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RESUMO

RIMA, Janaina, A. H. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Fevereiro de 2010. BIOATIVIDADE DE ACIDOS HUMICOS EM SOLUGAO
TRATADOS COM ACIDO CITRICO. Orientador: Prof?. Luciano Pasqualoto
Canellas

A promocao do crescimento vegetal por acidos humicos (AH) tem sido atribuida a
acao do tipo hormonal capaz de promover o desenvolvimento e proliferacdo das
raizes, resultando em uma absorcao mais eficiente de agua e nutrientes.
Atualmente se busca entender como os AH isolados de vermicomposto (20mg C
L") em solugdo com acido citrico (0,005mM) podem modificar o metabolismo das
plantas. O objetivo deste trabalho foi analisar as mudangas na arquitetura
radicular do milho e quantificar o perfil diferencial (inducdo/supressao) de
proteinas de membrana plasmatica (MP) purificadas. Para tanto foram analisados
comprimento da raiz principal, numero de sitios de mitose, numero de raizes
laterais e area total. Para andlise do padréo diferencial das proteinas foi feito o
fracionamento celular por ultracentrifugagao diferencial e isoladas por eletroforese
utilizando géis em uma dimensao (SDS-PAGE) e duas dimensdes. Observou-se
que os AH em solugdo com 4&cido citrico (AC) aumentam a promogao do
crescimento das raizes laterais, da area radicular, numero de raizes laterais e a
atividade da bomba de H*. Os tratamentos AH e AH em conjunto com o AC,

reduziram fortemente a quantidade de proteinas associadas a MP. Quando
vii



analisados em conjunto os dados obtidos deste trabalho, pode-se concluir que
sob a acdo do AC os AH podem atuar em rotas metabdlicas que influenciam

positivamente o desenvolvimento do sistema radicular.
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ABSTRACT

RIMA, Janaina, A. H. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
February - 2010. HUMIC ACID BIOACTIVITY IN SOLUTION TREATED WITH
CITRIC ACID. Adviser: Luciano Pasqualoto Canellas

The plant growth promotion by humic acids (HA) has been attributed to a hormone
type that is able to promote the root development and proliferation, resulting in a
more efficient water and nutrient absorption. This research intends to investigate
how the humic acids isolated from a vermicompost (20mg C/L) and added to a
solution with citric acid (CA) (0.005mM) can modify the plant metabolism. The
main objective of this work was to analyze the changes in the corn root system
and quantify the differential expression (induction/suppression) of purified plasma
membrane proteins. To achieve that, the length of the taproot, the mitotic site
numbers, the lateral roots numbers and the total root area, were analyzed. The
cell fractionation using differential ultracentrifugation and isolation by SDS gel
electrophoresis in one and two dimensions was performed to differentiate protein
expression. The results show that the HA in solution with CA increases the lateral
root growth promotion (126%), the radicular area (58%), number of lateral roots
(55%) and the H* pumps activity (374%). Several proteins associated with the
plasma membrane were inhibited when the plants were treated with HA and
(HA+CA) solutions. Based in our results It is correct to conclude that the HA and



the CA proteins are acting in metabolic routes that positively influence the root
system development.



1. INTRODUCAO

Os acidos humicos (AH) promovem o desenvolvimento € o metabolismo
das plantas (Vaughan e Malcolm, 1985; Nardi et al., 2002), principalmente sobre o
crescimento radicular, devido ou a presenca de fitorm6nios ou uma acao do tipo
hormonal capaz de induzir a proliferacao das raizes secundarias.

A promocao do crescimento radicular em resposta as substancias humicas
(SH) foi atribuido, basicamente, a dois fenébmenos: o primeiro relacionava a
formacdo de complexos do tipo SH-cations/anions e o aumento da solubilidade
dos ions e, por consequéncia, sua facilidade de absorgcdo, s6 que este
mecanismo € insuficiente para descrever resultados obtidos com crescimento de
plantulas em &gua ou meio minimo acrescidos com SH (Vaughan e Malcolm,
1985). O segundo fendmeno esta relacionado, com efeito, surfactante das SH
sobre as membranas celulares aumentando a sua permeabilidade aos ions
(Vaughan e Malcolm, 1985), causando a abertura de orificios nas membranas
fosfolipidicas ocasionando, perda da seletividade e conseqlentemente disturbios
na homeostase celular.

Uma teoria mais geral para a acdo das SH no crescimento radicular e
absorcao de ions foi postulada a partir da observacao de que os AH sao capazes
de estimular a atividade e a quantidade de H*-ATPases de membrana plasmatica
(MP) (Facanha et al., 2002; Canellas et al., 2002).Essas enzimas tém um papel
central na absorcdo de ions, pois sdo geradoras do gradiente eletroquimico

responsavel pela diferenca de potencial e acidificagdo do apoplasto, condicao



necessaria para o alongamento e divisdo celular (teoria do crescimento acido)
(Hager et al., 1991; Rayle e Cleland, 1992). A observagao de que os AH podem
estimular a sintese de H*-ATPases de MP (Canellas et al., 2002) via regulagdo
genética foi confirmada por Quaggiotti et al. (2004).

Além das H"-ATPases de MP, os AH podem regular concomitantemente as
bombas do vacuolo (V-ATPase e Pirofosfatase), sugerindo a existéncia de um
mecanismo complexo de regulacdo do metabolismo energético celular de forma
similar ao efeito promovido pelas auxinas (Zandonadi et al., 2007).

Os trabalhos relacionando o efeito do tipo auxinico das SH entre os anos
70 e 80 (Nardi et al.,, 2002) eram realizados principalmente com os acidos
fulvicos, fragdo humica com tamanho/dimensdo molecular compativel com os
efeitos fisiolégicos. No entanto, os resultados com inducdo do crescimento
radicular pelos AH apontavam para uma incongruéncia: como macromoléculas
poliméricas apresentando até alguns milhdes de Daltons poderiam acessar o
interior da célula e atuar de modo similar as auxinas? A possibilidade de liberacao
de auxinas das macromoléculas era considerada pouco provavel, uma vez que
exigia rompimento de ligagbes estaveis, tais como as co-valentes e, ainda,
manutencao da integridade desses compostos prontamente labeis.

A massa molecular ndo € um fator decisivo para o efeito de promogao do
crescimento radicular e indugcdo da H*-ATPases de MP pelas SH, isso foi
verificado por Aguiar et al. (2009) utilizando subfragdes humicas obtidas com
cromatografia de exclusdo de tamanho com gel de Sephadex, e Canellas et al.
(2010) com cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusdo de tamanho
(HPSEC). Em alguns casos, os AH sdo tao ou mais fisiologicamente ativos que os
acidos fulvicos.

