2008). A sobre- e sub-expressao de genes de resposta a stresse ou de
defesa marcam a natureza complexa das interac¢des micorrizicas (Heller et al., 2008).

As micorrizas aumentam a absorcdo de nutrientes por parte da planta tais como
azoto e elementos essenciais (fosforo, cobre e zinco), particularmente quando estes
estdo em baixas concentracGes ou em formas insoltveis no solo (Carlile et al., 2001;
Martins, 2004, 2008). Por crescerem para além da zona imediata da raiz, os filamentos
de micélio concentram o0s nutrientes que se encontram mais longe. O micélio do fungo,
secreta enzimas extracelulares que desbloqueiam complexos organicos (Carlile et al.,
2001). Os nutrientes recém-libertados sdo depois selectivamente absorvidos
directamente através das paredes celulares até a rede do micélio. Na estacdo chuvosa, a
agua transporta nutrientes atraves desta membrana filtradora, incluindo bactérias, que
muitas vezes se tornam uma fonte de alimento para o fungo. O meio ¢ assim “limpo”
nédo s6 de compostos ricos em carbono/azoto mas também de bactérias, em alguns casos
nematodes, e muitos outros microrganismos. A utilizacdo de micélios como micofiltros
estd a ser estudada actualmente na remogdo de contaminantes biologicos da agua de
superficie que passa directamente para as bacias hidrograficas sensiveis (Stamets,
2000). As ectomicorrizas produzem também enzimas como proteinases e quitinases que
Ihes permitem obter azoto e fosforo a partir de matéria organica nas camadas de folhas
em degradacdo (Carlile et al., 2001). A extenséo das hifas no solo a partir da raiz pode
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desempenhar um papel de elevada captacdo, desde que o0s sistemas de transporte activo
nas membranas celulares dos fungos sejam capazes de concentrar solugdes contra 0s
gradientes de concentracdo. Os nutrientes da planta assim concentrados sédo depois
libertados pelas hifas e absorvidos pelas células das raizes associadas. Também,
nutrientes concentrados pelos fungos e conservados nas imediacdes da raiz podem
servir de reservas para utilizagdo futura (Carlile et al., 2001).

O fluxo de nutrientes € um processo reciproco na maioria das associagfes
micorrizicas. A planta fornece ao fungo compostos de carbono, especialmente agucares
(hexoses) e o fungo absorve estes compostos e converte-os em alcoois derivados de
acucares como manitol. As células da planta normalmente ndo perdem agucares, mas o
fungo parece ser capaz de induzir este aumento selectivo na permeabilidade da
membrana celular da planta. Plantas em associa¢cdo com fungos micorrizicos conseguem
também resistir a doencas muito melhor do que aguelas que ndo se encontram em
simbiose (Carlile et al., 2001; Martins, 2004, 2008). Muitos ecologistas reconhecem
hoje que uma floresta saudavel estd directamente relacionada com a presenca,
abundancia e variedade de associa¢Bes micorrizicas. Os fungos micorrizicos tornam-se
endémicos no solo onde os seus hospedeiros crescem, e formam extensas redes que se
podem ligar as raizes das plantas de diferentes espécies. O baixo grau de especificidade
pelo hospedeiro de alguns fungos micorrizicos é ilustrado pelo facto que o tipo de
micorriza encontrada numa comunidade de plantas pode ser determinado pelas espécies
de plantas dominantes. Por exemplo, os fetos normalmente possuem micorrizas
arbusculares, mas quando crescem em matas de pinheiro adquirem as ectomicorrizas
das arvores dominantes (Carlile et al., 2001).

Existem diversos tipos de micorrizas. As ectomicorrizas sdo principalmente
formadas nas raizes de plantas lenhosas. Cré-se que este tipo de micorrizas seja mais
comum em zonas temperadas do globo, onde ha alteragdes climaticas sazonais, ao
contrario dos trépicos. As ectomicorrizas mais estudadas sdo as de pinheiro (Pinus) e de
faia (Fagus), embora as ectomicorrizas tenham sido citadas em 130 géneros diferentes,
de 43 familias de plantas. As ectomicorrizas comecam a desenvolver-se quando as hifas
infectam a raiz e crescem em direccdo as partes mais velhas formando uma teia que
mais tarde pode tornar-se um involucro volumoso. Este revestimento pode ocupar mais
de 30% do volume da raiz. As hifas do revestimento crescem para o interior entre as
células da epiderme e do cortex, para formar uma estrutura designada por rede de

Harting. Pensa-se que esta € a principal interface para a troca de substancias entre 0s
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simbiontes. Como o crescimento padréo da raiz é afectado, a taxa de divisdo celular no
apice decresce, retardando o alongamento. As células corticais alongam-se radialmente,
por isso a raiz infectada torna-se curta e espessa comparada as ndo-infectadas. Uma
matriz interfacial especializada desenvolve-se entre as células do fungo e da planta. A
adesdo entre elas é mediada por glicoproteinas. Nas zonas de contacto entre as paredes
celulares dos simbiontes h& uma secrecdo reforcada de polimeros fibrilares
extracelulares, mas isto apenas ocorre quando 0s parceiros sao compativeis. Por todo o
sistema radicular e durante a vida da planta h4& um equilibrio dindmico entre a
colonizacdo. A re-colonizacgdo continua ocorre a partir do fungo no solo e novas raizes,
crescendo para fora dos seus pontos de origem dentro das raizes maturas, tornando-se
colonizado assim que passam através do revestimento fungico. A qualquer altura o
sistema radicular possui raizes colonizadas e ndo-colonizadas. Algumas ectomicorrizas
possuem muitas hifas desenvolvidas formando uma rede interligada de micélio e
cordBes miceliais através do solo, mas outras tém superficies lisas com algumas hifas
emanescentes (Carlile et al., 2001).

A colonizacdo ectomicorrizica tem sido vista como sendo necessaria para o
estabelecimento com sucesso de algumas arvores como Pinus. Tem sido demonstrado
que as raizes tornam-se colonizadas ndo s6 por micorrizas estabelecidas no solo, mas
também por esporos de fungos formadores de micorrizas. A micorrizacdo iniciada por
esporos aerotransportados pode ser importante ao permitir que sementes de arvores
colonizem novas areas (Carlile et al., 2001).

As ectomicorrizas parecem também ser importantes no ciclo de nutrientes,
capturando substancias como compostos de fosfato e azoto e catides assim que sé@o
libertados por exsudacdo da folhagem e queda das folhas, e devolvendo-os ao sistema
da raiz. Restos vegetais no solo podem também fornecer nutrientes para alguns fungos
micorrizicos. As raizes ectomicorrizicas crescem tipicamente em camadas de residuos,
onde as condi¢bes variam muito mais do que nos horizontes inferiores do solo com
acontecimentos como queda das folhas, precipitagdo e actividade de animais, e onde
consequentemente a disponibilidade de nutrientes € descontinua. Aqui, a sua
disponibilidade para as reservas de fosfato podem ser particularmente Uteis para a planta
(Carlile et al., 2001).

Com estas caracteristicas do processo de micorrizagdo em mente, utilizamos dois
fungos ectomicorrizicos para investigar a sua capacidade diferencial de producdo de

compostos antioxidantes in vivo e, apds isolamento in vitro tanto isolados como na
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presenca de Pinus pinaster. De referir, que 0s ensaios in vitro pretendem a superacao
dos factores genéticos e ambientais, a variabilidade quimica dos fungos permitindo
assim uma producdo continua e homogénea destes compostos sob condigdes padrao.
Além deste estudo, também foi avaliada a capacidade antioxidante e producdo de

compostos com igual actividade, pelos organismos isolados e em simbiose.

1.4. Stresse oxidativo e actividade antioxidante

Um radical livre é definido como qualquer aomo ou molécula que possui
electrdes desemparelhados na orbital exterior (Gutteridge & Halliwell, 2000; Halliwell
& Gutteridge, 1999). Nos organismos aerdbios, os radicais livres estdo constantemente
a ser produzidos durante o metabolismo celular normal, principalmente na forma de
Espécies Reactivas de Oxigénio (ROS) e Espécies Reactivas de Azoto (RNS). A
exposicdo do organismo a radicais livres leva ao desenvolvimento de mecanismos de
defesa enddgenos de forma a elimina-los (Valko et al., 2007; Goetz & Luch 2008;
Ferreira et al., 2009). Estes radicais sdao geralmente instaveis e muito reactivos. Os
radicais livres que derivam de moléculas de oxigénio (O,), geralmente conhecidos como
ROS, representam a classe mais importante de espécies de radicais originada nos
sistemas bioldgicos (Miller et al., 1990). Na verdade, apesar da importancia do oxigénio
a vida aerdbia, em determinadas situacfes esta molécula pode ser toxica. Este fendmeno
¢ denominado “paradoxo do oxigénio” (Gilbert, 2000). A manutencdo do equilibrio
entre a producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes (enzimaticas e ndo
enzimaticas) sdo uma condicdo essencial para o normal funcionamento do organismo.
Quando este equilibrio tende para a producdo de radicais livres, dizemos que o
organismo se encontra em stresse oxidativo. Nesta situacdo, o excesso de radicais livres
pode provocar danos ao nivel dos lipidos celulares, proteinas e DNA, afectando o
funcionamento normal das células e conduzindo a diversas doengas. A presenga de
antioxidantes na dieta pode ajudar o sistema de defesa enddgeno, reduzindo os danos
oxidativos (Temple, 2000; Fang et al., 2002; Liu, 2003). Estes efeitos sdo observados
ndo s6 no Homem mas em todos oS organismos aerdbios, dai a importancia de

investigar novas fontes de compostos antioxidantes.
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Existem varios métodos de avaliacdo da actividade antioxidante em extractos de
produtos naturais. O método de Folin-Ciocalteu é bastante utilizado para avaliar fenois
totais. Contudo, é um teste que pode ter interferéncias uma vez que o reagente (mistura
de &cido fosfotungstico e acido fosfomolibdico) também reage com outros compostos
ndo-fendlicos, levando a uma sobreavaliacdo da quantidade de fendis. Por exemplo, o
acido ascorbico é um agente amplamente reduzido que pode interferir na reaccdo de
Folin-Ciocalteu (George et al., 2005). OQutras substancias redutoras como alguns
acucares e aminoacidos podem também interferir. Além disso, os resultados tém que ser
expressos em equivalentes de um padrdo em particular (como catequina, acido galico ou
acido tanico). Geralmente os fendis determinados pelo método de Folin-Ciocalteu sdo
expressos em equivalentes de acido galico. De referir, que este método n&o é selectivo
uma vez que determina tanto polifendis como monofendis (Singleton et al., 1999).
Todos estes aspectos aumentam a importancia da determinacao dos compostos fenolicos
por técnicas mais sofisticadas, nomeadamente técnicas cromatograficas (Ferreira et al.,
2009).

O ensaio Folin-Ciocalteu envolve entdo uma mistura de tungstato e molibdato em
meio basico (5 — 10% de solucdo aquosa de Na,CO3). Os fendis sdo energeticamente
oxidados em meio basico resultando na formacdo de O™, o qual, por sua vez, reage com
o molibdato originando 6xido de molibdénio, MoO** que tem uma absorvancia muito
intensa proximo dos 750 nm. Entre outras coisas, 0 procedimento associado com o
aparecimento de produtos corados €, em principio, mais sensivel; além disso, ndo requer
uma padronizacdo rigorosa das condi¢bes do ensaio. Embora o método de Folin-
Ciocalteu ndo tenha o propdsito de caracterizar a actividade antioxidante, de facto este
método parece ser um dos melhores para uma estimativa aproximada desta actividade
(Roginsky & Lissi, 2005). Investigadores determinaram a quantidade de fendis totais
em produtos alimentares utilizando o método de Folin-Ciocalteu concluindo que esta
relacionada com a actividade antioxidante determinada por variados métodos. Na
maioria dos casos, a correlacdo entre os dois parametros (fenois totais e actividade
antioxidante) € bastante evidente, o que confirma o valor do teste de Folin-Ciocalteu.
Desta forma, este método poderd ser bastante aceitdvel, embora o problema da sua

padronizacdo continue por resolver (De Beer et al., 2003; Singleton et al., 1999).
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Uma das metodologias utilizadas para a determinacdo da actividade antioxidante
consiste na monitorizagdo da capacidade captadora de radicais DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo; Fig. 1).

