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RESUMO

ZANDONADI, Daniel B. Dsc.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Dezembro de 2009. ENERGIZACAO E SINALIZACAO DOS MECANISMOS
DE REGULACAO DO DESENVOLVIMENTO RADICULAR VIA MODULACAO DAS
BOMBAS DE H* POR ACIDOS HUMICOS E FITORMONIOS. Orientador: Arnoldo
Rocha Facanha. Co-orientador: Luciano Pasqualoto Canellas.

Para as plantas reagirem as constantes mudancas do ambiente e ao mesmo tempo
manter condigbes metabdlicas ideais para o desenvolvimento, a expressdo, a
atividade e a interagdo entre as bombas de prétons (H) precisam ser fortemente
reguladas. Os fitormOnios e 0s sinais ambientais regulam coordenadamente o
desenvolvimento de raizes laterais (RLs) e a atividade das bombas de H*, sendo a
interacdo entre auxina e etileno um elemento chave nesse processo. O objetivo
deste trabalho foi elucidar parte dos mecanismos pelos quais as bombas de H*
energizam e regulam o desenvolvimento radicular das plantas. No capitulo 1 foi
explorada a hipotese de que a sinalizagdo pelo gas oOxido nitrico (ON) esta
relacionada aos efeitos dos acidos hamicos (AHs) e do &cido indol acético (AlA)
sobre o crescimento radicular. Observou-se que ambos regulam o desenvolvimento
radicular e a ativacdo da H'-ATPase de membrana plasmatica (MP) de maneira
coordenada e dependente na sinalizagdo de ON. Os resultados obtidos neste

capitulo apresentam um cenério inédito, no qual a emissdo de RLs e a ativacdo



associada da H'-ATPase, disparada tanto por AH quanto por AIA exdgeno,
dependem essencialmente de mecanismos que utilizam o ON como um mensageiro
induzido em sitios especificos nos estagios iniciais do desenvolvimento de RLs. O
papel do etileno nesse processo foi explorado no capitulo seguinte. No capitulo 2 foi
abordada a importancia da percepgéo do etileno para o desenvolvimento de RLs
induzidas por AHs, AIA e SNP (doador de ON) por meio de plantulas de tomateiro
Never ripe (Nr). Este € o primeiro trabalho que caracteriza a atividade das bombas
de H" e o desenvolvimento radicular de plantulas do tomateiro Nr. As atividades da
H*-ATPase de MP e da H'-PPase sdo menores no mutante Nr em relacdo ao
gendtipo controle (WT). A mutagdo do gene Nr incrementou significativamente os
efeitos da aplicagdo exdgena de AlA, SNP e AHs sobre as RLs. Os resultados deste
capitulo sugerem que o etileno, a auxina e o ON podem interagir numa sequéncia de
eventos que resultam na formagdo da RL, processo no qual as bombas de H* estéo
envolvidas. A importancia da atividade da H*-PPase para a resposta das plantas aos
AHs e AlA foi obsevada no capitulo 3. Neste capitulo foi apresentado o estudo da
ativagdo das bombas de H' em plantas transgénicas que expressam maior
quantidade da enzima H'-PPase (isoforma AVP1), e o reflexo desta transformacgéo
no desenvolvimento radicular e na produgcdo de ON. As plantas AVP1 possuem
maior desenvolvimento de RLs, atividade da H'-ATPase de MP e da H*-PPase e
maior producdo de ON nas raizes comparadas as plantas controle (WT). Plantas
AVP1 tratadas com inibidores da producdo enzimatica de ON sdo capazes de
sustentar a producdo deste gas em niveis maiores do que as plantas WT,
possivelmente por um mecanismo de producdo apoplastica dependente de pH
acido. E possivel sugerir que o aumento do crescimento radicular das plantas AVP1
esta relacionado & maior producdo de ON. Os dados da presente Tese tomados em
conjunto sugerem existir uma sequiéncia de eventos desencadeados pela ativagéao
da H'-PPase que culmina no desenvolvimento radicular. Os AHs podem atuar
mantendo a sincronia de ativacdo das bombas de protons para o crescimento de
raizes utilizando a modificagdo de pH e o ON como sinais. Observou-se que tanto a
utilizacdo de plantas AVP1, como a aplicacdo de AHs sé@o poderosas ferramentas
biotecnolégicas que podem ser aproveitadas como alternativas para o cultivo em

solos de baixa fertilidade.



ABSTRACT

ZANDONADI, Daniel B. Dsc.- Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, December 2009. ENERGIZATION AND SIGNALING OF THE ROOT
DEVELOPMENT REGULARION MECHANISM VIA PROTON PUMPS
MODULATION BY HUMIC ACIDS AND PHYTOHORMONES. Advisor: Arnoldo
Rocha Facanha. Co-advisor: Luciano Pasqualoto Canellas.

Plants need to keep the expression and interaction of proton pumps tightly regulated
to cope with the environment challenges while they maintain the optimum metabolic
condition. The phytohormones and environment signals coordinately regulate the
lateral root development and the proton pumps activity. Auxin, ethylene and nitric
oxide interaction is a key component in this process. In this context, the objective of
the present work was to understand part of the mechanisms by which the proton
pumps energize and regulate plant root development. In the first chapter, it was
explored the hypothesis that the nitric oxide signalization is related to humic and indol
acetic acid effects on root growth. It was shown that both HA and IAA regulates root
development and plasma membrane H*-ATPase activation through a coordinate
mode dependent of nitric oxide signalization. The results presented in this chapter
depict an inedited scenario, which the LR emergence and the H*-ATPase activation,
triggered either by HA as by exogenous IAA, are dependent upon mechanisms that
use NO as a messenger in specific sites during early stages of LR development. The
role of ethylene in this process was studied in the next chapter. In the second chapter
it was shown the importance of ethylene perception to the LR development
stimulated by HA, IAA and SNP (NO donor) using the tomato mutant Nr, which has
reduced ethylene perception. This is the first work to characterize the proton pumps
activity and the LR development in Nr plants. The PM H*-ATPase and the vacuolar
H*-PPase activity was smaller in Nr than in control genotype (WT). The lack of Nr
gene enhanced the IAA, SNP and HA effects on LR emergence. These results
suggest that ethylene, auxin and NO could interact in a sequence of events that
result in LR formation, a process which the proton pumps are linked. The relevance

of the H*-PPase activity for the plants response to HA and IAA was addressed in the



chapter 3. In this chapter was studied the proton pumps activation in transgenic
plants over expressing the H*-PPase enzyme (AVP1 isoform), and the consequence
of this plant transformation in root development and NO production. The AVP1 plants
had greater LR development, PM H'-ATPase and H'-PPase activity and NO
production in roots than control plants (WT). The transgenic plants treated with the
inhibitors of the NO enzymatic production are capable to sustain the emission of this
gas in higher levels than WT ones, possible by a mechanism that depends upon the
apoplastic acidification. It is suggested that the root increment of AVP1 plants is
related to the enhanced NO production. Taken together, the data of this work
suggests that there is a sequence of events triggered by the H*-PPase activation that
culminates in the root development. The HA might act maintaining the proton pumps
synchrony necessary to the root growth using the pH and NO as signals. It was
showed that both transgenic AVP1 plants and HA application are powerful tools of

biotechnology which can be used as a crop alternative in low fertility soils.



1. INTRODUCAO

Apesar do foco da maioria da literatura cientifica ser direcionada aos estudos
de horménios vegetais produzidos pela prépria planta (os fitormdnios endégenos),
sinais exdgenos presentes no ambiente foram descritos em estudos prévios por
serem reconhecidos como reguladores do crescimento vegetal (Bottmoley, 1917).
De fato, mesmo antes de Frits Went classificar o fitormoénio auxina, Bottmoley
utilizou-se do prefixo grego aux (que significa crescer) para nomear compostos
himicos com a capacidade de promover o crescimento radicular, os entdo
denominados auximones. Embora exista um progresso rapido na compreensao do
modo de acgdo dos diferentes fitormbnios vegetais em nivel celular, bioquimico e
molecular, relativamente ainda se conhece pouco sobre os efeitos das substancias
hudmicas (SH).

A maior parte da matéria organica do solo, 4gua e sedimentos é formada
pelas SH. Apesar do longo tempo de estudo e experimentagdo, somente
recentemente chegou-se a um entendimento do que seriam essas substancias.
Piccolo (2002) demonstrou que as SH séo agregados de compostos organicos que
se mantém unidas por interagbes fracas (Van der walls, m-m e CH-1) numa
conformagdo supramolecular de massa aparentemente elevada. Sugere-se que
mudancas na composicdo da solucdo do solo, tais como, presenca de acidos
organicos possam romper esse arranjamento e liberar diferentes compostos (Conte
et al., 2007).

