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“‘Quando alguém deseja algo ardentemente, ja se encontra a caminho da
realizacdo. Contudo, a realizagdo nobre exige trés requisitos fundamentais, a
saber: primeiro, desejar; segundo, saber desejar; e terceiro, merecer, ou, por
outros termos, vontade ativa, trabalho persistente e merecimento justo.”

Lisias, 1944
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RESUMO

ZANDONADI, Daniel B. MS.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Fevereiro de 2006. BIOATIVIDADE DE SUBSTANCIAS HUMICAS:
PROMOCAO DO DESENVOLVIMENTO RADICULAR E ATIVIDADE DAS
BOMBAS DE H®. Orientador: Prof. Luciano Pasqualoto Canellas; Co-orientador:
Arnoldo Rocha Facanha.

A “Revolugao Verde” levada a cabo no Brasil a partir dos anos 1960-1970 resultou
em continua degradagao ambiental, particularmente, dos solos, matas e recursos
hidricos. A crise gerada por esse modelo requer a retomada da produgdo em
bases sustentadas e a geragdo de alternativas tecnologicas baseadas em
processos ecologicos. A maioria dos solos tropicais possui baixo conteudo de
matéria orgéanica (MO); mesmo assim, exercem um papel-chave na produtividade
das lavouras. As substancias humicas (SH) compdéem a maior parte da MO e
apresentam efeitos diretos sobre o crescimento das plantas. Os acidos humicos
(AH) compreendem uma das principais fragdes das SH e, ja em 1917, foi atribuida
para essas substancias uma atividade do tipo auxinica. Desde entdo, as mais
diferentes propriedades hormonais dos AH vém sendo estudadas. Nos quatro
capitulos que compdéem o presente trabalho, sdo apresentadas evidéncias
morfolégicas, bioquimicas e celulares do efeito direto dos AH sobre o
desenvolvimento das plantas. Os resultados apresentados na primeira parte

sugerem que a agao do tipo auxinica de AH isolados de diferentes fontes esta

X



relacionada & regulacédo das bombas de H*, tanto da membrana plasmatica (MP)
quanto do tonoplasto, ambas envolvidas no processo de expansao celular e
desenvolvimento de raizes laterais. Portanto, os AH podem regular a acdo de
enzimas localizadas no interior da célula. No segundo capitulo, o estudo da agéo
de inibidores de auxina [p-Acido Clorofenoxi-isobutirico (PCIB) e &cido 2,3,5-
triiodobenzoico (TIBA)] permitiu sugerir que o efeito estimulatorio dos AH sobre as
raizes de milho esta associado as vias de transporte e sinalizacdo de auxina. No
terceiro capitulo, foi conduzido um experimento com gendétipos de tomateiro
mutantes de porte micro com sensibilidade normal (MT), pouco sensivel
(diageotropica, dgt) e supersensivel (MT8196) a auxina. Os AH nao foram
capazes de estimular a atividade da H*-ATPase de MP nem das bombas de H* do
tonoplasto (V-ATPase e H'-PPase) do genotipo dgt, resultando na auséncia de
emissao de raizes laterais. Por outro lado, nos genétipos MT e MT8196, os AH
estimularam a atividade das bombas de H* e promoveram um aumento nitido da
emissao dessas raizes. Tais evidéncias, comprovaram, inequivocamente que o
efeito dos AH, tanto no crescimento quanto na diferenciacdo celular, é
dependente da via de transdugao de sinal da auxina. Devido a heterogeneidade e
a complexidade estrutural dos AH, a rede formada pelo arranjamento de suas
unidades pode conter, além das auxinas, uma série de substancias capazes de
estimular o desenvolvimento vegetal. No quarto capitulo, foi comparada a agéo
fisiolégica dos AH com a das afininas, alquilamidas recentemente descritas como
promotoras do crescimento vegetal que atuam de forma independente da via
auxinica. Este é o primeiro relato da ativacdo da H*-ATPase de MP por uma
afinina, a N-isopropil-decanamida. O conjunto dos dados apresentados nesse
trabalho fundamenta a tese da existéncia de um mecanismo para a bioatividade
de AH, em que moléculas com atividade hormonal presentes no seu arranjamento
supra-estrutural podem interagir com o receptor de auxina da célula vegetal,
ativando os sistemas de transporte primarios de H* e promovendo, assim, o

desenvolvimento radicular.

Auxilio: CAPES, CNPq, IFS (International Foudation of Science) e UENF



ABSTRACT

ZANDONADI, Daniel B. MS.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, February 2006. HUMIC SUBSTANCES BIOACTIVITY: ROOT
DEVELOPMENT PROMOTION AND H* PUMPS ACTIVITY. Advisor: Prof.
Luciano Pasqualoto Canellas; Co-advisor: Arnoldo Rocha Faganha.

The "Green Revolution" carried out in Brazil starting from the years 1960-1970
resulted in continuous environmental degradation, particularly of the soils, forests
and water resources. The crisis generated by this agricultural model requests the
production in sustained basis and the generation of technological alternatives
based on ecological events. Most of the tropical soils has low organic matter
content, which even though play a key role in the crop vyield. The humic
substances (HS) compose the major component of organic matter and they
display direct effects on plant growth. The humic acids (HA) comprise one of the
main fractions of HS and already in 1917 it was attributed for these substances an
auxin-like activity. Ever since, the different hormonal properties of HA have been
studied. In the four chapters composing the present work, morphological,
biochemical and cellular evidences of the direct effect of HA on plant development
are shown. The results presented in the first part suggest that the auxin-like
activity of HA isolated from different sources is related to the regulation of both
plasma membrane (PM) H® pumps and tonoplast H" pumps. These ones are

involved in the cellular expansion and lateral roots development. Therefore, HA
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can regulate the enzyme activation into the cell compartiments. In the second
chapter, the study of auxin inhibitors [PCIB (p-Chlorophenoxyisobutyric acid) and
TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid)] suggest that the HA stimulation effect on the
maize roots is associated to the auxin signaling pathways. In the third chapter, the
auxin-like effect of HA was evaluated in different micro tomato genotypes due to
their auxin sensibility: sensitive (MT) and insensitive diageotropica (dgt), and hairy
roots oversensitive (MT8196). On the one hand, HA were not able to enhance
neither PM H*-ATPase nor tonoplast H* pumps activity resulting in absence of
lateral roots emergence in dgt genotype. On the other hand, HA enhanced H”
pumps activity and promoted a stimulation of lateral root emergence in MT and
MT8196 genotypes. These results provided compelling evidences that the HA
effect in both growth and cell differentiation is dependent of auxin signaling
pathway. Due to HA heterogeneity and structural complexity, units of their net
arrangement could have a series of substances capable to stimulate the plant
development, besides auxins. In the forth chapter, the hormone-like activity of HA
was compared to afinins, alkamides recently described as new group of plant
growth promoting substances which effects are independent of auxin signaling.
This is the first report of the PM H*-ATPase activation by afinin (N-isopropyl-
decenamide). All data presented here suport the hypothesis of a HA bioactivity
mechanism, which hormonal molecules present in HA supramolecular structure
interact with the cell, activating the H* primary transport and resulting in the root

development.

Supported by: CAPES, CNPq, IFS (International Foudation of Science) and UENF
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1. INTRODUCAO

Em meados da década de 1960, foi delineada uma nova estratégia para o
aumento da produgdo mundial de alimentos. Baseada na intensificacdo de
técnicas modernas, tais como novas variedades de cultivo, fertilizantes quimicos
soluveis, medidas de protecdo da lavoura (inseticidas, fungicidas, herbicidas) e
mecanizagao intensiva, a “Revolucédo Verde” elevou a produgao e a produtividade
das lavouras (Singh, 2000). Essa modernizagdo, no entanto, contribuiu para
aumento da exclusdo social no campo, além de intensificar a degradacgéo
ambiental (Kageyama e Graziano, 1983). Nos paises economicamente periféricos
e de clima tropical, esse processo foi ainda mais intenso, provocando perdas da
matéria organica do solo (MOS) por oxidacdo e erosdo, além da reducdo da
biomassa microbiana (Santos e Camargo, 1999). Estudos da EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), por exemplo, mostram que, de
1964 a 1979, a produtividade dos 15 principais cultivos do Brasil cresceu apenas
16,8%; no mesmo periodo, o consumo de fertilizantes quimicos cresceu 124,3%;
de inseticidas, 233,6%; de fungicidas, 584,5%; de herbicidas, 5.414,2%; e de
tratores, 389,1% (Caporal e Costabeber, 1994). A degradagdo dos solos -
acelerada principalmente pela excessiva mecanizagdo e pela pratica da
monocultura — continua em ritmo assustador em varias regides produtoras do

Pais. Em algumas situagdes, as perdas de solos por erosdo ja atingem 150 t/ha



por ano. Nesse aspecto, existe o exemplo classico de que o decréscimo da MOS
de 3,8% para 1,8% reduziu a produtividade agricola em 25% (Pimentel, 1995).

As desigualdades e injustigas sociais de hoje derivam da persistente
concentragdo de poder politico e econdmico ao longo de quatro séculos, bem
como da destruicdo do ambiente agricola, com a degradag¢ao do solo e da agua,
pelo uso intensivo de adubos quimicos e pesticidas. Os agrotoxicos podem
persistir no ambiente, alterando as cadeias ecoldgicas e os ciclos biogeoquimicos,
contaminando a atmosfera, a agua e o solo (Grisolia, 2005). Apesar da proibigéo
do uso de agrotdxicos de alta toxicidade, como os inseticidas organoclorados [eg.
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) e dicloro-difenil-etilcloro (DDE)], nos Estados
Unidos, esses produtos continuam sendo produzidos, exclusivamente para
exportagao. Outro exemplo dessa politica nefasta € a exportacéo, inclusive para o
Brasil, do herbicida alaclor, agente cancerigero amplamente reconhecido
(Grisolia, 2005). Diante dessa situagao, € urgente uma reavaliacdo do modo de se
fazer agricultura nos trépicos, através da adocdo de novas estratégias para
promover o desenvolvimento rural.

A Ecologia estuda as relagdes entre os seres vivos e 0 ambiente em que
vivem, bem como suas reciprocas influéncias (Odum, 1988). A Agroecologia
surge, entdo, como uma proposta de superagdo do modelo de desenvolvimento
agricola atual, constituindo um campo de estudos que visa ao manejo ecoldgico
dos recursos naturais com enfoque no desenvolvimento de técnicas proprias a
cada sistema. O padrao de ciclagem de nutrientes nos tropicos, por exemplo, é
diferente do padrédo da zona temperada. Enquanto nas regides frias, grande parte
da matéria organica e nutriente permanece nos solos e sedimentos o tempo todo,
nos tropicos, uma parcela muito maior estd na biomassa, sendo reciclada numa
estrutura bidtica evoluida e bem-organizada, que, quando perturbada, leva a
perda mais rapida deles (Odum, 1988). Considerando o manejo ecoldgico do solo,
duas alternativas sdo postas diretamente pela Agroecologia: (i) a acumulagéo de
matéria organica e a reciclagem dos nutrientes e (ii) as agbes de favorecimento
da atividade bioldgica do solo.

A pratica da adubagéo de plantas com a matéria organica é milenar e se
confunde com a proépria historia da civilizagdo. A maior parte da matéria orgéanica
encontra-se nas substancias humicas (SH), compreendidas como um conjunto de

substancias heterogéneas e de massa molecular relativamente elevada que



englobam compostos aromaticos e alifaticos (Moreno, 1996). Skjemstad et al.
(1998) relataram as seguintes caracteristicas da matéria organica que influenciam
as propriedades do solo: (i) fonte de nutrientes com lenta liberacédo; (ii) elevada
capacidade de adsorver e trocar ions metalicos; (iii) melhora as propriedades
fisicas através do aumento da coesdo, da estabilidade estrutural e
consequentemente da permeabilidade e retengcdo de agua; (iv) tamponamento
das reagdes quimicas e (v) reducdo da toxicidade de compostos sintéticos e
naturais. Além disso, tem sido relatado que a matéria organica humificada pode
estimular o crescimento vegetal, através da liberagdo de moléculas bioativas com
atividade do tipo hormonal (Canellas et al., 2002; Facanha et al., 2002) e afetar
diretamente a atividade enzimatica, em diversas vias metabdlicas (Vaughan et al.,
1985; Vaughan e Malcolm, 1985; Muscolo et al., 2005; Nardi et al., 2005). A
otimizagcado do uso da matéria organica como fertilizante € uma estratégia-chave
para o sucesso das praticas em Agroecologia. O conhecimento da natureza da
interacdo entre plantas e matéria organica humificada, em base molecular e
celular, é fundamental para o redesenho da pesquisa e do desenvolvimento da
fertilizacdo de plantas em sistemas Agroecoldgicos.

Existem varios autores que relacionam os efeitos das SH com a agao de
fitormbnios, descrevendo, principalmente, a atividade semelhante a das auxinas
(Guminski, 1968; O’Donnell, 1973; DellAgnola e Nardi, 1987; Muscolo et al.,
1999; Canellas et al., 2002a; Quaggiotti et al., 2004; Nardi et al., 2005). No
presente trabalho, é estudada a interacédo entre plantas e acidos humicos (AH),
isolados de diversas fontes, sobre o metabolismo vegetal e sua relagdo com
outros promotores do desenvolvimento, como as auxinas e as afininas. Os AH
tém uma atividade fisioldgica que pode estar relacionada com o efeito produzido

sobre os principais sistemas de bombeamento de H".



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A agricultura moderna

A chave para o desenvolvimento agricola moderno tem sido a promogao
das lavouras de exportagcdo e a utilizagdo de insumos modernos: adubos,
agrotoxicos, sementes melhoradas e mecanizagao agricola (Sesmou, 1992). Essa
foi a linha adotada pela FAO (Food and Agriculture Organization) a partir da
década de 1960, através do processo conhecido como “Revolugdo Verde”. De
acordo com a FAO, os sistemas agricolas que utilizam poucos insumos externos
nao conseguem alcangar os niveis necessarios de produgdo ou obter retornos
comparaveis aos sistemas de alto uso de insumos caracteristicos do sistema
extensivo. No entanto, dados de varios paises indicam que as unidades de
producao onde se utilizam poucos insumos de fora da propriedade sao superiores
econdmica e ecologicamente aos sistemas convencionais baseados no latifundio
(Toledo, 2002). Os resultados do censo agropecuario brasileiro (1995/1996)
realizado pelo IBGE referentes a participagdo na produgdo das lavouras

temporarias podem ser verificados na Tabela a seguir:



Tabela 1. Distribuicdo da lavoura por tamanho da propriedade. Dados em

porcentagem.
Brodutos Pequena Média Grande
(<200 ha) | (200 - 2000 ha) | (>2000 ha)

Algodéo (herbaceo) 55,1 29,9 15,0
Arroz (em casca) 38,9 42,7 18,4
Batata-inglesa (1? safra) 74,0 20,7 5,3
Batata-inglesa (2° safra) 76,7 20,9 2,4
Cana-de-agucar 19,8 471 33,1
Feijao (12, 2% e 3? safras) 78,5 16,9 4,6
Fumo em folha 99,5 0,5 0,0
Mandioca 91,9 7,3 0,8
Milho em grao 54,4 34,8 10,8
Soja em grao 34,4 43,7 21,9
Tomate 76,4 18,5 5,1
Trigo em grao 60,6 35,2 4,2

Fonte: IBGE censo agropecuario (1995/1996)

E possivel verificar que mais de 60% da participacdo da producdo das
lavouras temporarias deve-se as pequenas propriedades (de tamanho menor que
200 ha). Sua participagdao também € majoritaria nas lavouras permanentes
(Tabela 1). Esses fatos vao de encontro a construcdo ideoldgica de que as
principais e mais importantes unidades de produ¢cdo no campo sdo as grandes
propriedades. O censo do IBGE revela, ainda, que as pequenas propriedades
geram mais renda no campo quando comparadas as grandes propriedades.

O esgotamento dos recursos naturais provocados pelo atual sistema
produtivo agricola mostra cada vez mais as barreiras do modelo de crescimento
econdmico ilimitado na agricultura (Costabeber e Caporal, 2001). Esse modelo de
desenvolvimento rural promove a degradagdo do ambiente através da sua légica
de explorar o maximo dos recursos naturais e energéticos por um curto periodo
de tempo, em vez de otimiza-los (Vivan, 1998), originando sérios problemas

econdmicos, sociais e ecologicos (Fernandez e Garcia, 2001). Além de ser



incapaz de resolver o problema da segurancga alimentar, sdo gerados impactos
grandes e difusos sobre o ambiente, resumidos por Singh (2000) em (i)
desertificacao, (ii) queda na fertilidade, (iii) elevagédo da salinidade (iv) eroséo dos
solos, (v) residuos de pesticidas e (vi) reducédo dos lengois freaticos. Faz-se
necessario, portanto, uma discussao sobre novos rumos para o desenvolvimento
rural em termos sustentaveis, economicamente viaveis e socialmente aceitaveis.
Para tanto, é mister o redesenho das praticas agrondbmicas adotadas até
hoje. Isso passa por uma nova perspectiva de ensino da agronomia, que deve ser
independente da premissa pregada pelas organizagées com influéncia mundial,
como a FAO, onde existe o claro favorecimento de interesses das grandes
corporacgdes. A formacao de profissionais com uma nova visdo do processo de
desenvolvimento rural, independentemente da aplicagao da cartilha pregada pelos
paises ricos, é fundamental para o sucesso da agricultura brasileira nos préximos
anos. Nesse sentido, a Agroecologia surge como uma alternativa para a
sustentabilidade dos sistemas de produgéo. A Agroecologia € definida, de forma
mais ampla, como uma abordagem agricola que incorpora cuidados especiais nao
s6 com 0 ambiente mas também com os problemas sociais, através de um ponto
de vista que vai além da produgcao somente. A Agroecologia enfoca as relagdes
ecologicas no campo, com o objetivo de compreender a forma, a dindmica e a

funcdo dessas relagdes (Altieri, 2002).

2.2. A matéria organica do solo

2.2.1. O manejo da matéria organica do solo

Desde suas origens, o sucesso da atividade agricola esta ligado a
utilizacdo de materiais organicos como fertilizantes. A matéria orgénica do solo
(MOS) é um sistema complexo integrado por diversos componentes, cujo
dinamismo esta ligado a incorporacdo de residuos vegetais, animais e
microbianos ao solo e a transformacgao e evolugao destes, mediada pela interagao
de varios processos (Moreno, 1996). O conteudo da MOS influencia varias
caracteristicas que contribuem para melhorar a qualidade do solo como, por
exemplo, capacidade de retengcdo de agua, disponibilidade de nutrientes e

atividade microbiana. O tipo de manejo agricola adotado altera o conteudo da



MOS e, consequentemente, as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
ligadas a qualidade produtiva do solo. O uso de técnicas convencionais de
preparo do solo, baseadas no intenso revolvimento e lavouras com baixa adi¢cao
de residuos vegetais, resulta em diminuicdo do conteudo da MOS ao longo do
tempo (Bayer e Mielniczuk, 1999). Os sistemas agricolas tropicais sao
extremamente dependentes do conteudo da MOS para a manutencdo da
produtividade das lavouras. Embora o wuso intensivo de fertilizantes
industrializados, aliado a outras técnicas modernas, tenha sido responsavel pelo
aumento da produgdo mundial de alimentos, o resultado desse tipo de
desenvolvimento agricola foram diversos prejuizos ambientais, tais como
salinidade dos solos, contaminagao dos lengéis freaticos e desertificagdo (Singh,
2000).

A preocupagao com a melhoria da qualidade do ambiente tem mudado o
foco das discussbes em torno dos sistemas agricolas e da importancia da MOS
(Lal e Pierce, 1991; Piccolo, 1996a; Nardi et al., 2004). Devido a sua sensibilidade
em relacdo as diferentes praticas de manejo adotadas, a MOS é um importante
indicador da qualidade do solo. Sua manutencgao € produto do balango entre as
perdas decorrentes do uso e das adigdes provenientes do manejo (Mielniczuck et
al., 2003). Para assegurar a sustentabilidade dos sistemas agricolas, 0 manejo
dos solos necessita de um guia de referéncia e da identificacdo das relacdes
entre as avaliagdes do uso da terra e suas fungdes, as quais podem validar
comparacgoes através de variagdes de clima, solos, tipo de uso da terra, topografia

e sistemas de manejo (Nardi et al., 2004).

2.2.2. As substancias humicas

A maior parte do carbono organico da superficie terrestre, entre 85 e 95%,
de acordo com Hayes e Malcolm (2001), encontra-se nas substancias humicas
(SH). O restante da MOS se encontra nos compostos pouco alterados da
degradacgao de residuos orgéanicos e do metabolismo microbiano (10-15 %) e, em
menor proporgao, N0s organismos Vivos, tais como raizes e microorganismos. As
SH sao produto da transformacdo e ressintese microbiana dos residuos
organicos. No solo, essas substancias existem com um continuo de compostos

humificados em diferentes estadios de transformacéo. No laboratério, é possivel



separar estes compostos de acordo com sua solubilidade em: acidos fulvicos
(soluveis em meio aquoso acido ou basico), acidos humicos (soluveis em meio
alcalino e coagulam quando o meio alcalino é acidificado) e huminas (fragéo

insoluvel ou residual).

A definicdo de um modelo estrutural para as SH ainda n&o é clara. Os
acidos humicos (AH) foram inicialmente descritos como macromoléculas
organicas de massa relativamente elevada e maior grau de condensagéao
molecular provenientes da transformacédo de biopolimeros incorporados ao solo
(e.g. lignina, celulose) (Schnitzer, 1991). Tradicionalmente, as SH tém sido
consideradas como um polieletrélito de acido fraco com massa molecular
relativamente elevada, ou seja, grandes polimeros organicos com varias funcées
quimicas e carga predominantemente negativa que teriam sua conformagao em
funcado do pH e da forga i6nica da solugdo (Kononova, 1966). Por exemplo, em pH
mais baixo, € observado um colapso da estrutura e formacdo de um denso
aglomerado humico. Com o pH elevado, ha a dispersdo do macropolimero e
estendimento de suas unidades moleculares para a solugdo, como mostrado na

Figura abaixo:

Figura 1. Eletromicrografia de acidos humicos (AH) estabilizados a pH 5,0 e 4,0
seguidos de liofilizagdo. Note-se a variagcdo da conformagdo de AH de acordo
com a mudanga do pH; E e F pH 4,0. G,H e | pH 5,0 (adaptado de Canellas et al.,
2002b).



A dificuldade de estabelecer um procedimento universal para avaliar a
distribuicdo de massa nas SH sempre forneceu argumentos para a critica do
modelo de macroestrutura dessas substancias. Por exemplo, o uso de métodos
de ultracentrifugacado, viscosimetria e cromatografia por exclusdo de tamanho
fornece, para o mesmo material humico, fragdes que vao desde poucas centenas
de unidade de massa até centenas de milhares de unidade de massa. Wershaw
(1993) postulou que residuos orgénicos de carater anfifilico (por exemplo,
residuos de polissacarideos como a hemicelulose e ligninas) em contato com a
fracdo mineral do solo poderiam se reorganizar em estruturas do tipo micelas com
a parte hidrofilica voltada para fora e a parte hidrofobica voltada para dentro. Esse
dominio hidrofébico seria responsavel pela captura através do fendmeno de
particdo de uma série de compostos orgéanicos transformados ou produtos do
metabolismo microbiano que incluiriam desde horménios até pequenas unidades
protéicas que seriam “guardadas” nesse “armario” estrutural formado pelas SH. A

Figura a seguir ilustra a concepgao de Wershaw:
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Figura 2. Modelo estrutral “tipo micelar” proposto por Wershaw (1993) e

adaptado por Canellas et al. (2005).
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A concepcao de estruturas micelares ou pseudomicelares para as
substancias humicas foi defendida por Engebretson e von Wandruszka (1994),
que, em solucdo contendo AH, observaram a supressao da fluorescéncia de uma
sonda. A diminui¢ao da fluorescéncia da sonda foi relacionada a presencga de um
dominio hidrofébico nas SH que é particularmente aumentado na presenca de
cations divalentes adicionados a solugao. Esse fendmeno foi atribuido a formacéao
de pseudomicelas a partir de pontes metalicas nos dominios hidrofilicos da
molécula humica. A concepcdo do modelo de estrutura em pseudomicelas foi
duramente criticada uma vez que, para a formacido delas, € necessaria uma
concentracdo de SH em solugdo acima da concentragdo micelar critica, o que é
praticamente inatingivel em sistemas naturais, ainda mais os altamente
intemperizados (Tanford, 1980). Orlov (1975) define as SH como resultado de
associagbes de compostos predominantemente hidrofébicos, os quais séo
estabilizados por forcas dispersivas fracas e hidrofébicas formando um
arranjamento supra-estrutural de compostos organicos com massa molecular
aparentemente elevada. Esse conceito estrutural alternativo tem sido confirmado
pelo método de cromatografia por exclusdo de tamanho (Piccolo et al., 1996b,
1999; Conte and Piccolo, 1999) e RMN (Simpson, 2002).
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Figura 3. Modelo estrutural baseado no arranjamento supramolecular

proposto por Piccolo (1997) e adaptado por Canellas et al. (2005).
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Independentemente do modelo estrutural, tem-se observado que
pequenas doses de SH tém proporcionado efeitos de estimulos no crescimento

vegetal através de uma agado adicional ao fornecimento de nutrientes.