- O
H
O3N N—N OgN N—N

Figura 1. Representagdo da molécula de DPPH na sua forma de radical livre e ndo-radical
respectivamente (Molyneux, 2004).

Esta molécula é caracterizada por ser um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do electrdo livre sobre a molécula como um todo, deste modo, nédo
ocorre a formacéo de dimeros, como seria 0 caso da maioria dos outros radicais livres.
A deslocalizacdo d& também origem a cor violeta, caracterizada por uma absorvancia,
em solucdo de etanol concentrada, a cerca de 520 nm. Quando a solucdo de DPPH ¢
misturada com uma substancia capaz de doar um atomo de hidrogénio, obtém-se entdo a
forma reduzida do composto, com a perda da coloragdo violeta (coloragdo amarelo
palido do grupo picrilo ainda presente). Representando o radical DPPH por Z' e a
molécula antioxidante por AH, a primeira reaccao é:

Z+AH—>ZH+A

em que ZH corresponde a forma reduzida e A" ao radical livre produzido nesta primeira
reaccdo. Esta reaccdo destina-se a fornecer a ligagdo com outras reac¢fes que ocorrem
num sistema de oxidacdo, como a auto-oxidacdo de um lipido ou outra substancia
insaturada; o DPPH, molécula Z°, representa assim os radicais livres presentes no
sistema cuja actividade é suprimida pela substancia AH (Molyneux, 2004). Um
parametro que tem vindo a ser introduzido recentemente para a interpretacdo dos
resultados do metodo do DPPH ¢ a “concentragdo eficiente” ou valor de ECsy (também
denominado valor de 1Csp). Este é definido como a concentracdo de substrato que
provoca a perda de 50% da actividade do DPPH (cor) (Molyneux, 2004).

Um método utilizado para a determinacdo do poder redutor de amostras de

produtos naturais fundamenta-se na capacidade que os compostos fendlicos possuem
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para reduzir o Fe** a Fe®*. Os antioxidantes presentes causam a reducdo do
Fe**/complexo ferricianeto (FeCls/KsFe(CN)g) a forma ferrosa (Fe®"). Assim, em
funcdo do poder redutor das amostras, a coloracdo amarela da solugéo sofre alteragéo
entre os tons de verde ou azul (Amarowicz et al., 2004), o que pode ser medido
espectrofotometricamente a 700 nm. Para determinar o poder redutor (ciclo redox) das
substancias testadas, estas sdo colocadas em contacto com um determinado metal
responsavel pela producdo de radicais livres e, em alguns casos, pela regeneracdo dos
antioxidantes:
Fe** — L + antioxidante — Fe?*— L + antioxidante oxidado

Onde L ¢é o ligante selectivo ndo ferroso cromogénico que produz a coloracao (azul da
prissia) da espécie Fe’* - L como resultado da reaccdo redox em questdio; a espécie
oxidante é Fe**-L ou Fe(CN)*¢ (quando se utiliza ferricianeto como reagente) (Berker et
al., 2007).

A inibicdo da peroxidacdo lipidica é normalmente avaliada pela inibicdo da
descoloragdo do B-caroteno (Fig. 2), neutralizando o radical livre linoleato bem como
outros radicais livres originados no sistema, 0s quais atacam as moléculas insaturadas
de p-caroteno. Este método baseia-se na descoloragdo competitiva do [B-caroteno
durante a auto-oxidacdo do acido linoleico em emulsdo aquosa monitorizada pelo
decréscimo da absorvancia na regido do visivel (Miller, 1971). A adicdo de uma
amostra contendo antioxidantes individuais (von Gadov et al., 1997) ou extractos
naturais (Moure et al., 2000) resulta no retardamento da descoloracdo do [-caroteno.
Desta forma, a presenca de diferentes antioxidantes pode retardar a extensdao da
descoloragdo do B-caroteno neutralizando o radical livre linoleato e outros radicais
livres formados no sistema (Jayaprakasha et al., 2001). Na auséncia de antioxidantes a
absorvéncia a 470 nm decresce rapidamente, enquanto na sua presenca, a cor, € por

conseguinte a absorvancia, é retida por mais tempo (Oliveira et al., 2008).

\\\\\\\\

Figura 2. Estrutura da molécula de p-caroteno.
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1.5. Compostos antioxidantes

Vitamina E é a designacdo geralmente dada a uma familia de compostos
quimicamente relacionados, denominados por tocoferdis e tocotriendis, 0s quais
partilham uma estrutura comum com um anel cromanol e uma cadeia lateral de
unidades isopreno. Esta vitamina € constituida por oito compostos quimicos: a-, B-, y- €
d- tocoferdis e quatro tocotriendis correspondentes (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996).

Os tocoferois (Fig. 3) tém sido reconhecidos como uns dos mais importantes
antioxidantes. Eles inibem a producédo de radicais peroxilo lipidicos induzida por ROS,
protegendo assim as células da peroxidacdo dos &cidos gordos polinsaturados (PUFA)
na membrana fosfolipidica, de danos oxidativos das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), proteinas celulares e DNA, e da degeneracdo da membrana (Fang et al., 2002).
No processo de peroxidacdo lipidica, os tocoferdis (TOH) actuam como antioxidantes
doando um atomo de hidrogénio aos radicais peroxilo (LOQO") produzidos a partir dos
PUFA originado um hidroperoxido lipidico estavel (LOOH) e um radical tocoferoxilo
(TO"), o qual reage com outros radicais peroxilo ou tocoferoxilo formando produtos
mais estaveis (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996; Ferreira et al., 2009).

LOO" + TOH — LOOH + TO’

Os tocoferdis também podem reagir com radicais alquoxi (LO") formados no
processo de propagacdo (LO™ + TOH — LOH + TO"), ou em casos muito especiais,
qguando o oxigénio esta presente em pequenas quantidades e os hidroperoxidos estdo
presentes em quantidades desprezaveis, os tocoferdis podem reagir directamente com
radicais alquilo L* (L" + TOH — LH + TO") (Kamal-Eldin & Appelqvist, 1996).

Figura 3. Estrutura quimica dos tocoferdis (R'=R?*=Me, a-tocoferol; R'= Me, R?=H, B-tocoferol; R'=H,
R?=Me, y-tocoferol e R'’=R?<H, -tocoferol).

Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte

19



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA -
Escola Superior Agraria |ntr0dUQaO

No passado, o a-tocoferol era considerado a forma mais activa da vitamina E em
humanos e foi demonstrado que possuia a actividade biologica mais elevada. Trabalhos
recentes tém-se focado em tocoferdis sem grupos metilo como o y-tocoferol. Sob
condigdes especificas, o vy-tocoferol pode suprimir RNS de forma mais eficaz
relativamente ao a-tocoferol e assim proporcionar beneficios especiais. Este composto
possui também fungdes anti-inflamatoria, antineoplésica e anti-diurética. Além disso,
dados epidemioldgicos recentes sugerem que o y-tocoferol constitui um factor de risco
mais negativo para alguns tipos de cancro e enfarte do miocardio em relagdo ao a-
tocoferol (Hensley et al., 2004).

Os compostos fendlicos sdo compostos aromaticos hidroxilados, possuindo um ou
mais anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxilo, sendo normalmente
encontrados nos vegetais, frutos e muitas fontes de alimento que constituem uma porc¢éo
significativa da nossa dieta, e alguns dos quais estdo entre as substancias bioactivas
mais potentes e terapéuticas (Apak et al., 2007). Estes compostos incluem diferentes
sub-classes (flavondides, &cidos fendlicos, lenhinas, taninos) exibindo uma grande
diversidade de estruturas (Ferreira et al., 2009). Os compostos fendlicos sdo produtos
naturais derivados das vias do chiquimato e do acetato (metabolismo secundario)
podendo compreender desde moléculas relativamente simples (&cidos fendlicos e
flavondides) até compostos altamente polimerizados (lenhinas, melaninas e taninos). Os
flavonoides representam o sub-grupo mais comum e amplamente distribuido (Bravo,
1998). Porém, existem diversos estudos que referem os acidos fendlicos como 0s
principais compostos fendlicos em fungos, nomeadamente em cogumelos (Ferreira et
al., 2009).

A eficacia global de um antioxidante fenolico natural depende da reac¢do do
hidrogénio fendlico, da estabilidade do radical formado durante a reaccdo e da
substituicdo quimica presente na estrutura da molécula (Hall, 2001). O papel dos
antioxidantes fenolicos (ArOH) é interromper a cadeia de reac¢des de acordo com a
seguinte reaccao:

RO," + ArOH — ROOH + ArO’

Para ser eficaz, o ArO" deve ser um radical livre relativamente estavel de forma a
reagir lentamente como substrato RH, mas rapidamente com o substrato RO,’, dai a
designacéo “antioxidante que interrompe a cadeia” (Wright et al., 2001). Os compostos

fendlicos possuem uma elevada capacidade antioxidante, considerada a actividade
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bioldgica responsavel pelo efeito preventivo em algumas doencas de origem cardiaca e
imunolégicas (Echavarria et al., 2009). A finalidade ou mecanismo destes compostos
reside na sua capacidade para captar os radicais livres que se podem originar nas células
e que sdo resultado da combinacdo de muitos factores ambientais, incluindo a poluicédo
atmosférica (Garcia et al., 2000). Estes compostos podem desempenhar um papel
importante na prevencdo de doencas cronicas como doengas cardiovasculares,
determinados tipos de cancro, doengas neurodegenerativas, e diabetes (Surh, 2003;
Scalbert et al., 2005).
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1.6. Objectivos

O presente trabalho teve como principais objectivos:

- Estudar o desenvolvimento de duas espécies de fungos ectomicorrizicos,
Paxillus involutus e Pisolithus arhizus, na presenca e auséncia de simbionte — Pinus

pinaster.

- Avaliar as propriedades antioxidantes (efeito captador de radicais livres, poder
redutor e inibicdo da peroxidacéo lipidica) e alguns compostos antioxidantes (tocoferois
e compostos fendlicos) de forma a:

(i) Comparar a concentracdo de tocoferois e a actividade antioxidante dos
fungos micorrizicos in vivo (corpos de frutificacdo) e in vitro (micélios), na auséncia de
simbionte.

(i) Comparar o perfil fendlico e a actividade antioxidante dos fungos
micorrizicos e das plantas germinadas in vitro, na presenca e auséncia do simbionte.

(iif) Avaliar o efeito do tempo de inoculagdo na actividade antioxidante dos

fungos micorrizicos e plantas germinadas in vitro, na presenca e auséncia do simbionte.

As propriedades antioxidantes das amostras em estudo foram avaliadas por quatro
métodos diferentes: determinacdo de fenois totais pelo método Folin-Ciocalteu,
actividade captadora de radicais DPPH (analisada pela capacidade de diminuigéo da
absorvancia a 515 nm da solucdo de DPPH), poder redutor (avaliado medindo a
conversio do Fe**/complexo ferricianeto na sua forma ferrosa) e inibicdo da
peroxidacao lipidica pelo sistema [-caroteno/linoleato (verificada pela inibicdo da
descoloragdo do B-caroteno, através da neutralizacdo do radical livre linoleato e outros

radicais formados no sistema que atacam as moléculas insaturadas de f3-caroteno).

A composicdo em tocoferois foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector de fluorescéncia. O perfil em compostos
fendlicos foi determinado por HPLC acoplada a um detector de diodos (DAD).
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Il. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biologico e preparacdo das amostras

2.1.1. Material biologico

As espécies de cogumelos silvestres Paxillus involutus (Batsch) Fr. e Pisolithus
arhizus (Scop.) Rauschert (Tabela 2), foram obtidas em soutos (Castanea sativa Mill.)
na regido de Braganca (Nordeste transmontano) no Outono de 2008. A identificacdo
taxondmica dos esporocarpos foi realizada de acordo com Benguria (1985) e foram
depositados exemplares no herbario da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico
de Braganca. As amostras dos corpos de frutificagcdo foram liofilizadas (Ly-8-FM-ULE,

Snijders) e reduzidas a po.