O papel das SH na sustentacdo da vida no planeta origina-se de sua
importancia na bioquimica do carbono orgénico e relagdo com a emissao de CO,
atmosférico, no destino de poluentes e no crescimento vegetal (Piccolo, 1996;
Piccolo et al. 2004). No que concerne a vida das plantas, é de suma importancia a
relagdo entre o conteddo de auxina e a matéria organica em determinados
ambientes (Whitehead, 1963; O’'Donnell, 1973). Essas descobertas vém ao encontro

do que diferentes grupos de pesquisa tém demonstrado nas Ultimas trés décadas: a



atividade hormonal das substéncias humicas em plantas (Vaughan e Malcolm, 1985;
Nardi et al., 2002; Canellas et al., 2002; Muscolo et al., 2007). Ha trabalhos classicos
que relataram a atividade de estimulagdo na iniciagdo (Schnitzer e Poapst, 1967;
O’Donnell, 1973) e expanséo de raizes (Vaughan, 1974), ambos efeitos tipicos da
auxina. Embora j& houvesse a comprovacgdo de que tanto SH de massa molecular
aparentemente pequena (Schnitzer e Poapst, 1967) como as de massa aparente
mais elevada (Vaughan, 1974; O’Donnell, 1973) alterassem o metabolismo vegetal,
0o paradigma relacionando o efeito biolégico ao tamanho molecular da SH
permanecia. O conceito dominante da relagdo atividade bioldgica versus tamanho
molecular se baseia na hipétese de que SH de pequena massa molecular sejam
responsaveis pela acdo do tipo hormonal das SH (Nardi et al., 1994; Muscolo et al.,
2007), uma vez que SH de tamanho molecular aparentemente elevado (como os
acidos humicos) ndo poderiam acessar o interior das células, e por isso seu efeito
sobre o crescimento deveria ser atribuido a outros fatores, tais como a complexacgao
e disponibilizagdo de micronutrientes importantes como o Fe®* e Zn** (Chen et al.,
2004).

Apesar da menor atencdo dada aos trabalhos com &cidos humicos, os
eventos de divisdo e expansédo celular estimulados por SH (Schnitzer e Poapst,
1967; Vaughan, 1974) tém sido relacionados, em trabalhos do nosso grupo de
pesquisa, com a teoria do crescimento acido promovido por auxinas (Hager et al.,
1971; Rayle e Cleland, 1970), e assim como ocorre na presenca dessa classe de
hormonios, os efeitos observados no crescimento foram associados ao aumento da
atividade bioquimica e expressdo dos genes que codificam para as H'-ATPases de
membrana plasmatica (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007). Outros grupos
de pesquisa estudaram a alteracdo do nivel de RNAm dessa enzima e confirmaram
a importancia da mesma na resposta vegetal a SH tanto de menor (Quaggiotti et al.,
2004) como de maior tamanho molecular (Elena et al., 2009). Entretanto, enquanto
Quaggiotti et al. (2004) demonstraram a presenca de AIA na SH utilizada, o grupo de
Elena et al. (2009) ndo relacionou o efeito estimulatério sobre as diferentes
isoformas de ATPase com a presenca daquele fitormdénio. Devido & complexidade
das SH e a interagdo hormonal intrincada existente durante o processo de
desenvolvimento radicular, € necessario o0 investimento em novos estudos para
auxiliar o esclarecimento do mecanismo envolvido na agdo das SH sobre

crescimento das plantas.



Teorizamos que o desenvolvimento de raizes e a relacdo desse processo
com a ativagdo das bombas de H' pode ser a chave para o entendimento do
mecanismo de acao de horménios e de SH presentes no ambiente. Com base na
interpretacdo de Lynch (1995), morfologia radicular se refere a caracteristicas
superficiais de um eixo radicular como um 6érgdo, incluindo caracteristicas da
epiderme, tais como, diametro, coifa, pélos radiculares, a forma do surgimento de
raizes secundarias, sinuosidade do eixo radicular e a senescéncia. A arquitetura da
raiz se refere a configuragdo espacial do sistema radicular, i.e. a disposi¢céo
geométrica explicita dos eixos radiculares. Geralmente os estudos da arquitetura da
raiz ndo incluem detalhes estruturais sutis, como pélos, mas estéo relacionados com
o sistema radicular como um todo. A arquitetura radicular esta relacionada com a
eficiéncia na aquisicdo dos recursos dos solos e na adaptagcdo a condicbes sub-
Otimas do ambiente, ou seja, a disposicdo espacial do sistema radicular pode
determinar a capacidade da planta em explorar os recursos dos solos. Isto é
especialmente importante nos casos de solos intemperizados, como os Latossolos e
os Argissolos, nos quais a disponibilidade de P, Ca e outros nutrientes estdo numa
fina camada superficial. Portanto, a importéancia da arquitetura radicular para a
produtividade vegetal deriva diretamente da necessidade da planta em explorar
ambientes espacialmente heterogéneos (Lynch, 1995).

A auxina é um hormdnio fundamental para a regulacdo da emisséo de raizes
laterais nas plantas (Blakely et al., 1982). Como previsto para os efeitos mediados
por hormdnios aplicados exdgenamente, a acdo da auxina sobre o desenvolvimento
radicular é dependente da sua concentracdo (Mulkey et al., 1982). Casimiro et al.
(2001) demonstraram que o transporte polar da auxina em ambas as dire¢des,
basipeto (no sentido da ponta para a base da raiz) e acrépeto (no sentido base para
a ponta da raiz), é necessario para a iniciagdo e emergéncia da raiz lateral,
respectivamente.

H& varios processos que sdo controlados de maneira combinada tanto pela
auxina quanto pelo etileno, inclusive os referentes ao desenvolvimento radicular,
como comprovado em mutantes de Arabidopsis (Stepanova et al., 2005). Esses
autores demonstraram que a super-expressao e a perda da fungdo dos genes que
codificam subunidades da enzima responsavel pela biosintese de triptofano, o qual
serve como substrato na biosintese de auxina, alteram o padrédo de desenvolvimento

das raizes; o etileno estimula a biosintese de auxina (elevando sua concentracédo



enddgena), resultando em inibicdo do crescimento. O efeito do etileno sobre o
desenvolvimento da raiz também é dependente da concentragdo (lvanchenko et al.,
2008). Recentemente, foi demonstrado que 1 uM de etileno pode reduzir a formagao
de RLs pelo aumento do transporte de AIA tanto no sentido basipeto quanto
acropeto (Negi et al., 2008). Por outro lado, em concentragdes baixas (0,04 uM) o
etileno é capaz de regular a iniciacdo da RL no periciclo, e a emissdo e expanséao de
RLs (lvanchenko et al., 2008). Os mecanismos da interagdo entre esses dois
horménios, ora de forma sinérgica, ora antagdnica ainda necessitam de mais
estudos.

Os efeitos da interagdo hormonal nas plantas sdo complexos e necessitam
de mais estudos para auxiliar na elucidacdo dos mecanismos envolvidos. O géas
oxido nitrico (ON) foi descrito como fundamental no processo de formacgéo de raizes
laterais em plantulas de tomate, fendmeno classicamente promovido por auxinas
(Correa-Aragunde et al.,, 2004). Os autores sugeriram que ON endogeno é
necessario para a emissdo de raizes laterais promovida pela auxina sintética NAA
(acido naftaleno-acético). Apesar do papel central da auxina no desenvolvimento
radicular comprovado por muitos trabalhos, existem outros reguladores do
crescimento que parecem agir sem a mediacdo desse fitormdnio, mas por intermédio
do ON. Por exemplo, as afininas podem alterar a arquitetura do sistema radicular,
regulando os processos de divisdo e de diferenciagdo celular em Arabidopsis de
maneira independente da auxina (Ramirez-Chavez et al., 2004). Interessante
observar que esta classe de reguladores do crescimento também pode regular a
emissdo de raizes adventicias provavelmente via sinalizacdo por ON (Campos-
Cuevas et al., 2008).

As plantas possuem um complexo e ainda pouco explorado sistema de
percepcdo das mudangas no ambiente para responder de maneira apropriada e
crescer adequadamente (Malamy e Ryan, 2001). Dentre as varias respostas da
planta esta a formacéo de RLs, processo utilizado com sucesso como modelo para o
entendimento das mudancas da morfologia vegetal em resposta as condigbes
ambientais (Malamy e Ryan, 2001). Para as plantas reagirem as constantes
mudancas do ambiente e a0 mesmo tempo manter condicdes metabdlicas ideais
para o desenvolvimento, a expresséo, a atividade e a interagéo entre as bombas de

H" precisa ser fortemente regulada (Gaxiola et al., 2007).