A possibilidade de liberacdo de biofragmentos provenientes de plantas e
microrganismos da estrutura das SH e seu acesso aos receptores celulares
ganhou sentido com a concepcao estrutural das SH proposta por Piccolo (ver
Canellas et al., 2005), que postula que esses biofragmentos seriam ligados por
interacées quimicas fracas e rompidas facilmente com a adicdo de acidos
organicos (AO) (Piccolo et al. 1996). Ao contrario das macromoléculas ou
polimeros, as SH quando em solugédo, formavam uma associagdo de compostos

organicos heterogéneos e de massa molecular relativamente pequena mantidos



por interagdes fracas e predominantemente hidrofobicas (Piccolo, 2002). A adigao
de pequenas concentracdes de AO de cadeia simples era capaz de romper essa
associacgao e liberar seus componentes do agregado humico de massa molecular
sO aparentemente elevada. Simultaneamente esta teoria foi confirmada por outros
pesquisadores de forma independente (Simpson, 2002). Uma revisdo sobre a
associacdo humica e a preservacdo de biofragmentos nas SH pode ser
encontrada no artigo de Sutton e Sposito (2005).

Com base nestas teorias citadas neste presente trabalho se realizou a
avaliagcado da bioatividade de AH isolados de vermicomposto com e sem a adi¢ao
de acido citrico em solugcao em plantulas de milho. A possibilidade da existéncia
de uma relagdo entre as respostas das plantas e a mudanga conformacional de
AH promovidos pela adicao de acido citrico em solucao abrem a perspectiva de
insumos biolégicos destinados a promocdo do crescimento radicular mais

eficiente.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Substancias humicas

As substéncias humicas (SH) constituem a parte mais estavel do carbono
presente na matéria organica do solo (MOS) e sao determinantes no conceito de
desenvolvimento sustentavel devido a sua influéncia na manutencéo da qualidade
do solo (Piccolo, 1996 ). Sao geralmente classificadas em funcdo da sua
solubilidade em meio aquoso alcalino ou &acido. Os &cidos fulvicos (AF) sao
soluveis tanto em meio alcalino como acido; os acidos humicos (AH) sdo soluveis
em solucdo alcalina que, quando acidificada, € promovida a coagulacao dos AH; a
fracdo humina (H) é considerada a frag@o residual de matéria orgéanica, ou seja,
sao compostos insoluveis tanto em meio alcalino como em meio &cido.

Existem alguns modelos estruturais que tentam explicar a organizagéo
das SH. O mais antigo € o que considera as SH como uma macromolécula
polimérica decorrente do processo de humificagdo, no qual a biomassa
constituida por residuos de plantas, animais e microrganismos é transformada até
humus (Stevenson, 1994). Entretanto, Piccolo (2002) mostrou que as SH séo
melhores descritas teoricamente como uma reunido de diversos compostos
quimicos de baixa massa molecular, que formam associa¢gdes dinamicas
estabilizadas por meio de interagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio. Estas
associacbes sao capazes de se auto-organizar em ambientes aquosos, em
estruturas supramoleculares que apresentam tamanhos moleculares so6

aparentemente elevados.



2.2 Adicao de acidos organicos e mudanca conformacional das SH

As pequenas subunidades que compdem os agregados humicos sao
mantidas unidas principalmente por forgas fracas de caréater hidrofobico (Piccollo,
et al., 1996). A elevada dimensao molecular das SH é s6é aparente uma vez que
estas ligagbes podem ser reversivelmente rompidas pela adicdo de acidos
organicos (Nardi, et al., 1996; Piccolo, et al., 1996), ocorrendo a liberagdo de
pequenos fragmentos para a solugdo. Isso sugere que as SH (em solugédo) nao
se comportam como polimeros como se acreditava anteriormente (Stevenson,
1994). Por analogia com as macromoléculas bioldgicas (Cantor et al. 1980), as
SH se parecem com estruturas formadas por pequenas moléculas auto-
associadas randomicamente. A estabilizacdo de tal conformacdo pode ser
atribuida a tendéncia dirigida pela entropia de excluir moléculas de agua da

associacao humica e diminuir a energia molecular total (Conte e Piccolo, 1999).
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Figura 1: Representacdo esquematica do modelo de acidos proposto por
Piccolo (1997), conforme Canellas et al. (2005).

O modelo apresentado esquematicamente na Figura 1 foi comprovado
experimentalmente por Simpson (2002) utilizando a técnica de DOSY H NMR.
Cada componente estrutural das SH apresentou uma mobilidade diferente quando
submetido a um gradiente de campo magnético na presenca de acidos organicos
de cadeia curta.
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Figura 2: Projecao 2-D DOSY NMR de SH. Adaptado de Simpson et al. (2002).

A projecdo dos compostos no experimento DOSY H NMR d&o suporte
experimental ao postulado de que os componentes das SH nao sao ligados entre
si por forgas co-valentes, uma vez que a separagao em solugao ocorreu com base
no fendmeno da difusdo (Figura 2). Assim, € possivel indicar que as SH séao
formadas por misturas organicas de compostos relativamente simples (compostos
aromaticos, agucares e compostos alquilicos). O arranjamento desses compostos
em solucao prevé a formacao de um dominio hidrofébico (formado por entidades
aromaticas pouco substituidas e acidos graxos de cadeia longa) circundado por
um dominio hidrofilico (formado por carboidratos, peptideos e grupos acidos)

como apresentado na Figura 3.
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Figura 3. Representacao esquematica do arranjamento dos compostos nas SH
em solucéo. Adaptado de Conte, 2007.

O dominio hidrofébico das SH, ou seja, 0s componentes aromaticos pouco
substituidos e os alquilicos sdo capazes de proteger compostos labeis contra a
degradagao microbiana (Spaccini et al., 2002). Canellas et al. (2010) verificaram
uma relagao significativa entre 0 aumento do grau de hidrofobicidade da matéria
organica de um Cambissolo e a preservacdo de compostos nitrogenados,
fosfatados e sulfurados labeis. Além disso, Canellas et al. (2008a) estudando
propriedades quimicas de AH isolados de uma sequéncia de solos do Norte
Fluminense encontraram correlagédo significativa entre o grau de hidrofobicidade
dos AH e seu efeito de promog¢do no crescimento radicular e estimulagdo da
atividade da H*-ATPase de MP. Resultados similares foram encontrados com AH
isolados de sete Latossolos de diferentes regides do Brasil (Canellas et al., 2009).
Tomados esses dados em conjunto (i.e., a distribuicdo de massa molecular nao
determinante para a bioatividade e as correlagdes positivas com o grau de
hidrofobicidade) é possivel sugerir a presenca de uma provavel relacao entre a
preservacao de biofragmentos nos dominios hidrofébicos dos HA e sua liberagcéao
em solucdo na presencga de acidos organicos de cadeia simples exsudados pelas
plantas ou por microrganismos. Nesse sentido, foi observado previamente que os
AH modificam o perfil de exsudacdo de acidos organicos em plantulas de milho

aumentando a concentragdo de &cidos citrico, oxalico e maleico (Canellas et al.,



2008b). Além disso, Ohno et al., (2004) verificaram aumento da extrusdo de
citrato relacionado com o aumento da atividade de H*-ATPase.