As sementes de Pinus pinaster (Aiton) (Tabela 2) foram obtidas no CENASEF

(Centro Nacional das Sementes Florestais, Portugal).

Tabela 2. Classificacdo sistemética das espécies em estudo.

Reino: Fungi Fungi Plantae
Filo: Basidiomycota Basidiomycota Pinophyta
Classe: | Agaricomycetes Agaricomycetes Pinopsida
Ordem: Boletales Sclerodermatineae Pinales
Familia: | Paxillaceae Sclerodermataceae Pinaceae
Geénero: | Paxillus Pisolithus Pinus
Espécies: | paxillus involutus (Batsch Pisolithus arhizus (Scop.) P.pinaster
ex Fr.) Fr. Rauschert (Aiton)

2.1.2. Produgdo in vitro do micélio e germinacdo in vitro de Pinus pinaster

O micélio, obtido a partir do esporocarpo de cada corpo de frutificacdo (Fig. 4),
foi isolado em meio sélido Melin-Norkans modificado (MMNm; Tabela 3) pH 6,6
(Marx, 1969). As amostras foram mantidas em placas de Petri (9 cm de didmetro)

contendo o meio referido anteriormente e armazenadas a temperatura de 25°C no
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escuro. Apos 45 dias de crescimento do micélio, este foi retirado do meio e ambos,
micélio e meio de cultura, foram posteriormente pesados de forma a obter o valor de
biomassa fresca (fw). No ensaio de determinacdo de tocoferdis a biomassa foi seca a
30°C na estufa, durante 24 horas, de forma a expressar 0s resultados em massa seca
(dw).

As sementes de Pinus pinaster foram germinadas em agar — agua 0,9% em tubos
de 30 mm de didmetro, apds lavagem em agua corrente e desinfeccéo superficial em
hipoclorito de sodio durante 10 minutos, varias lavagens com agua estéril, breve
passagem por peroxido de hidrogénio e lavagens posteriores novamente com agua
estéril. Apds inoculagdo nos tubos, as sementes foram deixadas no escuro durante 48
horas a 25°C e passadas para a luz a partir dai, até a sua utilizacdo nos ensaios de

micorrizacgdo (Fig. 5).

Tabela 3. Composicéo do meio de cultura Melin-Norkans modificado; pH 6,6.

Composto Concentragéo (g/L)
NaCl 0,025
(NH,),HPO, 0,250
KH,PO, 0,500

FeCl, 0,005

CaCl, 0,050
MgSQO,.7H,0 0,150
Tiamina 1,00 x 10
Glucose 10,0

Agar 20,0
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Figura 4. A — Corpos de frutificagdo de Paxillus involutus (Roody, 2003); B, C — Micélio de Paxillus
involutus; D — Corpos de frutificacdo de Pisolithus arhizus (Metzler & Metzler, 1992); E, F — Micélio de
Pisolithus arhizus.

Figura 5. Germinacéo in vitro de sementes de Pinus pinaster, desde os momentos iniciais de abertura da
semente (A — E) até a formacdo da planta completa: folhas, caules (F —J) e raizes (K — N).
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2.1.3. Inducéo da simbiose micorrizica

A inducdo da simbiose micorrizica foi realizada em dois ensaios diferentes nos
tempos de inoculacdo do fungo (Fig. 6). No primeiro (A), plantas e fungo foram
inoculados em simultaneo, crescendo em co-cultura durante 45 dias. No segundo (B), o

fungo foi inoculado previamente nas caixas de Petri, tendo-se deixado crescer durante

20 dias. S6 nesta data foram inoculadas as plantas.

Figura 6. A — Ensaio (A), Paxillus involutus + Pinus pinaster no momento da inoculag¢do; B — Ensaio
(A), Pisolithus arhizus + Pinus pinaster no momento da inoculagéo; C — Ensaio (A), Paxillus involutus +
Pinus pinaster; D — Ensaio (A), Pisolithus arhizus + Pinus pinaster; E — Ensaio (B), Paxillus involutus +
Pinus pinaster (inoculagdo das plantas sobre os fungos, ja em desenvolvimento, por um periodo de 20
dias em meio MMNm, promovendo-se a simbiose durante 48 horas); F - Ensaio (B), Pisolithus arhizus +
Pinus pinaster; G — Ensaio (B), Paxillus involutus controlo; H — Ensaio (B), Pisolithus arhizus controlo;
I, J— Ensaio (A), Pinus pinaster controlo, K, L — Ensaio (B), Pinus pinaster controlo.
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(A) As plantas de Pinus pinaster obtidas apos germinacdo foram colocadas, duas a
duas, em placas de Petri (13 cm de didmetro) com meio de cultura MMNmM e, no
meio de ambas as plantas, foi inoculado o micélio das espécies Paxillus
involutus ou Pisolithus arhizus. As plantas inoculadas foram incubadas durante
45 dias a 23°C/18°C durante os fotoperiodos de dia e noite (16h/8h),
respectivamente, numa camara de cultura com lampadas Daylight (Phillips),
Gro-Lux (Sylvania). Ap6s este periodo, o material foi retirado do meio e,
plantas, micélio e meio de cultura, foram pesados frescos e armazenados a - 40
°C para posterior analise.

(B) O outro ensaio foi realizado, colocando-se em placas de Petri (9 cm de
didmetro) dois inoculos de Paxillus involutus ou Pisolithus arhizus e deixando-
0s a crescer durante 20 dias. Apds este periodo, foram colocadas sobre os
indculos, ja desenvolvidos, plantas de Pinus pinaster (trés plantas por placa)

promovendo-se a simbiose, durante um periodo de 48 horas.

Para cada ensaio foram inoculadas placas de Petri apenas com Paxillus involutus,

Pisolithus arhizus e Pinus pinaster que constituiam as amostras controlo.

2.2. Padrdes e Reagentes

Os eluentes n-hexano 95%, acetato de etilo 99,98%, acetonitrilo 99,9%, grau
HPLC, foram fornecidos pela Lab-Scan (Lisboa, Portugal). O solvente metanol, grau
analitico, foi adquirido na Pronalab (Lisboa, Portugal). Os padrdes utilizados na
determinacdo de tocoferdis (a, B, y e 8), compostos fendlicos (&cidos p-cumarico, p-
hidroxibenzbico e protocatéquico), &cido cindmico e nos ensaios da actividade
antioxidante, trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) e 4acido
galico, foram fornecidos pela Sigma (St. Louis, MO, EUA). O tocol racémico, 50
mg/mL, foi adquirido na Matreya (PA, USA). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH)
foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Os restantes reagentes quimicos foram
adquiridos na Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A &gua utilizada foi tratada
com um sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).
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2.3. Determinacao da actividade antioxidante

2.3.1. Preparagéo dos extractos

As amostras (~1,5 g de massa seca para os corpos de frutificacdo; ~ 0,5 g de
massa fresca para o micélio e plantas; 20 — 50 g de massa fresca para os meios de
cultura) foram submetidas a uma extraccdo liquido-sélido por agitacdo com 40 mL de
metanol (25 °C a 150 rpm, em placa de agitacdo) durante 1 h e subsequentemente
filtradas através de papel Whatman n° 4. O residuo obtido foi depois extraido com 20
mL de metanol (25 °C a 150 rpm, em placa de agitacdo) durante 1 h. Os extractos
metandlicos combinados foram evaporados a 40°C (evaporador rotativo Buichi R-210) e
re-dissolvidos em metanol, de forma a obter uma concentracdo final conhecida (50
mg/mL para os extractos dos corpos de frutificacdo; 5 — 50 mg/mL para os extractos de
micélio e plantas; 20 — 200 mg/mL para os extractos de meios de cultura).
Posteriormente, foram preparadas varias concentracbes dos extractos metandlicos, a
partir da solucdo inicial. As amostras foram armazenadas a 4 °C até se proceder a sua

analise.

2.3.2. Determinacdo de fendis totais

Os fendis totais presentes nos extractos metanélicos preparados foram estimados
utilizando um método colorimétrico baseado no procedimento descrito por Wolfe et al.
(2003) com algumas modificacbes. A uma aliquota de amostra (500 pL), adicionou-se o
reagente Folin-Ciocalteu (2,5 mL, previamente diluido em agua 1:9 v/v) e uma solucéo
de carbonato de sodio (75 g/L; 2 mL). Homogeneizou-se a mistura no voértex, durante
15 segundos e deixou-se repousar durante 30 min a 40 °C para desenvolvimento da cor.
A absorvancia foi medida a 765 nm (espectrofotometro AnalytikJena 200). Na
construcdo da curva padrédo foi utilizado o &cido géalico (0,05 - 0,8 mM: y = 1,9799x +
0,0299; R? = 0,9997), e os resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de

acido galico (EAG) por grama de extracto.
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2.3.3. Actividade captadora de radicais DPPH

O efeito captador de radicais livres de DPPH foi monitorizado utilizando um
Leitor de Microplacas ELX800 (Bio-Tek equipamento, Inc.). A mistura da reaccdo em
cada um dos 96 pocos consistiu nas diferentes concentragdes dos extractos metandlicos
(0,3 mL) as quais foram adicionados 270 puL de uma solucdo metandlica de radicais
DPPH (6 x 10 ® mol/L). A mistura foi colocada no escuro durante 60 minutos. A
reducdo do radical DPPH foi determinada pela medicdo da absorvancia a 515 nm. A
actividade captadora do radical (ACR) foi calculada como percentagem de descoloragéo
da solucdo de DPPH utilizando a equacdo: % ACR = [(Abspppr — Abss)/Abspppy)] %
100, onde Abss corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de extracto
de cada concentracdo em particular, e 0 Abspppy @ absorvancia da solucdo de DPPH. A
concentracdo de extracto correspondente a 50% da actividade captadora de radicais
(ECsp) foi calculada por interpolacao grafica da % ACR em fungdo da concentragdo do

extracto. O padréo utilizado foi o trolox.

2.3.4. Poder redutor

O poder redutor foi determinado utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente. As diferentes concentracdes de extractos (0,5 mL) foram misturadas com
tampdo fosfato de sédio (0,2 mol/L, pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potassio (1% m/v;
0,5 mL). A mistura foi incubada a 50°C durante 20 minutos. Apds este periodo foi
adicionado acido tricloroacético (10%; 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada nos 48
pocos juntamente com &gua desionizada (0,8 mL) e uma solucdo de cloreto férrico
(0,1%; 0,16 mL) e a absorvancia foi medida a 690 nm; as absorvancias mais elevadas
correspondem a um maior poder redutor. A concentracdo de extracto correspondente a
uma absorvancia de 0,5 (ECsp) foi calculada por interpolacdo grafica da absorvancia a

690 nm em funcdo da concentracdo de extracto. O padrdo utilizado foi o trolox.
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2.3.5. Inibi¢do da descoloragdo do [-caroteno

A actividade antioxidante dos extractos foi avaliada pelo sistema [-caroteno
linoleato (Mi-Yae et al., 2003). A solugdo de B-caroteno foi preparada por dissolucdo de
[-caroteno (2 mg) em cloroférmio (10 mL) colocando-se 2 mL desta solugdo num baléo
periforme de 100 mL. Depois da remocdo do cloroférmio a 40°C sob vacuo, foram
adicionados &cido linoleico (40 mg), emulsificador Tween® 80 (400 mg) e agua
destilada (100 mL) agitando-se vigorosamente. De seguida, transferiram-se aliquotas
(4,8 mL) desta emulsdo para diferentes tubos de ensaio contendo diferentes
concentracdes (0,2 mL) dos extractos. Logo ap0ds a adi¢do da emulsdo a cada tubo, foi
medida a absorvancia do tempo zero a 470 nm. Os tubos de ensaio foram agitados e
incubados num banho a 50°C. A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi calculada
utilizando a seguinte equacao: [(Abss7o apds 2h/Abs,zo inicial) x 100]. A concentracdo
de extracto correspondente a 50% da actividade antioxidante (ECsp) foi calculada por
interpolacdo grafica da percentagem de actividade antioxidante em funcdo da
concentracédo de extracto. Como padrao, foi utilizado o trolox.