A presente Tese apresenta evidéncias experimentais que subsidiam um
modelo mais completo da participacdo das principais moléculas sinalizadoras do
desenvolvimento radicular endégenas (auxina, etileno e ON) e exdgenas (acidos
hdmicos) na modulagdo dos principais sistemas de transporte de H* da célula
vegetal, tornando possivel uma integracdo destes elementos numa seqiéncia de

eventos que medeia a sinalizagéo e a energizagéo da formacéo de RLs.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Os fitormobnios

Os hormbnios vegetais sd@o moléculas sinalizadoras presentes em
quantidades trago, cuja mudanga na concentragdo e sensibilidade do tecido alvo
pode influenciar uma gama de processos ligados ao desenvolvimento vegetal,
muitos dos quais envolvem interagdes com fatores ambientais (Crozier et al., 2000).

Através do balanco entre essas moléculas, determinado evento celular pode
ocorrer ou ser inibido nos diversos 6rgaos vegetais, em diferentes estadios do
desenvolvimento. O uso de modelos genéticos com mutagdes hormonais e das
técnicas de biologia molecular, somados aos experimentos classicos de aplicacéo de
hormdnios, tém produzido uma série de resultados que ajudam a compreender o
mecanismo de acdo das diferentes classes hormonais. Assim, para todos o0s
hormonios que possuem sua via de transdugéo de sinal conhecida, efeitos imediatos
na transcri¢do génica tém sido ligados as respostas das plantas a estes hormoénios
(Woodward e Bartel, 2005).

Apesar dos alvos moleculares da acdo hormonal estarem sendo
determinados, a especificidade e a concomitante redundancia de efeitos promovidos
pelos hormdnios parece ser o grande enigma a ser desvendado (Gazzarrini e

McCourt, 2003). Por exemplo, auxinas, giberelinas e brassinoesteréides regulam a



expanséo no sentido longitudinal e influenciam fortemente a estatura das plantas e o
tamanho dos 6rgdos, enquanto etileno e citocininas atuam primariamente no
aumento da expansédo celular no sentido transversal e reduzem a altura de plantas
crescidas no escuro (Nemhauser et al., 2006).

Existem duas linhas principais de interpretacdo dos fendmenos ligados a
regulacdo de genes mediada por hormoénios: uma defende a familia de proteinas
DELLAs como repressores da regulacdo central do crescimento vegetal promovido
por diferentes hormoénios (Achard, 2006), enquanto a outra afirma que diferentes
horménios regulam processos semelhantes através de respostas transcripcionais
ndo sobrepostas, excluindo a hipotese de um modulo central de controle
(Nemhauser et al., 2006). Estes autores revelaram que a maior parte das respostas
de curto prazo (<180min.) sobre o nivel de transcritos & especifica para cada
horménio e independente da acdo de outros hormoénios (Figura 1A). No entanto, isto
ndo exclui o fato de que um hormonio possa influenciar o metabolismo do outro
(Figura 1B).

Este modelo de regulagdo de crescimento vegetal é bastante complexo.
Serdo necessérios experimentos para avaliar a acdo efetiva das proteinas
codificadas pelos transcritos estudados a fim de validar bioquimicamente a teoria

proposta por Nemhauser et al. (2006).
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Figura 1. Distribuicdo de genes regulados por um ou mais horménios em
Arabidopsis thaliana (A). As diferentes cores representam o nimero de genes.
Rede dos efeitos sobre o metabolismo dos horménios (B). AlA (acido-3-indol
acético), ABA (acido abscisico), ACC (acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano), MJ (metil jasmonato, GA (&cido giberélico) e BR
(brassinoesterdéides). Regulagao positiva de genes da biosintese do horménio
ou regulacédo negativa de genes repressores (—>). Resposta ambigua

da expressdo dos genes (——s). Regulacdo negativa de genes da

1).

biosintese do hormdnio ou regulacéo positiva de genes repressores (
Adaptado de Nemhauser et al. (2006).



2.2. A matéria organica

2.2.1. Breve historico

A matéria organica é colocada em destaque atualmente pelos estudiosos da
ciéncia do solo devido a sua proeminente fungdo no controle da capacidade dos
recursos deste em sustentar a agricultura e outros servicos a sociedade no ambito
local e global. E milenar a relagdo entre areas com solos escuros, muitas vezes
chamados de “terra preta”, e a capacidade produtiva da mesma. O inicio da
domesticacdo de plantas e animais se deu na &rea conhecida como “Crescente
Fértil” ha mais de 11 mil anos na antiga Mesopotamia, em uma faixa de terra que
comeca onde se localiza hoje o Libano estendendo-se até o Ird, regido de influéncia
dos rios Tigris e Euphrates. A elevada atividade humana naquela regido é
relacionada pelos historiadores com a 4gua de irrigacéo farta e fértil proveniente dos
rios. Naturalmente a domesticagéo de plantas e animais ocorreu paralelamente em
vérias partes do mundo, mas a presen¢ca da matéria organica foi quase sempre
constante. No entanto, a importancia deste “compartimento”, presente ndo s6 nos
solos, mas também nos rios e mares, perdeu seu destaque na agricultura devido ao
uso de fertilizantes industriais e agrotdxicos. Os residuos de pesticidas e herbicidas,
a elevacao da salinidade e eroséo e a queda na fertilidade dos solos, a redugao dos
lencois fredticos e até mesmo desertificacdo sdo algumas das consequiéncias do
modelo agricola adotado a partir da década de 1960. Nas regifes tropicais do globo
a aplicacdo dessa estratégia de producdo, que esgota 0s recursos naturais, tem
gerado enormes perdas de matéria organica do solo e, portanto, Carbono (C) para a
atmosfera devido as caracteristicas do clima e solos dessas areas.

Desde suas origens, 0 sucesso da atividade agricola est4 ligado a utilizagéo
de materiais organicos como fertilizantes. A matéria organica do solo pode ser
definida como um sistema complexo integrado por diversos componentes, cujo
dinamismo esta ligado a incorporagdo de residuos vegetais, animais e microbianos
ao solo e a transformacdo e evolugdo destes mediada pela interacdo de varios
fatores (por exemplo, material de origem, biota, clima e manejo agricola). O
conteddo da matéria organica influencia varias caracteristicas que contribuem para
melhorar a qualidade do solo como, por exemplo, capacidade de retencédo de agua,

atividade microbiana e disponibilidade de nutrientes, as quais por sua vez,



influenciam a produtividade vegetal, colaborando para o equilibrio do sistema. Além
dos efeitos indiretos sobre as plantas (através da melhoria da estrutura fisica e
quimica dos solos), a matéria orgéanica, principalmente através das substancias
humicas, pode atuar de forma direta sobre o desenvolvimento vegetal via uma

atividade do tipo hormonal.

2.2.2. Decifrando as substancias humicas

A maior parte do carbono orgénico da superficie terrestre (cerca de 90%)
encontra-se nas substancias himicas. O restante do C se encontra nos compostos
pouco alterados da degradacao de residuos organicos e do metabolismo microbiano
e, em menor proporgéo, NOs organismos Vivos, tais como, microorganismo e raizes.
As substancias humicas ndo tém uma definicdo bioquimica clara e a concepgédo de
sua estrutura tem sido motivo de debates recentes. Na tentativa de caracterizar as
propriedades desse material humico, foi estabelecido um fracionamento em
laboratério reconhecido pela IHSS (sigla em inglés para a Sociedade Internacional
de Substancias Humicas) resultando numa classificacdo baseada na solubilidade em
condigbes é&cidas ou bésicas: acidos fulvicos, soliveis em solugcbes acidas ou
alcalinas; acidos humicos (AHs), sollveis solugBes alcalinas, mas ndo em acidas
(pH< 2,0-1,0) e; huminas, fragdo resultante pouco soluvel.

Com base numa série de trabalhos que culminaram numa extensa revisdo em
2002, Alessandro Piccolo definiu as substancias hamicas como associacfes
supramoleculares de moléculas organicas de pequena massa molecular que se
mantém reunidas devido a forcas de atracdo fraca (ligacdes hidrofébicas Van der
Waals, -1 € CH-1m e pontes de H). Trabalhos realizados por outros grupos de
pesquisa independentes confirmaram essa nova visdo da estrutura quimica das
substancias humicas. Assim, a definicdo das fragcbes das SH foi revista: Os &cidos
fulvicos s8o pequenas moléculas hidrofilicas associadas de forma que existam
grupos funcionais é&cidos suficientes para manté-los dispersos em qualquer pH; os
AHs sd8o compostos predominantemente hidrofobicos associados que séo
estabilizados em pH neutro e podem flocular conforme o pH é reduzido. A estrutura
dos AHs em especial afeta diversos processos centrais na funcionalidade do

ecossistema solo incluindo a biodisponibilidade de poluentes e a atividade biologica.



