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RESUMO 

 

 

 
RIMA, Janaína, A. H. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. 
Fevereiro de 2010.  BIOATIVIDADE DE ÁCIDOS HÚMICOS EM SOLUÇÃO 
TRATADOS COM ÁCIDO CÍTRICO. Orientador: Profº. Luciano Pasqualoto 
Canellas 
 

A promoção do crescimento vegetal por ácidos húmicos (AH) tem sido atribuída à 

ação do tipo hormonal capaz de promover o desenvolvimento e proliferação das 

raízes, resultando em uma absorção mais eficiente de água e nutrientes. 

Atualmente se busca entender como os AH isolados de vermicomposto (20mg C 

L-1) em solução com ácido cítrico (0,005mM) podem modificar o metabolismo das 

plantas. O objetivo deste trabalho foi analisar as mudanças na arquitetura 

radicular do milho e quantificar o perfil diferencial (indução/supressão) de 

proteínas de membrana plasmática (MP) purificadas. Para tanto foram analisados 

comprimento da raiz principal, número de sítios de mitose, número de raízes 

laterais e área total. Para análise do padrão diferencial das proteínas foi feito o 

fracionamento celular por ultracentrifugação diferencial e isoladas por eletroforese 

utilizando géis em uma dimensão (SDS-PAGE) e duas dimensões. Observou-se 

que os AH em solução com ácido cítrico (AC) aumentam a promoção do 

crescimento das raízes laterais, da área radicular, número de raízes laterais e a 

atividade da bomba de H+. Os tratamentos AH e AH em conjunto com o AC, 

reduziram fortemente a quantidade de proteínas associadas à MP. Quando 



 

viii 

 

analisados em conjunto os dados obtidos deste trabalho, pode-se concluir que 

sob a ação do AC os AH podem atuar em rotas metabólicas que influenciam 

positivamente o desenvolvimento do sistema radicular. 
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ABSTRACT 

 

 

RIMA, Janaína, 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 



 

x 

 

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

system development.  



 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os ácidos húmicos (AH) promovem o desenvolvimento e o metabolismo 

das plantas (Vaughan e Malcolm, 1985; Nardi et al., 2002), principalmente sobre o 

crescimento radicular, devido ou à presença de fitormônios ou uma ação do tipo 

hormonal capaz de induzir a proliferação das raízes secundárias.  

A promoção do crescimento radicular em resposta às substâncias húmicas 

(SH) foi atribuído, basicamente, a dois fenômenos: o primeiro relacionava a 

formação de complexos do tipo SH-cátions/ânions e o aumento da solubilidade 

dos íons e, por conseqüência, sua facilidade de absorção, só que este 

mecanismo é insuficiente para descrever resultados obtidos com crescimento de 

plântulas em água ou meio mínimo acrescidos com SH (Vaughan e Malcolm, 

1985). O segundo fenômeno está relacionado, com efeito, surfactante das SH 

sobre as membranas celulares aumentando a sua permeabilidade aos íons 

(Vaughan e Malcolm, 1985), causando a abertura de orifícios nas membranas 

fosfolipídicas ocasionando, perda da seletividade e conseqüentemente distúrbios 

na homeostase celular.  

Uma teoria mais geral para a ação das SH no crescimento radicular e 

absorção de íons foi postulada a partir da observação de que os AH são capazes 

de estimular a atividade e a quantidade de H+-ATPases de membrana plasmática 

(MP) (Façanha et al., 2002; Canellas et al., 2002).Essas enzimas têm um papel 

central na absorção de íons, pois são geradoras do gradiente eletroquímico 

responsável pela diferença de potencial e acidificação do apoplasto, condição 
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necessária para o alongamento e divisão celular (teoria do crescimento ácido) 

(Hager et al., 1991; Rayle e Cleland, 1992). A observação de que os AH podem 

estimular a síntese de H+-ATPases de MP (Canellas et al., 2002) via regulação 

genética foi confirmada por Quaggiotti et al. (2004). 

Além das H+-ATPases de MP, os AH podem regular concomitantemente as 

bombas do vacúolo (V-ATPase e Pirofosfatase), sugerindo a existência de um 

mecanismo complexo de regulação do metabolismo energético celular de forma 

similar ao efeito promovido pelas auxinas (Zandonadi et al., 2007). 

Os trabalhos relacionando o efeito do tipo auxínico das SH entre os anos 

70 e 80 (Nardi et al., 2002) eram realizados principalmente com os ácidos 

fúlvicos, fração húmica com tamanho/dimensão molecular compatível com os 

efeitos fisiológicos. No entanto, os resultados com indução do crescimento 

radicular pelos AH apontavam para uma incongruência: como macromoléculas 

poliméricas apresentando até alguns milhões de Daltons poderiam acessar o 

interior da célula e atuar de modo similar às auxinas? A possibilidade de liberação 

de auxinas das macromoléculas era considerada pouco provável, uma vez que 

exigia rompimento de ligações estáveis, tais como as co-valentes e, ainda, 

manutenção da integridade desses compostos prontamente lábeis.  

A massa molecular não é um fator decisivo para o efeito de promoção do 

crescimento radicular e indução da H+-ATPases de MP pelas SH, isso foi 

verificado por  Aguiar et al. (2009) utilizando subfrações húmicas obtidas com 

cromatografia de exclusão de tamanho com  gel de Sephadex, e Canellas et al. 

(2010) com cromatografia líquida de alta eficiência por exclusão de tamanho 

(HPSEC). Em alguns casos, os AH são tão ou mais fisiologicamente ativos que os 

ácidos fúlvicos. 