2.4. Determinagéo de compostos antioxidantes

2.4.1. Determinacédo de tocoferois

Os tocoferois presentes nas amostras testadas foram determinados seguindo um
protocolo previamente optimizado e descrito por Barros et al. (2008). A solugédo de
BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/mL; 100 uL) e o padrdo interno
(PI) em hexano (tocol; 2,0 pg/mL; 250 pL) foram adicionados as amostras antes do
procedimento de extraccdo. As amostras (~ 500 mg) foram homogeneizadas com
metanol (4 mL) num vortex (1 min). De seguida, adicionou-se hexano (4 mL) e
homogeneizou-se novamente no vortex durante 1 min. Posteriormente, adicionou-se
uma solucdo aquosa saturada de NaCl (2 mL), homegeneizou-se a mistura (1 min),
centrifugou-se (centrifuga refrigerada Centurion K240OR- 2003, 5 min, 6185 rpm) e

transferiu-se, cuidadosamente, o sobrenadante para um frasco (vial). As amostras foram
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re-extraidas mais duas vezes com hexano. Os extractos combinados foram secos numa
corrente de azoto, re-dissolvidos em 1 mL de hexano, desidratados com sulfato de sodio
anidro e filtrados através de um filtro (0,22 um). Os filtrados foram transferidos para
frascos de injeccdo (vials) ambar e analisados por HPLC. O equipamento de HPLC
utilizado consiste num sistema integrado com uma bomba Smartline 1000 (Knauer,
Germany), um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico AS-2057 e
um detector UV a 295 nm (Knauer, Germany) ligado em série com um detector de
fluorescéncia FP-2020 (Jasco, Japan) programado para comprimentos de onda de
excitacdo de 290 nm e emisséo de 330 nm. Os resultados foram analisados utilizando o
software Clarity 2.4 (DataApex). A separacdo cromatogréfica foi feita com uma coluna
de poliamida Il (250 x 4,6 mm) de fase normal (YMC Waters, Japédo) a operar a 30°C
(forno 7971 R Grace). A fase movel utilizada consistiu numa mistura de n-hexano e
acetato de etilo (70:30, v/v) com um fluxo de 1 mL/min e o volume de injeccdo foi de
20 pL. Os compostos foram identificados através de comparacdo cromatografica com
padrdes comerciais. A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal fluorescente,
utilizando o método do padrdo interno. A quantidade de tocoferdis presente nas

amostras foi expressa em microgramas por grama de massa seca.

2.4.2. Determinacdo de compostos fendlicos

2.4.2.1. Preparagéo dos extractos

Cada amostra (~ 0,5 g de massa fresca para o micélio e plantas; 20 — 50 g de
massa fresca para os meios de cultura) foi extraida como referido anteriormente na
secgdo 2.3.1. Os extractos metanolicos combinados foram evaporados a 40°C e re-

dissolvidos em agua:metanol (80:20, v/v).

2.4.2.2. Analise dos compostos fendlicos

Os extractos fenolicos foram filtrados (0,22 pm) e analisados por HPLC
(Cromatdgrafo Hewlett-Packard 1100, Agilent Technologies) segundo o procedimento

descrito por Barros et al. (2009). A separagédo foi conseguida atraves de uma coluna de
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fase reversa C18, Spherisorb ODS-2 (Waters) (3 um, 150 x 4.6 mm) termostatizada a
25°C. Os solventes utilizados foram: (A) 2,5 % de acido acético em agua, (B) 2,5% de
acido acético:acetonitrilo (90:10, v/v) e (C) 100% de acetonitrilo. O gradiente aplicado
foi: isocratico 100% A durante 10 min, 50% A e 50% B durante 10 min, isocratico
100% B durante 15 min, 90% B e 10% C durante 10 min, 70% B e 30% C durante 10
min, 50% B e 50% C durante 5 min, 20% B e 80% C durante 5 min, 100% A durante 5
min, a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O perfil em compostos fendlicos foi
determinado por HPLC acoplado a um detector de diodos (DAD) utilizando como
comprimento de onda preferencial, 280 nm. Os compostos fenolicos foram
quantificados por comparacdo da area dos seus picos, registados a 280 nm, com as
curvas de calibracdo obtidas de padrdes comerciais de cada composto. Os resultados

foram expressos em microgramas por grama de extracto.

2.5. Anélise estatistica

Para cada uma das espécies de fungos e plantas, analisaram-se trés amostras e
fizeram-se todos os ensaios em triplicado. Os resultados foram expressos em valores
médios + desvio padréo (SD). Os resultados foram analisados utilizando uma anélise de
variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey com a = 0,05. Este tratamento foi
levado a cabo utilizando o software SPSS v.16.0. Os resultados da ANOVA foram
classificados utilizando letras (diferentes letras indicam diferencas significativas entre
resultados). As letras estdo ordenadas alfabeticamente de acordo com a diminuicdo dos
valores dos resultados (ex. a letra “a” representa 0 melhor resultado para a concentragéo

de antioxidantes e o pior resultado para os testes de actividade antioxidante).
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I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Crescimento do material bioldgico

Os fungos produzem uma vasta gama de metabolitos secundarios, alguns dos
quais importantes para a indastria (Ghorai et al., 2009). Cogumelos com impacto
medicinal sdo utilizados para produtos nutracéuticos e farmacéuticos (Kidd, 2000;
Wasser & Weiss, 1999). Por exemplo, devido a sua elevada tolerancia e
compatibilidade com a quimioterapia e radioterapia os produtos obtidos dos cogumelos
sdo utilizados para terapias de cancro. Os corpos de frutificacdo dos fungos e 0s seus
extractos sdo utilizados de forma eficaz e sdo também uma opgdo economicamente
exequivel devido ao desenvolvimento rapido do corpo de frutificacdo ou do micélio
(Ghorai et al., 2009).

Uma vez que os fungos sdo bastante influenciados pelas condi¢cGes ambientais,
como temperatura e humidade, torna-se cada vez mais importante a sua producéo in
vitro sob condicdes definidas de forma a superar este entrave e a obter em larga escala
compostos bioactivos com elevada importancia nutracéutica e/ou farmacéutica.

O crescimento dos fungos Paxillus involutus e Pisolithus arhizus, isolados a partir
dos esporocarpos dos respectivos corpos de frutificagdo, foi avaliado ao longo do
periodo de inoculacdo anterior a analise quimica, obtendo-se os resultados apresentados

na Fig. 7.
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Figura 7. Média do crescimento radial dos fungos Paxillus involutus e Pisolithus arhizus isolados em
meio de cultura MMNmMm, ao longo do periodo de inoculacéo.

Em virtude da grande variabilidade fisioldégica e morfoldgica existente entre os
fungos ectomicorrizicos, é possivel esperar variagdes no seu comportamento durante o
estabelecimento da simbiose, provocando respostas nas plantas que variam desde uma
simbiose bastante eficiente até a auséncia de efeitos ou a ocorréncia de efeitos deletérios
no crescimento (Harley & Smith, 1983). Embora existam poucas evidéncias de
especificidade entre plantas hospedeiras e fungos micorrizicos, verifica-se que pode
existir uma maior ou menor compatibilidade nas interaccdes ectomicorrizicas (Baptista
et al., 1999). Ndo se sabe ainda em que momento ocorre 0 reconhecimento entre 0s
simbiontes e a determinacdo da incompatibilidade ou compatibilidade da simbiose
ectomicorrizica, mas, provavelmente, os estadios iniciais da interaccdo sdo 0s passos
principais para o desenvolvimento de uma simbiose eficiente (Malajczuk et al., 1990).

A especificidade entre fungos micorrizicos e plantas hospedeiras tem sido
verificada no campo (Molina & Trappe, 1984; Molina et al., 1992) e sob condi¢bes
controladas (Malajczuk et al., 1984; Oliveira et al., 1994, Voigt et al., 2000). O
conhecimento dos mecanismos que controlam este fendmeno torna-se importante para
compreender o funcionamento da micorrizagdo e para ajudar na selec¢do dos isolados
em programas de inoculacgdo (Voigt et al., 2000).

Os resultados do acompanhamento do desenvolvimento dos fungos Paxillus
involutus e Pisolithus arhizus inoculados na presenga de Pinus pinaster encontram-se

representados na Fig. 8.
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Figura 8. Média do crescimento radial dos fungos Paxillus involutus e Pisolithus arhizus que cresceram
juntamente com Pinus pinaster em meio de cultura MMNmMm, ao longo do periodo de inoculagéo.

Através da analise dos resultados obtidos (Fig. 7 e Fig. 8) podemos observar que
os micélios dos fungos Paxillus involutus e Pisolithus arhizus quando isolados em meio
de cultura Melin-Norkans modificado possuem um crescimento bastante diferente
relativamente a sua inoculagdo no mesmo meio de cultura juntamente com Pinus
pinaster.

O fungo Paxillus involutus inicia o seu crescimento mais tarde relativamente ao
fungo Pisolithus arhizus (8 dias depois) possuindo, no entanto, um crescimento radial
superior ao longo de 37 dias. O mesmo n&o se verifica quando inoculamos 0s mesmos
fungos na presenca de Pinus pinaster. Neste caso, € o fungo Paxillus involutus que
inicia 0 seu crescimento mais cedo, sendo a espécie que possui, tal como no caso
anterior, um crescimento superior (ao longo de 36 dias). Apds 43 dias, observamos o
inverso.

Comparando ambos 0s crescimentos, na presenca e auséncia de simbionte,
podemos afirmar que ambas as espécies de fungos possuem um crescimento radial
inferior quando na presenca de Pinus pinaster comparativamente com o seu crescimento
quando isolados. Estes resultados podem sustentar outros estudos que referem efeitos
toxicos de compostos fendlicos sollveis de baixo peso molecular, como acidos
fenolicos, a uma variedade de fungos (Christie, 1965; Haars et al., 1981; Wacker et al.,

1990) e, neste caso, a fungos ectomicorrizicos.
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Podemos concluir assim, que ao longo de 43 dias de crescimento, o fungo
Paxillus involutus possui um crescimento radial superior ao do Pisolithus arhizus sendo,
desta forma, mais rapida a sua obtencéo in vitro. No entanto, o fungo Pisolithus arhizus
parece adaptar-se melhor quando na presenca de Pinus pinaster, uma vez que, embora
possua um crescimento tardio, com o passar do tempo mantém valores crescentes de
desenvolvimento. Com isto, podemos afirmar que para a obtencdo de maiores
quantidades de micélio, por exemplo para producdo de determinados compostos in
vitro, o fungo Paxillus involutus é o mais promissor; porém, para um processo de
micorrizagdo com Pinus pinaster, o fungo Pisolithus arhizus parece constituir um

simbionte preferivel.

3.2. Actividade antioxidante e compostos antioxidantes em fungos

micorrizicos e plantas germinadas in vitro na presenga e auséncia do simbionte

3.2.1. Producéo de tocoferdis e actividade antioxidante dos fungos micorrizicos

in vivo (corpos de frutificacéo) e in vitro (micélios), na auséncia de simbionte

Como referido anteriormente, os corpos de frutificacdo e os micélios das espécies
Paxillus involutus e Pisolithus arhizus foram analisados e a quantidade de tocoferdis e a
actividade antioxidante foram determinados e comparados entre si.