2.2.3. Avida no planeta e as substancias humicas

A taxa de mudanga na concentracdo do CO, atmosférico desde a
industrializagdo possui uma ordem de magnitude duas vezes maior do que a taxa
dos 11000 anos que a precederam (Indermuhle et al., 1999). A expanséo do uso de
combustiveis fosseis e o aumento em larga escala do uso de &reas cada vez
maiores para o cultivo agricola, desmatamento e urbanizacdo tém influenciado a
concentracdo de gases na atmosfera que afetam a mudanca do clima (Watson et al.,
1996). As mudangas observadas produzem efeitos na degradagdo dos solos e nas
fontes de &gua doce, refletindo na producgéo agricola e na saude da populacdo do
planeta.

Com base no primeiro Inventario brasileiro de emissdes antrépicas de gases
de efeito estufa recém divulgado pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia, observou-
se gue as emissdes desses gases aumentaram 62% de 1990 até 2005 (Alencastro,
2009). Computada somente a emissdo de CO, o aumento foi de quase 70%, sendo
o desmatamento e a agricultura as duas principais atividades responsaveis por esse
aumento.

A agricultura convencional, de intensa utilizagdo de maquinas e fertilizantes,
contribui para a emisséo de gases do efeito estufa (Paustian et al., 1997). Nos solos
das regibes tropicais e subtropicais a conservagdo da matéria organcia pode ser
uma das maneiras de se reduzir o nivel de CO, atmosférico, e de fato, sistemas
naturais possuem um estoque de C maior em comparacdo aos sistemas agricolas
(Bayer et al., 2002). A preocupagao com a melhoria da qualidade do ambiente tem
mudado o foco das discussfes em torno dos sistemas agricolas e da importancia da
matéria organica (Lal e Pierce, 1991; Piccolo, 1996; Nardi et al., 2004). Existem
diversos fatores que controlam a degradacdo da matéria organica. Os estoques da
matéria organica dos solos resultam do balanco entre as entradas de carbono
(detritos vegetais e animais) e as saidas (dominada pelo efluxo de CO, e também
outros gases como CHs4). A maioria dos modelos relaciona a liberagédo de CO; dos
solos (resultante da “respiragdo do solo” — raizes e microorganismos) a temperatura
(Davidson e Janssens, 2006). A manutengdo da matéria organica do solo € de suma
importancia por preservar a fertilidade do solo através das suas propriedades fisicas
e biologicas. Devido a sua sensibilidade em relacdo as diferentes préaticas de manejo

z

adotadas, a matéria organica é um importante indicador da qualidade do solo



(Mielniczuck et al., 2003). A reducéo da intensidade do manejo dos solos pode ser
um dos modos de viabilizar o aumento do estoque de carbono organico nos mesmos
(Piccolo et al., 2002; Mielniczuck et al., 2003).

Entretanto, para tornar as &reas agricolas drenos de carbono organico é
necessario aumentar as fracdes mais estaveis a degradagéo microbriana, tais como
os &cidos humicos e huminas, os quais sdo a parte mais persistente do carbono
organico, com permanéncia de centenas de anos nos solos (Piccolo, 1996). De fato,
quanto maior for a hidrofobicidade do AH maior sua capacidade de proteger a
degradacgéo das fragBes organicas mais labeis, aumentando o estoque de carbono
do solo (Spacini et al., 2002).

Existe um numero expressivo de trabalhos demonstrando que moléculas
humicas liberadas pelas associa¢des supramoleculares das substancias hdmicas
afetam o desenvolvimento das plantas através efeitos que mimetizam fitormdnios e
aumentam absorcéo de nutrientes essenciais, culminando em aumento significativo
da produtividade agricola. No entanto, o entendimento dos mecanismos envolvidos
nesses processos encontra-se num estagio embrionério. S&80 necessarios mais
estudos que aliem a analise estrutural das substancias humicas aos efeitos

bioquimicos e celulares dessas substancias sobre as plantas.

2.2.4. Antes da auxina, oS auximones

Anos de estudos na area da fisiologia e biologia molecular das plantas tém
demonstrado que diversos grupos de pequenas moléculas podem regular todos os
passos da ontogénese vegetal.

Em 1881 Charles e Francis Darwin notaram que ap0s a percepgdo da luz por
plantulas de aveia e alpiste, um “fator de influéncia” era transportado do apice para
base, causando a curvatura do coledptilo na dire¢cdo da luz. Ainda ndo se conhecia
exatamente o que era esse fator, porém, o conceito de horménio vegetal ou
fitormdnio comecgava a ser discutido por Julius Von Sachs em 1887 na Alemanha. No
entanto, somente em 1926, a “influéncia” que se movia através do tecido vegetal
observada pelos Darwin, a molécula de auxina, seria descrita como um fitorménio
por Frits Went também na Alemanha.

As discussfes em torno de moléculas moduladoras do crescimento vegetal se

concentraram nos horménios produzidos pelas proprias plantas (enddgenos).



Contudo, a atuacdo de fatores exdgenos que poderiam influenciar o crescimento
vegetal de maneira semelhante ao que foi descrito como auxina ja havia sido
relatada anos antes por Bottomoley (1917). O prefixo “aux”, empregado na palavra
auxina, deriva do Grego e significa crescer. Bottomoley, numa série de trabalhos
publicados na Inglaterra no inicio do século XX (entre 1914 e 1920), demonstrou que
substancias humicas aumentavam o crescimento vegetal através do possivel
fornecimento de substancias denominadas “auximones”. Pesquisas realizadas
independentemente chegaram a conclusbes semelhantes, confirmando os
resultados de Bottomoley alguns anos depois.

As plantas contam com uma variedade de sinais quimicos produzidos
endogenamente, tais como os fitormonios, fundamentais para o0 seu
desenvolvimento. Através do balanco entre essas moléculas, determinado evento
celular pode ocorrer ou ser inibido nos diversos 6rgdos vegetais, em diferentes
estadios do desenvolvimento. Os fitormdnios da classe das auxinas governam
potencialmente todos os aspectos relacionados ao desenvolvimento vegetal,
incluindo o desenvolvimento embrionario e pdés-embrionario, 0 movimento em
relagdo a luz e a gravidade, a dominancia apical e a iniciagdo de raizes (Taiz e
Zeiger, 2002a).

O papel da auxina no desenvolvimento radicular € bastante estudado. A
auxina mais comum na natureza, o acido-3-indol acético (AlA), é produzido
endogenamente no meristema apical dos ramos vegetais e pode ser transportado
rapidamente para as raizes através do floema. As raizes laterais se originam de
células maduras do periciclo da raiz. A sinalizagdo desencadeada pela auxina leva a
divisdo das células do periciclo, formando-se sitios mitéticos precursores de raizes
laterais. A arquitetura e morfologia das raizes ndo estdo necessariamente sob o
controle somente da auxina endogena. As observacbes experimentais tém
demonstrado que a indugéo de raizes laterais por auxinas exégenas é um fendmeno
natural, uma vez que este fitorménio estd presente no ambiente em diferentes
formas, inclusive associado as substancias humicas (Whitehead 1963, Canellas et
al., 2002; Quaggiotti et al., 2004).

Embora existam muitos dados relativos as bases celulares, bioquimicas e
moleculares da agao dos diferentes grupos de hormonios no contexto da regulagéo
do crescimento vegetal, pouco se sabe em relagdo a atividade das substancias

humicas. A agdo hormonal das substancias humicas pode ser atribuida a atividade



semelhante a de auxinas sobre as raizes, tais como iniciagdo de raizes laterais e
aumento da expanséo celular. No final da década de 1960 e inicio da década de
1970 trabalhos de diferentes autores expuseram claramente os efeitos de SH nos
dois processos supracitados e suscitaram uma polémica bastante atual: A relagéo
entre a qualidade das SH e os efeitos fisiologicos observados nas plantas.