A possibilidade de liberação de biofragmentos provenientes de plantas e 

microrganismos da estrutura das SH e seu acesso aos receptores celulares 

ganhou sentido com a concepção estrutural das SH proposta por Piccolo (ver 

Canellas et al., 2005), que postula que esses biofragmentos seriam ligados por 

interações químicas fracas e rompidas facilmente com a adição de ácidos 

orgânicos (AO) (Piccolo et al. 1996). Ao contrário das macromoléculas ou 

polímeros, as SH quando em solução, formavam uma associação de compostos 

orgânicos heterogêneos e de massa molecular relativamente pequena mantidos 
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por interações fracas e predominantemente hidrofóbicas (Piccolo, 2002). A adição 

de pequenas concentrações de AO de cadeia simples era capaz de romper essa 

associação e liberar seus componentes do agregado húmico de massa molecular 

só aparentemente elevada. Simultaneamente esta teoria foi confirmada por outros 

pesquisadores de forma independente (Simpson, 2002). Uma revisão sobre a 

associação húmica e a preservação 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 

avaliação da bioatividade de AH isolados de vermicomposto com e sem a adição 

de ácido cítrico em solução em plântulas de milho. A possibilidade da existência 

de uma relação entre as respostas das plantas e a mudança conformacional de 

AH promovidos pela adição de ácido cítrico em solução abrem a perspectiva de 

insumos biológicos destinados à promoção do crescimento radicular mais 

eficiente. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Substâncias húmicas 
 

As substâncias húmicas (SH) constituem a parte mais estável do carbono 

presente na matéria orgânica do solo (MOS) e são determinantes no conceito de 

desenvolvimento sustentável devido à sua influência na manutenção da qualidade 

do solo (Piccolo, 1996 ). São geralmente classificadas em função da sua 

solubilidade em meio aquoso alcalino ou ácido. Os ácidos fúlvicos (AF) são 

solúveis tanto em meio alcalino como ácido; os ácidos húmicos (AH) são solúveis 

em solução alcalina que, quando acidificada, é promovida a coagulação dos AH; a 

fração humina (H) é considerada a fração residual de matéria orgânica, ou seja, 

são compostos insolúveis tanto em meio alcalino como em meio ácido. 

Existem alguns modelos estruturais que tentam explicar a organização 

das SH. O mais antigo é o que considera as SH como uma macromolécula 

polimérica decorrente do processo de humificação, no qual a biomassa 

constituída por resíduos de plantas, animais e microrganismos é transformada até 

húmus (Stevenson, 1994). Entretanto, Piccolo (2002) mostrou que as SH são 

melhores descritas teoricamente como uma reunião de diversos compostos 

químicos de baixa massa molecular, que formam associações dinâmicas 

estabilizadas por meio de interações hidrofóbicas e pontes de hidrogênio. Estas 

associações são capazes de se auto-organizar em ambientes aquosos, em 

estruturas supramoleculares que apresentam tamanhos moleculares só 

aparentemente elevados.  
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2.2 Adição de ácidos orgânicos e mudança conformacional das SH 

 

As pequenas subunidades que compõem os agregados húmicos são 

mantidas unidas principalmente por forças fracas de caráter hidrofóbico (Piccollo, 

et al., 1996). A elevada dimensão molecular das SH é só aparente uma vez que 

estas ligações podem ser reversivelmente rompidas pela adição de ácidos 

orgânicos (Nardi, et al., 1996; Piccolo, et al., 1996), ocorrendo a liberação de 

pequenos fragmentos para a solução.  Isso sugere que as SH (em solução) não 

se comportam como polímeros como se acreditava anteriormente (Stevenson, 

1994). Por analogia com as macromoléculas biológicas (Cantor et al. 1980), as 

SH se parecem  com estruturas formadas por pequenas moléculas auto-

associadas randomicamente. A estabilização de tal conformação pode ser 

atribuída à tendência dirigida pela entropia de excluir moléculas de água da 

associação húmica e diminuir a energia molecular total (Conte e Piccolo, 1999). 

 

 

 

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 presença de ácidos orgânicos 

de cadeia curta.   

 

Figura 1: Representação esquemática do modelo de ácidos proposto por 

Piccolo (1997), conforme Canellas et al. (2005). 
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Figura 2: Projeção 2-D DOSY NMR de SH. Adaptado de Simpson et al. (2002). 

A projeção dos compostos no experimento DOSY H NMR dão suporte 

experimental ao postulado de que os componentes das SH não são ligados entre 

si por forças co-valentes, uma vez que a separação em solução ocorreu com base 

no fenômeno da difusão (Figura 2). Assim, é possível indicar que as SH são 

formadas por misturas orgânicas de compostos relativamente simples (compostos 

aromáticos, açúcares e compostos alquílicos). O arranjamento desses compostos 

em solução prevê a formação de um domínio hidrofóbico (formado por entidades 

aromáticas pouco substituídas e ácidos graxos de cadeia longa) circundado por 

um domínio hidrofílico (formado por carboidratos, peptídeos e grupos ácidos) 

como apresentado na Figura 3.  
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Domínio hidrofóbico 

Domínio hidrofílico 

água 

 

Figura 3. Representação esquemática do arranjamento dos compostos nas SH 

em solução. Adaptado de Conte, 2007.  

 

O domínio hidrofóbico das SH, ou seja, os componentes aromáticos pouco 

substituídos e os alquílicos são capazes de proteger compostos lábeis contra a 

degradação microbiana (Spaccini et al., 2002). Canellas et al. (2010) verificaram 

uma relação significativa entre o aumento do grau de hidrofobicidade da matéria 

orgânica de um Cambissolo e a preservação de compostos nitrogenados, 

fosfatados e sulfurados lábeis. Além disso, Canellas et al. (2008a) estudando 

propriedades químicas de AH isolados de uma seqüência de solos do Norte 

Fluminense  encontraram correlação significativa entre o grau de hidrofobicidade 

dos AH e seu efeito de promoção no crescimento radicular e estimulação da 

atividade da H+-ATPase de MP. Resultados similares foram encontrados com AH 

isolados de sete Latossolos de diferentes regiões do Brasil (Canellas et al., 2009). 

Tomados esses dados em conjunto (i.e., a distribuição de massa molecular não 

determinante para a bioatividade e as correlações positivas com o grau de 

hidrofobicidade) é possível sugerir a presença de uma provável relação entre a 

preservação de biofragmentos nos domínios hidrofóbicos dos HA e sua liberação 

em solução na presença de ácidos orgânicos de cadeia simples exsudados pelas 

plantas ou por microrganismos. Nesse sentido, foi observado previamente que os 

AH modificam o perfil de exsudação de ácidos orgânicos em plântulas de milho 

aumentando a concentração de ácidos cítrico, oxálico e maleico (Canellas et al., 
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2008b). Além disso, Ohno et al., (2004) verificaram aumento da extrusão de 

citrato relacionado com o aumento da atividade de H+-ATPase.  