A relacdo entre a hidrofobicidade dos AH e os efeitos de indugdo do
crescimento radicular foi indiretamente mostrado por Canellas e Faganha (2004),
Zandonadi et al. (2007), Canellas et al. (2008a; 2009). Piccolo (1996) postulou
que os componentes hidrofobicos derivados da degradacdo de plantas e da
atividade de microrganismos sado capazes de incorporar randomicamente
moléculas mais polares e por consequiéncia, protegé-las da degradacao. Spaccini
et al. (2000) mostraram que compostos organicos liberados durante a
mineralizacao no solo de residuos de milho foram estabilizados e protegidos da
decomposicdo pela protecdo dos componentes hidrofébicos. O processo de
encapsulacao (trapping) no interior dos dominios hidrofébicos sugere que quanto
maior a hidrofobicidade, maior € o potencial de incorporacdo de moléculas
bioativas (como os horménios). Para a expressdao do fendmeno de promocao
radicular € preciso a sua liberacdo do dominio hidrofébico que pode ser
conseguida com a simples adicdo de acidos organicos na solugdo. O processo
ocorre naturalmente pela exsudacao de acidos organicos (AO) pelas raizes e
pelos microrganismos.

Mudancgas no perfil de exsudacao de AO pelas plantulas de milho foram
induzidas por AH (Canellas et al., 2008b). Onho et al. (2004) verificaram que ha
uma correlagdo positiva e direta entre a exsudagao de prétons e de AO, também
observada por Tomasi et al. (2009). Além disso, Puglisi et al. (2008) também
observaram o aumento da exsudagado de AO em plantulas de milho tratadas com
SH. Dessa forma, pode-se sugerir que a adicdo de AO pode amplificar os efeitos
fisioldégicos de uma solugéao de AH.

A seguir é apresentada uma pequena revisao sobre o0s principais efeitos
dos AH na fisiologia das plantas com atencao especial ao fenbmeno de inducao

do crescimento radicular.

2.3. Efeitos fisiolégicos de SH isoladas de vermicomposto

O vermicomposto condiciona a fertilidade do solo pelo aumento da oferta
de nutrientes e da melhoria das propriedades fisicas do solo (Landgraf et al.,
1999). As minhocas aumentam significativamente a velocidade da decomposi¢cao



dos residuos organicos (Vinceslas-Akpa e Loquet, 1997) e também produzem SH
com elevada atividade biologica (DellAgnola e Nardi, 1987; Nardi et al., 1996 ;
Muscolo e Nardi, 1997; Masciandaro et al., 1999; Muscolo et al., 1999; Faganha et
al., 2002; Canellas et al, 2002; Quaggiotti et al., 2004; Canellas et al., 2006;
Rodda et al., 2006a,b; Zandonadi et al., 2007). Essas substancias tém atividade
parecida com a dos horménios vegetais e aumentam a absorcao de nutrientes e o
crescimento vegetal (Vaughan e Malcolm, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et al.,
2002).

O uso de vermicomposto como fonte de SH apresenta algumas
vantagens: pode ser facil e comercialmente obtido, é uma fonte renovavel de
matéria organica (diferente da maioria das SH comercialmente disponiveis que
sao obtidas do lignito ou do carvao mineral) e apresenta capacidade de estimular
diretamente o crescimento vegetal (Masciandaro et al.,, 1999; Canellas et al.,
2002; Facanha et al., 2002; Rodda et al., 2006 a,b).

Desde o inicio do século passado ja se conhecia a propriedade dos
acidos humicos (AH) de estimular o crescimento vegetal quando usados em
concentracoes relativamente pequenas (Bottomley, 1917). Varios mecanismos de
acao tém sido propostos para explicar como as SH podem induzir o crescimento
radicular. Os mais tradicionais se referem a formac¢ao de complexos sollveis com
metais, especialmente com os cations que também sdo micronutrientes e
encontrados em pequena concentragdo na solugéo do solo (Cesco et al., 2002).

Também foi popular a explicacdo de que a acao surfactante das SH
poderia levar ao aumento da permeabilidade das membranas bioldgicas (Visser,
1987) e como conseqliéncia ao aumento da absorcao de ions. Se por um lado o
aumento da permeabilidade das membranas aumenta a entrada de ions, por
outro facilita a saida ja que o referido aumento ndo é seletivo. Além disso, sao
varios os experimentos com acao fisioldgica de SH nos quais sdo usados meios
sem a presenca de nutrientes.

As auxinas, principal horménio envolvido no enraizamento, induzem o
aumento de proteinas envolvidas no crescimento das plantas como a H*-ATPase
de membrana plasmatica (Frias et al., 1996). As bombas de H* membranares
acidificam o apoplasto e deixam a parede celular mais maleével facilitando o
elongamento celular (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). A ativagdo das
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bombas de H* também promove a nutricdo vegetal pela geracdo do gradiente
eletroquimico que dirige o transporte ibnico através das membranas celulares via
sistemas transportadores secundarios (Morsomme e Boutry, 2000).

A presenca de moléculas ou unidades bioativas semelhantes as auxinas
ligadas ou agregadas as SH foi relacionada com a indugédo de sitios de mitose
nas raizes e ativacdo das H+-ATPases (Canellas et al., 2002).

Foi observado, por meio de imunoensaios ou detec¢do por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, a presenca de unidades estruturais
semelhantes ao acido indol acético (AIA) em AH (Muscolo et al., 1998; Canellas et
al., (2002); Facanha et al. (2002) e Canellas et al. (2002) observaram que AH
isolados de vermicomposto induzem a proliferagdo de raizes laterais emergidas
em plantulas de milho que, por sua vez, sao formadas por células com
membranas enriquecidas com H*-ATPases (Jahn et al., 1998).

Os AH podem aumentar a expressao das H*-ATPases nas membranas e
Canellas et al. (2002) justificaram esse fenémeno a luz da teoria do crescimento
acido que postula a acidificacdo do apoplasto, causado pela ativagdo das bombas
de H" como evento essencial para a expansao celular. Tem sido relatado que a
auxina pode induzir a sintese de H*-ATPase (Hager et al., 1991) pelo mecanismo
de indugao poés-transcripcional (de mRNA de H*-ATPase) das isoformas (Mha 1 e
Mha2) expressas em milho (Frias et al., 1996). Quaggiotti et al. (2004) verificaram
superexpressao desse gene em plantas tratadas com SH. Além disso, as SH
podem estar envolvidas na indugdo da sinalizacdo celular uma vez que foi
observado uma ativacdo concentrada entre as bombas de H* da plasmalema e

tonoplasto (Zandonadi et al., 2007) tipica do crescimento acido vegetal.