Os AH sao produtos intermediarios da humificagdo e podem ser
indicadores da qualidade da matéria organica do solo (Kogel-Knaber et al., 1988).
Govindasmy e Chandrasekaran (1992) observaram que a aplicacéo de 6 g/m? de
AH extraidos de lignita aumentou a concentragcdo de nutrientes nas folhas e o
rendimento de cana-de-agucar em experimento de campo. Em casa de
vegetacdo, Atiyeh et al. (2002) avaliaram o efeito de AH derivados de
vermicomposto sobre o crescimento de plantas de tomate e pepino, e relataram
estimulos no crescimento das plantas observados na altura, area foliar, massa
seca da parte aérea e, principalmente, na massa seca da raiz, nas concentragoes
de 50-500 mg/kg. Ja concentragbes acima de 500 mg/kg e até 1.000 mg/kg
resultaram em inibicdo do crescimento das plantas. Segundo esses autores,
provavelmente parte dos estimulos observados deveu-se a agao de substancias

reguladores do crescimento vegetal associadas aos AH.

Masciandaro et al. (1999) avaliaram o efeito da adicdo de dois tipos de
materiais organicos ao solo: (i) incorporagao direta de vermicomposto proveniente
de lodo de esgoto e (ii) fertirrigacdo com SH extraidas de vermicomposto e
solubilizada em agua residual de esgoto tratado. Foi observado um aumento na
atividade de enzimas relacionadas com a atividade biolégica e nutricdo vegetal
extraidas de aveia (Avena sativa) cultivada nos solos tratados com matéria
organica. Houve uma correlagdo positiva entre o indice de crescimento e as
caracteristicas quimicas e bioquimicas dos solos apds os tratamentos. Os
materiais orgéanicos incorporados contribuiram para a recomposi¢éo da fertilidade

dos solos aridos e semi-aridos avaliados.

Recentemente, foi relatado que vermicompostos produzidos a partir de
diferentes materiais (esterco bovino, residuos de alimentos e residuos de papel)
aplicados em condigcdes de campo, dois anos consecutivos (10 ou 20 t’/ha no
primeiro ano e 5 ou 10 t/ha no segundo ano), podem aumentar significativamente
o crescimento e a produtividade de pimenta (Capsicum annuum) (Arancon et al.,
2005). Os autores sugeriram que substancias promotoras do crescimento vegetal,

como os AH e fitormOnios adsorvidos nestes, por exemplo, poderiam ser
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responsaveis pelos estimulos observados, como descrito previamente por
Canellas et al. (2002).

2.2.2.1. Bioatividade das substancias humicas

Além de fornecer nutrientes para as plantas através da mineralizagao, as
SH podem estimular diretamente o crescimento e a produtividade das plantas. Os
efeitos das SH sobre o desenvolvimento vegetal sdo dependentes da fonte de
obtencado, das doses utilizadas e da espécie da planta estudada (Vaughan e
Malcolm, 1985). Nannipieri et al. (1993) resumiram os efeitos fisiologicos das SH
como resultado: (i) da influéncia positiva sobre o transporte de ions facilitando a
absorc¢ao; (ii) do aumento da respiracao e da velocidade das reag¢des enzimaticas
do ciclo de Krebs resultando em maior producdo de ATP; (iii) do aumento no
conteudo de clorofila; (iv) do aumento na velocidade e sintese de &acidos
nucléicos; (v) do efeito seletivo sobre a sintese protéica e (vi) do aumento ou

inibicdo da atividade de diversas enzimas.

N&o é recente proposi¢cao da existéncia de hormdnios nas SH (Bottomley,
1917) e de que estas podem apresentar outros compostos fisiologicamente ativos
(Guminski, 1968). Diversos trabalhos confirmam essa proposi¢ao, relacionando os
efeitos das SH com fitorménios, principalmente a auxina (O'Donell, 1973;
Dell’Agnola e Nardi, 1987; Muscolo et al., 1999; Canellas et al., 2002a; Quaggiotti
et al., 2004, Nardi et al., 2005).

O estudo da acao direta das SH sobre o metabolismo e o crescimento das
plantas tem-se concentrado na fragdo humica considerada de menor massa
molecular (Vaughan e Malcolm, 1985), em fungdo do modelo de concepgao
estrutural das SH (Canellas et al., 2005). O fato de uma substancia do tamanho
dos AH (na ordem de micrémetros) (Cameron et al., 1972) atravessarem poros ou
espacos aparentes no apoplasto (na ordem de nanémetros) ndo era concebido.
No entanto, baseando-se na concepgao emergente do arranjamento supra-
estrutural das SH, compostos de reconhecida capacidade de regulacédo e
estimulacdo do crescimento vegetal, tais como os horménios vegetais, podem
estar fracamente unidos a supra-estrutura das SH e serem liberados para a

solucao do solo e para a absorgao das plantas por uma simples variagao de pH
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na interface das raizes decorrente, por exemplo, da exsudacdo de acidos
organicos como experimentado por Faganha et al. (2002). Nardi et al. (2005)
utlizaram exsudatos radiculares na extracdo de SH e observaram um aumento na
atividade hormonal dessas substancias, confirmando que a rizosfera pode alterar
o arranjamento supra-estrutural das SH. Varanini et al. (1993) verificaram, por
meio de ensaios in vitro, o estimulo na atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica (MP) por SH de baixo peso molecular. Sabe-se, no entanto, que AH
podem promover o desenvolvimento vegetal na mesma propor¢do, quando nao
superior aos acidos fulvicos (Vaughan e Malcolm, 1985). Zandonadi et al. (2003)
fracionaram AH isolados de vermicomposto em faixas de tamanho moleculares
através de cromatografia por exclusdo de tamanho em gel de sephadex (G-200) e
demonstraram que o estimulo sobre a H*-ATPase de MP foi menor nas fracdes
separadamente do que nas plantas tratadas com AH, sugerindo que, mais do que
o tamanho molecular, a conformagao e a mobilizacdo de sub-unidades funcionais
parecem estar relacionadas com o aumento observado na atividade dessa ezima.
Muscolo et al. (1998) verificaram que SH de baixo peso molecular apresentaram
atividade tipica e equivalente a do acido indol-3-acético (AIA), podendo operar
estimulando a produgdo enddégena desse fitormbnio ou inibir as oxidases

responsaveis pela sua degradagao (Mato et al., 1972).

Facanha et al. (2002) verificaram o estimulo na sintese da H*-ATPase de
MP promovida por AH e indicaram as bombas de H' como importantes
marcadores bioquimicos da bioatividade das SH. Esses autores postularam que
sub-unidades estruturais de AH poderiam acessar receptores na superficie ou no
interior da MP das células das raizes, resultando no estimulo do desenvolvimento.
Canellas et al. (2002a) identificaram a indugéo de sintese de H*-ATPase de MP
isoladas de raizes de milho, correlacionada com a presencga de AIA nos AH e com
uma alteracdo no padrdo de desenvolvimento radicular de plantulas de milho.
Confirmando essas constatagcbes, Quaggiotti et al. (2004) ratificaram a presenca
de AIA na estrutura de SH, através de um ensaio imunoldgico. Foi demonstrado
que fragdes humicas de baixo peso molecular estimulam a absor¢céo de nitrato,
possivelmente mediante o aumento da isoforma Mhal e Mha2 da H*-ATPase de
MP.
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2.3. As Auxinas

A auxina estd envolvida potencialmente em todos os aspectos do
desenvolvimento e crescimento vegetal (Went, 1928; Davies, 1995). Dentre os
efeitos fisioldgicos promovidos pela auxina, citam-se: (i) a expansao celular; (ii) o
fototropismo e o gravitropismo; (iii) a regulagdo da dominancia apical e (iv) a
formacao de raizes laterais e adventicias (Taiz e Zeiger, 2002). A forma mais
comum de auxina presente nas plantas € o acido indol-3-acético (AlA). Além do
AlA, existem mais de 50 compostos diferentes que podem expressar a atividade
bioldgica da auxina (Tomic et al., 1998; Bertosa et al., 2003 e referéncias citadas).
O acido 2,3,5-triiodobenzéico (TIBA) e o acido p-Clorofenoxisobutirico (PCIB) sado
compostos relacionados estruturalmente com a auxina que promovem inibicdo do
seu efeito sobre as plantas. A agao do TIBA esta relacionada com o impedimento
do efluxo da auxina bloqueando o seu transporte polar (Lomax et al.,, 1995). O
PCIB afeta a via de sinalizagédo de auxina, regulando a estabilidade das proteinas
Aux/AlA (Oono et al., 2003).

A biossintese da auxina ocorre principalmente em tecidos com intensa
divisdo celular e crescimento, principalmente na parte aérea da planta (apices
caulinares e folhas jovens) (Taiz e Zeiger, 2002). O AIA é estruturalmente
semelhante ao triptofano, seu precursor na maioria das espécies vegetais
(Zazimalova e Napier, 2003) (Figura 4).

Embora as auxinas tenham sido a primeira classe de horménios vegetais
a ser identificada, o mecanismo molecular envolvido na sua ag&o ainda nao esta
totalmente elucidado (Tomic et al., 1998; Leyser, 2002). Entretanto, sabe-se que a
sinalizagdo da auxina comega a partir da percepgao deste hormdnio por meio da
interacdo com algum tipo de receptor (Leyser, 2002). Evidéncias sugerem a
existéncia de varios sitios para a percep¢ao da auxina e, nesse sentido, o sinal
parece ser transduzido através de diferentes vias de sinalizagdo (Leyser, 2002).

Existem varias evidéncias da existéncia de uma proteina receptora para
AIA no lado externo da membrana plasmatica conhecida como ABP1 (auxin
binding protein) (Ruck et al., 1993; Hertel et al., 1995; Steffens et al., 2001; Napier
et al., 2002). Por outro lado, foi também descrito um receptor intracelular sensivel
a presenca de auxina (Vesper e Kuss, 1990; Claussen et al., 1996). Yamagami et

al. (2004) indicam a via independente de ABP1 como a mais provavelmente
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envolvida no controle do crescimento em casos de concentragdes endogenas de
AlA. Além disso, estudos com tomate mutante diageotropica (dgt) sugerem ser
bastante plausivel a funcionalidade de receptores tanto intra como extracelulares
(Christian et al., 2003). De qualquer forma, o papel exato do ABP1 na via de
sinalizagao da auxina nao foi determinado.

Existem alguns aspectos da transcrigéo relacionados com a auxina mais
bem compreendidos. O fator de resposta a auxina (ARF) e as proteinas Aux/AlA
estdo envolvidos nesse processo (Guilfoyle, 1998). Gray et al. (2001) relataram
que a auxina poderia promover a degradagao das Aux/AlA através da proteina
ubiquitina ligase SCF™®'. Na auséncia de auxina, ocorre a acumulacdo de
proteinas Aux/AlA, que se ligam aos ARFs, prevenindo-os de ativar a transcri¢ao
de genes induzidos por auxina (Figura 5). Estudos recentes indicam que o TIR1
(Transport Inhibitor Response-1) é um receptor de auxina que media a
degradacao de Aux/AlA e a transcricao regulada por auxina (Dharmasiri et al.,
2005).
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Figura 5. Modelo para resposta a auxina (AIA) proposto por Gray et al. (2001) e
acao do inibidor de AlA, acido p-Clorofenoxisobutirico (PCIB) sugerida por Oono
et al. (2003). Na auséncia de AlA, proteinas Aux/IAA reprimem a via de resposta a
auxina através da regulacdo negativa dos Fatores de Transcrigdo de Auxina
(ARF) (1); Bloqueio na transcricdo de genes de resposta a auxina (2); Na
presenca de AlA, as proteinas Aux/IAA sao destruidas por uma ubiquitina ligase.
O PCIB impede essa destruicédo (3); A degradagéo das proteinas Aux/IAA resulta
na ativacdo dos ARFs e desrepressao da via de resposta a AlA (4); Os ARFs
ligam-se ao AuxRE (elemento de resposta a auxina) nos promotores dos genes
precoces, ativando a transcricdo (5); A transcricdo dos genes inicia a resposta a
AIA (6); Devido aos proprios genes Aux/IAA serem rapidamente induzidos por
AlA, um feedback negativo existe entre as novas proteinas Aux/IAA sintetizadas
restaurando a repressado no passo anterior da via (7). Embora o mecanismo de
acao das Aux/IAA ainda seja pouco claro, um mecanismo provavel é a prevengao
da formacao do dimero ARF-ARF.
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2.4. Plantas mutantes em respostas hormonais

A via de sinalizagao celular envolvida na agao do tipo auxinica das SH é
ainda controversa. Parte desse impasse pode ser atribuida aos problemas
relacionados a possiveis alteragdes dos inibidores sintéticos, como PCIB e TIBA,
quando em contato com solugées de SH. Uma alternativa para o estudo criterioso
dos efeitos hormonais de SH é o uso de plantas mutantes ou geneticamente
modificadas.

Plantas mutantes insensiveis ou supersensiveis a acao hormonal sio
bastante uteis para entender as vias de sinalizagédo envolvidas no controle de uma
determinada resposta fisiolégica (Coenen et al., 2002). O tomateiro mutante
diageotropica (dgt) foi bem caracterizado quanto a sua resisténcia a auxina (Zobel
1972; Kelly e Bradford, 1986; Muday et al., 1995; Pinno-Nunes, 2005). Kelly e
Bradford (1986) demonstraram a reducao da sintese de etileno e do alongamento
de hipocdtilos de tomate dgt. Esse mutante € caracterizado como uma planta an3,
com crescimento diageotrépico dos caules e raizes, e raizes sem ramificagéo,
sendo defectivo na via de transducdo de sinal de auxina (Hicks et al., 1989;
Christian et al., 2003) (Figura 6). Muday et al. (1995) relataram que o tomate dgt é
menos sensivel a inibicdo do crescimento desencadeada pela a aplicagao
exdgena de IAA. A auxina altera a expressdo do gene MHAZ2, responsavel pela
expressao da principal isoforma da H*-ATPase de MP, aumentando a extrusdo de
H* e consequentemente a extensibilidade da parede celular (Frias et al., 1996),
condicdo fundamental para a expansdo da célula. Coenen et al. (2002)
verificaram que a via de sinalizagdo de auxina dependente do gene DGT altera a
extrusdo de H" mediante uma regulacédo negativa desse processo. Christian et al.
(2003) atribuiram o defeito do mutante dgt mais a percepgao ou resposta a auxina
do que ao transporte ou metabolismo, e confirmaram que a via dependente do
gene DGT altera a resposta de crescimento estimulado por auxina. Recentemente
foi obtida uma linhagem de tomateiro contendo a mutagao dgt em plantas de porte
micro (Micro-Tom - MT) (Pinno-Nunes, 2005), conhecidas como um modelo
genético de tamanho reduzido e ciclo de vida curto (Meissner, 1997).

Existem ferramentas poderosas para o desenvolvimento de plantas
mutantes com maior sensibilidade aos fitorménios. As bactérias Agrobacterium

tumefaciens ou A. rhizogenes podem transferir genes para plantas infectadas
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induzindo a formagéao de tumores por meio da transferéncia da regido-T ou T-DNA
(DNA de transferéncia) de seu plasmideo indutor de tumor (Ti) para o DNA
nuclear da planta-alvo (Tepfer, 1984). A formagédo de hairy roots no local da
infeccao pode ser originada por A. rhizogenes (Ricker, 1930). Através de analise
genética do T-DNA, foram identificados os genes rol (root loci), que estdo
intimamente associados com as alteragdes na resposta hormonal dos tecidos
vegetais infectados por A. rhizogenes e que podem culminar na formagéao de hairy
roots (Gaudin et al., 1994). A auséncia de mutantes em tomateiro com alta
sensibilidade de auxina faz com que a obtengado de plantas transgénicas com os
genes rol seja uma alternativa de variagao genética no metabolismo/sensibilidade
em auxina (Peres, LEP - comunicagao pessoal). O mutante de tomateiro MT8196
(transformado no Laboratério de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal
da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz) produz hairy roots que séo
bastante uteis para essa abordagem.

Nao existe nenhum relato da utilizagdo de mutantes dgt ou de raizes
transformadas geneticamente supersensiveis a auxinas (eg. MT8196) para

avaliacido da bioatividade de AH.

Figura 6. Fendtipo do micromutante dgt e o parenteal MT.
(Pinno-Nunes, 2005).
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2.5. A H"-ATPase do tipo P

A H*-ATPase é a bomba de H" da MP mais importante nas células
vegetais e fungicas (Palmgren, 1991). A caracteristica comum das ATPase do tipo
P é a formacdo de um intermediario fosforilado (dai a classificacdo “Tipo P” -
PO,%) (Briskin e Poole, 1983) identificavel durante o ciclo catalitico da enzima, no
qual o fosfato terminal do ATP esta ligado a um residuo aspartato na proteina
(Pedersen e Carafoli, 1987) (Figura 7C). O ortonvanadato (HVO4%) é um analogo
do fosfato que inibe fortemente esse tipo de ATPase por competicdo pelo sitio
catalitico (Sze, 1985). A H*-ATPase do tipo P presente na MP de células vegetais
e fungicas é composta por uma uUnica subunidade, cuja parte catalitica possui
aproximadamente 100 kDa (Briskin e Poole, 1983). A reducao do pH do apoplasto
é dependente da atividade das H*-ATPases que acoplam o transporte de H*
através da MP a hidrolise de ATP (Giannini e Briskin, 1987). A energizagao de
transportadores para a absorgcdao de ions e a acidificacdo do apoplasto sao
eventos centrais no metabolismo vegetal originados da atividade da H*-ATPase
do tipo P de MP (Morssome e Boutry, 2000). O processo de energizagado da MP é
um passo fundamental para a absorcdo de nutrientes, pois, como as células
tendem a acumula-los, o transporte de nutrientes é frequentemente contra o seu
gradiente de concentragao e/ou elétrico (Palmgren, 2001; Sondergaard et al.,
2004) (Figura 7A e 7B). Os cations sao atraidos para a célula devido ao potencial
da membrana, internamente negativa, entrando através de proteinas canais. Os
cations, anions e solutos sem carga elétrica podem atravessar a membrana via
diversos carreadores, onde o transporte € energizado pela absor¢do concomitante
de H* (Palmgren, 2001). Além de gerar o gradiente eletroquimico necessario para
o transporte de ions e outros metabdlitos através das membranas, essa enzima
participa de outras funcbes essenciais ao crescimento da planta, tais como
tolerancia a salinidade e regulacdo do pH intracelular (Palmgren, 1991;

Morsomme e Boutry, 2000; Sondergaard et al., 2004).

Para ocorrer o crescimento vegetal, é preciso, também, que as células se
expandam fisicamente e, ao mesmo tempo, mantenham sua integridade
mecénica devido a alta pressédo de turgor. Nesse sentido, a acdo combinada do
vacuolo com a parede celular gera o turgor, a forca motriz para a manutengéo

hidraulica e crescimento (Marty, 1999). A expansao celular é favorecida



21

concomitantemente aos processos citados pela agcdo de algumas proteinas

especificas, dentre as quais, as expansinas assumem um importante papel, uma

vez que em pH menor ou igual a 4,5, promovem o aumento da plasticidade da

parede celular através da liberagdo momentédnea de segmentos pequenos da

matriz de glucanos ligados as microfibrilas de celulose (Cosgrove, 1998; 2000).
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Figura 7. Transporte de nutrientes na raiz; a H'-ATPase esta sempre ativa nas

interfaces entre a via simplasto e apoplasto (Sondergaard et al., 2004) (A). Os

nutrientes podem ser transportados tanto por proteinas canais quanto por

carreadoras; transporte primario e secundario através da membrana plasmatica

(B); topologia predita para a H*-ATPase (Morssome e Boutry, 2000) (C).
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2.5.1. A acdo da auxina e a H"-ATPase do tipo P

Segundo Rayle e Cleland (1972), a expansao da célula pode ser induzida
pela acdo das auxinas. Foi observado que as auxinas também podem levar ao
aumento da sintese de H*-ATPases de MP através de um mecanismo ainda
pouco conhecido (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). Postula-se que as
auxinas possam aumentar a taxa de extrusdo de H' pela estimulacdo dos
processos de: (1) Ativagdo de H'-ATPases preexistentes na membrana
plasmatica; e/ou (2) sintese de novas H'-ATPases (Cleland, 1995) (Figura 8). Os
dois mecanismos ndo sao exclusivos e existem evidéncias de que possam existir
conjuntamente (Cleland, 1995). Segundo Hager (2003), a sintese de novas H'-
ATPases induzida por auxina resulta ndo somente no aumento da extrusdo de H*
mas também numa eventual restituicdo do niumero de H*-ATPases numa certa
area de membrana. Devido a intensa expansao da MP durante o crescimento, o
aumento do numero de H'-ATPases garante a manutengdo do potencial da
membrana, do transporte ativo de solutos e do turgor celular. A relagdo entre a
auxina, ativacdo das H'-ATPases e expansdo celular é a base da teoria do
crescimento acido, cujos postulados foram redefinidos por Hager (2003) como: (i)
a H™-ATPase localizada na MP ¢é responsavel pela extrusdo de H* para o
apoplasto; (ii) o hormdnio de crescimento auxina, num estado ativado, aumenta a
atividade desta enzima, resultando em decréscimo do pH apoplastico; (iii) a queda
do pH na parede celular € dependente da energia de oxidagdo que fornece ATP
para a extrusdo de H'; (iv) o pH reduzido da parede celular ativa enzimas que
hidrolisam ligagbes inter e intramoleculares na parede celular, favorecendo a
expansdo celular; (v) a extrusdo de H' via ATPases é compensada por
transportadores antiportes e canais de cations (e.g., K'). Essa absorgéo
secundaria de ions (K*) mantém a press&o de turgor num valor constante durante

a expansao da célula.
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Figura 8. Modelos de ativagéo e sintese de H'-ATPases para a extrusédo de H*
induzidos por AIA e AH. A hipdtese de sintese envolve mensageiros secundarios
induzidos por AIA que induzem a expressdao de genes (1) que codificam a
sintese de H'-ATPase. A hipotese de ativagédo envolve a interacdo da proteina
ABP1 com a H'-ATPase (2). Neste modelo, acidos organicos exsudatos das
plantas interagem com a estrutura supramolecular do AH liberando moléculas
bioativas (com grupos auxinicos) menores capazes de atravessar a membrana

celular, ativando diretamente a H*-ATPase ou induzindo & sua expressao.
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2.5.2. As bombas de H* do tonoplasto

Os vacuolos das células vegetais sdo organelas multifuncionais que
possuem um papel central nas estratégias do desenvolvimento celular. Sao
compartimentos liticos que funcionam como reservatorios de ions e metabdlitos
imprescindiveis ao processo de detoxificagdo e homeostase celular, pois estao
envolvidos nas respostas da célula ao ambiente e aos fatores bidticos que
provocam os mais diferentes tipos de estresses (Marty, 1999). Provavelmente, o
papel mais importante do vacuolo central seja o de aumentar o tamanho da célula
(Taiz, 1992). Segundo esse autor, de maneira geral, as células vegetais sofrem
um aumento de 10 a 20 vezes no volume durante a expansao celular. A maior
parte desse aumento é promovida pela absor¢do de agua. As fungbes que o
vacuolo desempenha sao dependentes das proteinas presentes na membrana
vacuolar (também chamada de tonoplasto) (Figura 9). O movimento de agua a
favor do potencial eletroquimico € alcangado em virtude da presenca de canais
especificos (aquaporinas) (Maurel, 1997). Os fluxos de ions, agua e metabdlitos
através do tonoplasto sdo cruciais para a expansao da célula e o crescimento da
planta, transducgao de sinais, homeostase e regulacdo das vias metabdlicas (Sze
et al., 1992).