O primeiro trabalho, publicado em 1967 na Revista Nature por Schnitzer e
Poapst sob o titulo “Effects of a Soil Humic Compound on Root Initiation”, versa
sobre o efeito de concentragdes elevadas de acidos fulvicos extraidos do horizonte
B de um Espodossolo sobre a iniciagdo de raizes de feijdes. Os autores verificaram
que a iniciagdo de raizes é um fendmeno dependente da dose do composto humico,
estando o ponto 6timo em 3000 ppm, no caso da planta utilizada. Os grupamentos
funcionais comumente presentes nessas substancias humicas, tais como, &cidos
carboxilicos e hidroxilas fendlicas e alcodlicas até entdo eram reputados como
responsaveis, pelo menos em parte, pelas propriedades dos &cidos fulvicos em
determinar a iniciacdo de raizes. O bloqueio dos grupamentos hidroxilicos por
acetilagéo reduziu a iniciacao de raizes, enquanto que o blogueio dos grupamentos
carboxilicos por esterificagdo ndo teve efeito algum. O bloqueio simultdneo dos
grupamentos reduziu a iniciacao de raizes ao nivel das plantulas ndo tratadas. Desta
forma, a principio, a presenca de grupamentos fendlicos seria mais importante no
processo de iniciacdo das raizes. Esses efeitos significativos foram apontados no
contexto da capacidade dos &cidos fulvicos em complexar metais, especialmente o
Ferro. De qualquer forma, ja era levantada neste trabalho pioneiro a questdo da
relagdo entre a estrutura quimica das substancias himicas e sua atividade bioldgica.

Em 1968, a visdo da época sobre os efeitos fisiolégicos induzidos por
substancias humicas sobre as plantas foi explorada por Guminski, com base em
duas principais tendéncias. De acordo com uma das hipoteses a substancias
humicas influenciavam diretamente os processos bioquimicos enquanto que a outra
defendia que estes compostos teriam apenas efeitos indiretos. Os efeitos diretos séo
aqueles que alteram o metabolismo vegetal, enquanto os efeitos indiretos afetam as
qualidades fisicas do solo (aumento do conteludo de agua e reducdo da
compactagdo do solo, por exemplo) ou a eficiéncia dos fertilizantes quimicos. De
qualqguer forma, a maioria dos trabalhos apresentados por Guminski concentrava-se
na atividade estimulatoria da fragdo reconhecida como AHs, e na capacidade ou n&o

das substancias humicas penetrarem na célula. Nesta revisdo Gumimiski deixa claro



que mesmo que uma determinada fracdo humica ndo fosse capaz de penetrar as
células vegetais, isto ndo a classificaria necessariamente como uma substancia
fisiologicamente inerte, e que, além disso, ambos os efeitos, diretos e indiretos
estavam envolvidos na agéo destas substancias.

Seguindo os trabalhos de Guminski, em 1974 Vaughan sugeriu um
mecanismo pelo qual os AHs estimulariam a expanséo celular em raizes de ervilha
(Pisum sativum). Resumidamente, Vaughan retirou segmentos de pontas de raizes e
manteve-as em meio asséptico contendo concentracdes crescentes de &cidos
humicos. Como ja observado por outros pesquisadores, concentragdes elevadas
(acima de 100 ppm de AHSs) inibiram a expansdo dos segmentos de raizes. O
brilhantismo deste trabalho esta na hipétese de que a complexacdo de Ferro (Fe?")
pelos AHs afetaria a conversdo de uma proteina presente na matriz da parede
celular (de prolina para hidroxiprolina), permitindo a expansdo das raizes. Existe
uma relagdo inversa entre a quantidade de hidroxiprolina na parede celular e a
capacidade da célula se expandir. Desta forma, a quantidade de hidroxiprolina ligada
a parede celular seria reduzida por AHs, devido a remogéo do Fe** de um processo
bioquimico importante para a interrup¢éo da expanséao celular.

Embora os trabalhos até entdo houvessem admitido os efeitos diretos e
indiretos dos AHs, mais tarde foi levantada a questdo de que elevado tamanho
molecular aparente dessas substancias era inconsistente com aqueles efeitos
diretos observados (Chen and Aviad, 1990; Nardi et al., 2002). Muitos trabalhos
explicam a estimulagdo do crescimento pelos efeitos indiretos das substancias
humicas sobre a complexacéo de ions importantes a nutricdo mineral vegetal (Chen
and Aviad, 1990; Chen et al., 2004). Realmente a absor¢céo de ions é alterada pela
presenca de AHs (Vaughan e Malcom, 1985), os quais podem estimular sintese de
proteinas carreadoras de ions (Dell’Agnola et al., 1981). As substancias humicas
podem facilitar a absor¢cdo de Fe auxiliando a reducdo de Fe (lll) para Fe (Il) em
plantas sob deficiéncia de Fe (Pinton et al., 1998).

Entretanto, além de fornecer nutrientes para as plantas através da
mineralizagdo, os AHs também podem estimular diretamente o crescimento e a
produtividade das plantas. Os efeitos das substancias humicas sobre o
desenvolvimento vegetal sdo dependentes da fonte de obtengcdo, das doses
utilizadas e da espécie da planta estudada (Vaughan e Malcolm, 1985). Apesar do

histérico da agédo direta dos AHs sobre as plantas, o estudo da acdo das substancias



humicas sobre o metabolismo e o crescimento das plantas acabou se concentrando
na fragdo humica considerada de menor massa molecular (Nardi et al., 2002) em
funcdo do modelo de concepcéo estrutural admitido até pouco tempo. O fato de uma
substancia do tamanho dos AH (na ordem de micrometros) (Cameron et al., 1972)
atravessarem poros ou espagos aparentes no apoplasto (na ordem de nanGmetros)
ndo era concebido. No entanto, baseando-se na concepgao nova do arranjamento
supraestrutural das substéncias humicas, compostos de reconhecida capacidade de
regulacdo e estimulagéo do crescimento vegetal, tais como os hormonios vegetais,
podem estar fracamente unidos a supraestrutura das substancias humicas e serem
liberados para a solugéo do solo e para a absor¢cdo das plantas por uma simples
variacdo de pH na interface das raizes decorrente, por exemplo, da exsudacao de
acidos organicos como experimentado por Faganha et al. (2002). Nardi et al. (2005),
utilizaram exsudatos radiculares na extracdo de substancias himicas e observaram
um aumento na atividade hormonal dessas substancias, confirmando que a rizosfera
pode alterar o arranjamento supra-estrutural das substancias humicas. Apesar do
desafio enorme para se estabelecer uma relagdo entre a atividade bioldgica e a
composicado quimica das substancias humicas, avangos realizados recentemente
demonstram a agdo dos AHs se deve a sua hidrofobicidade mais do que o seu
aparente tamanho molecular (Canellas et al., 2008, Canellas et al., 2009, Aguiar et
al., 2009).

Nos dultimos 30 anos, com o avanco das técnicas de isolamento de
membranas celulares para andlise de transporte de ions, a alteracdo da
bioenergética celular por substéncias humicas foi investigada sob a vertente da
ativagdo das bombas de protons e assimilagdo de nutrientes. Assim, mostrou-se
inicialmente que as H'-ATPase da membrana plasmatica eram ativadas por
substancias humicas de menor massa molecular, estimulando a absorcao de nitrato
(Maggioni et al., 1987; Varanini et al. 1993), assim como a H*-ATPase da membrana
do vacuolo (Pinton et tal., 1992). Comecava a se estabelecer a idéia de que um dos
principais mecanismos bioquimicos envolvidos na ag¢do das substéncias hdmicas
passava pela estimulagédo dos sistemas primarios de transporte de H'. Até entdo néo
era admitido que substancias humicas tais como os AHs produzissem efeitos desta
natureza. Entretanto, a inducdo da atividade e expressdo da H'-ATPase de MP
isoladas de raizes de milho foi correlacionada com a presenca de AIA em AHs e com

uma alteracdo no padrdo de desenvolvimento radicular de plantulas de milho



(Canellas et al., 2002). Estes efeitos foram estendidos as bombas de H" do vactolo
vegetal (Zandonadi et al. 2007). Recentemente foi confirmado que os AHs podem
ativar tanto a atividade quanto o nivel de transcritos para das H*-ATPases de MP
(gene CsHa2) em raizes crescidas em condi¢des de nutricdo de Fe suficiente (Elena
et al., 2009). Os autores demonstraram ainda que a atividade de enzimas ligadas a
absorcdo de Fe o nivel de transcritos dos genes da Fe(lll) quelato redutase
(CsFRO1) e transportador de Fe(ll) (CsIRT1) também foram alterados pelos AHs de
uma maneira dependente da dose. O ON €& conhecido por estimular a inducédo
destes genes em raizes de tomateiro, recuperando o crescimento das plantas
deficientes (Graziano e Lamattina, 2007) de maneira semelhante ao observado
anteriormente para as substancias humicas (Pinton et al., 1999). Recentemente,
verificou-se que os AHs sdo capazes de afetar o crescimento de RLs utilizando a

mudanca da concentragdo de ON e H" como possiveis sinais (Capitulo 1).