A relação entre a hidrofobicidade dos AH e os efeitos de indução do 

crescimento radicular foi indiretamente mostrado por Canellas e Façanha (2004), 

Zandonadi et al. (2007), Canellas et al. (2008a; 2009). Piccolo (1996) postulou 

que os componentes hidrofóbicos derivados da degradação de plantas e da 

atividade de microrganismos são capazes de incorporar randomicamente 

moléculas mais polares e por conseqüência, protegê-las da degradação. Spaccini 

et al. (2000) mostraram que compostos orgânicos liberados durante a 

mineralização no solo de resíduos de milho foram estabilizados e protegidos da 

decomposição pela proteção dos componentes hidrofóbicos. O processo de 

encapsulação (trapping) no interior dos domínios hidrofóbicos sugere que quanto 

maior a hidrofobicidade, maior é o potencial de incorporação de moléculas 

bioativas (como os hormônios). Para a expressão do fenômeno de promoção 

radicular é preciso a sua liberação do domínio hidrofóbico que pode ser 

conseguida com a simples adição de ácidos orgânicos na solução. O processo 

ocorre naturalmente pela exsudação de ácidos orgânicos (AO) pelas raízes e 

pelos microrganismos.  

Mudanças no perfil de exsudação de AO pelas plântulas de milho foram 

induzidas por AH (Canellas et al., 2008b). Onho et al. (2004) verificaram que há 

uma correlação positiva e direta entre a exsudação de prótons e de AO, também 

observada por Tomasi et al. (2009). Além disso, Puglisi et al. (2008) também 

observaram o aumento da exsudação de AO em plântulas de milho tratadas com 

SH. Dessa forma, pode-se sugerir que a adição de AO pode amplificar os efeitos 

fisiológicos de uma solução de AH. 

A seguir é apresentada uma pequena revisão sobre os principais efeitos 

dos AH na fisiologia das plantas com atenção especial ao fenômeno de indução 

do crescimento radicular. 

 
2.3. Efeitos fisiológicos de SH isoladas de vermicomposto 
 

O vermicomposto condiciona a fertilidade do solo pelo aumento da oferta 

de nutrientes e da melhoria das propriedades físicas do solo (Landgraf et al., 

1999). As minhocas aumentam significativamente a velocidade da decomposição 
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dos resíduos orgânicos (Vinceslas-Akpa e Loquet, 1997) e também produzem SH 

com elevada atividade biológica (Dell’Agnola e Nardi, 1987; Nardi et al., 1996 ; 

Muscolo e Nardi, 1997; Masciandaro et al., 1999; Muscolo et al., 1999; Façanha 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 substâncias têm atividade 

parecida com a dos hormônios vegetais e aumentam a absorção 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 fácil e comercialmente obtido, é uma fonte renovável de 

matéria orgânica (diferente da maioria das SH comercialmente disponíveis que 

são obtidas do lignito ou do carvão mineral) e apresenta capacidade de estimular 

diretamente o crescimento vegetal (Masciandaro et al., 1999; Canellas et al., 

2002; Façanha et al., 2002; Rodda et al., 2006 a,b). 

Desde o início do século passado já se conhecia a propriedade dos 

ácidos húmicos (AH) de estimular o crescimento vegetal quando usados em 

concentrações relativamente pequenas (Bottomley, 1917). Vários mecanismos de 

ação têm sido propostos para explicar como as SH podem induzir o crescimento 

radicular. Os mais tradicionais se referem à formação de complexos solúveis com 

metais, especialmente com os cátions que também são micronutrientes e 

encontrados em pequena concentração na solução do solo (Cesco et al., 2002). 

Também foi popular a explicação de que a ação surfactante das SH 

poderia levar ao aumento da permeabilidade das membranas biológicas (Visser, 

1987) e como conseqüência ao aumento da absorção de íons. Se por um lado o 

aumento da permeabilidade das membranas aumenta a entrada de íons, por 

outro facilita a saída já que o referido aumento não é seletivo. Além disso, são 

vários os experimentos com ação fisiológica de SH nos quais são usados meios 

sem a presença de nutrientes. 

As auxinas, principal hormônio envolvido no enraizamento, induzem o 

aumento de proteínas envolvidas no crescimento das plantas como a H+-ATPase 

de membrana plasmática (Frias et al., 1996). As bombas de H+ membranares 

acidificam o apoplasto e deixam a parede celular mais maleável facilitando o 

elongamento celular (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). A ativação das 
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bombas de H+ também promove a nutrição vegetal pela geração do gradiente 

eletroquímico que dirige o transporte iônico através das membranas celulares via 

sistemas transportadores secundários (Morsomme e Boutry, 2000).  

A presença de moléculas ou unidades bioativas semelhantes às auxinas 

ligadas ou agregadas às SH foi relacionada com a indução de sítios de mitose 

nas raízes e ativação das H+-ATPases (Canellas et al., 2002).  

Foi observado, por meio de imunoensaios ou detecção por cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas, a presença de unidades estruturais 

semelhantes ao ácido indol acético (AIA) em AH (Muscolo et al., 1998; Canellas et 

al., (2002); Façanha et al. (2002) e Canellas et al. (2002) observaram que AH 

isolados de vermicomposto induzem a proliferação de raízes laterais emergidas 

em plântulas de milho que, por sua vez, são formadas por células com 

membranas enriquecidas com H+-ATPases (Jahn et al., 1998).  