O tonoplasto regula o transito de ions e metabdlitos entre o citosol e
vacuolo de maneira semelhante a regulagdo realizada pela MP durante a
absorgdo da célula, e possui duas enzimas que fornecem energia para os
processos de transporte: a H'-ATPase vacuolar (V-ATPase ou ATPases do “tipo
V") e a H*-pirofosfatase vacuolar (H*-PPase ou V-PPase) (Rea e Sanders, 1987).
De acordo com o modelo quimiosmatico de transporte de soluto dependente de
energia, a forga proton-motora, gerada tanto pela H'-ATPase quanto pela H'-
PPase, pode ser usada para conduzir o transporte secundario de solutos (Rea e
Sanders, 1987; Taiz, 1992; Maeshima, 2000). A presenga das duas bombas (V-
ATPase e H'-PPase) na mesma membrana tem sido considerada como
necessaria para o desempenho de fungdes fisioldgicas especificas, ondem que o
papel principal da V-ATPase seria a manutengdo do gradiente eletroquimico de
H*, enquanto a H*-PPase atuaria como um sistema auxiliar de bombeamento de
H* (Taiz, 1992; Facanha e De Meis, 1998) (Figuras 9 e 11). A H'-PPase ¢ a
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principal bomba de H* do vacuolo em tecidos mais jovens, enquanto a V-ATPase
é a principal responsavel pelo bombeamento de H* em tecidos mais maduros
(Facanha e De Meis, 1998; Maeshima, 2000). A V-ATPase pertence a uma familia
de bombas de H® dependentes de ATP, responséavel pela acidificacdo de
compartimentos intracelulares nas células eucariéticas (Wang et al., 1986; Sze et
al., 1992; Nelson, 1992; Kawasaki-Nishi et al., 2003). As V-ATPases sdo enzimas
heteromultiméricas constituidas de um complexo periférico catalitico (V1) e de um
complexo integral transmembrana responsavel pela translocagédo de ions (Vo)
(Sze et al., 1992; Huss et al., 2002) (Figura 10). As V-ATPase s&o inibidas por
diferentes substancias: os ions nitrato parecem interagir com o domimio
protogénico, levando-o a ser menos sensivel a hidrélise de ATP no sitio catalitico
(Tu et al., 1987); os antibidticos bafilomocina A1 (White, 1994) e concanamicina A
- este mais efetivo — (Huss et al., 2002) inibem de maneira especifica a V-
ATPase. A bafilomicina interage com a parte hidrofébica (Vy) da V-ATPase (White,
1994) e a concanamicina liga-se a subunidade c (Huss et al.,, 2002). As V-
ATPases possuem outras fungdes além da acidificacdo do vacuolo, e sao
consideradas as bombas de H* mais versateis existentes na natureza (Nishi e
Forgac, 2003). A H*-PPase também promove redugdo do pH e torna o potencial
no interior das vesiculas positivo (Wang et al., 1987). Segundo Maeshima (2000),
essa enzima possui trés caracteristicas peculiares: (i) consiste num polipeptidio
com massa molecular de cerca de 80 kDa; (ii) utiliza o pirofosfato inorganico (PP;)
como substrato de baixo custo energético; e (iii) coexiste com a H*-ATPase numa
mesma membrana vacuolar nas células vegetais (Rea e Sanders, 1987,
maeshima 2000) (Figuras 11 e 12). A atividade da H*-PPase ¢ inibida por fluoreto
de potassio (KF) (Maeshima e Yoshida, 1989). Apesar da importancia da V-
ATPase e da H*-PPase no processo de turgor celular, poucos trabalhos tém sido

realizados a fim de relacionar essas bombas a expansao das células.
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Figura 10. Mecanismo de rotagdo proposto para o transporte de prétons
dependente de ATP promovido pela V-ATPase: a hidrolise de ATP no dominio V4
parece levar a rotacdo do eixo central (composto pelas subunidades D e F), o
qual, em resposta, leva a rotacdo do anel proteolipidico composto pelas
subunidades c, ¢’ e ¢” localizadas na subunidade V, (Adaptado de Kawasaki-Nish
et al., 2003).
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al. (2000).
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2.6.1. Acidos humicos e as bombas de H" do tonoplasto

Durante o ciclo de crescimento da célula vegetal, a manutengéo do tugor
sustentada pelo vacuolo (vacuolation) fornece o aumento de volume necessario
para a expansao celular (Cosgrove, 2000). O gradiente eletroquimico mantido
pelas duas bombas de H* do vacuolo gera o potencial necessario ndo sé a
expansao deste mas também ao crescimento da célula (Maeshima et al., 1996). A
inibicdo da V-ATPase pode reduzir o crescimento celular, sendo uma evidéncia
direta da participagdo das bombas vacuolares nesse processo (Gogarten et al.
1992). A importancia desta enzima foi confirmada através da utilizagdo do
mutante Arabidopsis (det3), onde a atividade reduzida da V-ATPase resultou em
menor expansao de hipocétilos (Schumacher et al.,, 1999). Tanto a V-ATPase
quanto a H'-PPase estdo envolvidas na expansdo de hipocétilos (Katou e
Okamoto, 1992; Maeshima et al., 1996). Entretanto, a acdo de AH sobre as
bombas de H' localizadas no tonoplasto ndo foi estudada, uma vez que a
aparente elevada massa molecular dessas SH restringiria seu acesso ao interior
da célula. Porém, como exsudatos organicos provenientes das raizes podem
desmontar a supra-estrutura humica em unidades menores (Cozzolino et al.,
2001; Facanha et al. 2002), algumas dessas subunidades dotadas de atividade
hormonal atravessariam tanto a MP quanto o tonoplasto, afetando o
funcionamento das bombas de H" (Canellas et al., 2005). Pinton et al. (1992)
estudaram o efeito de SH de massa molecular pequena (< 5 Kda) em vesiculas
de tonoplasto in vitro e demonstraram uma ativacdo da V-ATPase em
concentragdes até 5 mg C L. Esses autores sugeriram que as SH afetam as
vesiculas por um modo de agao que envolve a alteragdo da permeabilidade do
tonoplasto em conjunto a mudanga do gradiente elétrico, os quais poderiam, em

troca, afetar a atividade da V-ATPase.
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2.7. As alquilamidas: uma nova classe de substancias promotoras do

crescimento

As alquilamidas sao metabdlitos secundarios que compreendem mais de
200 compostos relacionados, largamente distribuidos nas plantas (Ramirez-
Chavez et al.,, 2004). A estrutura geral das alquilamidas é resultado da
condensagao de um acido graxo insaturado e uma amina (Hofer et al., 1986). As
principais afininas (alquilamidas naturais que estdo presentes nos vegetais) ja
descritas e que promovem o desenvolvimeto vegetal sdo: N-isobutil-2E,6Z,8E-
decatrienamida e N-isobutil-2E,-decanamida e N-isobutil-decanamida) (Ramirez-
Chavez et al., 2004). As afininas apresentam uma atividade bastante diferente em
relacdo aos outros fitormdnios que promovem a indugdo do enraizamento,
provocando a formagéo de raizes laterais e o alongamento de pélos radiculares
de maneira bastante semelhante aos produzidos por auxinas sem, no entanto,
causar o encurtamento do eixo radicular principal, efeito tipico da auxina. Além
disso, a forma pela qual o sistema radicular responde a afinina é independente da
sinalizagdo auxinica. Esses autores abriram a possibilidade da utilizagdo dessa
classe de compostos para o uso na estimulacdo do crescimento radicular.
Entretanto, 0 modo como as alquilamidas podem afetar a cascata de produgao de
sinais que modifica o crescimento e a diferenciacdo nas células radiculares ainda
é desconhecido.

Pequenas concentragdes de substancias humicas (SH) podem aumentar
o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Kononova, 1982). O aumento no
sistema radicular geralmente € mais notado do que na parte aérea (Vaughan e
Malcolm, 1985; Nardi et al., 2002). A inibicdo do crescimento do eixo principal de
raizes tratadas com doses elevadas de auxina (1-10 mg L") ndo é observada em
raizes tratadas com SH na mesma faixa de concentracdo (1-10 mg C L™). No
entanto, em concentracdes menores (0,1-0,5 mg C L), essas SH chegam & taxa
de inibicdo semelhante a que se observa para auxina em alta concentragéo
(Muscolo et al., 1999). Embora exista uma relacdo estabelecida entre o
desenvolvimento radicular promovido por SH e auxina (O’Donnell, 1973; Cacco e
Dell’Agnola, 1984; Muscolo et al., 1999; Canellas et al., 2002a; Quaggiotti et al.,
2004), uma parte do estimulo no crescimento da raiz pode ser devido a algum

mecanismo que ndo é controlado por vias dependentes de auxina. A relagao entre
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a bioatividade e a quimica das SH é bastante dificil devido a sua complexidade,
heterogeneidade e aspectos estruturais indeterminados, que resultam em
resultados conflitantes (Vaughan et al., 1985). Os AH foram descritos como
substancias de elevada massa molecular originados da transformagao de
biopolimeros do solo (Schnitzer, 1991). No entanto, foi sugerido que os AH
decorrem da associagdo hidrofébica de pequenos agregados, formando um
arranjamento supra-estrutural com aparente elevada massa molecular (Orlov,
1975). A idéia de que grupos carboxilicos e hidroxilas acodlicas e fendlicas
presentes em SH seriam responsaveis pelo estimulo sobre as raizes das plantas
foi proposta por Schnitzer e Poapst (1967). Esses autores obervaram que o
bloqueio dos grupamentos hidroxilicos por acetilagdo reduziu a iniciagdo de
raizes, ao passo que o bloqueio dos grupamentos COOH por esterificacdo nao
causou efeito algum. Outros autores relacionaram a acidez carboxilica e a
pequena massa molecular das SH com o efeito estimulatério observado no
enraizamento de folhas de Nicotiana plumbaginifolia (Nardi et al.,, 1994).
Entretanto, SH de massa molecular aparentemente elevada (eg. AH) também
podem estimular o crescimento radicular vegetal (O’Donnell, 1973; Canellas et al.,
2002a). Além disso, foi demonstrado por Canellas et al. (2005) que nao existe
relagdo entre o contetido de H” livre na estrutura dos AH e a atividade bioldgica
dessas substancias. Canellas e Facanha (2004) verificaram que SH mais
humificadas apresentam maior bioatividade do que as SH com menor grau de
humificacdo. E possivel que a evolucdo estrutural e a bioatividade estejam
relacionadas também a presenca de outros bioestimuladores do desenvolvimento

vegetal, como as alquilamidas.



3. TRABALHOS

ACIDOS HUMICOS E AUXINAS INDUZEM O DESENVOLVIMENTO DE RAIZES
LATERAIS E ATIVAM AS BOMBAS DE H" DA PLASMALEMA E DO
TONOPLASTO

RESUMO

As substancias humicas (SH) podem induzir ao crescimento e a
produtividade das plantas por meio de mecanismos ainda ndo completamente
elucidados. Trabalhos anteriores demonstraram que &cidos humicos (AH)
isolados de vermicomposto podem estimular os estadios iniciais do
desenvolvimento de raizes laterais e a atividade da H'-ATPase de membrana
plasmatica, através de um mecanismo similar ao promovido por auxinas (acido
indol-3-acético, AIA). Neste estudo, foi avaliado o efeito de AH isolados de
diferentes fontes e de trés concentracdes distintas de AIA sobre a atividade da H*-
ATPase e H'-PPase de tonoplasto e o desenvolvimento radicular. Foi realizada
uma comparagao entre a acdo dos AH e a do tipo auxinica. Os resultados

demonstraram que os AH de diferentes solos e residuos organicos na
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concentracdo de 20 mg C L™, bem como as menores concentracdes de AIA (107
e 10 M), levaram ao crescimento de plantulas de milho e proporcionaram uma
marcante proliferagdo de sitios de mitose e de raizes laterais emergidas. A
possibilidade de AH e AIA ativarem as bombas de prétons do tonoplasto e sua

relacdo com o crescimento e morfologia das raizes foi discutida.

ABSTRACT

Humic substances (HS) can induce plant growth and productivity by yet
unclear mechanisms. Previous reports showed that humic acids (HA) from
earthworm compost can stimulate the earliest stages of lateral root development
and the plasma membrane H'-ATPase activity, through a putative auxin-like
mechanism (Canellas et al., 2002a). In the present study we evaluated the effects
of HA isolated from different sources and auxin (indole acetic acid, IAA) on
activities of the H* -ATPase and H" -pyrophosphatase from maize tonoplasts and
root development in order to analyse the possible relationships with auxin-like
action. The results show that HA from different soils and organic residues at 20 mg
C L as well as lowest AA concentrations (107"° and 10" M) can improve root
growth of maize seedlings related to a markedly proliferation of sites of lateral root
emergence along with a differential activation of the tonoplast proton pumps. A
possible role for these pumps activation on the mechanism of these HA and IAA

on root growth and morphology was discussed.
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1. INTRODUCAO

A maior parte do carbono da superficie terrestre se encontra nas
substancias humicas (SH) (Hayes e Malcolm, 2001). Além de fornecer nutrientes
para as plantas, as SH estimulam diretamente o crescimento vegetal. O efeito das
SH sobre o desenvolvimento das plantas depende da fonte de onde essas
substancias sao isoladas, da concentragcdo e da espécie e idade da planta
estudada (Vaughan e Malcolm, 1985). O efeito mais comum das SH é a
estimulacdo do crescimento radicular (Nardi et al., 2002), mas os mecanismos
envolvidos nessa promog¢ao continuam obscuros. Os acidos humicos (AH) foram
descritos inicialmente como substancias de elevada massa molecular originadas
da transformacdo de biopolimeros das plantas nos solos (Schnitzer, 1991).
Entretanto, Orlov et al. (1975) sugeriram que os AH eram resultado de pequenos
agregados unidos através de associagbes hidrofobicas e estabilizados por forgas
fracas formando um arranjamento supra-estrutural com massa molecular
aparentemente elevada. Esse modelo tedrico alternativo foi confirmado por
cromatografia de exclusdo por tamanho (Piccolo et al., 1996, 1999; Conte e
Piccolo, 1999) e por RMN (Simpson, 2002).

Existem diversos trabalhos relatando os efeitos estimulatorios dos AH
originados de diversas fontes de matéria organica sobre o desenvolvimento
vegetal, tais como: AH de solos (e.g., Govindasmy e Chandrasekaran, 1992;
Pizzeghello et al., 2002), de residuos organicos, como o lodo proveniente da
estacdo de esgoto doméstico (Masciandaro et al., 1999; Faganha et al., 2002) e
de vermicomposto (Cacco e Dell’Agnola, 1984; Nardi et al., 1994; Muscolo et al.,
1999; Masciandaro et al., 1999; Atiyeh et al., 2002; Canellas et al., 2002; Arancon
et al., 2003). A hipotese de que as SH apresentam atividade do tipo hormonal nao
é recente e tem sido demonstrada em diversos trabalhos (Bottomley, 1917;
Guminsk, 1968; O'Donell, 1973; Cacco e Dell’Agnola, 1984; Dell’Agnola e Nardi,
1987; Nardi et al., 1994; Muscolo et al., 1999, Canellas et al., 2002, Quaggiotti et
al., 2004; Nardi et al. 2005).

Substancias humicas de massa molecular relativamente baixa (Varanini et
al., 1993) ou elevada (e.g. AH) (Canellas et al., 2002; Faganha et al., 2002)
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podem induzir & atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica (MP). Esses
autores propuseram um mecanismo para a bioatividade dos AH baseado na
“teoria do crescimento acido”. Foi relatado um forte estimulo sobre a atividade e
expressdo da H'-ATPase de MP em raizes de plantulas de milho e café tratadas
com AH isolado de vermicomposto. Além disso, esses autores identificaram a
presenca de grupamentos auxinicos na estrutura do AH através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Confirmando essas constatagdes,
Quaggiotti et al. (2004) ratificaram a presencga de AlA na estrutura de SH através
de um ensaio imunolégico. Foi demonstrado que fragées humicas de baixa massa
molecular estimulam a absorgdo de nitrato através de um mecanismo associado

ao aumento da sintese das isoformas Mhal e Mha2 da H"-ATPase de MP.

O pH do citoplasma é regulado, também, pela acdo das bombas de H*
localizadas no tonoplasto, além das ATPases de MP. Ap6s o aumento da
plasticidade da parede das células meristematicas, o incremento de volume
necessario a expansao da célula vegetal é devido a acédo do vacuolo (Cosgrove,
2000). O vacuolo das células vegetais € uma organela multifuncional que possui
um papel fundamental na estratégia do desenvolvimento (Marty, 1999). Entre
suas fungdes, destacam-se a regulagdo da homeostase celular, que envolve o
controle do volume e turgor, regulagao de ions do citoplasma e do pH e, ainda,
armazenamento de aminoacidos, acucares e CO;, (Sze et al., 1992; Taiz, 1992;
Maeshima, 2000). O gradiente eletroquimico gerado no tonoplasto é decorrente,
principalmente, da atividade da H*-ATPase (V-ATPase) e da pirofosfatase (H'-
PPase) (Wang et al., 1986; Rea e Sanders, 1987). A V-ATPase realiza o
transporte de H* dependente de ATP, acidificando compartimentos intracelulares
em células eucaridticas (Tu et al., 1987; Forgac, 1999; Nishi e Forgac, 2002). O
gradiente eletroquimico transmembrana gerado pela H*-PPase é proveniente da
energia da hidrdlise de PPi (Wang et al., 1986). Maeshima (2000) descreveu as
funcdes da H'-PPase no tonoplasto, que incluem a regulagdo do potencial
osmotico e da acidificagao do vacuolo durante a expanséo e ativacdo do sistema
secudario de transporte de H" através da forca préton-motora. A coexisténcia das
duas bombas no vacuolo das células vegetais permite o desempenho de fungdes
importantes ao funcionamento da célula. O Papel da V-ATPase na manutencao
do gradiente eletroquimico transmembrana parece ser predominante sobre a H'-

PPase, a qual serviria como um sistema de reserva auxiliar (Taiz, 1992).
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Pinton et al. (1992) verificaram um estimulo sobre a V-ATPase apés a
pré-incubacao de vesiculas de tonoplasto isoladas de raizes de aveia com SH de
massa molecular baixa (< 5 KDa) em baixa concentracdo (< 0,5 mg C L™"). Foram
observadas, ainda, uma inibicdo da atividade dessa enzima e dissipagao do
potencial elétrico com o uso de concentracbes mais elevadas de SH (0,5-1,0 mg
C L™"). Segundo os autores, as SH afetaram as vesiculas através de um modo de
acao que envolve a alteragdo da permeabilidade da membrana juntamente com
uma modificagdo do gradiente elétrico transmembrana, que, por sua vez, afetaria
a atividade da ATPase. A acdo de AH sobre as bombas de H" localizadas no
tonoplasto ainda nao foi estudada, uma vez que, teoricamente, a aparente
elevada massa molecular dessas SH restringiria seu acesso ao interior do

citoplasma.

No presente trabalho, as atividades da V-ATPase e H'-PPase foram
investigadas como um dos mecanismos bioquimicos envolvidos no
desenvolvimento radicular de plantulas de milho promovido por AH isolados de

diferentes fontes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo, isolamento e purificacdo dos acidos humicos

Os acidos humicos (AH) foram extraidos de lodo da estagcdo de
tratamento de Jacarepagua (AHL) - Rio de Janeiro/RJ, de vermicomposto (AHV),
e da camada superficial (0-10 cm) de um Argissolo (AHA) e de um Cambissolo
(AHC) da regido de Campos dos Goytacazes/RJ (Tabela 1).

Os AHL, AHV e AHA foram extraidos e caracterizados previamente por
Canellas et al. (1999); Canellas et al. (2002a) e Canellas et al. (2002b). Os AH do
Cambissolo foram isolados e purificados seguindo a mesma metodologia para os
demais, isto é, de acordo com o procedimento preconizado pela Sociedade

Internacional de Substancias Humicas (Schnitzer e Skinner, 1982).
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Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,5 mol L' como solvente na razdo solo:
solvente de 1:10 (m:v) em atmosfera inerte de N,. A separagdo dos AH foi
realizada com o abaixamento do pH da solugéo até 1-1,5 com HCI 6 mol L™. A
redissolugao e precipitagao foi repetida trés vezes. Em seguida, adicionou-se 200
mL de solu¢do aquosa diluida de HF e HCI [5 mL HCI (12 M) + 5 mL HF (48 %) L
. Ap6és uma centrifugagdo (5.000 g) por 15 minutos, os AH foram lavados
seguidamente com agua, até teste negativo com AgNOs. Foi realizada a dialise
contra agua deionizada usando uma membrana 12-14 KDa (Thomas Scientific

Inc.). As amostras dialisadas foram liofilizadas e caracterizadas quimicamente.
2.2. Caracteristicas estruturais dos acidos humicos

A composicao elementar foi determinada com analisador automatico CHN
Perkin-Elmer. A acidez total (método Ba(OH),) e a acidez carboxilica (método
Ca(Oac),) foram determinadas de acordo com Schnitzer e Gupta (1965). A acidez
fendlica foi obtida por diferenga. Chegou-se a relagdo E4/Es através do quociente
entre a absorvancia em 465 nm e 665 nm, numa solugdo contendo 4 mg de AH
em 100 mL de NaHCO3 0,05 mol L™ com pH ajustado a 8,2. Os diferentes grupos
funcionais dos AH foram identificados pela técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF). Os espectros foram
analisados conforme a frequéncia e a intensidade das bandas de absorcéo
correspondentes as vibragdes de estiramento (v) ou deformacgao (6) (Colthup et
al., 1964; Stevenson, 1994; Canellas et al., 1999). As medidas foram efetuadas
em pastilhas contendo 1,0 mg de cada AH misturados com 100 mg de KBr. A
faixa de varredura dos espectros foi de 4.000 até 400 cm'1, utilizando-se um

espectrofotometro Perkin Elmer 1420.
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2.3. Crescimento de plantulas e tratamento com acidos humicos e auxina

Sementes de milho (Zea mays L., var. UENF 506-6) foram esterilizadas
por meio de imersdo numa solucdo de NaClO 1,0% por 30 minutos, e, em
seguida, colocadas em agua destilada por um periodo de seis horas apods a
lavagem. Entdo, as sementes foram acondicionadas em papel, para germinagao
no escuro a 28°C. Quatro dias apds a germinacdo das sementes de milho, as
plantulas foram transferidas para um meio minimo contendo CaCl, 2 mM e 0 ou
20 mg C L' de AH extraido de fontes diferentes (AHA-Argissolo; AHC-
Cambissolo; AHL-Lodo; AHV-Vermicomposto) ou auxinas (10°, 10 e 107" M).
Experimentos anteriores indicaram que plantulas tratadas por sete dias com AH
20 mg C L exibiram maior desenvolvimento radicular. Neste trabalho, o meio
minimo (CaCl, 2 mM) foi utilizado a fim de evitar qualquer influéncia dos
nutrientes, que poderiam funcionar de maneira sinergistica com os AH
estimulando o desenvolvimento radicular e o metabolismo das plantulas (e.g.
Pinton et al., 1999).

2.4. Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com 10 repetigdes por tratamento, cujo modelo matematico pode ser descrito
como: Yjj = 4 + t; + €, onde: Yj = resposta experimental medida na unidade
experimental j submetida ao tratamento i; p = média geral; t; = efeito relativo ao
tratamento i; e = erro aleatorio.

Foi realizada a analise de varidancia (ANOVA) para a avaliagado de todas
as caracteristicas. A diferenca entre os tratamentos foi determinada pelo Teste de
Média Tukey (P < 0,05).

Os dados apresentados na Figura 2 e na Tabela 2 representam a meédia
de quatro experimentos independentes. Os dados foram transformados em

porcentagem de estimulo em relagao ao controle.
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2.5. Avaliagdo do crescimento radicular

Apds cinco dias em solucdo, as plantulas foram coletadas para avaliagao
da area radicular, utilizando-se o programa computacional para analise digital de
imagens Delta-T Scan™. A massa fresca das raizes foi determinada em balanca
analitica de precisao, imediatamente apds a coleta. Outras amostras de raizes
foram coletadas e usadas para avaliagdes e experimentos seguintes.

2.6. Frequéncia de sitios de mitose e raizes laterais emergidas

As raizes de plantulas de milho foram coletadas, e analisados
individualmente (10 repetigbes por tratamento) os sitios de mitose e raizes
emergidas. O sistema radicular foi coletado e lavado com agua e clareado em
solucao de KOH 0,5 % durante 20 minutos em banho a 75 °C. Apds esse
clareamento, as amostras de raizes foram lavadas novamente e mantidas no
escuro por pelo menos 14 horas tingindo em solugédo de hematoxilina férrica.
Entdo, as raizes foram enxaguadas com agua e clareadas com acido latico 80%
durante 30 a 90 segundos em banho a 75° C. As raizes inteiras foram transferidas
individualmente para placas de petry com agua destilada e observadas sob a lupa
esterioscopica, para avaliar o numero de sitios de mitose. Esses sitios aparecem
como pontos vermelho-escuros contra um fundo da cor do tecido da raiz. O
estoque de solugcdo de hematoxilina contém 1 g de hematoxilina, 0,5 g de sulfato
férrico de aménio e 50 mL de acido acético a 45%. A tintura estoque (40 vezes
concentrada) foi mantida em ambiente protegido da luz, em temperatura

ambiente.
2.7. Purificacao das vesiculas de tonoplasto e de membrana plasmatica

As vesiculas de tonoplasto e de MP foram isoladas de raizes de plantulas
de milho crescidas em meios com ou sem AH (na concentragdo de 20 mg C L™)
ou AIA (nas concentracdes de 10°, 107° e 107"° M), utilizando a centrifugagao
diferencial como descrito por De Michelis e Spanswich (1986), com algumas
modificagdes (Faganha e de Meis, 1995). Resumidamente, 10 g (massa fresca)

de raizes de milho foram homogeneizadas usando grau e pistilo em 20 mL de
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meio de extragdo gelado contendo 250mM de sacarose, 10% de glicerol (m:v),
0,5% de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 mM de EDTA (acido etileno
diamino tetracético) 0,2% de BSA (Albumina Sérica Bovina) (m:v) e 0,1 M de
tampao Tris [tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As solugdes-estoque
utilizadas na preparagcdo foram mantidas em geladeira. Imediatamente antes do
uso, foram adicionados 150 mM de KCI, 2 mM de DTT (ditiotreitol) e 1 mM de
PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil). Na manipulagdo das raizes até a obtengao
do homogenato, bem como nas centrifugacdes, a temperatura foi controlada a fim
de que nédo excedesse 4° C. Além disso, o pH do tampédo de extracédo foi
monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,5-8,0. Ap6s a
maceragao, o homogenato resultante foi filtrado através de quatro camadas de
gaze e submetido a centrifugagcdo numa centrifuga himac CP (HITACHI) a 8.000 g
durante 15 minutos para a remocgao de células ndo rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagao a 10.000 g por
15 minutos numa ultracentrifuga himac CP 85b (HITACHI), utilizando-se o rotor
P70 para o isolamento das mitocdndrias. O precipitado foi coletado e ressuspenso
em 1 mL de solugdo tampao (meio de ressuspencgao: glicerol 15 % (v:v), DTT 1
mM, PMSF 1 mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6 e EDTA 1 mM) e armazenado em
freezer a -70°C. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagdo, agora a
100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa nova centrifugagcéo, denominado
“fracdo microssomal”, foi ressolubilizado em meio de ressuspensao, para imediata
aplicagao sobre o gradiente de sacarose.