2.2.5. Substancias humicas como ferramenta biotecnoldgica

Uma série de trabalhos demonstra a utilizagdo biotecnologica dos AHs. A
aplicacdo de AHs pode aumentar a concentracdo de nutrientes nas folhas e o
rendimento de cana-de-agucar no campo (Govindasmy e Chandrasekaran, 1992). O
uso de AHs também promoveu o aumento da altura, &rea foliar, massa seca da parte
aérea e, principalmente, da massa seca da raiz de plantas de tomateiro e pepino
(Atiyeh et al., 2002). Masciandaro et al., (1999) avaliaram o efeito da adi¢cdo de dois
tipos de materiais organicos ao solo: (i) incorporacdo direta de vermicomposto
proveniente de lodo de esgoto e (ii) fertirrigagdo com substancias humicas totais
extraidas de vermicomposto e solubilizada em &gua residual de esgoto tratado. Foi
observado um aumento na atividade de enzimas relacionadas com a atividade
biologica 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 o0s
tratamentos. Os materiais organicos incorporados contribuiram para a recomposi¢éo
da fertiidade dos solos éridos e semi-aridos avaliados. A aplicacdo de
vermicompostos produzidos a partir de diferentes materiais (esterco bovino, residuos

de alimentos e residuos de papel) em condicbes de campo pode aumentar



significativamente o crescimento e a produtividade da pimenteira (Capsicum
annuum) (Arancon et al., 2003).

O uso local (na regido Campos dos Goytacazes) de AHs como alternativa
biotecnolégica para o aumento do enraizamento de toletes de cana-de-acucar foi
demonstrado recentemente (Marques Jr. et al., 2008). A maioria dos solos da regiéo
Norte Fluminense onde ha o cultivo convencional da cana-de-agUcar é pobre em
matéria organica (Canellas et al., 2007) e a utilizacdo de AHs combinados as
bactérias promotoras do crescimento foram apresentados como uma forma possivel
para melhorar a eficiéncia do estabelecimento da cana no campo (Marques Jr. et al.,
2008). O uso desta tecnologia € importante para ajudar na recuperacdo de solos
vitimas de técnicas de manejo inadequadas, como a queima da cana (Canellas et
al., 2007). De fato, utilizando-se de manejo conservacionista, 0s quais primam pela
manutencdo da matéria organica do solo, hd o aumento da fertilidade dos solos
(Canellas et al., 2007), resultando na ativacdo da enzima H*-ATPase responsavel
pelos principais mecanismos bioquimicos de absorcdo de nutrientes nas plantas
(Busato et al., 2009).

Recentemente foi estabelecida uma correlagdo entre o estimulo do
crescimento e as caracteristicas quimicas dos AHs (Canellas et al., 2008). A
atividade da H'-ATPase foi utilizada com sucesso como marcadora bioquimica da
atividade biologica dos AHs (Tabela 1). A confirmagdo da atividade bioldgica dos
diferentes produtos oferecidos deveria ser certificada através da confirmagéo dos

efeitos positivos sobre o crescimento vegetal e da atividade da H*-ATPase.



Tabela 1. Correlagdo de Pearson entre as caracteristicas quimicas dos AHs e seus
efeitos sobre o crescimento. As plantas foram tratadas com 20 mg C L™ de AH as
caracteristicas de crescimento massa seca e area das raizes e atividade da H'-
ATPase de MP foram avaliadas. *P<0,001, *P<0,05, **P<0,1. Radicais livres tipo
semi-quinona (RTSQ). Extraido de Canellas et al. (2008).

Crescimento radicular

Caracteristicas

Massa seca Area H*-ATPase
C 0,86* 0,90* 0,79**
H NS 0,81** 0,79**
N NS NS NS
(@) -0,85** 0,95** -0,80**
Cinzas NS NS NS
C/N NS NS NS
H/C -0,85** -0,59%* -0,45NS
o/C -0,84** -0,93* -0,78*
E4/Es -0,84** -0,90* -0,92*
Acidez COOH -0,83* -0,92* -0,87*
Acidez total -0,81** -0,89* -0,88*
Fluorescéncia 0,87* 0,98* 0,89*
RTSQ 0,87** 0,82** 0,78***
C-COOH NS NS NS
C-Aromatico NS NS NS
C-Carboidratos NS NS NS
C-Nitrogénio NS NS NS
C-Alquil NS 0,70***  0,80**
C-Hidrofébico 0,80*** NS 0,70%**
C-Hidrofilico NS NS NS

H'-ATPase 0,75** 0,90** 1,00




2.3. O sistema radicular vegetal

Com base na interpretacdo de Lynch (1995), morfologia radicular se refere a
caracteristicas superficiais de um eixo radicular como um o6rgao, incluindo
caracteristicas da epiderme, tais como, diametro, coifa, pélos radiculares, a forma do
surgimento de raizes “filhas”, sinuosidade do eixo radicular e a senescéncia. A
arquitetura da raiz se refere a configuragdo espacial do sistema radicular, i.e. a
disposicdo geométrica explicita dos eixos radiculares. Geralmente os estudos da
arquitetura da raiz ndo incluem detalhes estruturais sutis, como pélos, mas estéo
relacionados com o sistema radicular como um todo. A arquitetura radicular € muito
importante na aquisicdo eficiente dos recursos dos solos e na adaptagdo a
condigdes sub-6timas do ambiente. A disposicao espacial do sistema radicular pode
determinar a capacidade da planta em explorar os recursos dos solos. Isso é
especialmente importante nos casos dos solos tropicais, como os Latossolos e os
Argissolos, onde a disponibilidade de P, Ca e outros nutrientes se concentram numa
fina camada superficial. Portanto, a importéancia da arquitetura radicular para a
produtividade vegetal deriva diretamente da necessidade da planta em explorar
ambientes espacialmente heterogéneos (Lynch, 1995).

A estrutura das plantas superiores € constituida de células que estédo
arrumadas em populagfes de células em divisdo chamados meristemas. Uma vez
fora dos meristemas essas células se expandem. A orientacdo da expanséo celular
é o fator mais importante da forma da célula e do 6rgéo. Dado o papel das raizes na
ancoracgdo ao substrato e absor¢do de nutrientes, a expansdo das células das raizes
é fundamental para o desenvolvimento de um sistema radicular funcional (Dolan e
Davies, 2004). Esses autores definem a expansédo celular como o aumento do
volume celular governado pelo aumento do volume do vacuolo vegetal e o
concomitante aumento da &rea da superficie celular. Com relacdo a expanséo
celular que ocorre fora do meristema, essa pode ocorrer sobre toda a superficie da
célula ou em areas restritas. Em resposta a estimulos ambientais ou mesmo
tratamentos exdgenos com reguladores de crescimento vegetal, ocasionalmente o
alongamento deixa de ser o modo principal pelo qual ocorre a expansao e a diregao
do crescimento é alterada. Por exemplo, em solos compactados, ou sob o

tratamento com etileno, a extensédo do alongamento celular é reduzida para em seu



lugar ocorrer a expanséo radial das células, dando origem a raizes engrossadas
(Taiz e Zeiger, 2002Db).

2.3.1. Desenvolvimento das raizes laterais: Papel da auxina, etileno e ON

Durante a formagdo do primérdio da raiz lateral (RL) ocorre uma intensa
organizagcdo e diferenciagdo celular. A formagcdo da RL é iniciada pelas divisdes
periclinais e anticlinais das células do periciclo da raiz principal (Dolan et al., 1993).
Apos a formagédo do primoérdio da RL é formado um meristema originado das células
derivadas das divisdes no periciclo. Este processo tem sido melhor entendido, e
mais detalhes foram revelados para a elaboragcdo de um modelo de organizacdo das
células durante a formacao do primordio precursor da RL (Malamy e Benfey, 1997,
Casmiro et al., 2009). Apos vérias divisbes anticlinais das células do periciclo é
criada uma camada de células que compdem o estagio | (Figura 2). A partir dai
novas divisdes anticlinais e periclinais criam um primérdio com um formato concavo

(estagios llI-VIl) gue pode entdo emergir da raiz principal (estagio VIII).
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Figura 2. Mudancas morfoldgicas durante o desenvolvimento da raiz lateral (RL). A
RL origina-se das células do periciclo no interior da raiz primaria (a). Os oito estagios
do desenvolvimento do primérdio estdo apresentados em (b). O estabelecimento da

sinalizacdo via o “maximo de auxina” é representado em (c). Adaptado de Péret et
al. (2009).