Os AH podem aumentar a expressão das H+-ATPases nas membranas e 

Canellas et al. (2002) justificaram esse fenômeno à luz da teoria do crescimento 

ácido que postula a acidificação do apoplasto, causado pela ativação das bombas 

de H+ como evento essencial para a expansão celular. Tem sido relatado que a 

auxina pode induzir a síntese de H+-ATPase (Hager et al., 1991) pelo mecanismo 

de indução pós-transcripcional (de mRNA de H+-ATPase) das isoformas (Mha 1 e 

Mha2) expressas em milho (Frias et al., 1996). Quaggiotti et al. (2004) verificaram 

superexpressão desse gene em plantas tratadas com SH. Além disso, as SH 

podem estar envolvidas na indução da sinalização celular uma vez que foi 

observado uma ativação concentrada entre as bombas de H+ da plasmalema e 

tonoplasto (Zandonadi et al., 2007) típica do crescimento ácido vegetal. 

2.3 Teoria do crescimento ácido 

 
A teoria do crescimento ácido está relacionada com a capacidade de 

rápido elongamento e expansão das células vegetais e das paredes celulares em 

pH ácido. Nesse tipo de crescimento não ocorre o aumento do número de células, 

porém a parede celular se torna mais flexível pela ação de enzimas específicas 

(e.g., expansivas) que em pH ácido (menor que 4,2), promovem o aumento da 

plasticidade da parede celular pela liberação de pequenos segmentos da matriz 

de glucanos ligados às microfibrilas de celulose (Cosgrove, 1998; 2000), 
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permitindo assim o aumento do volume da célula devido a processos físicos 

decorrentes do turgor e osmose. Para que aconteça o crescimento ácido é 

necessário algum tipo de quê? e à medida que aumenta a concentração de H+ 

isso ativa a atividade das expansinas, fazendo com que a parede celular se torne 

mais extensível pelo relaxamento da tensão, permitindo que a célula absorva 

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

 
2.4 Membrana plasmática 
 

A membrana plasmática (MP) ou plasmalema é 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 primário 

para a ação de SH em solução. As MP possuem uma estrutura do tipo mosaico-

fluido (Singer e Nicolson , 1972), onde moléculas protéicas estão inseridas e 

interagem dinamicamente com lipídios dispostos em dupla camada (Figura 4). A 

MP seleciona as substâncias que entram e elimina substâncias presentes no 

citoplasma (Creighton, 1983). Por ser o componente celular mais externo, a MP 

possui receptores específicos que têm a capacidade de reconhecer outras células 

e diversos tipos de moléculas, como hormônios, desencadeando assim várias 

reações metabólicas (Darnell, et al., 1995). A MP vegetal exerce funções 

adicionais, tais como a síntese da parede celular, respostas a fatores bióticos e 

abióticos (Ephritikhine, et al. 2004).  

As proteínas são consideradas os principais componentes funcionais da 

MP, pois além do papel de sustentação, atuam como canais de passagem de 

certas moléculas, receptores de sinais químicos, enzimas e bombas para 

transportes ativos (Taiz, 2009). Estas proteínas, que estão envolvidas na 

detecção e transdução de sinal que são organizadas em domínios específicos na 

MP e sua agregação, permitem congregar e orientar os percursos e os membros 

do sistema de sinalização (Buchanan, et al., 2000). 
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Figura 4: Representação esquemática da membrana plasmática com as proteínas 

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

Muitas moléculas sinalizadoras atuam em baixas concentrações, já os 

receptores que as reconhecem e fixam-se nessas proteínas geralmente têm alta 

afinidade (Darnell, et al., 1995). O cálcio (Ca2+)é um regulador de várias proteínas 

e atua em baixas concentrações (Taiz, 2009), o Ca2+ estimula a atividade da 

quinase dependente de Ca2+ (CDPK), que são proteínas importantes no 

metabolismo celular (Satterlee e Sussman, 1998). As proteínas CDPK são 

ativadas tanto pela variação na concentração de Ca2+ como pela presença de 

ácidos graxos (Satterlee e Sussman, 1998). As SH podem modificar a atividade 

das CDPK em plantas tanto pela alteração na absorção de Ca2+, como pela 

presença de grupos hidrofóbicos, tais como, ácidos graxos presentes na sua 

estrutura (Taiz, 2009). 

 
2.4.1 H+- ATPase 
 

As H+-ATPases (bombas de H+) são enzimas transmembranares capazes 

de hidrolisar ATP (Figura 5), que geram um gradiente de potencial eletroquímico 

de H+ (Taiz, 2009). Os AH podem estar envolvidos em rotas metabólicas 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. Façanha et. al., 

(2002) e Canellas et. al. (2002) mostraram que os AH modificam a estrutura 

radicular, estimulando o crescimento radicular, aumento de sítio de mitose, 

número de raízes emergidas e área radicular. Além das H+-ATPase foi constatado 

que os AH podem atuar como reguladores da V-ATPase e da Pirofosfatase que 

são bombas do vacúolo (Zandonadi et. al., 2007). Nas plantas, as H+-ATPases 

também participam de outras funções essenciais para o seu crescimento normal, 

tais como: tolerância ao estresse salino, regulação do pH intracelular e expansão 

celular (Taiz, 2009).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          Figura 5: Representação esquemática da H+-ATPase de MP. 
 

2.5. Efeito das SH na expressão das proteínas 

 

Os AH modificam o perfil protéico das plantas, tanto na inibição quanto 

indução da expressão, podendo influenciar em todo metabolismo celular. Os AH 

podem estimular atividade da peroxidase (Muscolo et al.,1993) e a H+-ATPase de 

MP (Façanha 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 

proteínas envolvidas com o metabolismo da glicose, sinalização e transporte 
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celular também sofrem alterações na expressão, como foi descrito por Carletti et. 

al.,(2008) 63% das proteínas identificadas de MP de raízes de milho, 

apresentaram supressão da expressão, essas proteínas suprimidas podem estar 

envolvidas em determinadas rotas metabólicas inibindo estas rotas. Este 

fenômeno ocorre com as auxinas, que podem ser inibidas por certas proteínas, 

que bloqueiam o transporte da auxina (Taiz, 2009). O Quadro 1 apresenta 

resumidamente os efeitos do AH.  
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3. HIPÓTESE 

 

 

 