A purificagdo das vesiculas de tonoplasto e de membrana plasmatica foi
realizada conforme procedimento utilizado por Facanha e De Meis (1998). Foi
aplicado 1 mL da suspensao contendo a fragdo microssomal sobre um gradiente
descontinuo bifasico de sacarose (cada camada com volume de 1,5 mL) nas
concentragdes de 25/45 % (m/m), contendo ainda: Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA
1 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM. O gradiente foi submetido a uma centrifugagéo
de 100.000 g num rotor SW40 (Himac), durante 90 minutos (ultracentrifuga himac
CP 85b). Apos a centrifugacao, duas bandas sao visiveis: uma, entre as camadas
25 e 45%, e outra, no topo da camada 25%, correspondendo a vesiculas
contendo MP e tonoplasto, respectivamente. Essas vesiculas foram coletadas e
utilizadas imediatamente ou congeladas em N; liquido e armazenadas a -70°C

antes do uso. A concentragao de proteina total contida na preparacao foi dosada
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pelo método descrito por Bradford (1976).

2.7.1. Determinacéao da atividade ATPasica de Membrana Plasmatica

A atividade ATPasica foi determinada pela medida da liberagdo de Pi
segundo o método colorimétrico classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A
reacao foi iniciada com a adicdo da proteina e parada através da adicdo de acido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentracdo final de 10% (v/v). A
revelacdo do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicdo de 0,5 mL da mistura
contendo Molibidato de Aménio 2% em H,SO4 2 % + Acido Ascorbico 1 % (100:1)
e, apos 15 minutos, efetuou-se a leitura em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-
2000 no comprimento de onda de 750 nm. Nessa reacgao, o fosfato é incorporado
dentro de um complexo fésforo-molibdénio e reduzido com acido ascoérbico para
formar a cor azul. Composicdo do meio de reagdo: 10 mM de Mops [acido 3-(N-
morfino) propano sulfénico]-Tris pH 6,5, 3 mM de MgCl,, 100 mM de KCI, 1 mM
de ATP e 50 ng de proteina. Cerca de 80-95% da atividade da H*-ATPase das
vesiculas medida foi inibida por 0,2 mM de vanadato, um inibidor muito eficiente
da ATPase do tipo P (De Michelis e Spanswick, 1986). Em todos os
experimentos, a atividade hidrolitica da H*-ATPase foi medida a 30 °C, com ou
sem vanadato, e a diferenca entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase
do tipo P.

2.7.2. Bombeamento de H" da H"-ATPase de membrana plasmatica

O gradiente eletroquimico de H* gerado pela H'-ATPase de MP foi
estimado através do decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a pH 9-
amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissao), e
expresso em porcentagem. O ACMA contém um grupo amina que funciona como
uma base fraca, que, quando nao protonada, tem a capacidade de atravessar
livremente a bicamada lipidica das membranas. A protonagdo do grupo amina
limita essa capacidade de movimento transmembranar. Dessa forma, a sonda
distribui-se através da membrana, em funcao da diferenca de pH entre o interior e
o exterior das vesiculas. O meio de reacao foi composto de 10 mM de Mops-Tris
(pH 6,5), 100 mM de KCI, 5 mM de MgCl,, ACMA 2 uM e 50 pg de proteina. A
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reacao foi desencadeada pela adigao de ATP (1 mM). A adicao, tanto de 3 uM de
carbonil cianeto p(trifluorometoxi)-fenilidrazone (FCCP) quanto de 2 uM de NH4CI

aboliu o gradiente de H* formado pela hidrélise de ATP.

2.7.3. Determinacdo da atividade da V-ATPase e H'-PPase

A atividade da V-ATPase e da H'-PPase de vesiculas de tonoplasto foi
determinada pela medida da liberagdo de Pi, segundo o método colorimétrico
classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A reacédo foi iniciada com a
adicao da proteina e parada pela adicdo de acido tricloro acético (TCA gelado)
para uma concentragdo final de 10% (v/v). Cerca de 80-95% da atividade da
ATPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi inibida ou por 50mM de KNO3 ou por
10nM de Concanamicina, dois eficientes inibidores da V-ATPase (Tu et al., 1987;
Bowman et al., 1988; Sze, 1985). O meio de reacado conteve 10 mM de Mops-Tris
(pH 7,0), 100 mM de KCI, 3 mM de MgCl, e 50 ug de proteina. Em todos os
experimentos, a atividade hidrolitica da V-ATPase foi medida a 30° C, com ou
sem Concanamicina, e a diferenca entre essas duas atividades foi atribuida a V-
ATPase. A atividade da H*-PPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi inibida por
KF, um eficiente inibidor da H*-PPase (Maeshima e Yoshida, 1989) ou auséncia
de KCI. O meio de reacéo conteve 10 mM de Mops-Tris (pH 7,0), 3 mM de MgCl,
e 50 ug de proteina com ou sem 100 mM de KCI. A diferenca entre as atividades

com ou sem 100 mM de KCI foi atribuida a H*-PPase.

2.7.4. Bombeamento de H" da V-ATPase e H*-PPase

Os gradientes eletroquimicos de H* gerados pela V-ATPase e H*-PPase
foram estimados por meio de decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a
pH 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissao), e
expressos em porcentagem. O meio de reagao conteve 10 mM de Mops-Tris (pH
7,0), 100 mM de KCI (com e sem no caso da H*-PPase), 5 mM de MgCl,, 2,5
ACMA 2 uM e 50 pg de proteina. Em ambos os casos, a reagéo foi desencadeada
pela adi¢do do substrato ATP ou PPi (ambos 1 mM). A adigdo de FCCP 3 uM ou
de NH4Cl 2 uM foi usada para dissipar o gradiente de H* formado tanto pela
hidrolise de ATP quanto de PPi.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas estruturais dos acidos humicos

Para relacionar as caracteristicas estruturais dos AH estudados com sua
bioatividade, foi realizada a analise da composicdo elementar (Tabela 1). A
formagdo das SH é um processo ecoldgico complexo, dependente de varios
fatores bidticos e abidticos, mas cujas consequéncias sao refletidas no conteudo
dos seus principais atomos constituintes. Assim, SH mais evoluidas, ou seja, com
maior grau de humificagdo, apresentam relativamente maior conteudo de C e de
N e menor conteudo de O. Além disso, a composi¢cao elementar dos AH é uma
propriedade estavel (Canellas et al., 2000a). O conteudo de C, H e N dos AH
analisados variou de 322 a 556 g.kg™', de 41 a 70 g.kg' e de 27 a 49 gkg™,
respectivamente. O maior conteudo de C foi encontrado no AHC. O conteudo de
O variou de 351 a 610 g.kg™' e a acidez total variou de 333 a 1.340 cmol. Kg™'. Os
valores mais elevados para essas caracteristicas foram encontrados no AHA. A
relacdo E4/Es variou de 3,4 a 6,0, seguindo a sequéncia em ordem decrescente
AHA < AHC < AHL < AHV. A baixa relagcdo E4/Es, indiretamente, reflete uma

massa molecular relativamente mais elevada (Chen et al., 1977).
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Tabela 1. Composicao elementar (livre das cinzas), acidez e relagao E4/Eg de
acidos humicos isolados de solos diferentes (AHA - Argissolo; AHC - Cambissolo)

e residuos organicos (AHL - Lodo de esgoto; AHV - Vermicomposto).

Composicdo elementar (g.kg™") Acidez (cmol, kg™) E4/E
6

tratamentos C H N O cinzas total COOH OH-fen

AHA' 322 41 27 610 20 1340 1227 113,0 3,4
AHC 556 48 45 351 17 333 207 126,0 3,9
AHL? 540 70 49 341 74 574 455 129,2 4,3
AHV? 485 56 32 427 51 531 496 170,2 6,0

1-Canellas et al. (2002a); 2-Canellas (1999) e 3-Canellas et al., 2002b

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)
fornecem informagbées sobre a presenga dos grupos funcionais na matéria
organica, bem como sobre a natureza de suas ligagbes quimicas e sua
reatividade (Stevenson, 1994; Johnston et al., 1994; Johnston e Aochi, 1996). Os
espectros de IV-TF dos AH (Figura 1) apresentaram uma banda de absorg&o
alargada e intensa em 3.400 cm™ devido a grupos OH e estiramentos N-H;
estiramentos simétricos e assimétricos de grupos C-H alifaticos em 2.950 e 2.970
cm™. A banda de absorcdo em 1.720 cm™ geralmente é atribuida & presenca de
C=0 em grupos carbonila. O modo de estiramento carbonila de amidas
secundarias, como aquelas que ocorrem em proteinas e polipeptideos, esta
relacionado a banda Amida | e ocorreu proximo a 1.650 cm™. Amidas secundarias
também exibem outra banda caracteristica (Amida Il) em 1.540 cm™ firmada pelo
modo de deformagdo N-H (Coulthup et al., 1964). Os grupos carboxilicos
ionizados apareceram entre 1.610 cm™ e em 1.380 cm™, correspondendo a
vibragbes simétricas e assimétricas de estruturas COO'". A regido de deformacgéao
C-H é em 1.450 cm™. As bandas de absorcdo em 1.237 cm™ foram atribuidas a
deformacbes de fenois; absor¢cdes devido a estiramentos de polissacarideos
exibiram bandas entre 1.094 e 1.007 cm™. As bandas em 914 cm™ foram
atribuidas a deformacdo C-H em anéis aromaticos. As principais diferengas entre
os espectros IV-TF dos AH foram identificadas na regidao de impresséao digital das
amostras entre 1.480 e 900 cm™. A absorcdo obtida nessa regido foi bastante

diferente nos AH avaliados.
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Figura 1. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) de
acidos humicos isolados de solos diferentes (AHA - Argissolo; AHC - Cambissolo)

e residuos organicos (AHL - Lodo de esgoto; AHV — Vermicomposto).
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3.2. Area superficial e massa das raizes frescas

As plantulas de milho tratadas por cinco dias com os diferentes AH e duas
concentragdes de AIA, 107° e 10" M, apresentaram elevada proliferacdo de
raizes secundarias, resultando em maior area radicular superficial, analisada pelo
programa computacional para andlise digital de imagens Delta-T Scan™ (Figura
2A). Os AH promoveram um estimulo quatro vezes maior na area radicular
quando comparados as menores doses de auxina. A massa fresca das raizes
aumentou em 244%, em média, nos tratamentos com AH, enquanto as doses 10

%2 10™"° M de AIA estimularam essa caracteristica em cerca de 80% (Figura 2B).
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Figura 2. Efeito de diferentes AH (AHA - Argissolo; AHC - Cambissolo; AHL - Lodo
de esgoto; AHV - Vermicomposto) e concentragdes de auxina 10°, 10" e 10™"° M
(IAA5, IAA10 e IAA15, respectivamente) sobre a area radicular (A) de plantulas de
milho analisada pelo programa computacional para analise digital de imagens
DeltaT-Scan™ e sobre a massa fresca das raizes (B). Os dados representam a
média de quatro experimentos independentes (10 plantas por tratamento em cada
um). A diferenca estatistica € representada por letras diferentes (Teste de Tukey
P<0,05).
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3.3. Inducéo de sitios de mitose e emergéncia de raizes laterais

A auxina é um horménio que exerce um papel fundamental no
desenvolvimento das raizes laterais (Laskowski et al., 1995). A zona de
diferenciagdo celular das raizes tem uma regido com elevada densidade de
células meristematicas onde ocorre a emisséo de raizes laterais (Jahn et al.,
1998). No presente trabalho, foram avaliados o desenvolvimento desses sitios de
mitose e a emissao de raizes a partir deles em plantulas tratadas ou ndao com AH
20 mg C L ou AIA 10°, 10" e 10" M (Tabela 2). Os AH e as menores
concentragdes de auxina elevaram em cerca de duas vezes o numero de sitios de
mitose e raizes laterais em média. O AH mais efetivo (AHC, isolado da camada
superficial de um Cambissolo) induziu a 50% mais sitios de mitose quando
comparado a concentracdo de AIA mais eficaz (10" M). Esses primérdios
radiculares sofrem uma expansao notavel (ultima fase do desenvolvimento da raiz
lateral) e, uma vez emersa, o numero de células perto dos apices da raiz lateral

aumenta (Casimiro et al., 2003).

Tabela 2. Efeito de diferentes AH (AHA - Argissolo; AHC — Cambissolo; AHL -
Lodo de esgoto; AHV — Vermicomposto) e concentracdes de auxina 107, 10" e
10" M (AIA5, AIA10 e AIA15, respectivamente) sobre o desenvolvimento
radicular avaliado pela quantificagdo dos sitios de mitose e raizes emersas. Os
dados representam a média de quatro experimentos independentes (10 plantas
por tratamento em cada um). A diferenga estatistica € representada por letras

diferentes na coluna (Teste de Tukey P<0,05).

Tratamentos Sitios de mitose Raizes emergidas

Controle 36+23D 53+25D
AHA 103+£29A 175+ 2,7 AB
AHC 107 £ 3,3 A 182+ 1,8A
AHL 80+2,7BC 165+1,0B
AHV 67+1,8C 89+45C
AlA5 46 +2,7D 60+1,3D

AlIA10 88+1,3B 182+ 15A
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AlA15 78 +51BC 166+ 1,9B
3.4. Efeitos dos acidos himicos e auxinas sobre as bombas de H*

As vesiculas de tonoplasto e de MP isoladas das raizes de plantulas de
milho tratadas por cinco dias com 20 mg C L de AH ou AIA 10" e 10" M
exibiram um estimulo evidente das atividades ATPasica sensivel a concanamicina
e vanadato e dependente de K" da H*-PPase (Tabela 3), bem como a formagao
de um gradiente de H* dependente de ATP ou PPi, medido pela queda da
fluorescéncia da sonda ACMA (Figura 2). Tanto o tratamento com o AHA quanto
com o AHV, promoveram um aumento trés vezes maior na atividade de hidrolise
de ATP sensivel a concanamicina, enquanto o AHL e o AHC estimularam 113% e
60%, respectivamente. Por outro lado, os tratamentos com as concentragdes de
auxina 10°, 10"° e 107" M aumentaram essa atividade hidrolitica em 13%, 53% e
120%, respectivamente. A estimulagédo observada sobre a hidrolise da H*-PPase
foi de 23%, 46%, 123% e 146% para os tratamentos AHV, AHL, AHC e AHA,
respectivamente. As concentragdes de auxina 10°, 107° e 10" M aumentaram
essa atividade em 31%, 38% e 69%, respectivamente. Os tratamentos AHC e
AHL elevaram em cerca de trés vezes a atividade hidrolitica da H*-ATPase
sensivel a vanadato, enquanto os tratamentos AHV e AHA estimularam essa
atividade em 82% em média. Os tratamentos com auxina nas concentracdes 107
e 10" M estimularam essa atividade em 57%, enquanto a dose mais alta desse
hormdnio (10° M) promoveu uma inibicdo discreta (Tabela 3). A atividade de
hidrélise de ATP ou PPi na maioria dos tratamentos foi acoplada a translocacao
de H™ (Tabela 3 e Figura 3).
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Tabela 3. Efeito de diferentes AH (AHA - Argissolo; AHC - Cambissolo; AHL -
Lodo de esgoto; AHV - Vermicomposto) e concentragdes de auxina 10°, 10™° e
10" M (AIA 5, AIA 10 e AIA 15, respectivamente) sobre as bombas de H*. A

atividade de hidrélise de ATP vanadato-sensivel medida em vesiculas isoladas de

raizes de milho tratadas ou nao por cinco dias. O meio de reacao foi composto de
50 mM Tris-HCI (pH 6,5), 3 mM MgCl;, 100 mM KCI e 1 mM ATP. Para as
vesiculas de tonoplasto, o meio foi similar, com exceg¢ao do pH do tampé&o (7,0) e

agentes inibidores (Concanamicina para a V-ATPase.e K'-dependente para a H'-

PPase). A diferenca estatistica é representada por letras diferentes na coluna
(Teste de Tukey P<0,05).

Tratamentos Atividade das bombas de H*
Membrana plasmatica Tonoplasto
H*-ATPase H*-ATPase H*-PPase
pmol Pi mg™ min™ umol Pi mg™ min®  pmol PPi mg™ min™
Controle 157+013C 0,15 £0,02 C 0,13 0,02 C
AHA 275+0,14 B 0,41 +0,02 A 0,32 +0,02 A
AHC 4,65+ 0,24 A 0,24 +0,03 BC 0,29 +0,04 AB
AHL 458+ 012 A 0,32 +0,02 AB 0,1940,01 C
AHV 207+0,13B 0,40 +0,03 A 0,16 +0,02 C
AlIA 5 1,19+ 0,17 C 0,23 +0,03 BC 0,17 0,01 C
AIA 10 252+012B 0,33 £0,01 AB 0,18 20,01 C
AlA 15 0,17 £0,01 C 0,22 +0,01 BC

241+0,10B
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Figura 3. Formacgédo do gradiente de H* pela V-ATPase (A), PPase (B), e H'-
ATPase de MP (C) de vesiculas isoladas de raizes de milho tratadas ou ndo com
20 mg C de AH L™ proveniente de Argissolo (AHA), Cambissolo (AHC), lodo da
estacdo de tratamento (AHL) e Vermicomposto (AHV) ou auxinas 10°, 10" e 10°
> mol.L™" (AIA 5, AIA 10 e AIA 15, respectivamente). O meio de reacdo conteve
10 mM Mops-Tris (pH 7,0 - vesiculas de tonoplasto; pH 6,5 vesiculas de MP), 3
mM MgCl,, 100 mM KCI, 2 yM de ACMA e 50 ug de proteina. A reacéo foi iniciada
com a adi¢do de ATP (ou PPi) 1 mM a 30°C. Apds o declinio do gradiente de H”,
o protondforo FCCP ou NH4Cl foi adicionado, promovendo a recuperacdo da

fluorescéncia-base.

Controle 5,4+0,5
AIA15 10,004
ATAS5 152+04
AHC 23,0+09
AHL 236+1,1
AIA10 24,7+1,0
AHV 333+1,5
AHA 41,2+20
Controle 5,4+0,4
AIAS 7.9+0,5
AHV 12,5+0,8
AIA10 16,1 +£0.,5
AIA15 23,6+13
AHL 242+1,1
AHC 353+1,3
AHA 35,8+ 1,8
AIAS 6,1 +£0,2
Controle 7,3+0,2
AIA15 14,2+ 0,7
AIA10 16,1 +04
AHA 20,0+ 1,0
AHV 28,6+ 1,4
AHL 53,8+2,3
AHC 61,6 4,0
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4. DISCUSSAO

Tem sido amplamente reconhecido que as SH podem regular o
crescimento das plantas através de uma atividade do tipo auxinica (Bottomley,
1917; Cacco e Dell'Agnola, 1984; Nardi et al., 1996). Existem duas interpretacdes
diferentes para o processo de crescimento vegetal induzido pelas auxinas: o
primeiro € baseado numa ativacao de curto prazo e/ou uma indugéo da sintese de
novo da H*-ATPase de MP, a qual acidifica o apoplasto e ativa enzimas (eg.
expansinas) que promovem a plasticidade da parede celular (Teoria do
Crescimento Acido, Hager et al. 1971, 1991; Rayle e Cleland, 1972, 1992); o
segundo postula uma modulagédo combinada das bombas de H* do tonoplasto e a
absorgao de ions, resultando na entrada de agua no vacuolo para dar origem a
pressdo de turgor necessaria a expansao da célula (Katou e Okamoto, 1992;
Maeshima et al., 1996).

Embora existam evidéncias convincentes de que as SH sao capazes de
estimular a H*-ATPase de MP (Maggioni et al., 1987; Pinton et al., 1992; Varanini
et al., 1993; Pinton et al., 1997; Canellas et al., 2002; Faganha et al., 2002;
Quaggiotti et al., 2004), a agdo dessas substancias sobre as bombas de H”
localizadas no tonoplasto e sua provavel relagdo com efeitos hormonais
permanecem obscuras. No presente estudo, foram avaliados os efeitos
promovidos por AH isolados da camada superficial de dois solos diferentes
(Cambissolo e Argissolo) e de dois residuos organicos distintos (Vermicomposto e
lodo proveniente da estacdo de tratamento de esgoto), além de trés
concentragcdes de AlA (a auxina mais comum na natureza) sobre as propriedades
de transporte de H® das vesiculas de tonoplasto e MP, em paralelo ao
desenvolvimento de raizes laterais em milho. A auxina € um regulador-chave do
desenvolvimento de raizes laterais (Laskowski et al., 1995) e os niveis desse
fitormbnio na extremidade radicular podem controlar a iniciagao de raizes laterais
através da regulacdo de genes especificos (Stals e Inze’, 2001). As
concentracdes mais baixas de AIA (107° e 10™'° M) induziram aos sitios de mitose
nessa regidao da raiz em 140 e 115%, respectivamente, enquanto os AHA e AHC

aumentaram em 200% essa caracteristica (Tabela 2). A partir da emissao da raiz,
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0 numero de células proximas ao seu apice aumenta, e existem evidéncias de
que essas células possuem elevada quantidade de H*-ATPases de MP (Jahn et
al., 1998; Canellas et al., 2002). Além disso, a raiz lateral emergida passa por
uma visivel expansao celular (Casimiro et al., 2003). As raizes emergidas foram
estimuladas em cerca de 200% pelas auxinas, ao passo que alguns AH
aumentaram essa caracteristica em mais de 250%. Os maiores estimulos sobre a
emissao de raizes laterais e sobre a area radicular foram promovidos pelos AH, e
podem ser relacionados com a maior ativagdo das bombas de H* do tonoplasto.
Maeshima (1990) demonstrou, em hipocétilos de feijdo, que, para ocorrer o
processo de expansao celular estimulado pelo turgor do vacuolo, € necessario o
aumento da quantidade de H*-ATPase e H'-PPse. Os resultados aqui
apresentados revelaram que AH isolados de diversas fontes de matéria organica
e as menores concentragdes de AlA foram capazes de estimular a atividade do
tonoplasto e da H*-ATPase de MP e o desenvolvimento radicular. Embora a area
radicular tenha sido estimulada tanto pelos AH quanto pelas auxinas, as SH
aumentaram em 540% essa caracteristica enquanto a concentracdo de AlA mais
efetiva (107'° M) elevou-a em cerca de 150%. Além disso, a massa fresca da raiz
foi estimulada em mais de trés vezes pelos AH, ao passo que as auxinas pouco
alteraram essa caracteristica.

Estudos prévios realizados in vitro demonstraram que muitos fitormonios,
incluindo auxinas em baixa concentragdo (10™"° M), podem estimular as atividades
de hidrdlise das bombas de H* do tonoplasto isoladas de vesiculas de raizes de
beterraba (Ozolina et al., 1996; Salyaev et al., 1999). Além disso, também foi
relatado que SH poderiam estimular a atividade in vitro da H*-ATPase vacuolar de
raizes de aveia (Pinton et al., 1992). Esses autores demonstraram que o efeito
estimulatorio sobre a H*-ATPase foi limitado as SH de baixa massa molecular (< 5
KDa) em baixa concentracdo (< 0,5 mg C L"), uma vez que, acima dessa
concentracido, haveria inibicdo do efeito observado. De qualquer forma, até o
presente nao existem relatos da acdo de SH de elevada massa molecular sobre
as bombas de H* de tonoplasto em ensaios realizados in vivo. Os dados aqui
apresentados demonstram que as bombas de H* do tonoplasto também sao
estimuladas em raizes de plantulas de milho tratadas com diferentes doses de
auxina (Tabela 3 e Figura 2). A atividade de hidrolise e o transporte de H*

dependentes de ATP e PPi promovidos pela V-ATPase H'-PPase,
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respectivamente, exibiram seus maiores estimulos quando as raizes de milho
foram tratadas com AIA na concentracdo de 10™'° M. A dose mais elevada de AIA
(10° M) aumentou a atividade e transporte de H* dependentes de ATP da V-
ATPase, contrastando com um menor estimulo relativo sobre a H*-PPase
(dependente de PPi) na mesma concentragao. Fendbmeno oposto ocorreu com a
atividade e o transporte de H* no caso da H*-PPase de plantas tratadas com AIA
10"° M, ou seja, menor estimulo da V-ATPase e maior da H*-PPase. Ozolina et
al. (1996) demonstraram que os hormdnios vegetais (auxina, citocinina, acido
abiscisico e giberelina) podem agir como reguladores da atividade hidrolitica das
bombas de H* do tonoplasto, e que essa regulagéo depende da concentragéo do
horménio testado. Mais tarde, em um ensaio semelhante, Salyaev et al. (1999)
demonstraram que o papel-chave desses fitormonios na regulacdo da atividade
das enzimas também é alterado de acordo com o estadio de desenvolvimento da
planta. Apesar de os estudos do grupo citado anteriormente terem se concentrado
somente na atividade hidrolitica das enzimas in vitro, € possivel estabelecer um
comportamento do tipo regulatorio das bombas de H' baseado também nos
resultados in vivo aqui relatados, onde foram levadas em considerag¢ao ainda as
atividades de transporte de H".