2.3 Teoria do crescimento acido

A teoria do crescimento acido esta relacionada com a capacidade de
rapido elongamento e expansao das células vegetais e das paredes celulares em
pH acido. Nesse tipo de crescimento ndo ocorre o aumento do nimero de células,
porém a parede celular se torna mais flexivel pela agcdo de enzimas especificas
(e.g., expansivas) que em pH &cido (menor que 4,2), promovem o aumento da
plasticidade da parede celular pela liberacao de pequenos segmentos da matriz

de glucanos ligados as microfibrilas de celulose (Cosgrove, 1998; 2000),
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permitindo assim o aumento do volume da célula devido a processos fisicos
decorrentes do turgor e osmose. Para que acontegca o crescimento acido é
necessario algum tipo de qué? e a medida que aumenta a concentracdo de H*
isso ativa a atividade das expansinas, fazendo com que a parede celular se torne
mais extensivel pelo relaxamento da tensdo, permitindo que a célula absorva

mais agua e se amplie (Rayle e Cleland. 1992)

2.4 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica (MP) ou plasmalema € a estrutura que delimita
todas as células vivas e estabelece a fronteira entre a célula e o meio ambiente
(Taiz, 2009; Gunning e Steer, 1996), representando, portanto, um alvo primario
para a agdo de SH em solugédo. As MP possuem uma estrutura do tipo mosaico-
fluido (Singer e Nicolson , 1972), onde moléculas protéicas estdo inseridas e
interagem dinamicamente com lipidios dispostos em dupla camada (Figura 4). A
MP seleciona as substancias que entram e elimina substancias presentes no
citoplasma (Creighton, 1983). Por ser o componente celular mais externo, a MP
possui receptores especificos que tém a capacidade de reconhecer outras células
e diversos tipos de moléculas, como horménios, desencadeando assim varias
reacbes metabdlicas (Darnell, et al., 1995). A MP vegetal exerce funcdes
adicionais, tais como a sintese da parede celular, respostas a fatores bidticos e
abidticos (Ephritikhine, et al. 2004).

As proteinas sao consideradas os principais componentes funcionais da
MP, pois além do papel de sustentagdo, atuam como canais de passagem de
certas moléculas, receptores de sinais quimicos, enzimas e bombas para
transportes ativos (Taiz, 2009). Estas proteinas, que estdo envolvidas na
deteccéao e transducao de sinal que sdo organizadas em dominios especificos na
MP e sua agregacao, permitem congregar e orientar 0s percursos € os membros
do sistema de sinalizagao (Buchanan, et al., 2000).
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Figura 4: Representagcédo esquematica da membrana plasmatica com as proteinas

embebidas na bicamada lipidica. Adaptado de Taiz (2004).

Muitas moléculas sinalizadoras atuam em baixas concentragdes, ja 0s
receptores que as reconhecem e fixam-se nessas proteinas geralmente tém alta
afinidade (Darnell, et al., 1995). O calcio (Ca®*)é um regulador de varias proteinas
e atua em baixas concentracdes (Taiz, 2009), o Ca** estimula a atividade da
quinase dependente de Ca?* (CDPK), que sdo proteinas importantes no
metabolismo celular (Satterlee e Sussman, 1998). As proteinas CDPK séao
ativadas tanto pela variacdo na concentracdo de Ca®* como pela presenca de
acidos graxos (Satterlee e Sussman, 1998). As SH podem modificar a atividade
das CDPK em plantas tanto pela alteragcdo na absorcdo de Ca?*, como pela
presenca de grupos hidrofébicos, tais como, acidos graxos presentes na sua
estrutura (Taiz, 2009).

2.4.1 H*- ATPase

As H*-ATPases (bombas de H*) sdo enzimas transmembranares capazes
de hidrolisar ATP (Figura 5), que geram um gradiente de potencial eletroquimico
de H" (Taiz, 2009). Os AH podem estar envolvidos em rotas metabdlicas que

estimulam o bombeamento de H* mediado pelas H*-ATPase de MP (Canellas et
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al., 2005). As SH de baixo peso molecular estimulam a atividade da H*-ATPase
de MP (Varanini et. al., 1993). Vaughan e Malcolm (1985) mostraram que os AH
podem estimular o desenvolvimento vegetal tanto quanto os AF. Facanha et. al.,
(2002) e Canellas et. al. (2002) mostraram que os AH modificam a estrutura
radicular, estimulando o crescimento radicular, aumento de sitio de mitose,
nimero de raizes emergidas e area radicular. Além das H*-ATPase foi constatado
que os AH podem atuar como reguladores da V-ATPase e da Pirofosfatase que
sdo bombas do vacuolo (Zandonadi et. al., 2007). Nas plantas, as H*-ATPases
também participam de outras fun¢des essenciais para o seu crescimento normal,
tais como: tolerancia ao estresse salino, regulacao do pH intracelular e expansao
celular (Taiz, 2009).

Figura 5: Representagédo esquematica da H*-ATPase de MP.

2.5. Efeito das SH na expressao das proteinas

Os AH modificam o perfil protéico das plantas, tanto na inibicdo quanto
indugé@o da expresséo, podendo influenciar em todo metabolismo celular. Os AH
podem estimular atividade da peroxidase (Muscolo et al.,1993) e a H*-ATPase de
MP (Facanha et al., 2002). Além das H"-ATPases de MP, os AH podem regular
concomitantemente a V-ATPase e a Pirofosfatase (Zandonadi et al., 2007). As

proteinas envolvidas com o metabolismo da glicose, sinalizagcdo e transporte
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celular também sofrem altera¢des na expressédo, como foi descrito por Carletti et.
al.,(2008) 63% das proteinas identificadas de MP de raizes de milho,
apresentaram supressao da expressao, essas proteinas suprimidas podem estar
envolvidas em determinadas rotas metabdlicas inibindo estas rotas. Este
fenbmeno ocorre com as auxinas, que podem ser inibidas por certas proteinas,
que bloqueiam o transporte da auxina (Taiz, 2009). O Quadro 1 apresenta
resumidamente os efeitos do AH.
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3. HIPOTESE

Esse trabalho se fundamenta na hip6tese de que a adicdo externa de
pequenas concentracdes de acidos organicos de cadeia curta em uma solugéo de
AH promove um incremento da sua bioatividade em fungdo da abertura dos
agregados humicos decorrente do rompimento de interagdes hidrofdbicas fracas
entre as subunidades, promovendo liberagcdo de compostos labeis tornando-os
mais acessiveis aos receptores celulares. Um incremento da bioatividade das SH
promovida por baixas concentragdes de &cidos organicos abre uma perspectiva
tecnolégica eficiente e de baixo custo na promog¢éao do crescimento vegetal. Para
tanto foram realizadas analises morfolégicas das raizes de plantula de milho e foi
feito um estudo do perfil protéico da MP em gel na primeira e segunda dimensao.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar a promogao do crescimento radicular de plantulas de milho
tratadas com uma solugdo de AH (20 mg C L) isolado de vermicomposto e

adicionada com 0,005 mM de acido citrico.