Esse trabalho se fundamenta na hipótese de que a adição externa de 

pequenas concentrações de ácidos orgânicos de cadeia curta em uma solução de 

AH promove um incremento da sua bioatividade em função da abertura dos 

agregados húmicos decorrente do rompimento de interações hidrofóbicas fracas 

entre as subunidades, promovendo liberação de compostos lábeis tornando-os 

mais acessíveis aos receptores celulares. Um incremento da bioatividade das SH 

promovida por baixas concentrações de ácidos orgânicos abre uma perspectiva 

tecnológica eficiente e de baixo custo na promoção do crescimento vegetal. Para 

tanto foram realizadas análises morfológicas das raízes de plântula de milho e foi 

feito um estudo do perfil protéico da MP em gel na primeira e segunda dimensão. 
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4. OBJETIVO GERAL 

 

  

 

Avaliar a promoção do crescimento radicular de plântulas de milho 

tratadas com uma solução de AH (20 mg C L-1) isolado de vermicomposto e 

adicionada com 0,005 mM de ácido cítrico. 

 

4.1 Objetivos específicos 

 

- Determinar o número de raízes laterais emergidas, comprimento do eixo 

principal, área e comprimentos totais e número de sítios de mitose;  Avaliar 

a atividade da H+-ATPase de MP isolada de raízes de plântulas de milho 

tratadas  com AH e ácido cítrico; 

- Determinar qualitativamente as mudanças no perfil das proteínas de 

membrana plasmática isoladas de raízes de plântulas de milho tratadas  

com AH e ácido cítrico. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1. Obtenção dos ácidos húmicos  

 

O procedimento de extração dos AH ocorreu de acordo com Canellas et 

al. (2002). Foi utilizado NaOH 0,5 mol L-1 como extrator, na razão resíduo:extrator 

orgânico de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte de N2. Após 12 h, foi centrifugada a 

5.000 x g e acidificado a pH 1,5 com HCl 6 mol L-1. A solubilização e precipitação 

dos AH foi repetida três vezes. Em seguida, foram adicionados 200mL de solução 

aquosa diluída de HF e HCl (preparada com 5mL de HCl concentrado e 5mL de 

HF concentrado, sendo o volume da solução completado para 1L com água 

desionizada), agitando-se a amostra durante 12 horas. Os AH foram lavados com 

água deionizada até teste negativo com AgNO3. Em seguida, os AH foram 

dialisados contra água em membranas com limite de exclusão de 14 kDa e secos 

por liofilização. O AH foi solubilizado com 50 a 100 mL de  NaOH 0,05 mol L-1 e o 

pH foi ajustado para 5,5 com HCl 0,1 mol L-1. A caracterização do AH está de 

acordo com Canellas et al. (2010). 
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5.2. Crescimento de plântulas e tratamento com ácido húmico e ácido cítrico 

  

Sementes de milho (Zea mays L., var UENF 506/6) foram esterilizadas 

por meio da imersão em uma solução de NaCl 1,0 %, lavadas e colocadas em 

água destilada por seis horas. As sementes foram acondicionadas em papel e 

germinadas no escuro a 28°C. Três dias após a germinação, as plântulas foram 

transferidas para um meio mínimo contendo somente CaCl2 2 mM (Controle). O 

meio mínimo foi suplementado com AH isolado de vermicomposto na 

concentração de 20 mg C L-1 (AH), (trabalhos anteriores  indicaram esta 

concentração como dentro da faixa ótima de promoção de crescimento) e com AH 

na concentração de 20 mg C L-1 mais AC na concentração de 0,005 m mol L-1 

(AH+AC). O pH da solução foi ajustado para 5,5 com solução diluída de NaOH 

e/ou HCl. Após sete dias de crescimento, as plântulas foram coletadas e as raízes 

utilizadas para o isolamento das proteínas de membrana plasmática. 

 

5.3. Avaliação do crescimento radicular das plântulas de milho 

 
5.3.1. Comprimento e área radicular  
 

As raízes foram escaneadas e em seguida foram analisados o 

comprimento radicular total e a área radicular de cada plântula e foram calculados 

como a soma dos comprimentos de todos os segmentos radicular nodais, utilizando 

o programa Delta-T ScanTM.  

 

5.3.2 Sítios de mitose 
 

O sistema radicular foi lavado com água e submetido à fervura a 75 ° C por 

20 minutos em KOH (0,5%, p/v). Em seguida, as raízes foram lavadas em água e 

coradas com hematoxilina por 14 h no escuro. Após este procedimento, as raízes 

foram lavadas com água e colocadas em uma solução de ácido láctico 80% (p/v) a 

75°C por 30 a 90 segundos. As raízes foram transferidas para placas de Petri 

contendo água e observadas em microscópio estereoscópico para avaliar o número 

de sítios de mitose, visíveis como pontos vermelhos em um fundo branco do tecido 

da raiz. A solução de hematoxilina é preparada da seguinte forma: 1 g de 
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hematoxilina, 0,5 g de amônio férrico sulfato, e 50 mL de 45% (p/v) de ácido 

acético, e foi armazenada no escuro à temperatura ambiente. Foi preparada uma 

solução estoque que foi diluída na água 40 vezes. 

 
5.3.3 Delineamento experimental e análise estatística 
 

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 

10 repetições para cada tratamento. Foi realizada a análise da variância e as 

médias foram comparadas pelo teste DMS em nível de 5% de probabilidade 

(P<0,05) pelo programa SISVAR da Universidade Federal de Lavras (UFLA). 