Foi descrita previamente a presenca de grupos semelhantes ao AlA na
estrutura de AH isolados de vermicomposto, os quais estimulam a atividade da
H*-ATPase de MP através de um mecanismo analogo ao proposto para a auxina
(Canellas et al., 2002; Fagcanha et al., 2002). No presente trabalho, a efetividade
dos grupos AH-AIA deve ser avaliada com cautela, uma vez que todos os AH
analisados foram muito mais efetivos do que as trés concentragcbes de AIA
usadas. Realmente, foi demonstrado que o AIA esta presente em diferentes SH,
mas as concentragdes encontradas nunca eram suficientes para justificar a
atividade bioquimica dessas SH sobre o crescimento das plantas (por exemplo,
Muscolo et al., 1998; Pizzeghello et al.,, 2001). Embora essas concentragdes
estejam dentro da faixa encontrada nos AH (cerca de 10" M, dados nao
apresentados), existem mais de 50 compostos que podem expressar uma
atividade biologica semelhante a da auxina (Tomic et al., 1998; Bertosa, 2003 e
referéncias citadas). Portanto, € provavel que atividade do tipo auxinica expressa
pelos AH esteja relacionada também a outros compostos quimicos com atividade

semelhante que podem estar presentes no arranjamento supra-estrutural dos AH.
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Por outro lado, a atividade dos grupos bioativos dos AH pode ser dependente da
sua liberagdo da estrutura dos AH durante uma possivel interagao-resposta da
raiz, através de uma ligagéo especifica a um receptor designado, desencadeando
uma série de eventos que resultam no desenvolvimento de raizes laterais.

As incertezas relativas ao mecanismo pelo qual as SH estimulam as
atividades bioquimicas das plantas também €& devido, em parte, a sua
heterogeneidade e dificuldade de caracterizagdo (Pizzeghello et al., 2001).
Através da analise dos espectros de IV-TF, foi possivel identificar uma relagao
entre os aspectos estruturais e a fonte de onde os AH foram extraidos. A regido
de absorcdo entre 1.492 e 900 cm™ é conhecida como a regido de impressao
digital (Coulthup et al.,, 1964) de uma substancia: compostos similares
apresentam absorgbes idénticas nessa regido e, por outro lado, compostos
distintos apresentam absorgcdes distintas. Cada AH estudado apresentou
absorgdes particulares nessa regiao (Figura 1). Além disso, os AH apresentaram,
também, caracteristicas quimicas bem distintas, avaliadas pela composi¢ao
elementar, acidez total e razdo E4/E¢ (Tabela 1), indicando uma diferenciagéo
marcante entre os diversos tipos de AH utilizados. Apesar das diferencas
estruturais observadas, todos os AH apresentaram habilidade para estimular o
crescimento das raizes e a atividade das bombas de H* do tonoplasto e da MP.
Porém, a magnitude desses estimulos variou em fun¢éo do tipo de AH. Isso esta
de acordo com a idéia de que SH extraidas de fontes diferentes tém
caracteristicas estruturais diferentes, o que, por sua vez, pode influenciar a sua
bioatividade (Dormmar, 1975). A acdo das SH sobre o desenvolvimento vegetal
pode variar também de acordo com sua interagdo com as raizes das plantas
(Vaughan e Malcolm, 1985). Facanha et al. (2002) relataram que exsudatos
liberados por raizes de milho modificam a conformacao de SH de elevada massa
molecular (eg. AH), através da observacdo de forte mudanga no perfil
cromatografico (analisado em cromatografia por exclusdo de tamanho em gel de
sephadex) de solugdes de AH apds o cultivo das plantas. Nardi et al. (2005)
utilizaram exsudatos radiculares de milho na extracdo de SH, além de KOH. Foi
relatado um aumento relativo da bioatividade (avaliado pela concentragdo de
auxina e giberelina nas fragdes organicas) das SH.

A magnitude dos efeitos sobre as atividades das bombas do tonoplasto é

dependente da fonte da qual foi isolado o AH e, conseqlientemente, da sua
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natureza quimica. Orlov (1998) sugeriu que a elevada atividade biolégica do solo
concorre para a formagao de SH alcalino-soluveis mais condensadas e com maior
estabilidade. Por outro lado, o baixo conteudo de bases trocaveis no Argissolo
pode contribuir para o decréscimo da intensidade do processo de humificagao
(Cunha et al., 2005), i.e., degradagdao microbiolégica dos residuos animais e
vegetais, condensagdo quimica e formagcdo dos agregados humicos e
estabilizacdo através da ligagdo com a fracdo mineral do solo (Stevenson, 1994).
Como consequéncia, a condensagdao dos AH € reduzida nos solos muito
intemperizados (Kononova, 1966). Solos com maior grau de intemperismo (eg.
Argissolos) apresentaram AH com maior conteudo de O, e acidez total e
carboxilica como resultado de uma matéria organica mais oxidada. Isso esta de
acordo com a teoria geral da humificagdo postulada por Stevenson (1994) que
revela a presenca de material humico mais oxidado nos solos como maior grau de
humificagdo. Canellas e Faganha (2004) demonstraram que SH mais
condensadas podem promover maiores estimulos sobre a H*-ATPase de MP de
raizes de milho. Os processos de vermicompostagem e de produg¢do do lodo de
esgoto tratado caracterizam-se por uma intensa transformagdo biolégica no
primeiro passo do processo de humificagao, e, como resultado dessa atividade,
ocorrem a estabilizacdo desses residuos e a formacao de produtos do tipo SH. Os
AH provenientes desses produtos apresentaram elevada bioatividade (Tabela 2,
Figuras 2 e 3). No presente trabalho, os AH mais condensados aparentemente
promoveram maiores estimulos sobre as bombas de H* do tonoplasto (V-ATPase
e H'-PPase) e sobre a H'-ATPase de MP: os AH com maior bioatividade foram
isolados do solo com menor grau de intemperismo (AHC) e do lodo de esgoto
(AHL), ambos com baixa relagdo E4/Es. A macroestrutura complexa dos AH
revelada por essa relagao esta de acordo com o estabelecido por Canellas e
Faganha (2004). A acdo de SH de elevada massa molecular sobre as bombas de
H* do tonoplasto foi comprovada.

Finalmente, os dados tomados em conjunto fornecem a primeira
evidéncia de que tanto auxinas como fragdes humicas de elevada massa
molecular estdo envolvidas na expansao de raizes de milho, através da ativacao
da V-ATPase e da H'-PPase. Essas bombas de H® sdo responsaveis pela
ativagdo do transporte secundario de ions no tonoplasto e pelo turgor necessario

a expansao celular (Rea e Sanders, 1985; Taiz, 1992; Maeshima, 2000). Uma vez
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que a raiz primordial sofre uma expansao notavel conforme emerge de seu sitio
precursor no ultimo estagio de desenvolvimento da raiz lateral (Casimiro et al.,
2003), a ativagdo das bombas de H* dependente de AH e AIA também pode
participar do desenvolvimento de raizes laterais de plantulas de milho. Sao
necessarios mais estudos com a finalidade de entender as vias de sinalizagao
pelas quais os AH poderiam alterar as propriedades das principais bombas de H*
do tonoplasto.

5. RESUMO E CONCLUSOES

As substancias humicas (SH) podem induzir ao crescimento e a
produtividade vegetal através de mecanismos ainda n&do completamente
elucidados. Trabalhos anteriores demonstraram que &acidos humicos (AH)
isolados de vermicomposto podem estimular os estadios iniciais do
desenvolvimento de raizes laterais e a atividade da H* -ATPase de membrana
plasmatica, através de um mecanismo similar ao promovido por auxinas (AlA).
Neste estudo, foi avaliado o efeito de AH isolados de diferentes fontes e de trés
concentragdes de IAA sobre a atividade da H*-ATPase e H*-PPAse de tonoplasto.

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

(i) os AH isolados de diferentes solos e residuos organicos na
concentracdo de 20 mg C L™, assim como as menores concentracdes de AlA (10°
'%¢ 10™"° M), podem induzir ao crescimento de plantulas de milho relacionado com
uma marcante proliferacédo de sitios de mitose e raizes emergidas;

(ii) a ativagao das bombas de prétons do tonoplasto promovida por AH e

AlA parece ter relagdo com o crescimento e morfologia das raizes.
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INIBIDORES DE AUXINA ALTERAM A ACAO DE ACIDOS HUMICOS SOBRE
PLANTULAS DE MILHO

RESUMO

Os acidos humicos (AH) exibem atividade do tipo auxinica, mas o
mecanismo de agao envolvido no estimulo do desenvolvimento vegetal ainda nao
€ claro. Estudos recentes demonstraram que essas substéncias humicas (SH)
sd0 responsaveis pelo aumento da atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica (MP) e pelo crescimento radicular. No presente trabalho, foi mostrado
que o efeito de SH de massa molecular aparentemente elevada (eg. AH) é
reduzido por um inibidor da via de sinalizacdo de auxina [PCIB (p-acido
clorofenoxisobutirico)]. O inibidor de efluxo de auxina TIBA (acido 2,3,5-
triiodobenzdico) reduziu os efeitos produzidos pelos AH em menor proporgao
quando comparado ao PCIB. Foi evidenciado que os AH estimulam o
desenvolvimento radicular de maneira semelhante & concentragdo 10" M de
acido indol-3-acético (AlA), porém com maior intensidade. Existe uma conex&o
entre os efeitos promovidos pelos AH, pela auxina e inibidores sobre a H*-ATPase
de MP e a emisséo inicial de raizes laterais. Os resultados sugerem que o efeito

estimulatério dos AH sobre as raizes de plantulas de milho esta associado a via
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de sinalizagao de auxina.

ABSTRACT

Humic acids (HA) are known as a putative auxin (indole acetic acid, 1AA),
although the mechanism of action of HA-mediated stimulation of plant
development remains unclear. Recent studies indicate those humic substances
(SH) as responsible for enhancement of plasma membrane (PM) H*-ATPase
activity and root growth. In the present work, we showed that high molecular size
HA effects on maize root development are impaired by an auxin-signalling
pathway inhibitor [PCIB (p-Chlorophenoxyisobutyric acid)]. The efflux AIA inhibitor
TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid) also decreased HA effects to a lesser extent. It
was found that HA causes root development similar, but higher than AIA 107° M.
There is a connection with the stimulus and inhibition on PM H*-ATPase activity
and earliest stages of lateral root development promoted by HA and IAA inhibitors.
These results suggest that stimulatory effect of HA on maize roots are associated

to auxin-signalling pathway.

1. INTRODUCAO

Desde o inicio do século XX, sugeri-se uma acéo do tipo hormonal dos
acidos humicos (AH) sobre o desenvolvimento vegetal (Bottomley, 1917). Varios
trabalhos confirmaram essa proposta, relacionando os efeitos das substancias
hamicas (SH) com fitormonios, principalmente a auxina (Guminski, 1968;
O'Donell, 1973; DellAgnola e Nardi, 1987; Muscolo et al., 1999; Canellas et al.,
2002; Quaggiotti et al., 2004). A auxina esta envolvida potencialmente em todos

os passos do desenvolvimento e crescimento vegetal (Went, 1928; Davies, 1995).
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Apesar da importancia da auxina para as plantas, varios aspectos do mecanismo
de agao e sinalizagdo ainda nao estao elucidados (Leyser, 2002). Foi observado
que o acido indol-3-acético (AlA) - a forma mais comum de auxina encontrada na
natureza - pode aumentar a sintese de H*-ATPases de membrana plasmatica
(MP), ativando a acidificagcao do apoplasto (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996).
O aumento da plasticidade da parede celular, necessario para o elongamento
celular, por sua vez, € mediado por proteinas (e.g. expansinas) que atuam em pH
menor que 4,5 (Cosgrove, 1998). Tais descobertas fundamentaram a teoria do
crescimento acido proposta anos antes por Rayle e Cleland (1972). O mecanismo
do crescimento acido postula que o crescimento celular induzido por AlA estaria
diretamente relacionado com a acidificagao do apoplasto provocada pelo aumento
da atividade da H*-ATPase (Cleland, 1995). Canellas et al. (2002) demonstraram
o aumento da sintese de H'-ATPase de MP isoladas de raizes de milho e sua
relacdo com a presenca nos AH de grupamentos semelhantes ao AIA. Quaggiotti
et al. (2004) confirmaram esses resultados.

Muitos aspectos do processo de sinalizagdo da auxina ainda nao sao
conhecidos. Existem varias evidéncias da existéncia de uma proteina receptora
para AIA no lado externo da membrana plasmatica conhecida como ABP1 (auxin
binding protein) (Ruck et al., 1993; Napier et al., 2002). Por outro lado, foi também
descrito um receptor intracelular sensivel a presenga de auxina (Vesper e Kuss,
1990; Claussen et al., 1996). Yamagami et al. (2004) indicam a via independente
de ABP1 como a mais provavelmente envolvida no controle do crescimento em
casos de concentragbes enddgenas de AlA. Além disso, estudos com tomate
mutante diageotropica (dgt) sugerem ser bastante plausivel a funcionalidade de
receptores tanto intra como extracelulares (Christian et al., 2003). De qualquer
forma, o papel do ABP1 na via de sinalizagdo da auxina nao tem sido
determinado. Aspectos da transcricdo relacionados a auxina que sado melhor
compreendidos. O fator de resposta a auxina (ARF) e as proteinas Aux/AlA estéao
envolvidos nesse processo (Guilfoyle, 1998). Na presenca de auxina, ocorre a
destruicdo das proteinas Aux/AlA, permitindo a ligacdo dos ARFs nos promotores
de resposta a auxina (AuxREs), ativando a transcricdo de genes induzidos por
auxina. Gray et al. (2001) relataram que a auxina poderia promover a degradagéo
das Aux/AlA através da proteina ubiquitina ligase SCF'R'. Estudos recentes

indicam que o TIR1 (Transport Inhibitor Response-1) € um receptor de auxina que
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media a degradacao de Aux/AlA e a transcrigdo regulada por auxina.

Com a finalidade de estudar a agcao do tipo auxinica dos AH isolados de
vermicomposto sobre o crescimento radicular e sobre a atividade da H*-ATPase
de MP, foram utilizados, neste trabalho, dois tipos de inibidores de AlA: o acido
2,3,5-triiodobenzéico (TIBA) e o acido p-clorofenoxisobutirico (PCIB). O TIBA é
um inibidor do efluxo de AIA (Lomax et al., 1995). O PCIB é um inibidor bastante
especifico, que atua na via de sinalizacdo de AlA, bloqueando a transcricdo de
genes induzidos por AlA (Oono et al., 2003).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo, isolamento e purificacdo dos acidos humicos

Os acidos humicos foram obtidos de vermicomposto (AHV). O
procedimento de extracdo dos AH foi realizado conforme a Sociedade
Internacional de Substancias Humicas (Schnitzer e Skinner, 1982).
Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,5 mol L' como solvente na razdo solvente:
residuo orgénico de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte de N,. A separagao dos AH foi
realizada com o abaixamento do pH da solucéo até 1,5 com HCI 6 mol L. A re-
dissolugéo e precipitagao foi repetida trés vezes. Em seguida, adicionaram-se 200
mL de solu¢do aquosa diluida de HF e HCI [5 mL HCI (12 M) + 5 mL HF (48 %) L
). Apés uma centrifugagdo (5.000 g) por 15 minutos, os AH foram lavados
seguidamente com agua, até teste negativo com AgNOs. Foi realizada a dialise
contra agua deionizada, usando-se uma membrana 12-14 KDa (Thomas Scientific

Inc.). As amostras dialisadas foram liofilizadas e caracterizadas quimicamente.
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2.2. Crescimento e tratamento das plantulas de milho

Sementes de milho (Zea mays L., var UENF 506-6), obtidas no
Laboratorio de Fitotecnia da UENF, foram esterilizadas através da imersdo numa
solugdo de NaCIlO 1.0% por 30 minutos e, depois, colocadas em agua destilada
por um periodo de seis horas apds a lavagem. Em seguida, as sementes foram
acondicionadas em papel, para germinagdo no escuro, a 28°C. Quatro dias apos
a germinagao das sementes de milho, as plantulas foram transferidas para um
meio minimo contendo CaCl, 2 mM suplementado com AHV, na concentracéo de
20 mg C L™ ou auxina (107° M, Sigma Co.) com ou sem os inibidores TIBA (20
MM) e PCIB (400 uM) (Sigma-Aldrich). O pH da solugao foi ajustado para 6,0.
Apos cinco dias de crescimento nessas solugdes, as plantulas foram coletadas e
avaliadas. O meio minimo (CaCl, 2 mM) é utilizado a fim de evitar qualquer
influéncia dos nutrientes, que poderiam funcionar de maneira sinergistica com os
AH, estimulando o desenvolvimento radicular e o metabolismo das plantulas (e.g.
Pinton et al., 1999).

2.3. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com 10 repetigdes por tratamento, cujo modelo matematico pode ser descrito
como: Yjj = i + tj + g, onde:Y; = resposta experimental medida na unidade
experimental j submetida ao tratamento i; p = média geral; t; = efeito relativo ao
trtamento i; e = erro aleatorio.

Foi realizada a analise de varidancia (ANOVA) para a avaliagado de todas
as caracteristicas. A diferenca entre os tratamentos foi determinada pelo Teste de
Média Tukey (P < 0,05).

2.4. Avaliagdo do crescimento radicular

Apds cinco dias em solucdo, as plantulas foram coletadas para avaliagao
da area radicular e comprimento total (soma do comprimento da raiz primaria e
raizes laterais), utilizando-se o programa computacional para analise digital de

imagens DeltaT-Scan™ (8 plantas por tratamento). Essa mesma amostra de
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raizes foi pesada apdés 72 horas, em estufa com ventilacdo forcada a 65° C,
utilizando-se balanga analitica para determinagcdo da massa seca. Outra amostra
de raizes foi coletada, e os sitios de mitose e raizes emergidas foram analisados
individualmente (5 plantas por tratamento), como descrito em Canellas et al.
(2002). A terceira amostra de raizes foi coletada e usada imediatamente para o

isolamento de vesiculas, como descrito no item 2.5.
2.5. Purificacédo das vesiculas de membrana plasmatica

As vesiculas de MP foram isoladas de raizes de plantulas de milho
crescidas em meios com ou sem 20 mg C L™ de AH isolado de vermicomposto ou
AIA com ou sem os inibidores TIBA (20 uM) e PCIB (400 pM), utilizando a
centrifugacgao diferencial como descrito por De Michelis e Spanswich (1986), com
algumas modificagdes (Faganha e De Meis, 1995). Resumidamente, 10 g (massa
fresca) de raizes de milho foram homogeneizadas usando grau e pistilo em 20 mL
de meio de extragcéo gelado contendo 250 mM de sacarose, 10% de glicerol (m:v),
0,5% de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 mM de EDTA (&cido etileno
diamino tetracético), 0,2% de BSA (Albumina Sérica Bovina) (m:v) e 0,1 M de
tampéao Tris [tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As solugdes-estoque
utilizadas na preparagdo foram mantidas em geladeira. Imediatamente antes do
uso, foram adicionados 150 mM de KCI, 2 mM de DTT (ditiotreitol) e 1 mM de
PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil). Na manipulacdo das raizes até a obtengao
do homogenato, bem como nas centrifugacdes, a temperatura foi controlada a fim
de que ndo excedesse 4°C. Além disso, o pH do tampao de extracdo também foi
monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,5-8,0. Apds a
maceracao, o homogenato resultante foi filtrado por meio de quatro camadas de
gaze e submetido a centrifugagcao numa centrifuga himac CP (HITACHI) a 8.000 g
durante 15 minutos, para a remocado de células n&o-rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagao a 10.000 g por
15 minutos, numa ultracentrifuga himac CP 85b (HITACHI) utilizando o rotor P70
para o isolamento das mitocéndrias. O precipitado foi coletado e ressuspendido
em 1 mL de solugédo-tampdo (meio de ressuspensao: glicerol 15% (v:v), DTT 1
mM, PMSF 1 mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6 e EDTA 1 mM) e armazenado em

freezer a -70°C. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugagao, agora a
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100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa nova centrifugagcdo, denominado
fracdo microssomal, foi ressolubilizado em meio de ressuspensao, para imediata
aplicacdo sobre o gradiente de sacarose. Aplicou-se 1 mL da suspensédo
contendo a fragdo microssomal sobre um gradiente descontinuo bifasico de
sacarose (cada camada com volume de 1,5 mL) nas concentra¢des de 25/45%
(m/m), contendo ainda: Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM, DTT 1 mM e PMSF
1 mM. O gradiente foi submetido a uma centrifugagcdo de 100.000 g num rotor
SW40 (Himac), durante 90 minutos (ultracentrifuga himac CP 85b). Apds a
centrifugacéo, as vesiculas entre as camadas 25 e 45% (MP) foram coletadas e
utilizadas imediatamente, ou congeladas em N liquido e armazenadas a -70°C
antes do uso. A concentracdo de proteina total contida na preparagao foi dosada
pelo método descrito por Bradford (1976).

2.5.1. Determinacé&o da atividade ATPasica de membrana plasmética

A atividade ATPasica foi determinada pela medida da liberagdo de Pi
segundo o método colorimétrico classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A
reacao foi iniciada com a adicdo da proteina e parada mediante a adicao de acido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentragcdo final de 10% (v/v). A
revelagdo do Pi hidrolisado foi realizada com a adigdo de 0,5 mL da mistura
contendo molibidato de aménio 2% em H2SO4 2% + acido ascérbico 1% (100:1) e,
apos 15 minutos, foi efetuada a leitura em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-
2000 no comprimento de onda de 750 nm. Composicdo do meio de reacdo: 50
mM de Mops-Tris pH 6,5, 3 mM de MgCl,, 100 mM de KCI, 1 mM de ATP e 50 nug
de proteina. Cerca de 80-95% da atividade da H" -ATPase das vesiculas medida
foi inibida por 0,2 mM de vanadato, um inibidor muito eficiente da ATPase do tipo
P (De Michelis e Spanswick, 1986). Em todos os experimentos, a atividade
hidrolitica da H*-ATPase foi medida a 30 °C, com ou sem vanadato, e a diferenca

entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo P.

2.5.2. Bombeamento de H" da ATPase de membrana plasmatica

O gradiente eletroquimico de H* gerado pela H*-ATPase de MP foi

estimado pelo decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a pH 9-amino-6-
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cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissao), e expressa em
porcentagem. O meio de reagéo foi composto de 10 mM de Mops-Tris (pH 6,5),
100 mM de KCI, 5 mM de MgCI2, ACMA 2 uM e 50 ug de proteina. A reacéo foi
desencadeada pela adigdo de ATP (1 mM). A adigao, tanto 3 de yM FCCP quanto
de 2 uM NH,4ClI, acabou com o gradiente de H* formado pela hidrolise de ATP.

3. RESULTADOS

3.1. Comprimento total, area superficial e massa das raizes secas

As plantulas de milho tratadas com &cidos humicos isolados de
vermicomposto (AHV) na concentragdo de 20 mg C L e com auxina (AlA) na
concentracdo de 107° M estimularam o crescimento das raizes, proporcionando
incrementos no comprimento total, na area e na massa seca (Figuras 1A, 1B e
1C). Os inibidores de AlA, tanto o TIBA como o PCIB, alteraram os efeitos de
promocao de crescimento das raizes. O comprimento total e a area superficial das
raizes foram estimulados em mais de 40% pelos AHV e em cerca de 20% pelo
AIA (107° M) em relagéo ao controle (C). O uso do inibidor PCIB na presenca de
AHV e AIA reduziu essas caracteristicas, em média, 75%. A inibi¢cao foi de 90%
nas plantulas de milho tratadas somente com PCIB (CP). O aspecto visual das

plantulas pode ser observado na Figura 2.
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Figura 1. Efeito de acidos humicos na concentracdo de 20 mg C L™ (AHV), de
acido indol-3-acético 10° M (AIA) e dos inibidores de AIA: controle + PCIB (CP);
controle + TIBA (CT); AIA + PCIB (AIAP); AIA + TIBA (AIAT); AHV + PCIB (AHVP)
e; AHV + TIBA (AHVT) sobre o comprimento total (A), area (B) e massa seca
radicular (C) de plantulas de milho tratadas por 5 dias. Os dados representam a
média de 8 repeticbes por tratamento + erro-padrdo. Todas as colunas sdo

diferentes, estatisticamente, pelo Teste de Tukey P<0,05.
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Figura 2. Aspecto visual das raizes de plantulas de milho tratadas com 20 mg C L°
' (AHV), &cido indol-3-acético 10"° M (AIA) e inibidores: controle + PCIB (CP);
controle + TIBA (CT); AlA + PCIB (AIAP); AIA + TIBA (AIAT); AHV + PCIB (AHVP)
e; AHV + TIBA (AHVT) durante 5 dias.
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3.2. FrequUéncia de sitios de mitose e emergéncia de raizes laterais

Avaliou-se a proliferacdo dos sitios de mitose (SM) e raizes emergidas
(RE) em plantulas de milho tratadas ou nao por cinco dias, com 20 mg C L™ de
AHV ou AIA, na presenca de inibidores de AIA (Figura 3). Foi observada uma
diminuicdo nos SM de 41, 42 e 58% nos tratamentos CT, AHVT e AIAT quando
utilizado TIBA, ao passo que a inibicdo foi quase duas vezes maior na presenca
de PCIB nos tratamentos AHVT e AIAT. As RE foram inibidas em 54, 79 e 86%
nos tratamentos CT, AHVT e AIAT quando utilizado TIBA. A adicdo de PCIB
provocou uma inibicdo de cerca de 90% nos tratamentos AHVP e AIAP, em
média, e de 64% no tratamento CP. O tratamento AHV, assim como o AlA,

estimulou essas caracteristicas.
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Figura 3. Efeito de acidos humicos na concentracdo de 20 mg C L (AHV), de
acido indol-3-acético 10™'° M (AIA) e dos inibidores: controle + PCIB (CP); controle
+ TIBA (CT); AIA + PCIB (AIAP); AIA + TIBA (AIAT); AHV + PCIB (AHVP) e; AHV
+ TIBA (AHVT) sobre o numero de sitios de mitose (SM) e raizes laterais
emergidas (RE) em plantulas de milho tratadas por cinco dias. Os dados
representam a média de cinco repeticdes por tratamento * erro-padrdo. As
colunas com letras iguais n&o sao diferentes, estatisticamente, pelo Teste de Tukey
P<0,05.
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3.3. Efeitos dos acidos hiumicos e auxina sobre H*-ATPase de membrana

plasmatica

As vesiculas de MP isoladas das raizes de plantulas de milho tratadas por
cinco dias com 20 mg C L™ ou AIA 107° mol L™ exibiram um estimulo claro das
atividades ATPasica sensivel ao ortovanadato de sodio, assim como a formacéao
de um gradiente de H* dependente de ATP, medido pela queda da fluorescéncia
da sonda ACMA. O estimulo sobre a hidrélise de ATP promovido H*-ATPase de
MP nos tratamentos AHV e AIA em relacdo ao controle foi de cerca de 110 e
55%, respectivamente. A presenca de TIBA nado alterou significativamente a
hidrolise em relagédo ao controle. Por outro lado, o PCIB reduziu em cerca de 45%
a atividade de hidrolise. O gradiente de H" dependente de ATP foi estimulado na
mesma propor¢ao da atividade de hidrolise na maioria dos tratamentos, com

excecao daqueles nos quais TIBA foi adicionado (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito de acidos himicos na concentragdo de 20 mg C L™ (AHV), de
acido-3-indol acético 10™'° M (AIA) e dos inibidores: controle + PCIB (CP); controle
+ TIBA (CT); AIA + PCIB (AIAP); AIA + TIBA (AIAT); AHV + PCIB (AHVP) e AHV
+ TIBA (AHVT) sobre a H* -ATPase MP. A atividade Vanadato sensivel de
hidrélise de ATP foi medida em vesiculas de MP isoladas de raizes de milho
tratadas ou n&o por 5 dias. Os valores representam a média de 3 repeticdes *
erro padrao da média.