A Tabela 4 apresenta a composi¢do em tocoferdis dos corpos de frutificacdo,

micélios e meios de cultura das espécies referidas.
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Tabela 4. Composi¢do em tocoferdis (ug/g dw) das amostras de carp6foros, micélios e meios de cultura
das espécies Paxillus involutus e Pisolithus arhizus; média £ SD (n = 9). Em cada coluna, letras
diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

Espécies Amostras a-tocoferol  B-tocoferol  y-tocoferol d-tocoferol  Total (ng/g dw)
“ Carpéforo 0,15+0,01dc 030+005f 427+025cd 0,29+0,02cb 502+0,19c
E
g Micélio 0,72+0,14b 6,18+0,08a 9,82+140b 142+0,01a 18,15+130b
2
% Meio de cultura 0,03+0,00d 0,62+0,05e 0,39+0,04c 0,56 £ 0,03 b 160+0,12¢
o
Carpéforo 2,11+0,04a 2,39+0,33b 1,67+00lcd 1,68+0,09a 7,84+045¢
Micélio 0,17+0,03c 183+006c 15439+10,82a 155+040a 157,94+1045a

Meio de cultura 0,06 +0,00dc 1,28+0,03d 7,71+026¢cb 0,22+0,01c 9,28+0,29¢

Pisolithus arhizus

A espécie Pisolithus arhizus, particularmente o micélio (157,94 ug/g dw), revela
uma composicdo em tocoferdis superior a especie Paxillus involutus (18,15 pg /g dw)
mostrando uma composicdo em tocoferdis totais superior a esta ultima devido a sua
contribui¢do significativa em y-tocoferol (154,39 pg/g dw) (Fig. 9). Para ambas as
espécies, as amostras de micélio evidenciam uma maior concentragdo de tocoferdis
totais relativamente aos corpos de frutificacdo e respectivos meios de cultura. Os niveis
mais elevados de o-tocoferol sdo detectados no corpo de frutificacdo da espécie
Pisolithus arhizus, enquanto os niveis mais elevados de -tocoferol sdo encontrados no
micélio da espécie Paxillus involutus. O y-tocoferol € encontrado maioritariamente no
micélio da espécie Pisolithus arhizus e o d-tocoferol no corpo de frutificagcdo e micélio
da mesma espécie e no micélio da espécie Paxillus involutus. Os vitameros
predominantes sdo o y-tocoferol (corpo de frutificagdo e micélio da espécie Paxillus
involutus e micélio e meio de cultura da espécie Pisolithus arhizus) e o B-tocoferol
(meio de cultura da espécie Paxillus involutus e corpo de frutificacdo da espécie

Pisolithus arhizus).
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Figura 9. Cromatograma individual de tocoferdis da espécie Pisolithus arhizus (micélio). Picos: 1) a-
tocoferol (R'=R?*=CH;); 2) B-tocoferol (R*’=CHj, R?=H); 3) BHT (hidroxitolueno butilado); 4) y-tocoferol
(R'=H, R?=CHs,); 5) 8-tocoferol (R*=R?=H); 6) P.I.- padrdo interno (tocol).

Concluimos, desta forma, que os resultados obtidos neste trabalho possuem
elevada relevancia, uma vez que o micélio da espécie Pisolithus arhizus demonstrou ser

uma poderosa fonte de y-tocoferol, um dos mais importantes vitdmeros da vitamina E.

Os resultados da actividade antioxidante estdo representados na Fig. 10,
observando-se um aumento das propriedades antioxidantes com o aumento da
concentracdo de extracto. Para complementar estes resultados, a Tabela 5 apresenta os
rendimentos de extraccao, composicao em fendis e actividade antioxidante das mesmas
amostras (corpos de frutificacdo, micélios e meios de cultura das espécies Paxillus

involutus e Pisolithus arhizus).
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Figura 10. Actividade captadora de radicais DPPH, poder redutor e capacidade de inibicdo da
peroxidagdo lipidica das amostras de corpos de frutificagdo (carpoforos), micélios e meios de cultura das
espécies Paxillus involutus e Pisolithus arhizus (média = SD; n = 9).
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Tabela 5. Rendimentos de extraccdo (%), composicdo em fendis (mg EAG/g extracto) e actividade
antioxidante (valores de EC50, mg/mL); média £ SD (n = 9). Em cada coluna, letras diferentes
representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

Rendimentos Actividade Inibicdo
Espécies  Amostras q x Fendis totais  captadorade  Poder redutor  descoloragéo f3-
e extraccao M
radicais DPPH caroteno
" Carpéforo 34,24 78,92+4,47D 0,61+0,01c 0,39+0,00e 0,40+£0,00d
2
f>:’ Micélio 16,28 59,47 +£3,37¢c 1,15+0,07b 0,65+0,03d 2,21+0,12¢c
8
é Meio de cultura 2,27 1,01+£0,07e >20,00a 28,56 +0,12a 9,85+0,93a
&
- Carpéforo 20,14 29794+0,30a 0,56+0,01d 0,37 £0,03e 0,24 +0,03d
>
E
S Micélio 24,94 9,48+0,67d >20,00 a 7,29+0,62c 2,49+0,18¢c
2
§ Meio de cultura 0,95 2,36 +0,07e >20,00a 11,97 +0,01 b 439+0,05b
2

Todas as amostras revelam propriedades antioxidantes mas segundo a ordem
carpéforo > micélio > meio de cultura (Tabela 5). Os corpos de frutificacdo da espécie
Paxillus involutus evidenciam a maior actividade captadora de radicais (82% para uma
concentracdo de 20 mg/mL; Fig. 10). No entanto, sdo os corpos de frutificacdo da
espécie Pisolithus arhizus que revelam um maior teor em fenodis (297,94 mg EAG/g
extracto) e o valor de ECso mais baixo (0,56 mg/mL; Tabela 5).

Para o poder redutor, o micélio da espécie Paxillus involutus evidencia o maior
valor de absorvancia para uma concentragdo de extracto de 1,25 mg/mL (1,7; Fig. 10).
As amostras dos corpos de frutificacdo de ambas as espécies sdo as que revelam um
menor valor de ECso sem diferencas estatisticas significativas (Tabela 5). Os corpos de
frutificacdo da espécie Pisolithus arhizus apresentam a maior percentagem de inibicéo
da peroxidacdo lipidica (96% para uma concentragdo de extracto de 20 mg/mL; Fig. 10)
apresentando também os valores de ECs, mais baixos sem diferengas estatisticas
significativas relativamente as amostras de corpos de frutificacdo da espécie Paxillus
involutus (Tabela 5).

Deste modo, podemos concluir que relativamente as amostras dos corpos de
frutificacdo e meios de cultura, a espécie Pisolithus arhizus revela niveis mais elevados
de actividade antioxidante; quanto as amostras de micélio, é a espécie Paxillus involutus

que demonstra maior potencial. Em suma, os corpos de frutificacdo parecem ter
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propriedades antioxidantes superiores, incluindo actividade captadora de radicais livres
e capacidade de inibicdo da peroxidacéo lipidica, relativamente as culturas de micélio
produzidas in vitro. Todavia, 0 micélio produz niveis superiores de tocoferdis totais
comparativamente com os corpos de frutificacéo, e particularmente o micélio da espécie

Pisolithus arhizus provou ser uma potencial fonte de y-tocoferol.

3.2.2 Perfil fendlico e actividade antioxidante dos fungos micorrizicos e das

plantas germinadas na presenca e auséncia do simbionte

As propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos desempenham um papel
vital nos mecanismos de defesa dos organismos (Macheix & Fleuriert, 1998). A
finalidade ou mecanismo destas moléculas reside na sua capacidade de captar os
radicais livres que se originam nas células e que sdo o resultado de diversos factores
ambientais, incluindo a poluicdo atmosférica (Echavarria et al., 2009).

Como referido anteriormente, varios estudos mencionaram os acidos fendlicos
como o0s principais compostos fendlicos encontrados em cogumelos. Estes &cidos
podem ser divididos em dois grupos principais, acidos hidroxibenzdéicos e acidos
hidroxicinamicos, derivados do acido benzbico e cinamico respectivamente (Ferreira et
al., 2009).

Neste ensaio, 0s principais 4&cidos fendlicos e compostos relacionados
anteriormente identificados em cogumelos silvestres — acidos protocatéquico, p-
hidroxibenzodico, p-cumérico e cinamico — foram quantificados nos micélios das
espéecies Paxillus involutus e Pisolithus arhizus e nas plantas de Pinus pinaster na
presenca e auséncia de simbionte, de forma a reproduzir as associag¢fes in vivo entre
fungos ectomicorrizicos e plantas hospedeiras e a comparar a concentracdo de
compostos fendlicos e propriedades antioxidantes quando isolados e em simbiose
(Tabela 6).

Analisando a presenca dos &cidos fenolicos referidos anteriormente no fungo
Paxillus involutus, verificamos que o acido protocatéquico apenas € detectado no
micélio que cresceu isolado. Exceptuando este composto, os niveis dos restantes trés

acidos investigados, sdo similares (sem diferencas estatisticas significativas; p < 0,05)
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na presenca e na auséncia de simbionte. J& os acidos p-cumarico e cindmico ndo sao

detectados nesta espécie (Tabela 6).

Tabela 6. Acidos fendlicos e compostos relacionados (ug/g de extracto) das amostras de Paxillus
involutus, Pisolithus arhizus e Pinus pinaster ap6s 45 dias de crescimento, em meio de cultura MMNm,
na auséncia e presenca de simbionte (média = SD; n = 9). Em cada coluna, letras diferentes representam
diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

- Acido Acido p- Acido p- Acido
Espécies Amostras . . . . - s
protocatéquico  hidroxibenzéico cuméarico cinamico

Paxillus Micélio 25,98 + 0,38 33,67+043¢ nd nd
involutus Meio de cultura nd 22,90+3,32d nd nd
Pisolithus Micélio nd 27,83+1,40¢c nd nd
arhizus Meio de cultura nd 14,07 £1,05¢ nd nd
Pinus pinaster  Raiz nd 51,02+6,01b 99,73+1,29a 19,70+£0,24 ¢
Paxillus Micélio nd 28,16 +0,59 ¢ nd nd
involutus + Raiz nd 80,70+584a  8529+012b  11095+148a
Pinus pinaster

Pisolithus Micélio nd nd 58,98+0,32¢  10,85+0,08 d
arhizus + Raiz nd 4526 £1,49 b nd 30,50 £ 0,02 b

Pinus pinaster

*nd — ndo detectado

Em relacdo a espécie Pisolithus arhizus, também o &cido protocatéquico ndo é
detectado, quer na presenga quer na auséncia de simbionte. O &cido p-hidroxibenzoico
ndo é encontrado quando em associa¢do, mas as concentracdes de acido p-cumarico e
cindmico aumentam quando o fungo se desenvolve na presenca de Pinus pinaster
(58,98 e 10,85 pg/g de extracto, respectivamente) uma vez que na sua auséncia ndo sao
detectados (Tabela 6).

As raizes de Pinus pinaster, quando em simbiose com ambas as espécies
ectomicorrizicas, revelam niveis de acido cinamico superiores e niveis inferiores de
acido p-cumarico relativamente aos niveis detectados na auséncia de simbionte. A
concentracdo de acido p-hidroxibenzdico aumenta apenas na presenca de Paxillus
involutus (80,70 ug/g de extracto) (Tabela 6).

Outros autores detectaram uma menor concentracdo de compostos fenolicos
sollveis (ex. glucésido de acido p-hidroxibenzoico e catequina) e ligados a parede

celular (ex. &cido ferdlico) em micorrizas de Picea abies, Larix decidua e Pinus
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sylvestris, relativamente a raizes ndo inoculadas (Munzenberger et al., 1990, 1995,
2003). Contudo, no presente trabalho, isto apenas foi verificado nos niveis de acido p-

cumarico.

A fim de compreender os efeitos da presenca de raizes de Pinus pinaster nas
propriedades antioxidantes dos micélios das espécies ectomicorrizicas em estudo foram
realizados também os testes da actividade captadora de radicais livres DPPH, poder
redutor e inibigdo da descoloragdo de B-caroteno. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 7.