4.1 Objetivos especificos

- Determinar o nimero de raizes laterais emergidas, comprimento do eixo
principal, area e comprimentos totais e numero de sitios de mitose; Avaliar
a atividade da H*-ATPase de MP isolada de raizes de plantulas de milho
tratadas com AH e &cido citrico;

- Determinar qualitativamente as mudancas no perfil das proteinas de
membrana plasmatica isoladas de raizes de plantulas de milho tratadas
com AH e &cido citrico.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Obtencao dos acidos humicos

O procedimento de extragdo dos AH ocorreu de acordo com Canellas et
al. (2002). Foi utilizado NaOH 0,5 mol L' como extrator, na razdo residuo:extrator
organico de 1:10 (viv) em atmosfera inerte de No. Ap6s 12 h, foi centrifugada a
5.000 x g e acidificado a pH 1,5 com HCI 6 mol L. A solubilizacdo e precipitagdo
dos AH foi repetida trés vezes. Em seguida, foram adicionados 200mL de solucao
aquosa diluida de HF e HCI (preparada com 5mL de HCI concentrado e 5mL de
HF concentrado, sendo o volume da solucdo completado para 1L com &gua
desionizada), agitando-se a amostra durante 12 horas. Os AH foram lavados com
agua deionizada até teste negativo com AgNOs;. Em seguida, os AH foram
dialisados contra agua em membranas com limite de exclusdo de 14 kDa e secos
por liofilizagdo. O AH foi solubilizado com 50 a 100 mL de NaOH 0,05 mol L' e o
pH foi ajustado para 5,5 com HCI 0,1 mol L. A caracterizacdo do AH esta de

acordo com Canellas et al. (2010).
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5.2. Crescimento de plantulas e tratamento com acido humico e acido citrico

Sementes de milho (Zea mays L., var UENF 506/6) foram esterilizadas
por meio da imersdo em uma solu¢cao de NaCl 1,0 %, lavadas e colocadas em
agua destilada por seis horas. As sementes foram acondicionadas em papel e
germinadas no escuro a 28°C. Trés dias apds a germinacgao, as plantulas foram
transferidas para um meio minimo contendo somente CaCl, 2 mM (Controle). O
meio minimo foi suplementado com AH isolado de vermicomposto na
concentracdo de 20 mg C L' (AH), (trabalhos anteriores indicaram esta
concentragcao como dentro da faixa étima de promogao de crescimento) e com AH
na concentracdo de 20 mg C L mais AC na concentracdo de 0,005 m mol L
(AH+AC). O pH da solugéo foi ajustado para 5,5 com solugéo diluida de NaOH
e/ou HCI. Apés sete dias de crescimento, as plantulas foram coletadas e as raizes

utilizadas para o isolamento das proteinas de membrana plasmatica.

5.3. Avaliacao do crescimento radicular das plantulas de milho

5.3.1. Comprimento e area radicular

As raizes foram escaneadas e em seguida foram analisados o
comprimento radicular total e a area radicular de cada plantula e foram calculados
como a soma dos comprimentos de todos os segmentos radicular nodais, utilizando

o programa Delta-T Scan™.

5.3.2 Sitios de mitose

O sistema radicular foi lavado com &gua e submetido a fervura a 75 ° C por
20 minutos em KOH (0,5%, p/v). Em seguida, as raizes foram lavadas em agua e
coradas com hematoxilina por 14 h no escuro. Apds este procedimento, as raizes
foram lavadas com agua e colocadas em uma solug¢ao de &cido lactico 80% (p/v) a
75°C por 30 a 90 segundos. As raizes foram transferidas para placas de Petri
contendo agua e observadas em microscopio estereoscopico para avaliar o numero
de sitios de mitose, visiveis como pontos vermelhos em um fundo branco do tecido

da raiz. A solugdo de hematoxilina € preparada da seguinte forma: 1 g de
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hematoxilina, 0,5 g de aménio férrico sulfato, e 50 mL de 45% (p/v) de acido
aceético, e foi armazenada no escuro a temperatura ambiente. Foi preparada uma

solugéo estoque que foi diluida na agua 40 vezes.

5.3.3 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
10 repeticées para cada tratamento. Foi realizada a andlise da variancia e as
médias foram comparadas pelo teste DMS em nivel de 5% de probabilidade
(P<0,05) pelo programa SISVAR da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

5.4 Ensaios bioquimicos

5.4.1 Preparacao da fracao microssomal

A fracdo microssomal isolada das raizes de milho foi obtida a partir da
centrifugacao diferencial (De Michelis e Spanswich, 1986). As raizes foram
cortadas, pesadas e homogeneizadas em meio tamponado. O tampao de
extracao foi composto de HEPES-KOH 50 mM (pH 7,5), sacarose 250 mM, KCI
150 mM, EDTA 150 mM, DTT 1 mM, PVP 0,8 %, BSA 0,2%, PMSF 1 mM, &cido
ascorbico 50 mM, na relagdo massa de tecido:volume de tampao de 1:1,5. A
manipulagédo das solugbes foi realizada em temperatura entre 0 e 4°C. O pH foi
mantido entre 7,6 e 8,0. O homogenato resultante foi filtrado utilizando-se
miracloth e submetido a centrifugacdo (3.000 x g, 15 min.), o precipitado foi
descartado para a remogao de células nao rompidas e nucleos. Para o isolamento
das mitocondrias o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g, 15 min. O
sobrenadante foi submetido a nova centrifugagdo (100.000 x g, 50 min.). O
precipitado dessa centrifugacédo foi solubilizado em solugdo tampéo contendo:
MOPS-KOH 25 mM, sacarose 250mM, EDTA 0,1 mM, KCI 10 mM, DTT 1 mM.