Tratamentos H*-ATPase de MP
Atividade de hidrélise Transporte de H*

pmol Pi mg™ min™ VOI aF

(% / min.) (%)
C 0,47 + 0,04 3,29 7,06
CP 0,25 + 0,02 2,35 3,50
CT 0,37 + 0,05 2,60 5,88
AHV 0,97 + 0,10 14,35 27,05
AHVP 0,28 + 0,04 2,35 3,65
AHVT 0,49 + 0,06 8,24 15,30
AlIA 0,72 + 0,05 9,65 21,18
AIAP 0,27 + 0,06 2,35 3,55

AIAT 0,47 +£0,05 8,24 15,29
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4. DISCUSSAO

A promocado do desenvolvimento radicular por SH tem sido tema de
diversos trabalhos. A relagcdo entre a bioatividade e as caracteristicas quimicas
das SH é bastante dificil de ser estabelecida em fungcdo da sua complexidade,
heterogeneidade e aspectos estruturais indeterminados, que resultam em
resultados conflitantes (Vaughan et al., 1985). Pouca atencéo tem sido dedicada a
possibilidade de SH serem absorvidas pelas plantas. Foi demonstrado que AH
podem ser absorvidos lentamente ao longo do tecido vascular corando a parede
das células do parénquima, embora nio tenha sido demonstrado como as raizes
poderiam absorver os AH (Prat, 1963). Utilizando SH marcadas com '*C, Fiihr e
Sauberbeck (1967) relataram que o material humico radioativo €& estavel o
suficiente para produzir resultados confiaveis na maioria dos sistemas
experimentais. A deteccao de radiotividade nos tecidos expostos a AH marcados
indica que eles podem ser absorvidos diretamente. Nao esta claro se o material
absorvido representa uma unidade estrutural intacta de AH ou se séao somente
fragmentos (embora marcados) resultantes da ac&o microbiana. Vaughan e
Linehan (1976) confirmaram os resultados de Fuhr e Sauberbeck (1967). Canellas
et al. (2005) providenciaram evidéncias adicionais da absor¢do de AH através da
producao de anticorpos marcados anti-AH. Nao foi possivel determinar, no
entanto, como os AH podem acessar o interior da célula. Por outro lado, a acéo
estimulatoria de moléculas de baixa massa molecular (e.g. acidos fulvicos) foi
demonstrada por Schnitzer e Poapst (1967). Esses autores trataram plantas com
derivados humicos acetilados e observaram que a iniciagdo de raizes pode dever-
se a presenga de grupos fendlicos nas SH. Outros trabalhos propuseram que SH
de baixa massa molecular poderiam estimular diretamente o crescimento radicular
de maneira semelhante a auxina (O’Donnell, 1973; Cacco e DellAgnola, 1984;
Nardi et al., 1994).

Os AH foram descritos inicialmente como substéncias de elevada massa
molecular originadas da transformacao de biopolimeros do solo (Schnitzer, 1991).
Esse conceito tem sido revisado ultimamente em funcdo de uma série de

evidéncias experimentais. Foi sugerido que os AH resultam da associagao
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hidrofdbica de pequenos agregados formando um arranjamento supra-estrutural
com aparente elevada massa molecular (Orlov, 1975; Piccolo 2002; Simpson,
2002). Pequenas unidades portadoras de bioatividade podem se desagregar do
arranjamento supra-estrutural e acessar receptores especificos (intra ou
extracelulares).

A presenga dos inibidores de auxina modificou o desenvolvimento
radicular promovido pelos AH extraidos de vermicomposto (AHV). Tanto os AHV
como o AIA afetaram a morfologia das plantulas de milho, aumentando o
comprimento total e a area superficial das raizes, os sitios de mitose e a atividade
da H*-ATPase de MP (Figuras 1,2 e 3; Tabela 1). O uso de inibidores bloqueou o
efeito de promogao do desenvolvimento radicular observado com o uso de AHV e
AIA. Oono et al. (2003), num estudo com raizes de Arabdopis, também
verificaram a acao de PCIB e TIBA no bloqueio da acdo da auxina. As células
meristematicas localizadas na zona de alongamento da raiz sdo formadoras de
sitios de mitose precursores de raizes laterais ricos em H*-ATPases de MP (Jahn
et al.,, 1998). Tanto os AHV quanto o AIA promoveram a indugédo de sitios de
mitose (SM) e emissdo de raizes laterais (RE) nessa zona (Figura 2). Esse
processo de diferenciacao celular foi reduzido pelos inibidores de auxina; também
nesse caso, o efeito do PCIB foi o mais pronunciado. Oono et al. (2003) relataram
que o PCIB inibe a emergéncia de raizes laterais e a atividade da BA::B-
glucuronidase (GUS) induzidas por auxina exdégena. Tomados em conjunto, os
resultados observados na literatura e neste trabalho sugerem que a relagao entre
o estimulo sobre os SM e RE e a atividade de da H*-ATPase de MP poderia estar
envolvida no efeito do tipo auxinico dos AH.

Nardi et al. (1994) demonstraram que o efeito de SH de pequena massa
molecular sobre a iniciagdo de raizes em folhas de Nicotiana plumbaginifolia foi
inibido por TIBA, mas nado por PCIB. Somente a aplicagdo isolada de PCIB
reduziu a formacdo de raizes. E provavel que ocorram interacdes quimicas entre
os referidos inibidores e as SH utilizadas, que, consequentemente, poderiam
gerar respostas pouco claras. Esses autores sugeriram que a ag¢ao do tipo
auxinica das SH deveu-se a combinagdo de pequena massa molecular e elevada
acidez carboxilica. Entretanto, de acordo com varios autores, o tamanho
molecular das SH pode ser um fato resultante de um arranjamento supra-

estrutural de apenas aparente massa molecular elevada (Orlov, 1975; Piccolo et
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al., 1996, 1999; Conte e Piccolo, 1999). Concentragdes pequenas de acidos
organicos podem romper esse arranjamento de maneira reversivel (Nardi et al.,
2002; Cozzolino et al., 2001). Faganha et al. (2002), relataram que exsudatos
liberados por raizes de milho modificam a conformacdao de AH, ao observarem
forte mudanca na cromatografia de solugbes de AH apds o cultivo das plantas;
portanto, a aparente massa molecular elevada dos AH nao seria a principal razdo
de sua atividade bioldgica. No presente trabalho, foi comprovado que o PCIB
reduz significativamente os efeitos dos AH sobre os estadios iniciais do
desenvolvimento das raizes, sugerindo que subunidades AH-AIA podem

influenciar a fisiologia radicular regulada por auxina.

5. RESUMO E CONCLUSOES

Os acidos humicos (AH) exibem atividade do tipo auxinica, mas o
mecanismo de ac¢ao envolvido no estimulo do desenvolvimento vegetal ainda ndo
€ claro. Estudos recentes demonstraram que essas substancias humicas (SH)
sdo responsaveis pelo aumento da atividade da H'-ATPase de membrana
plasmatica (MP) e pelo crescimento radicular. Neste trabalho, foi mostrado que o
efeito de SH de elevada massa molecular (AH) é reduzido por inibidor da via de
sinalizagado de auxina [PCIB (p-acido clorofenoxisobutirico)]. O inibidor de efluxo
de auxina TIBA (acido 2,3,5-triiodobenzéico) reduziu os efeitos produzidos pelos
AH em menor propor¢cdo, comparado ao PCIB. Foi evidenciado que os AH
estimulam o desenvolvimento radicular de maneira semelhante a concentracéo
107'° M de auxina, porém com maior intensidade. Existe uma conex&o entre os
efeitos promovidos pelos AH, pela auxina e inibidores sobre a H*-ATPase de MP
e a emissao inicial de raizes laterais. Os resultados indicam que: o efeito
estimulatério dos AH sobre as raizes de plantulas de milho esta associado a via

de sinalizac&o de auxina.
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ACIDOS HUMICOS ESTIMULAM O DESENVOLVIMENTO RADICULAR
ATRAVES DA VIA DE TRANSDUCAO DE SINAL DE AUXINA

RESUMO

Plantas mutantes sdo bastante uteis para o estudo das vias de sinalizagao
envolvidas no controle de uma determinada resposta fisiolégica. A agéo tipo
auxinica de acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto foi avaliada em
diferentes gendtipos de tomate de porte micro sensivel (MT) ou insensivel
(diageotropica, dgt) e raizes transgénicas supersensiveis (MT8196) a auxina. Os
AH ndo foram capazes de estimular a atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica nem das bombas de H* do tonoplasto (V-ATPase e H*-PPase) do
gendtipo dgt, resultando na auséncia de emissao de raizes laterais. Por outro
lado, nos gendtipos MT e MT8196, os AH estimularam a atividade das bombas de
H* e promoveram um aumento nitido da emissdo de raizes laterais. Foram
obtidas evidéncias de que o efeito dos AH, tanto na expansdo (crescimento)
quanto na diferenciacdo celular (iniciacdo das raizes), € dependente da
sensibilidade a auxina. Dessa forma, os AH podem ser considerados como um

tipo de auxina.
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ABSTRACT

Hormone response mutants are useful tools to understand the signalling pathways
involved in the control of physiological responses. The auxin-like effect of humic
acids (HA) isolated from earthworm compost was evaluated in different micro
tomato genotypes due its auxin sensibility: Sensitive (MT) and insensitive
diageotropica (dgt), and hairy roots oversensitive (MT8196). We have found that
HA were not able to enhance neither plasma membrane H*-ATPase nor tonoplast
H* pumps activity (V-ATPase and H*-PPase) resulting in absence of lateral roots
emergence in dgt genotype. On the other hand, HA enhanced H® pumps
associated to an apparent stimulation on lateral root emergence in MT and
MT8196 genotypes. We obtained evidences that the HA effect, so much in the
expansion (growth), as in the cellular differentiation (root initiation), it is dependent

of the auxin sensibility. Therefore, HA can be considered as an auxin type.

1. INTRODUCAO

A auxina é uma familia de horménios vegetais responsavel pela regulagao
de diversos aspectos do desenvolvimento e crescimento. Apresenta uma
atividade reguladora-chave do desenvolvimento de raizes laterais (Laskowski et
al., 1995). A ramificagcdo do sistema radicular representa uma especializagao
determinante na arquitetura das plantas (Laskowski et al., 1995). O transporte
basipedo da auxina na raiz e acrdopeto nas folhas sdo necessarios,
respectivamente, durante as fases de iniciagdo e emergéncia das raizes laterais
(Casimiro et al., 2001). A auxina é requerida, inicialmente, para estabelecer uma
populacdo elevada de células no periciclo em intensa divisdo (Laskowski et al.,
1995). Essa zona de diferenciacdo da raiz é rica em H*-ATPases de membrana
plasmatica (MP) (Jahn et al., 1998). A acdo da auxina em nivel celular envolve o

reconhecimento por proteinas receptoras especificas, tais como as ABP1 nas
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membranas celulares (Ruck et al., 1993; Napier et al., 2002) e o TIR1 presente no
citosol (Dharmasiri et al., 2005) e a presenca do horménio em faixas de
concentracdo compativeis com a sua acgao (geralmente uM) (Davies, 1995).

Pequenas concentragbes de substancias humicas (SH) podem aumentar o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, enquanto concentragdes mais
elevadas geralmente ocasionam efeito deletério sobre o desenvolvimento
(Kononova, 1982). O aumento no sistema radicular geralmente é mais notado do
que na parte aérea (Vaughan e Malcolm, 1985). Os primeiros experimentos que
levaram a supor uma ag¢ao do tipo hormonal pelos acidos humicos (AH) foram
desenvolvidos por Bottomley em 1917. Os efeitos das SH nas membranas
celulares promovendo aumento da absor¢dao de nutrientes (Varanini e Pinton,
1995) e a presencga de auxinas na sua estrutura quimica complexa (Muscolo et
al., 1998; Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al, 2004) indicam o papel similar ao
das auxinas.

A expanséao da célula pode ser induzida pela acéo do acido indol-3-acético
(AlA) (Rayle e Cleland, 1972), a forma mais comum de auxina na natureza (Taiz e
Zaiger, 2002). Observou-se que as auxinas também podem induzir ao aumento
da sintese de H'-ATPases de MP (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996).
Postulou-se a possibilidade de as auxinas aumentarem a taxa de extrusdo de H*
pela estimulacéo tanto dos processos de ativacdo de H'-ATPases preexistentes
na MP como de sintese de novas H*-ATPases. Existem evidéncias de que os dois
mecanismos podem existir conjuntamente (Cleland, 1995). Além da ativagédo da
H*-ATPase de MP, foi relatado recentemente que AH e AIA podem ativar as
principais bombas de H* do tonoplasto (Zandonadi et al., 2005a).

Tem sido proposto que tanto SH de baixa massa molecular (Pinton et al.,

1992; Varanini et al., 1993) como de massa molecular aparentemente elevada
(e.g. AH) (Canellas et al., 2002; Faganha et al., 2002) podem induzir a atividade
da H*-ATPase de MP. O forte estimulo sobre a atividade e expressdo da H’-
ATPase de MP em raizes de plantulas de milho tratadas com AH isolado de
vermicomposto e a presenga de grupamentos de AIA em seu arranjamento
estrutura suportam a proposta de um mecanismo para a bioatividade dos AH
baseado na “teoria do crescimento acido” (Canellas et al., 2002). Quaggiotti et al.
(2004) demonstraram que fragdes humicas de baixa massa molecular

estimularam a absorcdo de nitrato, possivelmente através do aumento das
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isoformas Mhal e Mha2 da H*-ATPase de MP.

A formacédo de raizes laterais induzidas por auxinas requer duas etapas
fundamentais: o transporte de AIA da parte aérea para as raizes e inducdo da
divisao celular (Davies, 1995). Nardi et al. (1994), através do uso de SH de baixo
peso na presenga de dois inibidores de auxina, um de transporte e outro de
sinalizacdo (TIBA: acido 2,3,5-triiodobenzdico e PCIB: acido 4-clorofenoxibutirico,
respectivamente), verificaram em folhas de Nicotiana plumbaginifolia que na
presenca de TIBA, houve forte inibicdo do desenvolvimento de raizes e na
presenca de PCIB, o efeito das SH sobre o crescimento n&o foi alterado.

Oono et al. (2003) demonstraram que o PCIB afeta a via de sinalizagao
de auxina, regulando a estabilidade das proteinas Aux/AlA. Zandonadi et al.
(2005b) observaram que o PCIB diminui o desenvolvimento radicular e a atividade
da H*-ATPase de MP de plantulas de milho tratadas com SH de alta massa
molecular. Esses autores demonstraram que o inibidor de efluxo de AIA (TIBA)
tem uma acéo discreta quando comparada ao inibidor PCIB, de forma contraria ao
anteriormente observado por Nardi et al (1994). A via de sinalizagdo celular
envolvida na acao do tipo auxina de SH é ainda controversa. Parte desse impasse
pode ser atribuida a problemas relacionados a possiveis alteragdes das
substancias inibidoras em contato com as solu¢des de SH. Uma alternativa para o
estudo criterioso dos efeitos hormonais de SH é o uso de plantas mutantes ou
geneticamente modificadas.

Plantas mutantes insensiveis ou supersensiveis a agao hormonal sao
bastante uteis para o estudo das vias de sinalizacdo envolvidas no controle de
uma determinada resposta fisioldégica (Coenen et al., 2002). O tomateiro mutante
diageotropica (dgt) foi bem caracterizado quanto a sua resisténcia a auxina (Zobel
1972; Kelly e Bradford, 1986; Muday et al., 1995; Pinno-Nunes, 2005). Kelly e
Bradford (1986) demonstraram a redugéo da sintese de etileno e do alongamento
de hipocétilos de tomate dgt. Coenen et al. (2002) comprovaram que o produto do
gene DGT ¢ necessario para a regulacdo negativa da extrusdo de H'.
Recentemente foi obtida uma linhagem de tomateiro contendo a mutagao dgt em
plantas de porte micro (Micro-Tom - MT) (Pinno-Nunes, 2005), conhecidas como
um modelo genético de tamanho reduzido e ciclo de vida curto (Meissner, 1997).
Por outro lado, a utilizagcdo de plantas transgénicas com alta sensibilidade a

auxina (superexpressdo dos genes rolABC) pode ser uma ferramenta
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extremamente eficaz para o estudo das respostas fisiolégicas desencadeadas por
SH.

Nao existe nenhum relato da utilizacdo de mutantes dgt ou de raizes
transformadas geneticamente supersensiveis a auxinas (eg. MT8196) para
determinacao da bioatividade de SH.

O presente trabalho teve o objetivo de verificar se o modo de agéo do AH
€ dependente ou ndo da via de transdugdo de sinal de auxina. Para isso, foram
utilizados gendtipos de tomateiro supersensiveis (MT8196) ou insensiveis (dgt) a
auxina e avaliados os mecanismos bioquimicos envolvidos no desenvolvimento

de raizes laterais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo, isolamento e purificagcdo dos acidos humicos

A extracdo dos AH foi realizada com NaOH 0,5 mol L', na razdo solvente:
solo de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte de N,. A separacao dos AH foi conseguida
com o abaixamento do pH da solugdo até 1,0 com HCI 6 mol L. A redissolugao e
precipitacéo foi repetida trés vezes. Em seguida, adicionam-se 200 mL de solu¢ao
aquosa diluida de HF e HCI (preparada com 5 mL de HCI concentrado e 5 mL de
HF concentrado e volume de solugdao completado para 1 L com agua deionizada)
e agitacdo da amostra por 8 horas. Os AH foram lavados com agua até teste

negativo com AgNOs3; e secos por liofilizag&o.
2.2. Crescimento das plantulas e tratamento com acidos humicos

Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum) do mutante diageotropica
(dgt) insensivel a AIA de porte micro e seu parente sensivel a AIA (MT) foram
esterilizadas através da imersao numa solugao de NaClO 1.0% por 30 minutos.

Apoés lavagem com agua destilada, as sementes foram acondicionadas em papel
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e germinadas no escuro, a 28°C. Apos seis dias da germinagao das sementes de
tomate, as raizes do tomate dgt e MT foram coletadas e transferidas para o meio,

suplementado com 0 e 20 mg Cay L™ extraido de vermicomposto.
2.3. Cultivo das hairy roots e tratamento com acido hamicos

As raizes transgénicas de tomate MT8196 supersensiveis a auxina foram
repicadas a partir do meio solido MS (Murashige et al. 1962) e transferidas para o
meio liquido MS suplementado com 0 e 20 mg Can L™ extraido de vermicomposto.
Os frascos contendo as raizes permaneceram sob agitacao e temperatura de 25°
C constantes e sob luz fluorescente (irradiancia de 55 umols.m?.s™), com um
fotoperiodo de 12 horas (Lima et al., 2004). Todas as raizes foram mantidas nas

solucdes de tratamento durante 25 dias.

2.4. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC)
com 10 repeticdes por tratamento, cujo modelo matematico pode ser descrito
como: Yjj = i + tj + g, onde:Y; = resposta experimental medida na unidade
experimental j submetida ao tratamento i; p = média geral; t; = efeito relativo ao
trtamento i; ej; = erro aleatorio.

Foi realizada a analise de varidancia (ANOVA) para a avaliagao de todas
as caracteristicas qualitativas. A diferenca entre os tratamentos foi determinada
pelo Teste de Média Tukey (P < 0,05).

As caracteristicas quantitativas, como a expansao de peciolos (gendtipos
Mt e dgt), foram avaliadas mediante regresséao linear simples e os coeficientes de

regressao, testados a 1% de probabilidade (Figura 1).
2.5. Avaliacdo da sensibilidade a acidos humicos e a auxina

Foram utilizadas plantas de tomate MT e dgt cultivadas em casa de
vegetacao durante 40 dias. Os peciolos dos foliolos (retirados sempre da terceira
folha de cada planta) foram cortados com o auxilio de um gabarito de 12 mm. Os
peciolos foram incubados durante 24 horas em, meio previamente preparado
contendo solugao-tampao pH 5,2 (2,5 mM KH2,POy4, 2,5 mM KCI, 1mM Ca(NOs3); e



97

3 % de sacarose) (Kelly e Bradford, 1986). Utilizaram-se diferentes concentra¢des
de AH (0, 10, 20, 30 mg C L™"). Apés o periodo de incubacdo o material foi
escaneado a 600 dpi de resolugao e impressos com trés vezes de aumento, para

facilitar a avaliagdo do comprimento do peciolo com régua milimetrada comum.
2.6. Contagem do numero de raizes e raizes laterais emergidas

As raizes de tomate dgt, MT e MT8196 foram colocadas em placas de
petry sob lupa, e 0 numero de raizes e as raizes laterais emergidas foram

quantificadas.
2.7. Purificacdo das vesiculas de membrana plasmatica e de tonoplasto

As vesiculas de membrana plasmatica (MP) e tonoplasto foram isoladas
de raizes de plantas de tomate dgt, MT e MT8196 crescidas em meios com ou
sem 20 mg C L™ de AH utilizando a centrifugacéo diferencial como descrito por
De Michelis e Spanswich (1986), com algumas modificagdes (Facanha e De Meis,
1998). Resumidamente, as raizes foram homogeneizadas em meio tamponado
usando grau e pistilo. Foram utilizados 4 g (massa fresca) de raizes de milho e 8
mL de meio de extragdo gelado contendo 250 mM de sacarose, 10% de glicerol
(m:v), 0,5% de PVP-40 (40 KDa), 2 mM de EDTA, 0,5% de albumina sérica
bovina (BSA) (m:v) e 0,1 M de tampéao Tris-HCI, pH 8,0. Somente antes do uso,
foram adicionados 150 mM de KCI, 2 mM DTT e 1 mM de PMSF. O homogenato
resultante foi entdo filtrado através de quatro camadas de gaze e submetido a
centrifugacdo a 3.000 g durante 15 minutos, para remogao de células nao-
rompidas e nucleos. O sobrenadante foi submetido a nova centrifugacao, a
100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa centrifugagao foi solubilizado em
solugédo-tampéao contendo: glicerol a 15% (v:v), 1 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 10
mM de Tris-HCI pH 7,6 e 1 mM de EDTA. A suspensdo com a fragdo microssomal
foi aplicada sobre um gradiente descontinuo bifasico de sacarose nas
concentragdes de 30/45% m/v, contendo ainda: Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 1
mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM. O gradiente foi submetido a uma centrifugagéo de
100.000 g num rotor SW40 (Beckman), durante 90 minutos. As bandas contendo

as vesiculas detonoplasto e membrana plasmatica foram coletadas e utilizadas
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imediatamente para avaliagéo do transporte de H* ou congeladas em N, liquido,
para futura utilizagdo. A proteina total contida na preparagdo foi dosada pelo
método descrito por Bradford (1976).