Como referido anteriormente, embora o teste de Folin-Ciocalteu ndo tenha como
finalidade a caracterizacdo da actividade antioxidante, parece ser um dos melhores
meétodos para uma estimativa aproximada desta. Assim, os resultados obtidos através
deste ensaio foram comparados com os dados resultantes da actividade antioxidante
(Tabela 7).
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Tabela 7. Rendimentos de extraccdo (%), composicdo em fenois (mg EAG/g extracto) e actividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) das amostras de Paxillus
involutus, Pisolithus arhizus e Pinus pinaster apds 45 dias de crescimento, em meio de cultura MMNmM, na auséncia e presenca de simbionte (média + SD; n = 9). Em cada
coluna, letras diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

Rendimentos de Actividade captadora de Inibicdo descoloracéo

Espécies Amostras Fenois totais o Poder redutor
extraccdo radicais DPPH j-caroteno
Micélio 16,28 59,47 £3,37b 1,15+£0,07 e 0,65+ 0,03 h 2,21+0,12d
Paxillus involutus
Meio de cultura 2,27 1,01£0,07e 99,62 + 16,78 a 28,56+ 0,12 a 9,85+0,93b
Micélio 24,94 9,48+0,67d 17,29 £ 0,29 dc 7,29+0,62d 2,49+0,18d
Pisolithus arhizus
Meio de cultura 0,95 2,36£0,07¢ 38,56+ 1,09b 11,97+£0,01 b 4,39+0,05¢
Pinus pinaster Raiz 23,43 23,24+ 0,59 ¢ 3,95+0,28 e 1,47 £ 0,06 f 2,26 +0,15d
e Micélio 12,66 71,27+6,49 a 3,564+0,05¢e 0,98+ 0,02 g 0,56 + 0,00 e
Paxillus involutus +
Pinus pinaster Raiz 26,38 10,56 £ 0,56 d 9,11+ 0,66 de 2,96+ 0,05 e 0,48 £ 0,00 €
- . Micélio 65,58 8,61+0,38d 19,26 1,03 ¢ 9,79+042¢c 26,99+ 1,94 a
Pisolithus arhizus +
Pinus pinaster Raiz 25,74 11,06 + 0,84 d 5,27+0,14 ¢ 2,79+0,01e 0,59 + 0,00
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A concentracdo de fendis totais aumenta no micélio da espécie Paxillus involutus
quando na presenca de Pinus pinaster. Por sua vez, a presenca das raizes da planta, ndo
causam efeitos significativos na concentracdo de fendis no micélio do fungo Pisolithus
arhizus. Relativamente as plantas de Pinus pinaster podemos concluir que o teor em
fenois totais é superior quando esta se encontra isolada comparativamente com o teor
observado quando na presenca dos fungos micorrizicos (Tabela 7). Desta forma,
podemos concluir que a presenca das espécies ectomicorrizicas Paxillus involutus e
Pisolithus arhizus parece ser benéfica para a espécie Pinus pinaster uma vez que a
concentracdo de fenois diminui nas raizes desta quando na presenca dos simbiontes, ou
seja, sugere um decréscimo no stresse oxidativo da planta. Mais uma vez, verificamos
também, uma maior compatibilidade entre a espécie Pisolithus arhizus e a planta em
estudo, uma vez que na presenca desta, ndo se observa um aumento significativo na
concentracdo destes compostos por parte do fungo, efeito este observado na espécie
Paxillus involutus.

Analisando os resultados das propriedades antioxidantes das amostras controlo,
para o ensaio com Paxillus involutus, podemos concluir que o micélio desta espécie e as
raizes de Pinus pinaster revelam actividade captadora de radicais DPPH similar (valores
de ECsp sem diferencas estatisticas significativas; p < 0,05), e muito superior a revelada
pelo meio de cultura onde o fungo se desenvolveu. Podemos observar também que 0s
resultados obtidos na raiz de Pinus pinaster e no micélio de Paxillus involutus sdo
similares na presenca e na auséncia de simbionte. Deste modo, ndo ha efeitos
significativos na actividade captadora de radicais quer no fungo, quer na planta (Tabela
7). Para o ensaio com Pisolithus arhizus, podemos verificar que as raizes de Pinus
pinaster possuem igualmente uma actividade captadora de radicais superior ao fungo e
ao meio de cultura de onde este foi retirado (valor de ECsy mais baixo). Podemos ainda
concluir que, quando em simbiose, o efeito captador destas espécies ndo varia muito
comparado com o efeito observado quando crescem isolados (Tabela 7).

Analisando o poder redutor das espécies, para o ensaio com Paxillus involutus,
podemos concluir que o micélio deste revela os valores mais baixos de ECsg, seguido da
raiz de Pinus pinaster e do meio de cultura onde o primeiro se desenvolveu, ou seja, a
espécie ectomicorrizica possui maior poder redutor. De referir, que 0 poder redutor da
raiz da planta é inferior na presenca de Paxillus involutus, assim como o poder redutor
desta espécie € menor na presenca de Pinus pinaster (Tabela 7). Desta forma, a

simbiose ndo induz em nenhum dos simbiontes o0 aumento do seu poder redutor. No
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ensaio com Pisolithus arhizus, podemos observar que as raizes de Pinus pinaster
revelam maior poder redutor que o micélio do fungo e o meio de cultura onde este
cresceu. Quando na presenca do simbionte, o poder redutor da planta é inferior assim
como o poder redutor da espécie ectomicorrizica decresce na presenca de Pinus pinaster
(Tabela 7). Desta forma, podemos concluir que a simbiose parece ndo induzir esta
actividade nestas espécies.

Paxillus involutus, podemos afirmar que o fungo e a raiz de Pinus pinaster detém maior
capacidade de inibi¢ao da descoloracdo de B-caroteno que o meio de cultura de onde foi
retirada a espécie micorrizica. Observando os valores de ECs, das espécies isoladas,
podemos afirmar que estes s@o superiores aos valores registados no crescimento em
associacdo. Podemos deduzir assim, que para ambas as espécies, a capacidade de
inibicdo da descoloracdo quando em simbiose € superior (Tabela 7). No que se refere
aos resultados do ensaio com Pisolithus arhizus, podemos observar que este e a raiz de
Pinus pinaster possuem também uma maior capacidade de inibicdo da descoloracao de
[-caroteno, comparativamente ao meio de cultura. Podemos verificar também que a
capacidade de inibicdo da descoloracdo de B-caroteno na raiz das plantas é superior
quando em simbiose. Pelo contrario, a capacidade de inibicdo da descoloracdo de B-
caroteno do fungo, diminui quando em associagdo com a planta (Tabela 7).

Em suma, podemos concluir que a simbiose entre Paxillus involutus e Pinus
pinaster ndo acarreta beneficios maiores para os simbiontes, uma vez que, embora haja
uma diminui¢do no poder redutor destes, a actividade captadora de radicais mantém-se e
a capacidade de inibicdo da descoloragdo de p-caroteno aumenta em ambas as espécies.
De referir, que se observa também um aumento da concentracdo de fenois no fungo
guando em associacdo com a planta. Além disso, os niveis de &cido p-hidroxibenzoico e
cindmico aumentam na raiz quando em simbiose, comparativamente com a raiz isolada.
Por outro lado, a associacéo entre Pisolithus arhizus e Pinus pinaster parece provocar
uma diminuicdo das propriedades antioxidantes de ambos os simbiontes, embora se
observe um aumento dos acidos p-cumarico e cinamico na espécie ectomicorrizica. De
referir, que se exceptua a capacidade de inibicdo da descoloragéo de B-caroteno por
parte da planta, que aumenta quando em associacéo, e a actividade captadora de radicais

que se mantém sem alteracGes significativas em ambos os simbiontes.
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3.2.3. Efeito do tempo de inoculacdo na actividade antioxidante dos fungos

micorrizicos e plantas germinadas na presenca e auséncia do simbionte

De forma a verificar o tempo de resposta quimica e avaliar o processo de
simbiose, as plantas de Pinus pinaster e os fungos ectomicorrizicos em estudo foram
inoculados e deixados em contacto durante 48 horas e os resultados obtidos foram
comparados com os resultados verificados ao longo de 45 dias.

A Tabela 8 apresenta o0s resultados obtidos na andlise das propriedades
antioxidantes das amostras durante um periodo de 45 dias na presenca e auséncia de

simbionte.
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Tabela 8. Rendimentos de extrac¢do (%), concentracBes de fendis totais (mg EAG/g extracto) e actividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) das amostras de Paxillus
involutus, Pisolithus arhizus e Pinus pinaster apds 45 dias de crescimento, em meio de cultura MMNmM, na auséncia e presenca de simbionte (média + SD; n = 9). Em cada
coluna, letras diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

Rendimentos Actividade captadora Inibicdo descoloracéo

Espécies Amostras de extraccio Fenois totais de radicais DPPH Poder redutor B-caroteno
. . Micélio 16,28 59,47 £3,37¢c 1,15+£0,07 f 0,65 + 0,03 kj 2,21+0,12¢e
Paxillus involutus )
Meio de cultura 2,27 1,01+0,07i 99,62 +£16,79 b 28,56 +0,12a 9,85+0,93¢
L . Micélio 24,94 9,48 + 0,67 h 17,29+ 0,29 ed 7,29+0,62d 249+0,18¢
Pisolithus arhizus )
Meio de cultura 0,95 2,36 +0,07 i 38,56 +1,09¢c 11,97+0,01 b 4,39+£0,05d
Raiz 23,43 23,24 +0,59 f 3,95+0,28 f 1,47 £0,06 h 2,26 £0,15¢€
. . Caule 27,07 31,21+0,34e 3,58+041f 1,36 £0,04 ih 0,59 + 0,00 fg
Pinus pinaster
Folhas 31,57 72,65+0,76 a 0,77 £0,04 f 0,50 £ 0,02 k 0,99 £0,21 fg
Meio de cultura 2,81 3,91+0,21i >200a 520%0,72¢e 9,79+0,48¢c
Micélio 12,66 71,27 £6,49a 3,54 £ 0,05 f 0,98 + 0,02 ij 0,56 + 0,00 fg
Raiz 26,38 10,56 £ 0,56 h 9,11 £ 0,66 ef 2,96 +0,05 g 0,48 +£0,00 g
i i +
Paxillus involutus + ¢, 1o 24,89 32,80+ 0,34 1424012 f 1,26 +0,03 ih 0,58 + 0,02 fg
Pinus pinaster
Folhas 33,22 65,52+331b 1,46 £0,04 f 0,68 + 0,03 kj 0,52 + 0,00 fg
Meio de cultura 2,45 2,89+£0,09i 104,57 +14,15b 950+1,05c 2857+111a
Micélio 65,58 8,61+0,38h 19,26 +1,03d 9,79+042c 26,99 +1,94b
Raiz 25,74 11,06 £0,84 h 5,27 +0,14 f 2,719+0,019g 0,59 + 0,00 fg
i i i +
Pisolithus arhizus + ¢, 1o 18,64 49,56 + 3,08 d 1,20 £0,04 f 0,78 + 0,05 kj 1,53+0,83 fe
Pinus pinaster
Folhas 35,36 73,67 +4,13a 0,70 £ 0,02 f 0,47 £0,00 k 0,55 + 0,00 fg
Meio de cultura 0,62 19,36 +1,09 ¢ 8,94 +0,11 ef 4,26 +0,30 f 4,65+0,27d
Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte 48



leb ELeals Superior Agraria _ D BRAGANCA Resultados e Discussio

Analisando as espécies que se desenvolveram isoladas ao longo de 45 dias, a
espécie Pinus pinaster € a que revela a maior concentracdo de fenois (folhas: 72,65 mg
EAG/g extracto), seguida da espécie Paxillus involutus e por fim Pisolithus arhizus,
sendo esta a que detém o menor teor destes compostos (Tabela 8). Estes resultados estdo
de acordo com os dados resultantes da avaliacdo das propriedades antioxidantes, uma
vez que se verificaram resultados semelhantes.

Observando os resultados da actividade captadora de radicais DPPH, conferimos
que sdo as folhas de Pinus pinaster que detém o valor de ECso mais baixo, ou seja, a
maior capacidade captadora de radicais livres seguidas do micélio da espécie Paxillus
involutus e das restantes partes da planta (caule e raiz). Mais uma vez se verifica que a
espécie Pisolithus arhizus possui a actividade captadora de radicais mais baixa (Tabela
8).