 

5.4 Ensaios bioquímicos  

 
5.4.1 Preparação da fração microssomal 
 

A fração microssomal isolada das raízes de milho foi obtida a partir da 

centrifugação diferencial (De Michelis e Spanswich, 1986). As raízes foram 

cortadas, pesadas e homogeneizadas em meio tamponado. O tampão de 

extração foi composto de HEPES-KOH 50 mM (pH 7,5), sacarose 250 mM, KCl 

150 mM, EDTA 150 mM, DTT 1 mM, PVP 0,8 %, BSA 0,2%, PMSF 1 mM, ácido 

ascórbico 50 mM, na relação massa de tecido:volume de tampão de 1:1,5. A 

manipulação das soluções foi realizada em temperatura entre 0 e 4oC. O pH foi 

mantido entre 7,6 e 8,0. O homogenato resultante foi filtrado utilizando-se 

miracloth e submetido à centrifugação (3.000 x g, 15 min.), o precipitado foi 

descartado para a remoção de células não rompidas e núcleos. Para o isolamento 

das mitocôndrias o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g, 15 min. O 

sobrenadante foi submetido à nova centrifugação (100.000 x g, 50 min.). O 

precipitado dessa centrifugação foi solubilizado em solução tampão contendo: 

MOPS-KOH 25 mM, sacarose 250mM, EDTA 0,1 mM, KCl 10 mM, DTT 1 mM. 

 

5.4.2 Partição de fase 
 

A fração microssomal foi submetida à metodologia de partição de fase 

(Ephhrikhine et al., 2004) para a purificação das proteínas de membrana 

plasmática. O primeiro meio da partição de fase: DEXTRAN T500 6,2% 
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(peso/peso), sacarose 250 mM, MOPS-KOH 25 mM (pH 7,8), KCl 10 mM, EDTA 

0,1 mM, DTT 1 mM. O segundo meio da partição de fase: Polyethylene glicol 

3350 6,2% (p/p), sacarose 250 mM, HEPES-KOH 25 mM (pH 7,8), KCl 10 mM, 

EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM. Adiciona-se o meio de partição de fase na fração 

microssomal que foi ressuspensa, fazendo agitação e inversão do frasco por 40 

vezes. O meio obtido é submetido a uma primeira centrifugação (1.500 x g por 

5min), e a segunda centrifugação (100.000 x g por 60min). As diferentes amostras 

foram devidamente aliquotadas, identificadas e estocadas a -20º C para 

posteriores análises.  

 
5.4.3 Determinação da concentração de proteínas 
 

AA  concentração de proteínas de cada amostra foi determinada pelo 

método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como 

padrão. As amostras foram ensaiadas em duplicata, com as concentrações de 

BSA variando de 0 a 20 µg, com intervalos de 2 µg. As leituras foram realizadas 

em espectrofotômetro (Spekol UV VIS 3.01), a 595 nm de comprimento de onda.  

5.4.4 Avaliação da atividade das H+-ATPases de MP 

 

A atividade ATPásica foi determinada colorimetricamente conforme 

descrito por Fiske e Subbarrow (1925), medindo-se a quantidade de fosfato 

inorgânico liberado pela reação. A reação foi iniciada com a adição da proteína, e 

parada pela adição de ácido tricloroacético (gelado) para uma concentração final 

de 10% (v/v). Composição do meio reacional: MOPS-KOH pH 6,5 ou 7,0, 50 mmol 

L-1; MgCl2 3 a 5 mmol L-1, KCl 100 mmol L-1, ATP 1 mmol L-1 e 50 µg de proteína. 

A hidrólise de ATP representa a atividade sensível a 0,2 mmol L-1 de vanadato. A 

revelação do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adição de 0,5 mL da mistura 

contendo Molibdato de Amônio 2% em H2SO4
 
2 % + Ácido Ascórbico 1% e, após 

15 minutos, efetuou-se a leitura em um espectrofotômetro Shimadzu UV-2000 no 

comprimento de onda de 750 nm. Nessa reação, o fosfato é incorporado dentro 

de um complexo fósforo-molibdênio e reduzido com ácido ascórbico para formar a 

cor azul. Em todos os experimentos, a atividade hidrolítica da H+-ATPase foi 
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medida a 30 ºC, com ou sem vanadato, e a diferença entre essas duas atividades 

foi atribuída à ATPase.  

 

5.5 Avaliação qualitativa do padrão diferencial de proteínas 

 

5.5.1 Determinações eletroforéticas por SDS-PAGE 

 
As proteínas extraídas das amostras de tecido radicular (membranas) de 

plantas após a ação do AH e AH+AC e controle foram submetidas a eletroforeses 

em géis desnaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). A aplicação das amostras 

seguiu da seguinte forma: foi adicionada uma parte de tampão de amostra 4x 

(contendo SDS 2%, β-mercaptoetanol 4%, uréia 8M) para cada duas partes de 

extrato de proteína. Foi aplicado nos poços um total de 50µl do extrato de 

proteína. As amostras foram submetidas à separação por eletroforese em SDS-

PAGE. A separação protéica ocorreu sob uma corrente de 120 V até a linha de 

tampão de amostra chegar à parte inferior do gel. Posteriormente os géis foram 

revelados com azul brilhante de Coomassie R-250. As análises da mobilidade 

eletroforéticas e a quantificação 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 densitográfico utilizando o 

programa computacional "gel perfect" (Bozzo e Retamal, 1991, Retamal et al. 

1999). A determinação da massa molecular relativa foi realizada relacionando a 

mobilidade das proteínas das amostras em estudo, com aquelas de proteínas de 

massa molecular conhecida, utilizando o mesmo programa computacional. 

 

5.5.2 Determinações eletroforéticas por 2D-PAGE  
 

As eletroforeses bidimensionais seguiram o método elaborado por 

O’Farrel (1975) com algumas inovações feitas por Gorg et. al., (1980). Dentre elas 

consta um gradiente de pH imobilizado por meio da polimerização de anfólitos 

químicos com a matriz de acrilamida para a focalização isoelétrica na primeira 

dimensão, em um sistema de focalização chamado IPGphor (Amersham-

Pharmacia). O extrato contendo as proteínas, 60 µg foram diluídos em solução de 
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focalização isoelétrica (IEF) (constituindo de uréia 8M, CHAPS 2% m/v, tampão 

IPG (pH 3-10) 2%, azul de bromofenol 1µl) e usados para re-hidratação das tiras 

de gel. A eletrofocalização 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 dimensão foi feita, após o equilíbrio da tira em tampão de 

equilíbrio contendo iodoacetamida para alquilação e redução das proteínas, 

usando-se um sistema vertical para eletroforese (BIORAD) sob voltagem 

constante de 120V. 