5.4.2 Particao de fase

A fracdo microssomal foi submetida a metodologia de particdo de fase
(Ephhrikhine et al., 2004) para a purificagdo das proteinas de membrana
plasmética. O primeiro meio da particio de fase: DEXTRAN T500 6,2%
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(peso/peso), sacarose 250 mM, MOPS-KOH 25 mM (pH 7,8), KCI 10 mM, EDTA
0,1 mM, DTT 1 mM. O segundo meio da particdo de fase: Polyethylene glicol
3350 6,2% (p/p), sacarose 250 mM, HEPES-KOH 25 mM (pH 7,8), KCI 10 mM,
EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM. Adiciona-se o0 meio de particdo de fase na fracédo
microssomal que foi ressuspensa, fazendo agitagéo e inversao do frasco por 40
vezes. O meio obtido € submetido a uma primeira centrifugagéo (1.500 x g por
5min), e a segunda centrifugagéo (100.000 x g por 60min). As diferentes amostras
foram devidamente aliquotadas, identificadas e estocadas a -20° C para
posteriores analises.

5.4.3 Determinacao da concentracao de proteinas

A concentragdo de proteinas de cada amostra foi determinada pelo
método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrao. As amostras foram ensaiadas em duplicata, com as concentragdes de
BSA variando de 0 a 20 pg, com intervalos de 2 pg. As leituras foram realizadas
em espectrofotébmetro (Spekol UV VIS 3.01), a 595 nm de comprimento de onda.

5.4.4 Avaliacao da atividade das H+-ATPases de MP

A atividade ATPasica foi determinada colorimetricamente conforme
descrito por Fiske e Subbarrow (1925), medindo-se a quantidade de fosfato
inorganico liberado pela reacao. A reacao foi iniciada com a adi¢do da proteina, e
parada pela adicao de acido tricloroacético (gelado) para uma concentracéao final
de 10% (v/v). Composicédo do meio reacional: MOPS-KOH pH 6,5 ou 7,0, 50 mmol
L™ MgCl> 3 a5 mmol L, KCI 100 mmol L™, ATP 1 mmol L™ e 50 pg de proteina.
A hidrélise de ATP representa a atividade sensivel a 0,2 mmol L™ de vanadato. A
revelagao do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicao de 0,5 mL da mistura
contendo Molibdato de Aménio 2% em HySO4 2 % + Acido Ascérbico 1% e, apos
15 minutos, efetuou-se a leitura em um espectrofotobmetro Shimadzu UV-2000 no
comprimento de onda de 750 nm. Nessa reacao, o fosfato é incorporado dentro
de um complexo fosforo-molibdénio e reduzido com &cido ascorbico para formar a

cor azul. Em todos os experimentos, a atividade hidrolitica da H"-ATPase foi
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medida a 30 °C, com ou sem vanadato, e a diferenga entre essas duas atividades
foi atribuida a ATPase.

5.5 Avaliacao qualitativa do padrao diferencial de proteinas

5.5.1 Determinacoes eletroforéticas por SDS-PAGE

As proteinas extraidas das amostras de tecido radicular (membranas) de
plantas apés a agéao do AH e AH+AC e controle foram submetidas a eletroforeses
em géis desnaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). A aplicacao das amostras
seguiu da seguinte forma: foi adicionada uma parte de tamp&o de amostra 4x
(contendo SDS 2%, B-mercaptoetanol 4%, uréia 8M) para cada duas partes de
extrato de proteina. Foi aplicado nos pocos um total de 50ul do extrato de
proteina. As amostras foram submetidas a separacao por eletroforese em SDS-
PAGE. A separagéo protéeica ocorreu sob uma corrente de 120 V até a linha de
tampao de amostra chegar a parte inferior do gel. Posteriormente os géis foram
revelados com azul brilhante de Coomassie R-250. As analises da mobilidade
eletroforéticas e a quantificagdo relativa das bandas foram realizadas mediante
varredura (scanner) do gel unidimensional obtendo uma imagem em formato TIFF
em um software comercial e logo se realizou um estudo densitografico utilizando o
programa computacional "gel perfect" (Bozzo e Retamal, 1991, Retamal et al.
1999). A determinagdo da massa molecular relativa foi realizada relacionando a
mobilidade das proteinas das amostras em estudo, com aquelas de proteinas de

massa molecular conhecida, utilizando o mesmo programa computacional.

5.5.2 Determinacoes eletroforéticas por 2D-PAGE

As eletroforeses bidimensionais seguiram o método elaborado por
O’Farrel (1975) com algumas inovagoes feitas por Gorg et. al., (1980). Dentre elas
consta um gradiente de pH imobilizado por meio da polimerizagdo de anfdlitos
quimicos com a matriz de acrilamida para a focalizag&o isoelétrica na primeira
dimensdo, em um sistema de focalizagdo chamado IPGphor (Amersham-
Pharmacia). O extrato contendo as proteinas, 60 ug foram diluidos em solugéo de
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focalizagéo isoelétrica (IEF) (constituindo de uréia 8M, CHAPS 2% m/v, tampao
IPG (pH 3-10) 2%, azul de bromofenol 1ul) e usados para re-hidratagéo das tiras
de gel. A eletrofocalizagao procedeu-se em tiras de gel de 7cm, com gradiente de
pH imobilizado de 3 a 10 (Amersham-Pharmacia) em aproximadamente 28.000
Vh. A segunda dimensdo foi feita, ap6s o equilibrio da tira em tampao de
equilibrio contendo iodoacetamida para alquilagdo e redugdo das proteinas,
usando-se um sistema vertical para eletroforese (BIORAD) sob voltagem
constante de 120V.

5.5.3 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
duas repeticbes para cada tratamento, cada vaso com aproximadamente 300
plantulas. A analise estatistica foi feita utilizando o teste DMS p<0,05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Bioatividade dos AH em solucao com AC

As alteracdes do sistema radicular em resposta aos estimulos hormonais
e ambientais e a quantidade de raizes laterais sdo influenciadas por uma
diversidade muito complexa de sinais externos e internos (Torrey, 1986; Lopez-
Bucio et al., 2003; Sorin et al., 2005). Foi observado que plantas de milho tratadas
com AH em solugcdo com AC apresentam habilidade de induzir mudancas no
padrdo de enraizamento (Figura 7). A exsudacdo de acidos orgéanicos pelas
raizes pode desarranjar a estrutura das SH e liberar compostos similares as
auxinas, que, ao acessar receptores externos a célula, desencadeiam a mudancga
na arquitetura radicular (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007; Dobbss et
al., 2007; Aguiar et al., 2009; Canellas et al., 2010).