Quanto ao poder redutor das amostras estudadas, as folhas de Pinus pinaster
revelam, mais uma vez, o maior potencial. Segue-se o micélio de Paxillus involutus e as
restantes componentes da planta e, por fim, a espécie Pisolithus arhizus demonstra o
poder redutor mais baixo (Tabela 8).

Analisando a capacidade de inibicdo da descoloracdo de [B-caroteno, a maior
capacidade de inibicdo é revelada pelo caule de Pinus pinaster, seguido das folhas da
mesma espécie e do micélio da espécie Paxillus involutus. A espécie ectomicorrizica
Pisolithus arhizus revela a menor capacidade de inibi¢ao da descoloragdo de p-caroteno
(Tabela 8).

De referir que, exceptuando as espécies em estudo, 0os meios de cultura sdo os que
detém as menores concentragdes de fenois e propriedades antioxidantes mais baixas, o
que nos leva a crer que ndo ha uma libertacdo significativa de compostos antioxidantes
para 0 meio ou que, ao longo do tempo, pode haver um consumo destas moléculas. Tais
resultados podem ainda ser devidos a uma extraccdo das moléculas pouco eficiente,
uma vez que os rendimentos de extrac¢cdo destas amostras sdo muito baixos.

Podemos concluir assim, que a espécie com melhores propriedades antioxidantes
é a espécie Pinus pinaster, nomeadamente as folhas (com excepc¢do da inibi¢cdo da
descoloragdo de B-caroteno), e a espécie com propriedades antioxidantes inferiores,
Pisolithus arhizus. Tais resultados sdo suportados pela concentracdo de fenois nas
mesmas espécies.

Quando em simbiose, observa-se um aumento na concentracao de fenois por parte

do fungo Paxillus involutus e do caule e meio de cultura onde se desenvolveram Pinus
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pinaster e Pisolithus arhizus. Por sua vez, o teor destes compostos no fungo Pisolithus
arhizus, quando em simbiose, mantém-se sem alteragdes significativas, havendo um
decréscimo nas raizes em ambas as simbioses (Tabela 8). Desta forma, podemos
concluir que a simbiose é favoravel para a planta, uma vez que a concentracao de fendis
diminui ao nivel da raiz, ou seja, a presenca destes fungos, reduz o stresse da planta.

Quanto as propriedades antioxidantes das amostras em estudo, ndo se registam,
em geral, grandes varia¢es quando comparamos 0s resultados dos trés testes efectuados
na presenca e auséncia de simbionte. Quanto a actividade captadora de radicais DPPH,
ndo se observam diferencas significativas das espécies em simbiose comparativamente
com os resultados obtidos no seu crescimento isolado. Apenas se verifica um aumento
desta capacidade ao nivel do meio de cultura onde se desenvolveu Pinus pinaster em
simbiose com Pisolithus arhizus (Tabela 8). Assim, a associacdo ndo parece induzir na
planta ou nos fungos a necessidade/capacidade de inibicdo de radicais livres.

No que concerne ao poder redutor das amostras, jA se observa alguma
variabilidade nos resultados quando comparados com os registados no crescimento
isolado das mesmas. Assim, podemos verificar um decréscimo no poder redutor nas
raizes de Pinus pinaster em ambas as simbioses, assim como no meio de cultura onde se
desenvolveram Pinus pinaster e Paxillus involutus relativamente ao meio de cultura
onde se desenvolveu apenas Pinus pinaster e ainda uma diminui¢do do poder redutor no
micélio de Pisolithus arhizus associado a Pinus pinaster. Podemos também observar um
aumento no poder redutor do meio de cultura onde se desenvolveram Paxillus involutus
e Pinus pinaster, relativamente ao meio de cultura onde se desenvolveu apenas Paxillus
involutus, e também no meio de cultura e caule das plantas que se desenvolveram na
presenca de Pisolithus arhizus (Tabela 8). As restantes amostras ndo evidenciam
diferencas significativas em relacdo ao poder redutor, quando em simbiose. Deste modo,
podemos concluir mais uma vez, que a planta, quando em simbiose, ndo se encontra sob
stresse acrescentado, dado que ndo se verifica um aumento da concentracdo de fenois
assim como o poder redutor diminui (nas raizes) quando em associagdo. Em suma,
podemos afirmar que, regra geral, também a simbiose ndo aumenta o poder redutor de
fungos e plantas.

Por fim, analisando a capacidade de inibicdo da descoloracdo de P-caroteno,
verificamos um aumento desta capacidade no micélio da espécie Paxillus involutus
quando na presenga de simbionte, nas raizes de Pinus pinaster em ambas as simbioses e

no meio de cultura onde se desenvolveu a associagdo com Pisolithus arhizus
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relativamente ao meio de cultura onde cresceu a planta isolada (valores de ECsy mais
baixos, comparados com os valores obtidos na auséncia de simbionte; Tabela 8). Pelo
contrério, registamos um decréscimo da capacidade de inibigdo da descoloragdo de -
caroteno no meio de cultura onde se desenvolveram Pinus pinaster e Paxillus involutus
e no micélio do fungo Pisolithus arhizus quando analisamos a simbiose. As restantes
amostras mantiveram a capacidade de inibicdo da descoloragdo de B-caroteno (Tabela
8). Concluimos assim, que a simbiose aumenta a capacidade de inibicdo da
descoloracdo de B-caroteno da espécie Paxillus involutus e da planta (nomeadamente as
raizes). Ja para a espécie Pisolithus arhizus, uma vez que a sua capacidade de inibicao
da descolora¢do diminui, a simbiose parece ndo induzir stresse reparavel por este
mecanismo de accao.

Em resumo, a simbiose por um periodo de 45 dias ndo aumenta as propriedades
antioxidantes das espécies estudadas no que diz respeito a actividade captadora de
radicais livres, diminuindo mesmo o poder redutor da planta (designadamente as raizes)
e do fungo Pisolithus arhizus e a capacidade de inibi¢do da descoloracdo de (3-caroteno
desta ultima espécie. As unicas excepcles sdo as espécies Paxillus involutus e Pinus
pinaster (raizes) em que a sua capacidade de inibi¢ao de B-caroteno aumenta quando em

simbiose.

De modo a obter uma massa de micélio suficiente e em estado de poder realizar
simbiose, os fungos foram inoculados em placas de Petri (9 cm didmetro), como
referido anteriormente, e deixados a crescer durante 20 dias. Apos este periodo foram
colocadas, sobre estes, as plantas e passadas 48 horas retirou-se o material para analise.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na andlise das propriedades
antioxidantes das amostras de Paxillus involutus e Pisolithus arhizus que se
desenvolveram em meio MMNmM durante um periodo de 22 dias, apds 48 horas de

contacto com Pinus pinaster, ou de auséncia do simbionte.

Crescimento e caracterizagdo quimica de fungos micorrizicos e plantas de Pinus pinaster na presenca e auséncia do simbionte

51



Resultados e Discussao

i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Tabela 9. Rendimentos de extrac¢do (%), concentracdes de fendis totais (mg EAG/g extracto) e actividade antioxidante (valores de EC50, mg/mL) das amostras em estudo,
apos 22 dias de crescimento (no caso das espécies ectomicorrizicas) e 48 horas de interaccdo fungo - planta, em meio de cultura MMNm, (média £ SD; n = 9). Em cada
coluna, letras diferentes representam diferencas significativas entre os resultados (p < 0,05).

Actividade captadora Inibicdo descoloracédo

Rendimentos Poder redutor

Especies Amostras de extraccio Fenadis totais de radicais DPPH f3-caroteno
Micélio 7,07 128,40 + 37,02 a 1,46 + 0,09 ¢ 0,69 + 0,03 d 0,89 + 0,06 hg
Paxillus involutus . .
Meio de cultura 1,16 4,87 £0,25 ih 38,23+1,00b 16,78 0,75 b 18,62 +1,20 ¢
o ) Micélio 5,92 69,77 +3,72 ¢ 3,33+0,20¢ 1,35+ 0,20 d 0,35+0,05h
Pisolithus arhizus . .
Meio de cultura 1,57 4,19 +0,33 ih 41,44 +272Db 18,87 +0,65b 15,82 +1,14d
Raiz 17,92 7,93 + 0,61 ihg 12,11+0,16 ¢ 5,48 + 0,07 cd 2,26 +0,07 g
o Caules 22,23 28,83 + 1,55 fe 4,42 +0,15¢ 2,14+0,04d 0,62 + 0,00 hg
Pinus pinaster
Folhas 11,61 109,36 + 7,45 b 0,85+0,01c 0,34+0,01d 0,28+0,01h
Meio de cultura 1,01 0,71+0,06 i > 75,00 a > 75,00 a 53,02+ 4,07 a
Micélio 13,71 17,69 + 1,74 fhg 5,64 +0,44 c 2,94 +0,09 d 9,53+0,39¢
Raiz 13,99 15,81 + 1,24 ihg 4,40 +0,08 ¢ 2,41+011d 420+1,48f
Paxillus involutus + 0 16,54 37,09+324 ¢ 2,29+0,03 ¢ 1,51 +0,07 d 0,63 + 0,05 hg
Pinus pinaster
Folhas 24,43 57,09 + 3,25 d 2,31+0,06 C 1,06 + 0,07 d 1,93 + 0,44 hg
Meio de cultura 1,33 5,26 + 0,32 ih 40,69 +0,90 b 14,99 + 0,17 cb 22,14+0,73b
Micélio 17,21 23,24 + 3,26 feg 9,22+0,35¢ 432+0,10d 0,56 + 0,02 hg
Raiz 9,61 58,61 + 4,29 dc 0,78+0,01c 0,58 + 0,02 d 0,45 + 0,00 hg
ﬁ!so"th.us arhizus + - les 11,66 53,76 + 1,51 dc 1,16 +0,02 ¢ 0,87 +0,03 d 0,91+ 0,18 hg
Inus plnaster
Folhas 12,29 96,85+ 6,26 b 0,89+0,01c 0,50 + 0,01 d 0,26+ 0,00 h
Meio de cultura 0,78 12,53 £ 0,69 ihg 14,02 +0,27 ¢ 6,58 £ 0,04 cd 1,19 £0,02 hg
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Quando analisamos o0s resultados obtidos na analise das propriedades
antioxidantes de Paxillus involutus e Pisolithus arhizus, apds 48 horas de contacto com
Pinus pinaster, comparados com a auséncia de contacto, verificamos que, os fendis
totais diminuem no micélio de ambos os fungos quando em associacdo com a planta
(Tabela 9). Na raiz desta porém, os fenois totais mantém-se sem variagdo significativa
quando em associacdo com Paxillus involutus e aumentam significativamente apds o
contacto com a espécie Pisolithus arhizus. A actividade captadora de radicais DPPH
ndo se altera neste periodo de tempo nem nos micélios, nem nas raizes das plantas na
sequéncia do contacto. Resultados semelhantes sdo observados para o poder redutor,
neste periodo de tempo. A inibi¢do da descoloracdo do B-caroteno revela ja alteraces
em relacdo ao micélio de Paxillus involutus e raiz em contacto com este fungo, com
uma diminuicdo da actividade (aumento do valor de EC50), mas ndo se registam
grandes alteracdes no Pisolithus arhizus ou na raiz em contacto com este fungo (Tabela
9).