A formacéo das RLs é influenciada por sinais provenientes da prépria planta
(enddgenos) e do ambiente (exdgenos). A auxina é o principal sinal endégeno neste
processo (Laskowski et al., 1995) e tanto seu transporte (Casimiro et al., 2001;
Benkova et al., 2003) como sua sinalizacao (Fukaki et al., 2002; Dharmasiri et al.,
2005) sdo necessérios para a formacdo de RLs. O influxo de auxina € mediado
pelas proteinas carreadoras de alta afinidade AUX1 e LAX (Like AUX) (Casimiro et
al., 2001; Swarup et al., 2008). Mutantes aux1l possuem baixo transporte de AIA no
sentido basipeto (da ponta da raiz em direcdo a base da raiz), ndo sendo capazes
de formar RLs (Marchant et al., 2002). O carreador de influxo similar ao AUX1,
chamado LAX3, também pode regular a emergéncia da RL (Swarup et al., 2008). Na
presenca de AIA, LAX3 é induzido especificamente nas células corticais e da
epiderme localizadas sobre a regido onde o primérdio da RL emerge. Interessante
observar que o mutante lax3 nédo tem reducdo da formag&o de primordios, mas sim
da emergéncia de RLs. Por outro lado, a mutacdo reduz a expressao de diversas
enzimas relacionadas com a expansao da parede celular localizadas nas camadas
sobre a regido de emergéncia do primordio radicular, demonstrando a importancia
de LAX3 no desenvolvimento de RLs (Swarup et al., 2008).

A formagdo da raiz assim como outros 6rgdos necessita de um gradiente
dindmico de auxina, a qual concentra-se na ponta dos primérdios formando o
chamado “méaximo de auxina” (Benkova et al., 2003; Grieneisen et al., 2007;
Petersson et al.,, 2009). O gradiente de auxina é dependente da proteina PIN1
(PINformed1)_que promove o efluxo deste horménio (Benkova et al., 2003). Mutantes
pin sdo defectivos na producdo de RLs (Benkova et al., 2003). De fato quando o
trd&fego de vesiculas contendo proteinas PIN1 é bloqueado a formacdo de RLs é
inibida (Geldner et al., 2001). Estes autores observaram ainda que o trafego de
vesiculas contendo H*-ATPases de MP também foi inibido pelo inibidor de transporte
auxina TIBA. A atividade desta enzima é um importante fator na sustentacdo do
modelo quimiosmatico de transporte de AIA (Lomax et al., 1985), o qual foi estendido
por Li et al. (2005), que demonstraram o aumento da expressdo de PIN1 e da H'-
ATPases de MP em plantas com maior transporte de auxina e maior numero de RLs
(Li et al., 2005).

O desenvolvimento de RLs também € dependente da sinalizacdo da auxina
mediada pelas familias de reguladores de transcricdo Aux/IAA (Proteina responsiva

a Auxina/proteina induzida por Acido Indol Acético) e ARF (Fatores de Resposta a



Auxina), e pela estabilidade dessas proteinas mediada pela percepgéo da auxina por
TIR1 (Fukaki et al., 2002; Okushima et al., 2005; Dharmasiri et La., 2005). Os ARF
podem ligar-se aos AuxREs (elementos de REsposta a Auxina) no promotores de
genes responsivos a auxina, e mediar as respostas génicas induzidas por auxina
(Ulmasov et al., 1997). A auxina é percebida pelo receptor TIR1 que direciona a
degradacgéo das proteinas repressoras Aux/IAA, liberando os ARF (Dharmashiri et
al., 2005; Kepinski e Leyser, 2005). Mutantes com a expressdo da Aux/IAA 1AA14
aumentada leva ao bloqueio do desenvolvimento de RLs (Fukaki et al., 2002). Em
consonancia, mutantes com a perda da fungédo de ARF (arf7 e arf19) também néo
séo capazes de produzir RLs (Okushima et al., 2005).

Apesar dos avancos em relagdo ao mecanismo de agdo da auxina no
desenvolvimento de RLs, a participacdo do gés etileno (C;H4) neste processo tem
sido negligenciada. O etileno é produzido a partir da metionina: a converséo da S-
Adenosli-Metionina (SAM) para é&cido 1-carboxilico 1-aminociclopropano (ACC) é o
primeiro passo da conversao, facilitada pela ACC sintases (ACS). ACC é convertido
em etileno pela ACC oxidase (Wang et al., 2002). O etileno produzido € percebido
por uma familia de receptores (ETR, EIN, ERS). Uma vez ligados ao etileno esses
receptores sdo inativados e como resposta a repressdo da proteina EIN2 (Etlieno
INsensivel2) por CTR1 (Resposta Triplice Constitutival) é desfeita. A ativagdo de
EIN2 estabiliza o fator de transcricdo EIN3, o qual leva o sinal do etileno para o
nucleo e como resultado a transcricdo de diversos genes relacionados com o etileno
séo regulados (Stepanova et al., 2005). (Figura 3).
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Figura 3. Biossintese, percepcéo e sinalizacdo de etileno. Adaptado de Pierik et al.
(2006).



A maior parte das interagdes conhecidas entre a auxina e etileno na raiz se
refere a influéncia reciproca na biossintese de ambos (Stepanova et al., 2007). O
etileno poderia ativar localmente a via de sinalizagdo de auxina através da regulacéo
da biossintese e do transporte deste hormdnio (Ruzicka et al., 2007). Muito pouco se
conhece do efeito do etileno sobre a formacgéo de RLs. Somente recentemente este
assunto recebeu maior atencdo. O controle genético da inibicdo das RLs por etileno
foi avaliado por Negi et al., (2008) que demonstraram que o mutante ctrl com a
sinalizacdo de etileno aumentada reduz a formagédo de RLs, enquanto os mutantes
ein2 e etrl com a sinalizacédo para o etileno suprimida produziram maior niamero de
RLs. Enquanto este trabalho propde a regulagdo negativa do numero de RLs por
etileno, trabalho subseqiente demonstrou a importdncia deste gas para o
desenvolvimento de RLs em doses baixas (< 0,02 uyM) (Ivanchenko et al., 2008). Os
autores observaram que o etileno foi capaz de aumentar tanto a frequéncia de
primédios formadores de RLs quanto a emergéncia destas raizes. Com base nos
resultados obtidos foi possivel construir um modelo da participagdo do etileno na
formagdo de RLs numa interagdo com auxina, onde em doses baixas o etileno
estimula a biosintese de auxina, que por sua vez promove a iniciacdo da RL através
de um mecanismo que envolve as proteinas Aux/IAA e ARF. Neste modelo a auxina
interage sinergisticamente com o etileno na ponta da raiz primaria para regular sua
expansdo, gerando uma resposta que controla o nivel e a extensdo da atuagéo de
ambos os fitormonios (Figura 4). O etileno promove o transporte de auxina da parte
aérea para raiz e da ponta da raiz para a zona de expansdo da raiz, afetando o
descarregamento de auxin nas células através de AUX1 (lvanchenko et al., 2008;
Negi et al., 2008).
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Outro sinal gasoso presente nas células vegetais vem sendo fortemente
relacionado com o desenvolvimento de RLs: O gas 6xido nitrico (ON). O ON é uma
molécula reativa pequena, soluvel em meio hidrofilico e hidrofébico conhecido
tradicionalmente por atuar como mensageiro em células animais (Schmidt e Walter,
1994). Apesar de envolvido em diversos processos do desenvolvimento vegetal, um
dos efeitos mais marcantes desta molécula é sobre a formacdo de primérdios
precursores de RLs (Correa-Aragunde et al., 2004; Kolbert et al., 2008; Flores et al.,
2008). A forma pela o ON é produzido pelas plantas ainda é motivo de discusséo
intensa (Yamasali et al., 2000; Stohr et al., 2001; Bethke et al., 2004; Planchet et al.,
2005). Parecem existir duas vias de produgdo enzimatica, das quais uma seria
dependente de L-Arg via atividade de uma provavel 6xido nitrico sintase (ONS)
(Cueto et al., 1996; Ribeiro, 1999). A outra via enzimatica envolve a nitrato redutase
(NR) citoplasmatica (Yamasali et al., 2000) e a nitrito/ON redutase (Ni-NOR) da
membrana plasmatica (Stohr et al., 2001) (Figura 5). Por outro lado, ha evidéncias
de um mecanismo independente das enzimas citadas anteriormente, no qual o ON é
sintetizado no apoplasto em pH baixo a partir do nitrito (Bethke et al., 2004).
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Figura 5. Representacao das rotas possiveis para a producdo de 6xido nitrico (ON).
A rota enzimatica 1 representa a produc@o de ON via ON sintase (ONS) a partir de
L-Arginina. A rota enzimética 2 é dependente da nitrato redutase (NR) e nitrito/nitrato
redutase (Ni-NOR). Uma rota ndo enzimatica dependente de nitrito e pH baixo é
apresentada. Neste caso pode haver a participacdo da H*-ATPase de MP. Esquema
montado com base nos dados de diversos autores, incluindo os obtidos no capitulo 1

da presente Tese.