2.7.1. Determinacéo da atividade ATPasica de membrana plasmética

A atividade ATPasica foi determinada pela medida da liberagdo de Pi
segundo o método colorimétrico classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A
reacdo foi iniciada com a adicdo da proteina e parada através de acido
tricloroacético (gelado) para uma concentracao final de 10 % (v/v). Composigao
do meio de reagao: 50 mM de Mops-Tris pH 6,5, 3 mM de MgCl,, 100 mM de KClI,
1 mM de ATP e 50 pug de proteina. Cerca de 80-95% da atividade da H* -ATPase
das vesiculas medida foi inibida por 0,2 mM de vanadato, um inibidor muito
eficiente da ATPase do tipo P (Sze, 1985). Em todos os experimentos, a atividade
hidrolitica da H*-ATPase foi medida a 30 °C, com ou sem vanadato, e a diferenca

entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo P.

2.7.2. Bombeamento de H" da ATPase de membrana plasmatica

O gradiente eletroquimico de H* gerado pela H" -ATPase de MP foi
estimado através do decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a pH 9-
amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitacdo / emisséo), e
expressa em porcentagem. O meio de reagao conteve 10mM de Hepes-KOH (pH
6,5), 100 mM de KCI, 5 mM de MgCl,, 3 uM de ACMA e 30 pg de proteina. A
reacao foi desencadeada pela adicao de ATP (1 mM). A adicao, tanto de 3 uM
FCCP quanto de 2 yM NH4CI, acabou com o gradiente de H* formado pela
hidrolise de ATP.

2.7.3. Determinacdo da atividade da V-ATPase e H'-PPase

A atividade da V-ATPase e V-PPase de vesiculas de tonoplasto foi
determinada pela medida da liberagdo de Pi segundo o método colorimétrico
classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A reacado foi iniciada com a

adicdo da proteina e parada através da adigado de acido tricloroacético (gelado)
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para uma concentragao final de 10% (v/v). Cerca de 80-95% da atividade da
ATPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi inibida por 50mM de KNOj ou por
10nM de concanamicina, dois eficientes inibidores da V-ATPase (Tu et al., 1987;
Bowman et al., 1988; Sze, 1985). O meio de reagao conteve 50 mM de Hepes-
KOH, 100 mM de KCI, 3 mM de MgCl, e 50 ug de proteina. Em todos os
experimentos, a atividade hidrolitica da V-ATPase foi medida a 30° C, com ou
sem bafilomicina Ay, e a diferenga entre essas duas atividades foi atribuida a
ATPase do tipo V. A atividade da V-PPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi
inibida por KF, um eficiente inibidor da V-PPase (Maeshima e Yoshida, 1989), ou
auséncia de KCI. O meio de reacao conteve 50 mM de Hepes-KOH, 3 mM de
MgCl, e 50 ug de proteina com ou sem 100 mM de KCI. A diferenga entre as

atividades com ou sem KClI foi atribuida a atividade da V-PPase.

2.7.4. Bombeamento de H" da V-ATPase e H-PPase

Os gradientes eletroquimicos de H* gerados pela V-ATPase e V-PPase
foram estimados pelo decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a pH 9-
amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissao), e
expressa em porcentagem. O meio de reagcdo conteve 10mM de Tris-HCI (pH
7,0), 100 mM de KCI (com e sem, no caso da V-PPase), 5 mM de MgCl,, 3 uM de
ACMA e 50 ng de proteina. Em ambos os casos, a reacao foi desencadeada pela
adicdo do substrato ATP ou PPi (1 mM). A adicédo de 3 yM FCCP ou de 2 uyM
NH4Cl acabou com o gradiente de H* formado tanto pela hidrolise de ATP quanto
de PPi.
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3. RESULTADOS

3.1. Sensibilidade ao acido humico em gendtipos MT e dgt

Foram utilizadas diferentes concentragbdes de acidos humicos (AH; 0; 10;
20 e 30 mg Can L'1) para o tratamento de peciolos coletados de plantas de tomate
MT e dgt cultivadas em casa de vegetagdo, durante 40 dias. A equagao de
regressao apresentou variagao linear em funcdo das doses de AH estudadas
(figura 1). Detectou-se um estimulo na expansdo dos peciolos do tomate MT
tratados com AH. Por outro lado, os peciolos de tomate dgt ndo apresentaram
incremento (expansdo em relagcdo as doses de AH), sendo semelhante ao
controle. A presenca de AIA na estrutura de SH foi demonstrada através de uma
série de métodos, tais como testes de comparacgao de atividade (O Donnell, 1973;
Dell’Agnola e Nardi, 1987), imunodeteccdo (Muscolo et al., 1999) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (Canellas et al.,
2002).
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Figura 1. Expansédo de peciolos de MT (sensivel a auxina,A) e dgt (pouco
sensivel a auxina,e) na presenca de concentragdes crescentes de AH (A). Foi
realizado o estudo de regressao linear simples e os coeficientes da regressao

foram testados a 1 % de propabilidade.
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3.2. Atividade e transporte de H" das bombas da membrana plasmatica e do

tonoplasto

As vesiculas in-side-out isoladas das raizes de tomate MT e MT8196
tratadas por 25 dias com 20 mg Cay L7 exibiram um estimulo evidente das
atividades ATPasica sensivel a KNO; (vesiculas do tonoplasto) e a vanadato
(vesiculas de MP) e da V-PPase dependente de K (vesiculas do tonoplasto)
(Figuras 3 A, B e C). A formacéo do gradiente de H* dependente de ATP ou PPi,
medido pela queda da fluorescéncia da sonda ACMA (Figuras 3 D, E e F) também
foi verificado no tratamento com AH. Os estimulos sobre a atividade de hidrélise
da H*-ATPase de MP, V-ATPase e V-PPase nas raizes das plantas MT tratadas
com AH foram de 54, 39 e 71%, respectivamente, enquanto que a velocidade
inicial de transporte de H* por essas bombas eletrogénicas foi aumentada em 52,
90 e 60%, respectivamente. No gendtipo MT8196, os estimulos foram de 74, 52 e
82% para a hidrélise e de 50, 60 e 77% para a velocidade inicial de transporte de
H*, respectivamente. Nas raizes pouco sensiveis a auxina (dgt) tratadas com AH
foram observados estimulos muito discretos sobre a atividade das bombas de H™.
Coenen et al. (2002) demonstraram que o produto do gene dgt é necessario para
a regulagdo negativa da extrusdo de H* pela auxina mediada pela H*-ATPase de
MP. No presente trabalho, foi verificado, além disso, que as bombas de H* do
tonoplasto também estdo envolvidas na resposta ao AH através da via de

transducao de sinal de auxina.
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Figura 3. Atividade hidrolitica da H*-ATPase de MP (A), V-ATPase (B) e V-PPase

(c) e velocidade inicial (Vo) do transporte de H* (D, E e F) de vesiculas isoladas de

raizes MT (sensivel a auxina), dgt (pouco sensivel a auxina) e MT8196

(supersensivel a auxina) cultivadas ou n&o na presenga de acidos humicos (20

mg Can L.
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3.3. Diferenciagao: raizes emergidas

A zona de diferenciagao celular das raizes inclui uma regido com elevada
densidade de células meristematicas que sao precursores de raizes laterais (Jhan
et al, 1998). A relacao entre esses sitios de diferenciagao celular, area radicular e
atividade da H*-ATPase da MP foi demonstrada por Canellas et al. (2002) em
plantulas de milho tratadas com AH isolado de vermicomposto. No presente
trabalho verificou-se que as raizes emergidas ndo foram induzidas por AH no
mutante dgt, mas foram estimuladas em raizes MT e raizes transgénicas MT8196
com genes rol superexpressos (Figura 5A). O estimulo da emissado de raizes foi
relacionado com a extrusdo de H" medida pela H*-ATPase de MP (Figura 5B) e
pelas bombas de H* do tonoplasto (Figura 5C), presentes em vesiculas isoladas

das raizes.
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Figura 5. Numero de raizes e ramificacdo das raizes laterais de tomate MT

(sensivel a auxina), dgt (pouco sensivel a auxina) e MT8196 (supersensivel a

auxina) na presenca de 20 mg Can L™ (A); e correlagdo de Pearson (P<0,01) da

ramificagdo das raizes laterais e estimulo do transporte de H" (Vo) mediado pela
ATPase de MP (B) e pelas bombas do tonoplasto (C).
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4. DISCUSSAO

O estudo da promogao do crescimento vegetal mediado por SH tem sido
objetivo de muitos trabalhos (Guminski, 1968; O'Donell, 1973; Dell’Agnola e Nardi,
1987; Muscolo et al., 1999; Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al., 2004). A maior
parte desses autores relacionou os efeitos estimulatorios das SH, principalmente
na raiz, com a presenga de grupamentos semelhantes a auxina encontrados
através de diferentes métodos, tais como imunoensaios (Muscolo et al., 1998;
Quaggiotti et al., 2004) ou cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (Canellas et al., 2002). Neste trabalho, foram utilizadas, pela primeira vez,
plantas mutantes em respostas hormonais (tomates dgt insensivel e MT8196
supersensivel), para a avaliagao da atividade do tipo auxinica de AH.

Os resultados confirmam que a atividade hormonal dos AH esta
relacionada com a auxina. A insensibilidade do tomate mutante dgt ao AlA ja foi
demonstrada (Kelly e Bradford, 1986; Muday et al., 1995; Pinno-Nunes, 2005). Os
AH, assim como o AIA, ndo induzem ao alongamento de peciolos de tomate dgt
(Figura 1), indicando que parte da agdo dos AH nesse fendbmeno esta relacionada
com o efeito promovido pela auxina. Uma série de métodos fisiologicos,
bioquimicos e eletrofisiolégicos foi empregada para caracterizar o efeito da auxina
sobre a extrusdo de H* em uma ampla variedade de tecidos vegetais (Cleland,
1995). O estimulo da extrusdo de H* devido a auxina é rapido (cerca de 10
minutos) e foi atribuido tanto ao aumento da atividade quanto ao da quantidade
de H'-ATPases de MP. O aumento da quantidade dessa enzima induzida por
auxina em coledptilos de milho ja foi demonstrado (Hager et al., 1991; Frias et al.,
1996). Acidos humicos também podem induzir & sintese de H'-ATPase de MP
(Canellas et al., 2002). As atividades da H*-ATPase de MP e de tonoplasto (V-
ATPase) e da pirofosfatase de tonoplasto (V-PPase) foram alteradas nos
diferentes genétipos avaliados sob tratamento com AH (Figura 3). A H*-ATPase
de MP participa de varias fungdes essenciais para o funcionamento normal das
plantas como tolerancia a salinidade, regulacdo do pH intracelular, expansao
celular e ativacdo do transporte secundario (Serrano, 1989; Palmgren, 1998;

Morsomme e Boutry, 2000). A atividade e o transporte de H* promovidos pela H*-
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ATPase de MP no gendtipo insensivel ao AIA (dgt) nao foram afetados pelo
tratamento com AH. Os gendtipos sensivel (MT) e supersensivel (MT8196) foram
fortemente estimulados na presenga de AH (Figuras 3, A e D). O mesmo
comportamento foi observado no caso das bombas de H* de tonoplasto (V-
ATPase e V-PPase) (Figuras 3 B, C, E e F).

O vacuolo das células vegetais € uma organela multifuncional que exerce
um papel fundamental na estratégia do desenvolvimento (Marty, 1999). Entre
suas fungdes, destacam-se a regulagdo da homeostase celular, que envolve o
controle do volume e turgor, regulacdo de ions do citoplasma e pH e
armazenamento de aminoacidos, acucares e CO, (Sze et al., 1992; Taiz, 1992;
Maeshima, 2000). Ambas, V-ATPase e V-PPase, sdo importantes nessas fungdes
(Rea et al., 1992; Taiz, 1992). A redugdo da acidificagdo dependente da H*-
ATPase de MP em segmentos de hipocétilo de tomate dgt ja foi descrita
anteriormente (Coenen et al., 2002). No presente estudo, foi descrito, além disso,
que as bombas de H* do tonoplasto também s&o ativadas de maneira diferente de
acordo com o genétipo utilizado. E possivel estabelecer uma fungdo da auxina
sobre a regulagao dessas bombas, embora ainda ndo muito clara.

A nao-observagdo de qualquer efeito dos AH sobre a H*-ATPase de MP no
genotipo dgt insensivel a auxina é uma prova inequivoca de que os AH utilizam
uma via dependente de auxina para estimulacdo dessa bomba. A relacéo entre a
localizacdo de H*-ATPases de MP nos éapices de raizes de milho e a formacéo de
raizes laterais foi estabelecida por Jahn et al. (1998). A diferenciacédo das células
das raizes dos genodtipos de tomate estudados foi bastante distinta nos
tratamentos estudados (Figura 5A) e demonstrou uma relagdo entre o
bombeamento de H* promovido pela H*-ATPase de MP e a emiss&o de raizes
laterais (Figura 5B). Esses resultados estdo de acordo com os descritos
anteriormente em raizes de milho (Canellas et al., 2002). Segundo Maeshima
(1990), o processo de expansdo celular estimulado pelo turgor do vacuolo
necessita do aumento da quantidade de H*-ATPase e H*-PPse em tecidos jovens
de hipocétilo de feijgo. A velocidade inicial do transporte de H* (VO) promovido
pelas bombas do tonoplasto também ¢é maior nos tratamentos que mais
estimularam a emissdo de raizes (Figura 5C). Os dados apresentados no
presente trabalho indicam que efeito que os AH exercem na promogao do

enraizamento lateral nas plantas € do tipo auxinica. A utilizagdo de mutantes
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insensiveis e supersensiveis a auxina forneceu argumentos irrefutaveis para um

modo de agao do AH dependente da via de transducgao de sinal de auxina.

5. RESUMO E CONCLUSOES

Plantas mutantes sdo bastante uteis para o estudo das vias de sinalizagao
envolvidas no controle de uma determinada resposta fisiolégica. A agéo tipo
auxinica de AH isolados de vermicomposto foi avaliada em diferentes gendtipos
de tomate de porte micro sensivel (MT) ou insensivel (dgt) e raizes transgénicas
supersensiveis (MT8196) a auxina. Os AH n&o foram capazes de estimular a
atividade da P-ATPase, nem das bombas de H* do tonoplasto (V-ATPase e V-
PPase) do gendtipo dgt, resultando na auséncia de emissdo de raizes laterais.
Por outro lado, nos genoétipos MT e MT8196, os AH estimularam a atividade das
bombas de H* e promoveram um aumento nitido da emissdo de raizes laterais.
Os resultados sugerem que:

(i) o efeito dos AH, tanto na expansdo (crescimento) quanto na
diferenciagao celular (iniciagdo das raizes), € dependente da sensibilidade a
auxina;

(ii) os AH podem ser considerados como um tipo de auxina.
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BIOATIVIDADE DE ACIDOS HUMICOS: SIMILARIDADES COM A ACAO DAS
ALQUILAMIDAS, UMA NOVA CLASSE DE HORMONIOS VEGETAIS

RESUMO

As alquilamidas - uma nova classe de reguladores do crescimento vegetal
- promovem a formacgao de raizes laterais e o alongamento de pélos radiculares
de maneira independente da via de sinalizagdo auxinica, sem reduzir o
comprimento da raiz principal, do mesmo modo que os acidos humicos (AH). O
objetivo desse trabalho foi explorar o possivel envolvimento das afininas (N-
isopropil-decanamida) no sistema primario de transporte de H* em células
radiculares de plantulas de milho. Os resultados foram comparados aos obtidos
com pléantulas tratadas com AH isolados de vermicomposto. As afininas
aumentaram a proliferacdo de raizes laterais e promoveram o crescimento
radicular. Pelo menos em parte, esse efeito pode ser atribuido ao aumento da
atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica. A concentracdo mais elevada
de afinina (10* M) aumentou o crescimento radicular somente aos 15 dias. As
menores concentragdes (10° M e 10® M) causaram o aumento do crescimento
radicular aos 7 e 15 dias. Através das técnicas de cromatografia liquida de alta

pressdo e de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, foi
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possivel identificar a presenca de afininas nos AH. Além de grupos auxinicos, 0s
AH podem conter, na sua estrutura supra-molecular, uma série de compostos

com capacidade de promover o desenvolvimento vegetal.

ABSTRACT

Affinins, a new class of plant growth regulation, promotes lateral root
formation and root hair elongation independent of auxin signaling pathway, but
similar to humic acids (HA). In order to explore the possible involvement of affinin
in primary H* transport system in root cells we synthesize N-isopropyl-decanamide
and treat maize seedlings with different affinin concentration. The results are
compared with obtained from seedlings treated with HA isolated from
vermicompost. Similar a previous results affinins enhance the proliferation of
lateral root formation and promote root growth. At least in part, this effect can be
attributed to enhance in H'-ATPase activities. The high concentrations of affinin
(10* M) enhance root growth only at fifteenth day. Low concentration (10° M and
10® M) promotes enhance on radicular growth at seventh and fifteenth days.
Through high pression liquid chromatography and gas chromatography-mass
spectrometry was found affinins in HA. Besides auxinic groups, HA could have in
their supramolecular structure additional composts with ability to promote plant

development.
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1. INTRODUCAO

Os hormdnios vegetais sdo fundamentais na regulacdo do crescimento
das plantas. Varios tipos de hormdnios ja foram descritos, tais como auxinas,
giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico. A auxina foi o primeiro hormdnio
descoberto (Went, 1928) e coordena o desenvolvimento vegetal através da
regulacdo da divisdo, diferenciacdo e expansao celular (Davies, 1995). Nesse
aspecto, destaca-se sua importancia durante a formacdo de raizes laterais
(Laskowisk et al., 1995; Casimiro et al., 2001), especialmente nos ambientes
tropicais onde predominam solos com baixa fertilidade. Plantas com raizes
laterais mais desenvolvidas tém maior capacidade de exploragao dos nutrientes e

da agua do solo.

Além dos cinco fitormbénios ja bem conhecidos e descritos, outros
reguladores de crescimento tém sido apresentados, dentre eles, o0s
brassinoesteréides (Thompson et al., 1979) e, mais recentemente, as

alquilamidas (Ramirez-Chavez et al., 2004).

As alquilamidas sdo metabdlitos secundarios incluindo mais de 200
compostos que possuem estrutura basica originada da condensagao de acidos
graxos insaturados e uma amina (Hofer et al.,, 1986). As afininas (N-isobutil-
2E,6Z,8E-decatrienamida), naturalmente encontradas nas plantas, podem
aumentar a formacédo e emissdo de raizes laterais e o alongamento de pélos
radiculares de maneira bastante semelhante a auxina, sem, no entanto, causar o
encurtamento do eixo principal (Ramirez-Chavez et al., 2004). Ramirez-Chavez e
colaboradores (2004) verificaram que o estimulo no crescimento radicular
provocado pela afinina ocorreu sem alterar a expresséo de genes induzidos por
auxina (GUS, B-glucuronidase), e inibiu o alongamento da raiz principal de
mutantes resistentes a auxina. Esses autores levantaram a possibilidade de
utilizar essa classe de compostos na estimulagdo do crescimento radicular.
Entretanto, a maneira pela qual as alquilamidas podem afetar as cascatas de
producao de sinais que modificam o crescimento e a diferenciagdo nas células

radiculares ainda é desconhecida, uma vez que a via de acéo € independente da
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via da auxina.

Por outro lado, os efeitos da auxina na expansao celular foram alvo de
diversos estudos que culminaram na elaboracdo da “teoria do crescimento”, no
inicio da década de 1970. Essa teoria estabelece que a auxina pode ativar a
extrusdo de prétons para a parede celular numa taxa elevada, através da H*-
ATPase de membrana plasmatica (MP), resultando no decréscimo do pH
apoplastico (Hager et al., 1971, 1991; Rayle e Cleland, 1972,1992). A H*-ATPase
de MP parece ser regulada por todos os fatores importantes que controlam a
fisiologia das plantas: luz, hormoénios, fitotoxinas e estresses do ambiente
(Serrano, 1989; Palmgren, 2001). Jahn et al. (1998) demonstraram que esta
enzima esta associada a emissao de raizes laterais. Recentemente, foi
estabelecida a relacéo entre a expressdo da H*-ATPase e o desenvolvimento de
raizes laterais estimuladas por fragdes da matéria organica (eg. acidos humicos,
AH) dotadas de atividade auxinica (Canellas et al., 2002, 2005; Faganha et al.,
2002; Zandonadi et al., 2005). A presenca de acido indol-3-acético (AlA) nas
substancias humicas (SH), bem como seus efeitos sobre a expressao de genes
reguladores das isoformas Mhal e Mha2 da H'-ATPase, foi confirmada por
Quaggiotti et al. (2004). No entanto, a detec¢cdo de auxina nas SH explica apenas
em parte os efeitos da matéria organica humificada sobre o metabolismo das
plantas. Os efeitos diretos das SH vao desde a aceleracdo da germinacéo e da
atividade de enzimas até o aumento da absor¢ao de nutrientes e da produtividade
de diferentes espécies (resumidos por Visser, 1986). Uma vez que muitos desses
efeitos ndo dependem diretamente da auxina, é plausivel que outras substancias
estejam envolvidas na agao hormonal desempenhada pelos AH. As SH estimulam
0 enraizamento das plantas de uma maneira dependente da concentracio
(Schnitzer e Poapst, 1967; O 'Donnell, 1976; Cacco e Dell’Agnola, 1984; Muscolo
et al., 1999; Canellas et al., 2002). Apesar dos AH utilizarem a via de transdugao
de sinal de auxina, as doses mais elevadas dessa substancia inibem tanto o
comprimento do eixo principal das raizes quanto a emissdo de raizes laterais.
Nessa situacdo, as afininas promovem um efeito semelhante ao observado para
0s AH: reduzem ou aumentam, ao mesmo tempo, a area e o comprimento da raiz

principal em alta ou baixa concentragao, respectivamente.

O presente estudo descreve os efeitos de uma afinina sintética (N-

isopropil-decanamida) sobre a atividade da H*-ATPase de MP e sobre o
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desenvolvimento de plantulas de milho. Constataram-se evidéncias de que as
afininas, em diferentes concentracdes, podem estimular o transporte de H*,
propiciando um aumento no numero dos sitios de mitose e de raizes emergidas,
culminando numa maior area radicular, de modo muito similar ao encontrado

anteriormente para AH isolados de vermicomposto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Sintese da N-isopropil-decanamida e confirmacédo da estrutura

A sintese da afinina N-isopropil-decanamida foi realizada pelo professor
Carlos Roberto Abreu Matos, do Laboratorio de Ciéncias Quimicas da UENF, de
acordo com procedimento convencional para obtencdo de alquilamidas. A seguir,
€ descrito, de forma resumida, o procedimento de sintese e confirmacéao estrutural
do produto obtido. Uma solugéo de acido decandico (5,0 g; 29,0 mmol) em cloreto
de tionila (4,0 mL; 54,8 mmol) foi agitada e colocada em refluxo por 12 horas. O
excesso de SOCI;, foi removido pela destilacio, e o residuo contendo o cloreto de
decanoila foi usado para o préximo passo, sem purificacdo. O cloreto de
decanoila em hexano (20 mL) foi agitado e adicionado gota a gota de uma
solugéo de isopropilamida (5 mL; 58,7 mmol) em hexano (10 mL). A temperatura
da reacao foi mantida em 0-5 °C durante a adi¢cdo. A solugdo permaneceu em
agitacdo a temperatura ambiente por 5 horas. Os sais foram removidos por
filtracdo e as lavagens, feitas com H,O (2 X 20 mL). A camada organica foi seca e
evaporada a vacuo, e o solido resultante foi purificado pela recristalizagdo com
éter etilico, para produzir a N-isopropil-decanamida como um sélido branco (5,3 g,
86% de rendimento de produgéo). Ponto de ebulicdo: 47°C, espectrometria de
massas:

EI-MS: m/z 213 (M*, 3), 170 (), 156 (), 128 (), 114 (20), 101 (100), 86 (45),
58 (24), 57 (23), 55 (32).

'"H NMR (400MHz): 6 = 0.88 (3H, t, J = 7.0), 1.14 (6 H, d, J =6.6), 1.28 ( 12
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H, m), 1.61 (2 H, m), 2.12 (2H, t, J = 7.4), 4.09 (1 H, sp, J =6.6).
3C NMR (100MHz): = 14.02, 22.60, 22.77, 25.79, 29.22, 29.31, 29.39,
31.79, 36.98, 41.09, 172.21.

2.1.1. Experimentos de RMN e CG-EM

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C foram
gravados num equipamento Jeol 400 ('H: 400MHz; ®*C: 100 MHz) usando-se
tetrametilsilano como padrédo interno. Os espectros de massa por impacto
eletrbnico (EIMS) foram obtidos com cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) num equipamento Shimadzu QP5050A a 70
eV. Foi usada uma coluna CP-SIL8CB (30 x 25 m x 0,25 mm) com taxa de
aquecimento de 15° C min” de 50 até 270° C. A temperatura de injecdo foi
programada para 270° C.

A alquilamida N-isopropil-decanamida foi preparada a partir de acido
decandico, pela acilagdo da isopropilamina pelo cloreto de decanoila in situ

(Figura 1) com 86% de rendimento de producao da reacéo.

H
o ]
0. _0OH m On N
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Acido decantico Cloreto de decanoil lsopropildecanamida

Figura 1. Representacdo esquematica da sintese de alquilamida.