 
 
5.5.3 Delineamento experimental e análise estatística 
 

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com 

duas repetições para cada tratamento, cada vaso com aproximadamente 300 

plântulas. A análise estatística foi feita utilizando o teste DMS p<0,05. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Bioatividade dos AH em solução com AC 
 

As alterações do sistema radicular em resposta aos estímulos hormonais 

e ambientais e a quantidade de raízes laterais são influenciadas por uma 

diversidade muito complexa de sinais externos e internos (Torrey, 1986; López-

Bucio et al., 2003; Sorin et al., 2005). Foi observado que plantas de milho tratadas 

com AH em solução com AC apresentam habilidade de induzir mudanças no 

padrão de enraizamento (Figura 7). A exsudação de ácidos orgânicos pelas 

raízes pode desarranjar a estrutura das SH e liberar compostos similares às 

auxinas, que, ao acessar receptores externos à célula, desencadeiam a mudança 

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 

adição de AH quanto pela adição de AH+AC à solução de cultivo utilizada para 

crescimento das plantas. O comprimento do eixo principal (CEP) das plantas 

tratadas com AH e AH+AC apresentou redução de 39,7% e 28,3%, 

respectivamente, em relação ao controle (Figura 7A). Este encurtamento é um 

efeito tipicamente observado em plantas tratadas com auxina (Zandonadi et al., 

2007), sugerindo a presença do hormônio ou uma ação do tipo hormonal presente 

nos AH. 
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O número de raízes laterais emergidas aumentou 37% em relação ao 

controle com o tratamento das plântulas com AH e 55% quando tratadas com 

uma solução de AH+AC. A indução de raízes laterais é o resultado típico da 

influência das SH sobre o crescimento radicular (Canellas et al., 2002; Zandonadi 

et al., 2007; Dobbss et al., 2007). 

 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7: Efeito do AH isolado de vermicomposto e da adição de ácido cítrico 

juntamente com AH (AH+AC) sobre a morfologia do sistema radicular de milho. 

Dados de comprimento do eixo principal (A); número de raízes laterais (B); área 

radicular (C); e comprimento de raízes laterais (D) O comprimento das raízes 

laterais e o comprimento do eixo principal foram normalizados em relação ao 

controle (CONT=100%). Médias seguidas de letras diferentes são 

estatisticamente diferentes pelo teste DMS p<0,05. 

 
Foi observado aumento na área radicular (Figura 7C) das plântulas 

tratadas com AH (45%) e com AH+AC (58%) em relação às plântulas controle. O 
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comprimento das raízes 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 número de raízes 

laterais, na área radicular e no comprimento de raízes laterais em comparação 

com o controle. A adição de AC não aumentou o efeito de indução de emergência 

de raízes laterais (Figura 8). Essas mudanças morfológicas promovidas pelas SH 

já foram observadas já há bastante tempo (Bottonley, 1917). Geralmente é 

observado um forte estímulo no desenvolvimento radicular (bem mais do que na 

parte aérea) com uso de concentrações relativamente pequenas de SH em 

solução e inibição do crescimento em doses maiores, semelhante à curva 

normalmente obtida nos ensaios com hormônios vegetais (Vaughan e Malcolm, 

1985). Segundo Parry e Estelle (2006), o sinal primário que dispara a iniciação da 

raiz lateral é promovido pela auxina que induz a iniciação 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 número de sítios de mitose (Figura 8), já para o AH+AC se manteve 

igual ao controle. Esse dado pode indicar uma maior velocidade de promoção de 

emergência de raízes laterais, uma vez que os primórdios radiculares podem ser 

transformados mais rapidamente em raízes emergidas com aumento da 

concentração de auxinas. Assim, a adição de um ácido orgânico pode acelerar o 

enraizamento lateral, já que o AH estaria disponível mais rápido para a planta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Número de sítios de mitose. Médias seguidas de letras diferentes são 

estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05. 
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6.2 Atividade da H+-ATPase 

 

As MP isoladas das raízes de plântulas de milho tratadas por sete dias 

com AH e AH+AC apresentaram um estímulo da atividade ATPásica sensível ao 

vanadato. O tratamento com AH promoveu um incremento de 77% em relação ao 

controle na atividade ATPásica (Figura 9). A estimulação dos AH na presença de 

AC foi de 374% em relação ao controle. Outros trabalhos relatam também o 

aumento da atividade hidrolítica em plântulas 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 

exudação de ácidos orgânicos pelas raízes, estando esta observação de acordo 

com a proposta de que a estrutura do AH pode ser facilmente quebrada pela 

adição de ácidos orgânicos (Piccolo, 2002). Ohno et al. (2004) relataram que há 

uma relação direta entre a atividade da H+-ATPase e a exsudação de AC. 

Provavelmente quando o AC entra em contato com o AH em solução, libera 

grupamentos com atividade tipo hormonal aumentando assim a atividade da H+-

ATPase de MP.  

 

 

 

 

 

                               

 

 

Figura 9: Atividade específica da H+-ATPase em plântulas de milho tratadas com 
AH e AH+AC em solução. Médias seguidas de letras diferentes são 
estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05. 
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6.3 Avaliação qualitativa do padrão diferencial de proteínas 

 

As proteínas extraídas das raízes de milho foram submetidas a géis na 

primeira e na segunda dimensão. Na Figura 10 encontram-se os géis dos 

tratamentos e controle na primeira dimensão e na segunda dimensão. 