O sistema radicular do milho foi significativamente modificado tanto pela
adicao de AH quanto pela adicao de AH+AC a solucao de cultivo utilizada para
crescimento das plantas. O comprimento do eixo principal (CEP) das plantas
tratadas com AH e AH+AC apresentou reducdo de 39,7% e 28,3%,
respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 7A). Este encurtamento é um
efeito tipicamente observado em plantas tratadas com auxina (Zandonadi et al.,
2007), sugerindo a presenca do hormonio ou uma acao do tipo hormonal presente
nos AH.
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O numero de raizes laterais emergidas aumentou 37% em relagdo ao
controle com o tratamento das plantulas com AH e 55% quando tratadas com
uma solugdo de AH+AC. A indugcdo de raizes laterais € o resultado tipico da
influéncia das SH sobre o crescimento radicular (Canellas et al., 2002; Zandonadi
et al., 2007; Dobbss et al., 2007).
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Figura 7: Efeito do AH isolado de vermicomposto e da adicdo de acido citrico
juntamente com AH (AH+AC) sobre a morfologia do sistema radicular de milho.
Dados de comprimento do eixo principal (A); nimero de raizes laterais (B); area
radicular (C); e comprimento de raizes laterais (D) O comprimento das raizes
laterais e o comprimento do eixo principal foram normalizados em relagdo ao
controle  (CONT=100%). Meédias seguidas de letras diferentes sao

estatisticamente diferentes pelo teste DMS p<0,05.

Foi observado aumento na area radicular (Figura 7C) das plantulas
tratadas com AH (45%) e com AH+AC (58%) em relacao as plantulas controle. O
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comprimento das raizes laterais (Figura 7D) apresentou aumento significativo de
94% para o AH e de 126% para o AH+AC.

Os tratamentos com AH promoveram aumento no numero de raizes
laterais, na area radicular e no comprimento de raizes laterais em comparagao
com o controle. A adicdo de AC ndo aumentou o efeito de inducao de emergéncia
de raizes laterais (Figura 8). Essas mudancas morfolégicas promovidas pelas SH
ja foram observadas ja ha bastante tempo (Bottonley, 1917). Geralmente é
observado um forte estimulo no desenvolvimento radicular (bem mais do que na
parte aérea) com uso de concentragdes relativamente pequenas de SH em
solugdo e inibigdo do crescimento em doses maiores, semelhante a curva
normalmente obtida nos ensaios com horménios vegetais (Vaughan e Malcolm,
1985). Segundo Parry e Estelle (2006), o sinal primario que dispara a iniciacao da
raiz lateral € promovido pela auxina que induz a iniciacdo da raiz lateral pelo
movimento descendente polar desde as folhas jovens até a ponta da raiz através
do cilindro vascular (pelo periciclo ou xilema diferenciado). O AH induziu o
aumento no numero de sitios de mitose (Figura 8), ja para o AH+AC se manteve
igual ao controle. Esse dado pode indicar uma maior velocidade de promoc¢ao de
emergéncia de raizes laterais, uma vez que os primordios radiculares podem ser
transformados mais rapidamente em raizes emergidas com aumento da
concentracdo de auxinas. Assim, a adicdo de um acido organico pode acelerar o
enraizamento lateral, ja que o AH estaria disponivel mais rapido para a planta.
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Figura 8. Numero de sitios de mitose. Médias seguidas de letras diferentes sdo
estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05.
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6.2 Atividade da H+-ATPase

As MP isoladas das raizes de plantulas de milho tratadas por sete dias
com AH e AH+AC apresentaram um estimulo da atividade ATPésica sensivel ao
vanadato. O tratamento com AH promoveu um incremento de 77% em relacao ao
controle na atividade ATPasica (Figura 9). A estimulagdo dos AH na presenca de
AC foi de 374% em relagdo ao controle. Outros trabalhos relatam também o
aumento da atividade hidrolitica em plantulas tratadas com AH (Canellas et. al.,
2002; Zandonadi et al., 2007; Dobbss et al., 2007; Aguiar et. al., 2009; Canellas
et. al, 2010). Canellas et al., (2008) observaram que os AH promoveram maior
exudacao de acidos orgéanicos pelas raizes, estando esta observagdo de acordo
com a proposta de que a estrutura do AH pode ser facilmente quebrada pela
adicao de acidos organicos (Piccolo, 2002). Ohno et al. (2004) relataram que ha
uma relagdo direta entre a atividade da H+-ATPase e a exsudacao de AC.
Provavelmente quando o AC entra em contato com o AH em solucao, libera
grupamentos com atividade tipo hormonal aumentando assim a atividade da H+-
ATPase de MP.
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Figura 9: Atividade especifica da H+-ATPase em plantulas de milho tratadas com
AH e AH+AC em solucdo. Meédias seguidas de letras diferentes sao
estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05.
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6.3 Avaliacao qualitativa do padrao diferencial de proteinas

As proteinas extraidas das raizes de milho foram submetidas a géis na
primeira e na segunda dimensdo. Na Figura 10 encontram-se os géis dos
tratamentos e controle na primeira dimensao e na segunda dimensao.

Analisando a Figura 11, observa-se que a(s) proteina(s) de massa
molecular (Mm) de 178,05 kDa foram induzidas pelos tratamentos de AH e
AH+AC, sendo que o AH apresentou o percentual de 5,8% e para os AH+AC de
7,4% e ndo apareceram no controle, 0 mesmo acontece para a(s) proteina(s) com
Mm de 146,68 kDa, com 5,1% de proteinas para o tratamento com AH e 7,2%
para AH+AC, mas para a(s) proteina(s) com Mm de 135,74 kDa apareceram
somente no controle. A banda que representa as proteinas de Mm igual a 100,91
kDa, mostra que houve inducdo destas proteinas somente quando as plantas
foram tratadas com AH+AC, porém para as proteinas de Mm de 94,04 kDa foram
suprimidas pelo tratamento do AH+AC, aparecendo em propor¢ao igual tanto no
controle quanto no tratamento com AH. A banda com Rf 0,21 cujo Mm é de
aproximadamente 66kDa, aparece mais forte em relacdo as outras bandas,
provavelmente por causa da adicdo de BSA durante o processo de extragao. As
bandas com Mm entre 56 e 57kDa possivelmente sdo as mesmas proteinas,
aparecem em todos os tratamentos e no controle na seguinte proporgéo: controle
com 2,1%, AH com 1,7% e AH+AC com 2,5%. A(s) proteina(s) de Mm entre 50 e
51 kDa aparecem com mais intensidade do que as outras bandas do gel e
também apareceram tanto no controle quanto nos tratamentos com percentual de
11,8% para o controle, 14,5% para o AH e 14,7% para AH+AC. A(s) proteina(s)
de Mm de 42 a 43kDa podem representar as mesmas proteinas e aparecem 0s
seguintes percentuais: controle 7,6%, AH 7,3% e AH+AC 7,7%. A(s) proteina(s)
de Mm de 38 e 39 Mm também estdo presentes em todos os tratamentos bem
como no controle, porém aparecem em maior intensidade para o tratamento
AH+AC (4,3%). A(s) proteina(s) representadas pelas Mm de 34 e 35 kDa, também
estao presentes tanto no controle quanto nos outros tratamentos, apresentando o
percentual de 8,4% para o controle, 8,8% para o AH e 7,2% para AH+AC. A(s)
proteina(s) de Mm 32kDa foram totalmente inibidas pelo AH+AC, aparecendo
com 3,5% para o controle e 2,5% para o AH. Proteina(s) de Mm de 31kDa foram
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totalmente inibidas pelo controle e AH sendo expressa(s) somente no tratamento
de AH+AC, ja as de Mm de 27kDa, foram expressa(s) somente no controle e
quando as plantas foram tratadas com AH e AH+AC na proporcédo de 2,1 e 1,7%,
respectivamente. O mesmo acontece para a(s) proteina(s) cujo Mm €& de 25kDa,
sendo expressa(s) somente no controle (6,8%) e no AH (6,9%). E finalmente a(s)
proteina(s) representada(s) pelas Mm de 21, 18 e 15kDa foram totalmente
inibidas quando tratadas com AH e AH+AC.