A estrutura da N-isopropil-decanamida foi confirmada pelos dados
espectroscopicos envolvendo RMN de 'H e "*C e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. O espectro obtido com impacto de elétrons (IE) da
N-isopropil-decanamida (Figura 2B) mostra o pico molecular em m/z 213 daltons
(IM]™). Os picos observados em m/z 86 (45%) e 101 m/z (100%) est&o de acordo
com a presenca da funcdo amida (Figura 2 C). Os dados dos espectros de 'H
NMR (400MHz) e *C NMR (100MHz) (Tabela 1) sdo compativeis com a estrutura

da N-isopropil-decanamida.
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Figura 2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
da N-isopropil-decanamida. (A) Cromatograma. (B) Espectro de massas. (C)
Mecanismo de fragmentagao proposto para os principais picos observados na N-

isopropil-decanamida.



122

Tabela 1. Dados espectrais de '"H RMN (400MHz) e "*C RMN (100MHz) para a N-
isopropil-decanamida

O N
10\/\/\/\j/1 1
3|

posica0 Sc (ppm) u (ppm)

1 172,21
2 36,98 212t (J=7.4)
3 25,79 1,61 m
4 29,22 1,28 m
5 29,22 1,28m
6 29,39 1,28m
7 29,31 1,28m
8 31,79 1,28m
9 22,60 1,28m
10 14,02 0,88t (J=7.0)
1 41,09 4,09 sp (J=6.6)
2e3 2277 1,14 d (J=6.6)

2.2. Deteccao de afininas em uma solucéao de AH

O experimento de deteccado da presencga de afinina nos AH foi realizado
no Departamento de Quimica da UFRRJ, sob supervisao da professora Rosane
de Nora Castro, que desenvolveu a seguinte metodologia: uma solugdo de AH
contendo 1 mg AH mL com valores de pH ajustado para 11 foi submetida a
extragcdo com acetato de etila. O solvente foi separado em funil € uma amostra foi
injetada e separada através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. Foi utilizado um aparelho Shimadzu QP5050A a 70 eV e usada uma
coluna capilar DB-5 (30 m; 0,25 nm d.i.) com taxa de aquecimento de 15° C min™
de 50 até 230° C. A temperatura de injecéo foi programada para 200° C.

A Figura 3 permite a comparagdo do cromatograma-padrao da afinina
isolada com o obtido com a solugdo de AH. Foi possivel indicar, através da

similaridade no tempo de retencdo e, principalmente, pela espectrometria de
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massas, a presenga de afinina na solugao de AH.
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Figura 3. Cromatogramas do AH (A) e da Afinina (B).
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2.3. Crescimento das plantulas e tratamento com acidos humicos e afininas

As plantas foram analisadas em dois estadios de desenvolvimento
diferentes, aos sete e aos quinze dias. No primeiro experimento, foi possivel
avaliar o periodo inicial do crescimento das plantulas em condi¢cdes de hidroponia.
No segundo experimento, foi avaliado o estabelecimento das plantas em vasos
com areia na casa de vegetagao.

2.3.1. Experimento 1

Sementes de milho (Zea mays L., var UENF 506-6) foram esterilizadas
por meio da imersdo numa solucdo de NaClO 1.0% por 30 minutos, e, em
seguida, colocadas em agua destilada por um periodo de seis horas apods a
lavagem. Depois, as sementes foram acondicionadas em papel, para germinacgao,
no escuro, a 28°C. No primeiro experimento, quatro dias apds a germinagédo das
sementes de milho, as plantulas com raizes com aproximadamente 3 cm foram
transferidas para um meio minimo contendo CaCl, 2 mM e 0, 20 mg Can L™
extraido de vermicomposto ou afininas (10, 10° e 10® M). As plantulas de milho

foram coletadas aos sete dias, para avaliagbes posteriores.
2.3.2. Experimento 2

No segundo experimento, quatro dias apos a germinacdo das sementes
de milho (previamente esterilizadas como no experimento 1), as plantulas foram
transferidas para vasos do tipo Leonard contendo areia estéril. No primeiro dia,
foram adicionados 500 mL de solugao nutritiva diluida trés vezes mais 0, 20 mg
Can L™ ou afininas (10, 10° e 10® M). A solucéo foi trocada semanalmente sem
adicdo de mais AH ou afininas. As plantulas de milho foram coletadas aos quinze

dias, para avaliagdes posteriores.
2.4. Andlises Estatisticas

Em ambos os experimentos, o delineamento experimental utilizado foi o

inteiramente casualizado (DIC) com 10 repeticbes por tratamento, cujo modelo
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matematico pode ser descrito como: Y;; = p + t; + €; , onde:Y; = resposta
experimental medida na unidade experimental j submetida ao tratamento i; p =
meédia geral; t; = efeito relativo ao tratamento i; e;; = erro aleatorio.

Foi realizada a analise de varidancia (ANOVA) para a avaliagao de todas
as caracteristicas. A diferenga entre os tratamentos foi determinada pelo Teste de
Média Tukey (P < 0,05).

Os dados apresentados na Figura 5 representam a meédia de trés
experimentos independentes e a porcentagem de estimulos normalizada em

relacdo ao controle.
2.5. Avaliagdo do crescimento radicular

Os seguintes procedimentos foram realizados nos experimentos 1 e 2:

As plantulas foram coletadas para avaliagdo da area radicular e
comprimento total utilizando o programa computacional para analise digital de
imagens DeltaT-Scan™ (10 plantas por tratamento). Essa mesma amostra de
raizes foi pesada apds 72 horas em estufa com ventilagdo forcada a 65° C,
utilizando-se balanga analitica para determinagao da massa seca. Outra amostra
de raizes foi coletada e analisados individualmente (5 plantas por tratamento) os
sitios de mitose e raizes emergidas conforme descrito em Canellas et al. (2002).
A terceira amostra de raizes foi coletada e usada imediatamente, para o

isolamento de vesiculas, como descrito no item 2.6.
2.6. Purificacédo das vesiculas de membrana plasmatica

As vesiculas de MP foram isoladas de raizes de plantulas de milho
mediante a centrifugacao diferencial como descrito por De Michelis e Spanswich
(1986), com algumas modificagbes (Facanha e De Meis, 1995). Resumidamente,
10 g (massa fresca) de raizes de milho foram homogeneizadas usando grau e
pistilo em 20 mL de meio de extragdo gelado contendo 250 mM de sacarose, 10%
de glicerol (m:v), 0,5% de PVP-40 (polivinilpirrolidona-40 KDa), 2 mM de EDTA
(acido etileno diamino tetracético) 0,2% de BSA (Albumina Sérica Bovina) (m:v) e
0,1 M de tampéao Tris [tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As solugdes-

estoque utilizadas na preparagao foram mantidas em geladeira. Imediatamente
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antes do uso, foram adicionados 150 mM de KCI, 2 mM de DTT (ditiotreitol) e 1
mM de PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil). Na manipulacdo das raizes até a
obtengdo do homogenato, bem como nas centrifugagbes, a temperatura foi
controlada a fim de que ndo excedesse 4°C. Além disso, o pH do tampao de
extracao foi monitorado durante o procedimento, mantendo-se na faixa de 7,5-8,0.
Apés a maceragdo, o homogenato resultante foi filtrado através de quatro
camadas de gaze e submetido a centrifugagdo numa centrifuga himac CP
(HITACHI) a 8.000 g durante 15 minutos, para a remocdo de células nao
rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova
centrifugacédo a 10.000 g por 15 minutos, numa ultracentrifuga himac CP 85b
(HITACHI) utilizando o rotor P70 para o isolamento das mitocondrias. O
precipitado foi coletado e ressuspenso em 1 mL de solugdo-tampao (meio de
ressuspensao: glicerol 15% (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1 mM, 10 mM de Tris-HCI pH
7,6 e EDTA 1 mM) e armazenado em freezer a -70°C. O sobrenadante foi
submetido a nova centrifugagéo, agora a 100.000 g por 40 minutos. O precipitado
dessa nova centrifugagcdo, denominado fragdo microssomal, foi solubilizado
novamente em meio de ressuspengao para imediata aplicagao sobre o gradiente
de sacarose. Foi aplicado 1 mL da suspensao contendo a fragdo microssomal
sobre um gradiente descontinuo bifasico de sacarose (cada camada com volume
de 1,5 mL) nas concentracdes de 25/45% (m/m), contendo ainda: Tris-HCI 10 mM
pH 7,6, EDTA 1 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM. O gradiente foi submetido a uma
centrifugacdo de 100.000 g num rotor SW40 (Himac), durante 90 minutos
(ultracentrifuga himac CP 85b). Apos a centrifugacdo, as vesiculas entre as
camadas 25 e 45% (MP) foram coletadas e utilizadas imediatamente ou
congeladas em N3 liquido e armazenadas a -70° C antes do uso. A concentragéo
de proteina total contida na preparagcao foi dosada pelo método descrito por
Bradford (1976).
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2.6.1. Determinacéo da atividade ATPasica de membrana plasmética

A atividade ATPasica foi determinada pela medida da liberacdo de Pi
segundo o método colorimétrico classico descrito por Fiske e Subbarrow (1925). A
reacao foi iniciada com a adicdo da proteina e parada por meio da adi¢cao de
acido tricloroacético (TCA), gelado para uma concentracéo final de 10% (v/v). A
revelagao do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adi¢do de 0,5 mL da mistura
contendo molibidato de aménio 2% em H,SO4 2% + acido ascorbico 1% (100:1) e,
apos 15 minutos, foi efetuada a leitura em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-
2000 no comprimento de onda de 750 nm. Composicdo do meio de reagao: 50
mM de Mops-Tris pH 6,5, 3 mM de MgCl,, 100 mM de KCI, 1 mM de ATP e 50 ng
de proteina. Cerca de 80-95% da atividade da H* -ATPase das vesiculas medida
foi inibida por 0,2 mM de vanadato, um inibidor muito eficiente da ATPase do tipo
P (De Michelis e Spanswick, 1986). Em todos os experimentos, a atividade
hidrolitica da H*-ATPase foi medida a 30 °C, com ou sem vanadato, e a diferenca

entre essas duas atividades foi atribuida a ATPase do tipo P.

2.6.2. Bombeamento de H" da ATPase de membrana plasmatica

O gradiente eletroquimico de H* gerado pela H*-ATPase de MP foi
estimado por meio do decréscimo de fluorescéncia da sonda sensivel a pH 9-
amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissao), e
expressa em porcentagem. O meio de reacgao foi composto de 10 mM de Mops-
Tris (pH 6,5), 100 mM de KCI, 5 mM de MgCI2, ACMA 2 uM e 50 ug de proteina.
A reacéo foi desencadeada pela adigao de ATP (1 mM). A adi¢ado, tanto de 3 uM
FCCP quanto de 2 uM NH4Cl acabou com o gradiente de H* formado pela
hidrélise de ATP.
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3. RESULTADOS

3.1. Massa seca, comprimento e area superficial da raiz

Foi avaliado o efeito do AH e da afinina sobre o crescimento do milho
através de plantas crescidas em hidroponia (experimento 1) e em areia
(experimento 2) contendo diferentes concentracbes dessas substancias. As
Figuras 4A e 4B apresentam o aspecto visual das plantulas de milho aos 7 e aos
15 dias de tratamento, respectivamente. No experimento 1, apos 7 dias na
solugdo, os tratamentos com solugdo de afinina na concentragdo de 108 e 10° M
estimularam a produgdao de biomassa radicular (Figura 5). O tratamento com
afinina na concentracdo de 10 M n&o produziu efeito algum sobre o crescimento
da raiz nesta fase. As plantulas de milho tratadas com AH (20 mg C L™
apresentaram um forte estimulo no desenvolvimento radicular (Figura 5). No
experimento 2, apds 15 dias de crescimento em vasos com areia e adi¢gao de
solugdo nutritiva, o tratamento 10 M de afinina também n&o produziu nenhum
efeito no desenvolvimento radicular. Entretanto, as menores concentragcdes de
afinina (10° M e 10® M) promoveram o desenvolvimento radicular por um
aumento marcante na massa seca da raiz, comprimento total e area superficial. O
uso de AH também estimulou o desenvolvimento radicular em quinze dias de

experimento (Figura 5).
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Figura 4. Aspecto visual das raizes de plantulas de milho tratadas com acidos
humicos (AH) 20 mg de C L™ e diferentes concentragdes de afininas (10, 10° e
10" M) coletadas aos sete dias em hidroponia (A) e aos quinze dias de tratamento

em vasos com areia (B).
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Figura 5. Efeito de acidos humicos (AH) 20 mg C L™ e diferentes concentragdes
de afininas (10®, 10° e 10® M) sobre o comprimento, area superficial e massa
seca de raizes de plantulas de milho analisadas pelo software DeltaT-Scan™. O
comprimento total é calculado através da soma do comprimento das raizes
primaria e lateral. Os dados representam a porcentagem em relagado ao controle
(100%) de médias normalizadas de trés experimentos independentes realizados
com plantulas de milho (10 por tratamento em cada caso) coletadas aos 7 e 15

dias de tratamento.
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3.2. Sitios de mitose e raizes laterais emergidas

A zona de diferenciacdo e expansido da raiz é formada por células
meristematicas em constante atividade metabdlica precursoras de raizes laterais
(Janh et al., 1998). Foi avaliado o desenvolvimento desses sitios de mitose na
zona radicular tratada com afininas em concentrag¢des diferentes e AH 20 mg C L
' durante 7 e 15 dias de crescimento das plantulas de milho em hidroponia e
areia, respectivamente (Figura 6). Os tratamentos com as menores concentragdes
de afininas (10° M e 10® M) proporcionaram um estimulo semelhante ao
observado no tratamento com AH isolados de vermicomposto. O estimulo

apresentado aos 7 dias foi mantido nas plantulas de milho tratadas por 15 dias.

O controle MAH DCAF10%M BAF 10°%  mAF 105y

450
400 -
350 A
300 4
250 1
200 4
150 4
100 4
20 1

SM RE SM RE

7 dias 15 dias

Figura 6. Efeito de acidos humicos (AH) 20 mg C L™ e diferentes concentragdes
de afininas (10, 10° e 10® M) sobre o crescimento radicular de plantas de milho
tratadas durante 7 ou 15 dias, avaliado mediante quantificacdo dos sitios de
mitose (SM) e raizes emergidas (RE). Os dados na coluna representam as

meédias de trés experimentos + erro-padrao.
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3.3. Bombeamento de H" e hidrélise de ATP

As vesiculas de MP isoladas das raizes de plantulas de milho tratadas por
sete dias com 20 mg C L™ de AH e diferentes concentracdes de afininas (10, 10°
® e 10® M) mostraram uma clara estimulagdo da atividade de hidrélise de ATP
sensivel ao vanadato (Figura 7A) acoplada ao transporte H* dependente de ATP
(Figura 8A). A atividade de hidrolise de ATP foi bastante estimulada no tratamento
com AH (cerca de 350%, Figura 7A), enquanto a velocidade inicial e amplitude
maxima da formacdo do gradiente de H® foi trés e quatrto vezes maior,
respectivamente, (Figura 8A). As afininas nas concentragdes 10° e 10° M
também estimularam a hidrélise de ATP e no bombeamento de H*, porém em
menor magnitude do que os AH. As vesiculas de MP isoladas das raizes de
plantulas de milho tratadas por quinze dias (Figuras 7B e 8B) apresentaram
respostas semelhantes as plantas tratadas por sete dias, porém numa menor
magnitude. A hidrolise acoplada ao transporte de H" mediados pela ATPase do
tonoplasto pode ser afetada pelo estadio de desenvolvimento de plantulas de
milho (Faganha e de Meis, 1998). E possivel que tanto a hidrélise quanto o

transporte de H* tenham sido afetados pelo envelhecimento das plantas.
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Figura 7. Efeito de acidos humicos (AH) 20 mg C L (e) e diferentes
concentracdes de afininas 10 (o), 10° (m) e 10™* (&) M em relagdo ao
controle (linha tracejada) sobre a atividade de hidrolise de ATP sensivel a
vanadato, medida em vesiculas isoladas de raizes de milho tratadas ou

nao por 7 (A) ou 15 (B) dias.
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Figura 8. Efeito de a&cidos humicos (AH) 20 mg C L' de e diferentes
concentracdes de afininas (10*, 10° e 10® M) sobre a formacéo do gradiente de
H* promovido pela H*-ATPase de PM em vesiculas isoladas de raizes de milho
tratadas ou ndo durante sete (A) ou quinze (B) dias. O meio de reacéo conteve 10
mM Mops-Tris (pH 6,5), 3 mM MgSO,4, 100 mM KCI, 2 uM de ACMA e 50 ug de
proteina. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 1 mM ATP a 30°C. Apds a
estabilizacdo do gradiente de H*, o protondforo FCCP ou NH4CI foi adicionado

levando a recuperacéo da fluorescéncia base.



136

4. DISCUSSAO

A matéria organica humificada pode estimular diretamente o
desenvolvimento vegetal através de uma agao do tipo auxinica (Mato et al., 1972;
Cacco e Dell’Agnola, 1984; Nardi et al., 1991; Canellas et al., 2002) que passa
pelo estimulo das H'-ATPases de membrana plasmatica (MP) (Canellas et al.,
2002; Quaggiotti et al., 2004). A H'-ATPase de MP desempenha um papel
fundamental no metabolismo vegetal devido a energizacdo de transportadores
para a absor¢gdo de nutrientes e a acidificagdo do apoplasto (Sze, 1985;
Morsomme e Boutry, 2000). Essa acidificagdo promove o afrouxamento da parede
celular mediante a acao de enzimas ativadas em pH menor que 4,5, facilitando a
expansao da célula (Cosgrove, 1998). As células meristematicas localizadas na
zona de expansao da raiz sdo formadoras de sitios de mitose precursores de
raizes laterais, ricos em H'-ATPases de MP (Jahn et al, 1998). O
desenvolvimento dos pélos radiculares tem um efeito direto sobre a area
superficial das raizes. No entanto, uma série de trabalhos tem mostrado que as
SH podem estimular os mais diversos tipos de eventos fisiologicos e bioquimicos
independentemente da agéo auxinica (Canellas et al., 2005). Ramirez-Chavez et
al. (2004) propuseram um mecanismo de estimulo do enraizamento lateral
independente da ag&do das auxinas, mediado por uma nova classe de promotores
de crescimento vegetal, as alquilamidas.

No presente trabalho, foi observado que tanto o AH como as menores
concentragdes de afinina ativaram a H'-ATPase de MP (Figuras 7 e 8) e
induziram ao aumento do numero de sitios de mitose e de raizes emergidas
(Figura 6). Consequentemente, esses tratamentos exibiram maior area radicular
(Figura 5). Ramirez-Chavez et al. (2004) relataram que afininas na faixa de 7 x 10°
®a2,8x 10° M estimulam a formagdo de raizes laterais em Arabidopsis sem, no
entanto, inibir o comprimento da raiz principal ou, at¢é mesmo, estimulando-o,
como no caso das menores concentracdes (7 x 10° e 1,4 x 10°). Neste estudo,
as afininas em menor concentracdo (10° e 10® M) foram téo eficientes quanto os
AH na estimulacdo dessas caracteristicas, principalmente aos 15 dias. De

qualquer forma, a ativagao enzimatica promovida pelos AH foi mais pronunciada
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(Figuras 7 e 8), indicando uma provavel sinalizacdo paralela, uma vez que
inequivocamente, os AH operam a via de sinalizagdo auxinica (Zandonadi et al.,
2005). Todavia, detectou-se, no atual experimento, a presenca de afininas na
solugédo de AH utilizada (Figuras 3 e 4). Uma importante semelhanga no modo de
acao das SH quando comparadas as afininas € que esses hormébnios levam a
formacéo de raizes laterais na mesma concentragdo que promovem o aumento
do eixo principal das raizes (10°-10° M), enquanto as auxinas induzem a
formacdo de raizes laterais em concentracbes que possuem um efeito inibitério
sobre o crescimento do eixo principal das raizes (10°-10° M). A afinina em alta
concentracdo (10 M) ndo alterou o comprimento e a massa seca das raizes, mas
estimulou a area radicular ligeiramente aos sete dias e, mais pronunciadamente,
aos quinze dias (Figura 5). Foi demonstrado por Ramirez-Chavez et al. (2004)
que a reducdo de 63% na raiz principal causada pelas afininas em alta
concentracdo (1,2 x 10™) deveu-se tanto a reducdo da divisdo como a uma
inibicdo do alongamento celular. Além disso, o comprimento e a area da raiz
foram inibidos conjuntamente pelas concentracbes mais altas de afinina. No
presente trabalho, o estimulo sobre os sitios de mitose e raizes laterais emergidas
(Figura 6), bem como a ativagdo das H*-ATPases pela afinina 10 M, foi o menor
entre as concentragdes de afininas utilizadas (Figuras 7 e 8).

As SH podem atuar em diversos processos da natureza, até mesmo
naqueles importantes diretamente a saude humana. As SH sao utilizadas ha
séculos pela medicina tradicional dos paises orientais no tratamento contra
processos inflamatérios (Schepetkin et al., 2002), ou utilizadas contra ulcera (Goel
et al., 1990). Existem ainda relatos do uso de AH no tratamento de alergias,
ferimentos (Haanel, 1924), recomposi¢cao o6ssea (Tkachenco et al., 1979) e
supressdo de infeccdo viral (Scheneider et al., 1996). Recentemente, foi
confirmado, por meio da utilizagdo de neutréfilos humanos in vitro, que os AH
realmente podem atuar como agentes antiinflamatorios (Cromarty et al., 2004).
Além disso, a agao do tipo hormonal das SH foi relatada em anfibios, através da
expressao de RNA-m de receptores de estrogeno, culminando na alteragéo da
proporgdo entre machos e fémeas em ambiente aquatico (Lutz et al., 2004).
Portanto, existem vias de acdo das SH muito além das conhecidas nos vegetais.
O estimulo do crescimento por outros horménios além da auxina € uma

possibilidade evidente.
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A partir da concepcao emergente da conformacédo supra-estrutural das
SH, diferentes compostos de reconhecida capacidade de regulagéo e estimulagao
do crescimento vegetal podem estar fracamente unidos a supra-estrutura das SH
e serem liberados para a solucédo do solo e para a absor¢cédo das plantas por uma
simples variacdo de pH na interface das raizes decorrente, por exemplo, da
exsudagao de acidos organicos, como experimentado por Faganha et al. (2002).
Nardi et al. (2005) utilizaram exsudatos radiculares na extragdo de SH e
observaram um aumento na atividade hormonal dessas substancias, confirmando
que a rizosfera pode alterar o arranjamento das SH. Nesse contexto, as reag¢des
quimicas resultantes da relagao das plantas com a matéria organica humificada
podem definir, de acordo com a necessidade da planta, qual a biomolécula a ser
liberada da supraestrutura das SH.

Por fim, esse é o primeiro relato da ativagdo da H*-ATPase de MP por
afininas. Provavelmente, a ativagcdo dessa enzima é o ultimo passo de uma
cascata de sinalizacdo, desencadeada por moléculas de alquilamidas também
presentes na macroestrutura dos AH, que culmina no desenvolvimento radicular
morfologicamente diferente do promovido pelas auxinas e que parece ser aditivo

a este.

5. RESUMO E CONCLUSOES

As alquilamidas - uma nova classe de reguladores do crescimento vegetal
- promovem a formacgao de raizes laterais e o alongamento de pélos radiculares
de maneira independente da via de sinalizagdo auxinica, sem reduzir o
comprimento da raiz principal, do mesmo modo que os acidos humicos. O objetivo
desse trabalho foi explorar o possivel envolvimento das afininas (N-isopropil-
decanamida) no sistema primario de transporte de H* em células radiculares de
plantulas de milho. Os resultados foram comparados aos obtidos com plantulas
tratadas com acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto. A partir dos

resultados, conclui-se que:
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(i) as afininas aumentam a proliferacdo de raizes laterais e propiciam o
crescimento radicular atribuidos, pelo menos em parte, ao aumento da atividade
da H*-ATPase de membrana plasmatica;

(i) a concentracdo mais elevada de afinina (10* M) aumenta o
crescimento radicular somente aos quinze dias;

(i) as menores concentracdes (10° M e 10® M) promovem o aumento do
crescimento radicular aos sete e quinze dias de maneira similar aos resultados
obtidos com AH.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A agricultura é uma atividade dependente dos processos ecoldgicos, mas os
sistemas de manejo adotados véao de encontro as bases da Ecologia. Mesmo com
a utilizagao exponencial de recursos nao-renovaveis para o aumento da produgao
de alimentos, o problema da fome persiste. Na realidade, o sistema de produgao
“‘moderno” adotado reflete uma imposi¢ao das relagdes econdmicas guiadas pela
l6gica do lucro, cuja “voracidade arruinara a terra, deixando para tras apenas um
deserto”. Mesmo antes do inicio do século XX, os nativos americanos assim
alertaram o presidente dos EUA. Em sua carta, o indio da tribo Duwamis,
afirmava: “Tudo quanto agride a terra, agride os filhos da terra. Nao foi o homem
que teceu a trama da vida: ele € meramente um fio da mesma. Tudo o que fizer a
tram, a a si mesmo fara”. Na natureza, tudo esta interligado e, nesse contexto, a
matéria organica pode ser apresentada como a integradora dos processos
ecologicos e parte fundamental da “trama da vida”. Os resultados apresentados
neste trabalho contribuem para comprovacdo e importancia da acao direta da
matéria organica humificada (e.g. substancias humicas) sobre o crescimento das
plantas. O conjunto dos dados fundamenta a tese da existéncia de um mecanismo
para a bioatividade de acidos humicos onde moléculas com atividade hormonal
presentes no seu arranjamento supra-estrutural podem interagir com a célula
vegetal, ativando os sistemas de transporte primarios de H* e promovendo, assim,

o desenvolvimento radicular.
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