Comparando os efeitos induzidos pelos simbiontes no organismo ao qual se
encontram associados, podemos observar uma certa variabilidade nos resultados obtidos
ao fim de 48 horas relativamente aos dados registados ao fim de 45 dias. Assim, a
presenca de raiz na espécie Paxillus involutus, comega por provocar uma diminuigdo no
teor de fendis, mas ao fim de 45 verifica-se que a raiz induz um efeito contréario, ou seja,
a concentracdo em fendis totais no fungo, quando em simbiose, aumenta com o tempo.
Apbs 48 horas de associacdo, verificamos que a presenca de Pinus pinaster ndo parece
induzir efeitos na actividade captadora de radicais DPPH no fungo Paxillus involutus,
efeito igualmente observado ao final de 45 dias. No que concerne ao poder redutor, em
48 horas ndo se registam altera¢6es no fungo, contudo, regista-se uma diminuicdo desta
propriedade, provavelmente induzida pela simbiose, ao fim de 45 dias. Mais alteracdes
sdo observadas na capacidade de inibicdo da descoloracdo de B-caroteno no micélio do
fungo Paxillus involutus nos dois tempos testados, uma vez que se observa uma
diminuicdo desta capacidade ao fim de 48 horas em simbiose com a planta, mas ao fim
de 45 dias é verificado um efeito contrario, ou seja, a capacidade de inibicdo da
descoloracao de -caroteno aumenta com o decorrer do tempo. Relativamente ao efeito
deste fungo na planta, este parece ndo provocar efeitos significativos na concentracédo de
fenois nem na actividade captadora de radicais da planta, contudo, ao longo do tempo, a
raiz diminui o seu teor em fendis e regista uma ligeira diminui¢do nesta propriedade.

Quanto ao poder redutor diminui igualmente ao longo do tempo (condi¢cdo néo
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verificada em 48 horas de simbiose) e a capacidade de descoloragdo de [B-caroteno
aumenta, enquanto as 48 horas se regista uma diminui¢do quando na presenca da raiz.
Desta forma, a simbiose entre estas duas espécies embora pareca acarretar alguns
beneficios para os simbiontes, estes ndo sdo generalizados e muito proeminentes.
Analisando os efeitos da simbiose na espécie Pisolithus arhizus, verificamos que
ao fim de 48 horas se regista uma diminuicdo na quantidade de fendis totais quando na
presenca do simbionte, contudo, ao fim de 45 dias a raiz deixa de induzir qualquer
efeito a este nivel. Quanto as propriedades antioxidantes no geral, ao fim de 48 horas
ndo se verifica grande variabilidade, mas ao fim de 45 dias estas diminuem quando a
raiz se encontra presente. Assim, a planta em estudo parece reduzir o stresse do fungo
Pisolithus arhizus, uma vez que se verifica a diminuicdo genérica das suas propriedades
antioxidantes com o passar do tempo e uma diminuicado inicial do teor em fendis que
depois se mantém. O efeito do fungo Pisolithus arhizus parece também ser benéfico
para a planta, uma vez que, embora o seu teor em fendis aumente consideravelmente ao
fim de 48 horas, passados 45 dias este diminui. Na actividade captadora de radicais
DPPH também ndo se registam alterac6es significativas por parte da planta (raiz), mas
no poder redutor, embora haja um ligeiro aumento no inicio da simbiose, mais tarde
verifica-se uma diminuicdo deste. A Unica excepcdo € verificada na capacidade de
inibicdo da descoloragdo de B-caroteno que sofre um ligeiro aumento ao fim de 48

horas, aumentando com o passar do tempo.
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IV. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

4.1. Conclusodes

Através do presente trabalho pretendeu-se analisar o desenvolvimento bem como
avaliar as propriedades antioxidantes e produ¢do de compostos com igual actividade em
amostras de duas espécies de fungos ectomicorrizicos, Paxillus involutus e Pisolithus
arhizus, e de plantas de Pinus pinaster, avaliando estes pardmetros em crescimento

isolado e em simbiose.

Estudando o crescimento dos micélios dos dois fungos, quando isolados em meio
MMNmMm, a espécie Paxillus involutus detém um crescimento radial superior ao fungo
Pisolithus arhizus ao longo de 37 dias. Comparando o crescimento de ambas as espécies
ectomicorrizicas, na presenca e auséncia de simbionte, podemos verificar que os fungos
possuem um crescimento radial inferior quando na presenca do simbionte — Pinus
pinaster. Assim, para uma obtencdo de micélio em maiores quantidades, a espécie
Paxillus involutus é mais promitente, enquanto para uma actividade de micorrizacdo, a

melhor simbiose parece ser entre Pisolithus arhizus e Pinus pinaster.

Analisando a composicdo em vitamina E dos fungos micorrizicos in vivo e in
vitro, na auséncia de simbionte, concluimos que todas as formas estudadas desta
vitamina foram detectadas (tocoferdis a, B, y e ), sendo a espécie Pisolithus arhizus,
nomeadamente o micélio, que revela a maior composicdo em tocoferdis totais e
demonstra ser uma potencial fonte de y-tocoferol, dado que os valores detectados deste
vitdmero nesta amostra possuem uma disparidade elevada relativamente as restantes
amostras (154,39 ug/g peso seco). Assim, a obtencdo in vitro desta espécie parece ser
bastante promissora no que diz respeito a obtencdo desta forma de vitamina E. De
referir que, para ambas as espécies, as amostras de micélio evidenciam uma maior
concentragdo de tocoferdis totais relativamente aos corpos de frutificagéo e respectivos
meios de cultura. Todavia, relativamente a actividade antioxidante destas amostras,
verifica-se que os carpdéforos possuem propriedades antioxidantes superiores aos

micélios e aos meios de cultura.

Relativamente ao estudo do perfil fendlico dos fungos micorrizicos Paxillus

involutus e Pisolithus arhizus e das plantas de Pinus pinaster, na presenca e auséncia de
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simbionte, foram analisados os principais acidos fendlicos e compostos relacionados
anteriormente identificados em cogumelos silvestres - &cidos protocatéquico, p-
hidroxibenzdico, p-cumérico e cindmico. O &cido protocatéquico apenas foi detectado
no micélio da espécie Paxillus involutus. Ja o &cido p-hidroxibenzoico foi detectado em
todas as amostras excepto no micélio do fungo Pisolithus arhizus que cresceu em
simbiose com Pinus pinaster durante 45 dias, sendo a raiz da planta que cresceu em
simbiose com Paxillus involutus a detentora dos niveis mais elevados deste &cido. Esta
mesma amostra revelou ainda um teor em acido cindmico superior as restantes. O acido
p-cumarico foi detectado preferencialmente na raiz de Pinus pinaster que cresceu

isolado.

De forma a entender os efeitos das raizes de Pinus pinaster nas propriedades
antioxidantes dos micélios das espécies ectomicorrizicas em estudo e a influéncia da
presenca dos fungos ectomicorrizicos nas raizes da planta, foram também realizados os
testes da actividade antioxidante relatados anteriormente.

No que concerne a espécie Paxillus involutus, a presenca da raiz da planta
provoca um aumento na concentracdo de fendis no micélio desta, assim como na sua
capacidade de inibicdo da descoloracdo de B-caroteno e uma ligeira diminuicdo no
poder redutor da mesma. J& a presenca desta espécie ectomicorrizica parece induzir uma
menor producdo de fendis e diminuicdo geral das propriedades antioxidantes da raiz da
planta.

Na simbiose com a espécie Pisolithus arhizus, a raiz parece ndo ter efeitos
significativos sobre a producdo de fendis do fungo, no entanto, parece induzir uma
diminuicédo das propriedades antioxidantes do mesmo. No que se refere a planta, quando
na presenca desta espécie micorrizica, diminui a sua concentragdo em fenois e poder
redutor e aumenta a sua capacidade de inibicdo da descoloracdo de [-caroteno.
Concluimos assim, que a presenca de Pinus pinaster aparenta ser benéfica
especialmente para a espécie Pisolithus arhizus parecendo ndo induzir ou até reduzir o
stresse oxidativo desta espécie, embora se registe um aumento dos acidos p-cumarico e
cindmico neste fungo. A presenca de espécies ectomicorrizicas nas raizes do simbionte
em estudo parece de igual forma ndo ser indutora de stresse, uma vez que se verifica
uma reducdo na concentracdo de fenois e, de uma forma geral, nas propriedades

antioxidantes destas.
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Em associacdo por um periodo de 48 horas, a espécie Paxillus involutus diminui
consideravelmente a sua concentragdo de fendis totais mantendo de certa forma as suas
propriedades antioxidantes. Quanto aos efeitos deste simbionte na planta, ndo se
registam diferencas muito significativas.

Na simbiose com Pisolithus arhizus, a planta parece ndo induzir efeitos
significativos nas suas propriedades antioxidantes verificando-se uma redugédo no teor
em fendis. Analisando os efeitos deste fungo na planta, verificamos um aumento
consideravel na concentracdo de fenodis nas raizes desta, ndo se registando grande
variabilidade nas propriedades antioxidantes. Assim, podemos verificar que nesta
interaccdo esta patente uma resposta quimica sobretudo por parte da planta que nas
primeiras 48 horas ainda ndo identificou o fungo como nao patogénico.

Desta forma, concluimos que uma interacdo de 48 horas ndo é reveladora dos
efeitos que se vém a verificar ao longo do tempo (45 dias). Podemos pois afirmar que,
em relacdo aos mecanismos de stresse oxidativo em associa¢fes ectomicorrizicas com
as duas espécies em estudo, a resposta do fungo e da planta ao contacto com o
hospedeiro sdo algo diversas, revelando diferentes formas de reconhecimento mutuo. Se
Pisolithus arhizus parece provocar uma reac¢ao inicial de stresse (48h) com aumento do
teor de fendis na raiz, ao fim de 45 dias, esse efeito desaparece e verifica-se uma
diminuicdo dos mesmos. No fungo porém, os teores em fendis sdo ja menores ao fim de
48 horas, evidenciando uma resposta rapida deste a presenca do hospedeiro, que se
mantém ao longo da associacdo. Com Paxillus involutus a resposta € oposta,
observando-se uma diminuicgdo inicial dos teores em fendis mas um aumento ulterior.
Efeitos equivalentes sdo verificados na actividade antioxidante, que genericamente
diminui em planta e fungo, no caso de Pisolithus arhizus e, ndo diminui ou pode mesmo
aumentar no caso de Paxillus involutus. Pomos a hipotese de que tal possa corresponder
a diferencas de compatibilidade entre estas duas espécies de fungo e o hospedeiro Pinus
pinaster mas, tal hipGtese carece de confirmacdo com outros tempos de contacto e

outras espécies de fungo.
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4.2. Perspectivas futuras

O presente trabalho, procura, para além de estudar as relacbes bioldgicas entre
fungos e plantas, explorar a possibilidade de obter novas fontes de compostos bioactivos
com interesse industrial. Assim, o desenvolvimento futuro deste trabalho, podera passar
pela investigacdo de diferentes compostos com actividade bioldgica, presentes nas
espeécies discutidas, que nao foram estudados neste projecto, tais como acidos organicos
ou polissacaridos. Procedendo-se a identificacdo e quantificacdo destas moléculas, caso
estejam presentes em quantidades consideraveis, poderdo ser descobertas novas e
valiosas fontes de compostos importantes para a salde e melhoramento da qualidade de
vida. Nestes estudos poderao testar-se tempos de inoculacéo diferentes de modo a obter
a maior concentracdo de compostos. Contudo, com os resultados decorrentes do
trabalho realizado, poderdo ja desenvolver-se metodologias para a obten¢do de y-
tocoferol, uma das formas mais importantes da vitamina E, a partir de Pisolithus arhizus
obtido in vitro, uma vez que este composto € bastante procurado por industrias
farmacéuticas ou ligadas aos cosméticos.

Poderdo também desenvolver-se estudos mais aprofundados das associacdes
micorrizicas, de forma a compreender quais as mais favoraveis para as espécies e quais
as melhores condi¢Ges para o seu desenvolvimento, podendo estes resultados ser
utilizados em programas de desenvolvimento e melhoramento das espécies ou, por
exemplo, em programas de reflorestacao.

Serdo ainda necessarios mais estudos relativos aos mecanismos de stresse
oxidativo em associacBes micorrizicas, para outros tempos de associagdo e outras
espécies de fungos micorrizicos, de modo a esclarecer o verdadeiro significado das

tendéncias aqui apresentadas e o seu significado fisioldgico e ecoldgico.
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VI. ANEXOS

Anexo 1. Publicagéo na revista LWT — Food Science and Technology.
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