Observa-se que 5 bandas da(s) proteina(s) no gel na primeira dimensao
s6 apareceram no controle, e 5 bandas foram totalmente inibidas no controle.
Quando as plantulas foram tratadas com AH, observou-se que 7 bandas do gel
foram suprimidas e que 2 bandas foram expressas com AH, porém inibidas
quando tratadas com AH+AC. Para o tratamento com AH+AC, 11 bandas do gel
foram totalmente inibidas e 2 aparecem somente nesse tratamento. Essas bandas

com expressoes diferenciadas sao alvos pra futuros estudos.
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Figura 10: Gel na primeira dimensao: Controle (A), AH (C) e AH+AC (E). Gel na
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Figura 11: Analise densitométrica do gel SDS-PAGE. Controle (A), AH (B) e
AH+AC (C)

A Figura 12 (A, B e C) mostra a separagao das proteinas de MP no gel
2D. No gel controle foram encontrados 22 spots, no AH e 15 spots e no AH+AC 8
spots. O AH+AC inibiu a expressao das proteinas em 63% em relacdo ao
controle, e para o AH essa inibigdo foi de 31,2%. Observa-se que o tratamento
com o AH+AC suprime muitas proteinas, tais proteinas poderiam estar envolvidas
com certas rotas metabdlicas impedindo a sua ativagdo, e que quando suprimidas
levaram ao maior desenvolvimento radicular.

Segundo Nannipieri et al.1993, as SH aumentam a respiracdo e a
velocidade das reacbes enzimaticas do ciclo de Krebs, resultando em um
aumento da produgcdo de ATP. Canellas et al, (2002) e Faganha et al., (2002)
mostraram que os AH estimulam as H+-ATPase de MP e esse processo esta
diretamente envolvido com dois mecanismos fundamentais do desenvolvimento
vegetal: a energizacao de sistemas secundarios de translocagdo de ions e o
aumento da plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de
crescimento e divisdo celular, que esta relacionado com a teoria do crescimento
acido que postula um aumento da extrusdo de prétons mediado pela H+-ATPase,

promovendo a acidificacdo do apoplasto, ativando enzimas especificas que atuam
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sobre a parede celular aumentando sua plasticidade e, consequentemente,
permitindo o elongamento celular (Rayle e Cleland, 1992).

Analisando a influéncia de SH de alta massa molecular na atividade de
algumas enzimas envolvidas no metabolismo, absor¢do e assimilagdo do N em
duas espécies de Pinus, Panuccio et al. (2001), verificaram que as SH
estimularam a absor¢cdo de NH4+, enquanto que a absorcdo de NO3- néo foi
afetada, e a assimilacdo do NH4+ foi afetada diferentemente nas espécies
estudadas. Para as plantulas de Pinus laricio apenas a atividade da malato
desidrogenase nas folhas foi aumentada, enquanto que nas plantulas de Pinus
pinaster houve um aumento das atividades da glumato desidrogenase nas folhas
e da fosfoenolpiruvato carboxilase nos ramos e folhas.

Um estudo realizado por Carletti et al., (2008), mostrou que plantulas de
milho quando tratadas com SH, apresentaram inibicdo de vérias proteinas
envolvidas em diferentes rotas metabdlicas. Nesse estudo foi constatado que
além de inducdo das H*-ATPase pelas SH outras proteinas envolvidas no
transporte celular aumentaram sua expressdo como as anexinas, e para proteinas
envolvidas na sinalizagdo celular como a proteina quinase Ca-dependente,
proteina 14-3-3 e a lipoxigenase foram inibidas. Isso afirma que os AH realmente
modificam o perfil protéico, portanto os spots do presente trabalho que
apresentaram expressfes protéicas diferenciadas serdo alvos para futuras
pesquisas, como a identificacdo destas proteinas e para elucidar quais rotas
metabdlicas que os AH mais atuam.
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Figura 12. Gel 2D de proteinas isoladas de MP de raizes de milho. Controle (A);
AH (B): e AH + AC (C), os circulos da mesma cor marcam 0s spots que

apresentam as principais diferengas entre o controle e os tratamentos.



34

7. RESUMO E CONCLUSOES

1- A presenca de um sistema radicular ramificado com grande
abundancia de raizes laterais é fundamental para o crescimento de plantas. O
maior volume de solo explorado é uma adaptacao importante no caso de solos
com baixo conteudo de nutrientes e capacidade de troca de cations.

2- A adicao de &cido citrico a solugdo de AH foi capaz de aumentar a
bioatividade dos AH notadamente sobre a atividade das bombas de prétons
apontando para um processo de inovagao tecnolégica para a producdo de
insumos bioldgicos para a agricultura. Os resultados obtidos mostram que os AH
em solugdo com acido citrico (AC) aumentam a promog¢ao do crescimento das
raizes laterais (126%), da area radicular (58%), numero de raizes laterais (55%),
porém nao foram diferentes da solugdo contendo apenas AH. A maior atividade
da bomba de H" (374%) foi obtida com AC+AH em solugcdo. Esses resultados
estdo de acordo com a conformacado supramolecular das SH, uma vez que
pequena adicdo de AC pode desestruturar a agregacao humica e liberar
substancias bioativas contidas no interior do agregado hamico.

3- Ocorreram mudancgas no perfil padrao de expressao protéica, os AH
suprimiram varias proteinas, e em conjunto com o AC essa supressao se tornou
mais evidente, mostrando que o AC interage com os AH, liberando os compostos

gue agem no metabolismo celular, promovendo o desenvolvimento radicular.
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