Analisando a Figura 11, observa-se que a(s) proteína(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 não apareceram no controle, o mesmo acontece para a(s) proteína(s) com 

Mm de 146,68 kDa, com 5,1% de proteínas para o tratamento com AH e 7,2% 

para AH+AC, mas para a(s) proteína(s) com Mm de 135,74 kDa apareceram 

somente no controle. A banda que representa as proteínas de Mm igual a 100,91 

kDa, mostra que houve indução destas proteínas somente quando as plantas 

foram tratadas com AH+AC, porém para as proteínas de Mm de 94,04 kDa foram 

suprimidas pelo tratamento do AH+AC, aparecendo em proporção 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 relação às outras bandas, 

provavelmente por causa da adição de BSA durante o processo de extração. As 

bandas com Mm entre 56 e 57kDa possivelmente são as mesmas proteínas, 

aparecem em todos os tratamentos e no controle na seguinte proporção: controle 

com 2,1%, AH com 1,7% e AH+AC com 2,5%. A(s) proteína(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) proteína(s) 

de Mm de 42 a 43kDa podem representar as mesmas proteínas e aparecem os 

seguintes percentuais: controle 7,6%, AH 7,3% e AH+AC 7,7%. A(s) proteína(s) 

de Mm de 38 e 39 Mm também estão presentes em todos os tratamentos bem 

como no controle, porém aparecem em maior intensidade para o tratamento 

AH+AC (4,3%). A(s) proteína(s) representadas pelas Mm de 34 e 35 kDa, também 

estão 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) 

proteína(s) de Mm  32kDa foram totalmente inibidas pelo AH+AC, aparecendo 

com 3,5% para o controle e 2,5% para o AH. Proteína(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, já as de Mm de 27kDa, foram expressa(s) somente no controle e 

quando as plantas foram tratadas com AH e AH+AC na proporção de 2,1 e 1,7%, 

respectivamente. O mesmo acontece para a(s) proteína(s) cujo Mm é de 25kDa, 

sendo expressa(s) somente no controle (6,8%) e no AH (6,9%). E finalmente a(s) 

proteína(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) proteína(s) no gel na primeira dimensão 

só apareceram no controle, e 5 bandas foram totalmente inibidas no controle. 

Quando as plântulas 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 expressões diferenciadas são alvos pra futuros estudos. 
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Figura 10: Gel na primeira dimensão: Controle (A), AH (C) e AH+AC (E). Gel na 

segunda dimensão: Controle (B); AH (D); e AH+AC (F). Ponto isoelétrico (pI). 
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Figura 11: Análise densitométrica do gel SDS-PAGE. Controle (A), AH (B) e 

AH+AC (C) 

A Figura 12 (A, B e C) mostra a separação das proteínas 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 expressão das proteínas em 63% em relação ao 

controle, e para o AH essa inibição foi de 31,2%. Observa-se que o tratamento 

com o AH+AC suprime muitas proteínas, tais proteínas poderiam estar envolvidas 

com certas rotas metabólicas impedindo a sua ativação, e que quando suprimidas 

levaram ao maior desenvolvimento radicular.  

Segundo Nannipieri et al.1993, as SH aumentam a respiração e a 

velocidade das reações enzimáticas do ciclo de Krebs, resultando em um 

aumento da produção de ATP. Canellas et al, (2002) e Façanha et al., (2002) 

mostraram que os AH estimulam as H+-ATPase de MP e esse processo está 

diretamente envolvido com dois mecanismos fundamentais do desenvolvimento 

vegetal: a energização de sistemas secundários de translocação de íons e o 

aumento da plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de 

crescimento e divisão celular, que está relacionado com a teoria do crescimento 

ácido que postula um aumento da extrusão de prótons mediado pela H+-ATPase, 

promovendo a acidificação do apoplasto, ativando enzimas específicas que atuam 

                    A                                                        B                                                     C 
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sobre a parede celular aumentando sua plasticidade e, conseqüentemente, 

permitindo o elongamento celular (Rayle e Cleland, 1992). 

Analisando a influência de SH de alta massa molecular na atividade de 

algumas enzimas envolvidas no metabolismo, absorção e assimilação do N em 

duas espécies de Pinus, Panuccio et al. (2001), verificaram que as SH 

estimularam a absorção de NH4+, enquanto que a absorção de NO3- não foi 

afetada, e a assimilação do NH4+ foi afetada diferentemente nas espécies 

estudadas. Para as plântulas de Pinus laricio apenas a atividade da malato 

desidrogenase nas folhas foi aumentada, enquanto que nas plântulas 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 plântulas de 

milho quando tratadas com SH, apresentaram inibição de várias proteínas 

envolvidas em diferentes rotas metabólicas. Nesse estudo foi constatado que 

além de indução das H+-ATPase pelas SH outras proteínas envolvidas no 

transporte celular aumentaram sua expressão como as anexinas, e para proteínas 

envolvidas na sinalização celular como a proteína quinase Ca-dependente, 

proteína 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 expressões protéicas diferenciadas serão alvos para futuras 

pesquisas, como a identificação destas proteínas e para elucidar quais rotas 

metabólicas que os AH mais atuam.  
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Figura 12. Gel 2D de proteínas isoladas de MP de raízes de milho. Controle (A); 

AH (B): e AH + AC (C), os círculos da mesma cor marcam os spots que 

apresentam as principais diferenças entre o controle e os tratamentos. 
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7. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 
1- A presença de um sistema radicular ramificado com grande 

abundância de raízes laterais é fundamental para o crescimento de plantas. O 

maior volume de solo explorado é uma adaptação importante no caso de solos 

com baixo conteúdo de nutrientes e capacidade de troca de cátions. 

2- A adição de ácido cítrico à solução de AH foi capaz de aumentar a 

bioatividade dos AH notadamente sobre a atividade das bombas de prótons 

apontando para um processo de inovação tecnológica para a produção de 

insumos biológicos para a agricultura. Os resultados obtidos mostram que os AH 

em solução com ácido cítrico (AC) aumentam a promoção do crescimento das 

raízes laterais (126%), da área radicular (58%), número de raízes laterais (55%), 

porém não foram diferentes da solução contendo apenas AH. A maior atividade 

da bomba de H+ (374%) foi obtida com AC+AH em solução. Esses resultados 

estão de acordo com a conformação supramolecular das SH, uma vez que 

pequena adição de AC pode desestruturar a agregação húmica e liberar 

substâncias bioativas contidas no interior do agregado húmico.  

3- Ocorreram mudanças no perfil padrão de expressão protéica, os AH 

suprimiram várias proteínas, e em conjunto com o AC essa supressão se tornou 

mais evidente, mostrando que o AC interage com os AH, liberando os compostos 

que agem no metabolismo celular, promovendo o desenvolvimento radicular.  
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