A participagdo do ON na inducéo de sitios precursores de RLS e no estimulo
da expansdo de RLs foi demonstrada por Correa-Aragunde et al. (2004). Estes
autores detectaram a producdo de ON especificamente nos primoérdios formadores
das RLs e demonstraram que a aplicacdo do doador de ON (SNP) estimulam a
producéo de RLs na presenca do inibidor de trnsporte de auxina NPA e que o efeito
da auxina sintética NPA n&o seria capaz de induzir a forma¢éo de RLs na presenca
do bloqueador da agdo do ON. As observagbes de que o ON poderia atuar
estimulando o desenvolvimento das RLs foi confirmado mais tarde por outros grupos
independentes (Kolbert et al., 2008; Guo et al., 2008). Apesar disso, a fonte
necessaria a producdo de ON durante o desenvolvimento de RLs permanece
obscura.

Recentemente foi demonstrado a acdo da NR seria a fonte responsével pela
producdo de ON em durante desenvolvimento de RLs induzidos pelo acido indol
butirico, precursor de AIA (Kolbert et al., 2008). Estes autores utilizaram mutantes
nial e nia2 deficientes na enzima NR e o inibidor da ONS L-NMMA para excluir a
hip6tese da participacdo da ONS como fonte de produgdo de ON durante o
desenvolvimento de RLs mediado por auxina. Em contraste, observou-se que
mutantes com a atividade reduzida da enzima que degrada a Arginina (argahl-1 e
argah2-1) possuem maior capacidade de acumular ON nas raizes resultando em
maior numero de RLS (Flores et al., 2008). Os autores observaram que a aplicacao
do acido naftaleno acético (NPA) aumentou o nimero de RLs duas vezes mais nos
mutantes em comparacdo as plantas WT. Os autores atribuiram este fato ao
aumento na expressao do gene reporter sensivel a auxina DR5::GUS nos mutantes
argahl-1 e argah2-1.

N&o existem relatos do uso de mutantes na via de sinalizagdo de auxina ou
entender melhor a agdo do ON durante o desenvolvimento de RLs. Nem mesmo a
acado de inibidores da via de sinalizacdo, como o PCIB, tem sido empregada.
Portanto, ainda é cedo para afirmar que os efeitos do ON s&o independentes da via

de sinalizagéo de auxina como afirmado por Corrrea-Aragunde et al. (2004).



2.4. O pH como mensageiro e sinalizador nas células vegetais

Pelo fato de serem organismos sésseis, as plantas passam por diferentes
situacdes impostas pelo ambiente que as circundam e precisam reconhecer e
responder aos diferentes sinais e estimulos externos, em adicdo aos sinais
enddgenos. Dentre todos estes estimulos estdo os metabdlitos organicos, nutrientes
minerais, luz, gravidade, calor, frio, reguladores do crescimento e pH (Trewavas,
2000). A integragdo de vérias formas de sinais pode ser crucial para a resposta da
planta.

As plantas necessitam distinguir os sinais presentes de maneira continua e de
oscilagao lenta (como a luz e temperatura) dos sinais repentinos (como ferimentos
causados por insetos), os quais modificam a programacdo basica modulada pelos
sinais continuos (Felle, 2001). Segundo este autor o termo “sinal” pode ser utilizado
tanto para expressar um processo que ocorreu ou esta a ponto de ocorrer, COmo no
sentido de iniciar um processo ou uma sequéncia de eventos. Neste caso entende-
se o sinal como o responsével por disparar determinados eventos.

Os dois principais elementos das vias de transducdo de sinais s&o o Ca®*
intracelular (cuja variagdo na concentragao esta relacionada as reagdes imediatas) e
as proteinas quinases, enzimas que fosforilam proteinas alvo alterando suas
atividades (Harmon et al.,, 2000). Entretanto, mudangas ambientais repentinas
também alteram o pH citsélico (Felle e Bertl, 1986). As moléculas envolvidas na
transmissao de sinais provenientes de fontes extracelulares que influenciam enzimas
alvo dentro da célula sdo conhecidas como mensageiras secundarias (Trewavas,
2000). A atuagéo do Ca®* como mensageiro secundario envolve a regulagéo de sua
concentracdo, a qual, durante a sinalizagdo celular, varia enormemente causando a
chamada onda de Ca*? (Ca'? transients ou Ca*? waves) frequentemente associada
ao inicio das respostas celulares (Trewavas, 1999). A despolarizagdo da MP
induzidas por ABA em suspenséo de células de Arabidopsis € um bom exemplo do
controle de eventos celulares pela variagédo da concentracdo de Ca*? (Brault et al.,
2004). Mediante o aumento da concentragdo do Ca?' citosélico ocorrem dois
processos independentes que despolarizam a MP: ativagcdo de canais de anions e
inibicdo da H'-ATPase de MP. Por outro lado, sob anoxia a concentracdo de H*
citoplasmético é aumentada imediatamente (Fox et al., 1995). Apesar da flutuacéo

da concentragdo de H*, assim como a de Ca®", ocorrer em resposta a diferentes



sinais, somente o Ca? tem sido reconhecido amplamente como mensageiro
secundario (Felle, 2001). E importatnte ressaltar que Ca®* e H* possuem diferente
mobilidade na célula, sendo o primeiro altamente mével entre os compartimentos
celulares, enquanto o segundo move-se lentamente (Felle, 2001). Dessa forma, o

Ca'? possui uma agdo mais localizada enquanto o H" atua de maneira mais ampla.

2.4.1. O papel do pH na fisiologia da raiz

Apesar do papel do pH apopléstico ser muito importante na sinalizagéo
intercelular, a regulacdo deste processo é pouco conhecida nas raizes. A variacao
de pH na superficie das raizes dependente da regido avaliada (Pillet et al., 1983;
Versel e Mayor, 1985), sendo o fluxo de H* da regido em crescimento relacionado
com a agdo da auxina (Evans et al., 1980; Moloney et al., 1981; Miller e Gow, 1989).
A teoria do crescimento &cido estabelece que a auxina pode acidificar o apoplato
através do estimulo da extrusdo de H" mediada pela H*-ATPase da MP, resultando
na ativacdo de varios processo necesssarios para o aumento da plasticidade da
parede celular e subsequiente expansédo (Rayle e, Cleland, 1970; Hager et al., 1971,
Revisado por Hager, 2003). Esta teoria classica foi estabelecida inicialmente em
coleodptilos e mais tarde comprovada em raizes (Moloney et al., 1980). Entretanto, a
seguinte pergunta ainda é motivo de debate: O pH € um mensageiro neste processo
ou somente um componente quimico basico para ativar enzimas ou modificar o
transporte de membrana? Sabe-se que apds a adicdo de AIA, o potencial de
membrana, a concentracdo de Ca?* e H* do citosol podem oscilar (Felle et al., 1988).
Estes autores demonstraram que as mudancgas do pH do citosol ocorreram antes da
modificagdo do potencial de membrana, sugerindo que a acidificagdo do citosol
alterou a atividade das bombas de H*, que por sua vez polarizou a membrana e
causou as oscilagbes observadas. Entretanto, esta hipétese ainda n&o foi

comprovada.
2.4.2. Aregulagdo do pH e as bombas de H"

A estabilidade do pH celular é o resultado de uma variedade de processos,

tais como as reacdes metabolicas que consomem e liberam H* e o transporte de H”



através das membranas (Felle, 2001). A regulacdo do pH citosdlico, apoplastico e
vacuolar das células vegetais é fortemente dependente das bombas de H* (Gaxiola
et al., 2007) (Figuras 6 e 7). Na membrana plasmatica (MP) localizam-se H'-
ATPases do tipo P, as quais acoplam a hidrélise de ATP ao transporte de H' para
fora da célula (do citoplasma para o apoplasto), tendo seu papel fisiolégico
associado a nutricdo e expanséo celular (Revisado por Duby e Boutry, 2009). A H'-
ATPases de MP das plantas € um mondmero de cerca de 100 kDa (Briskin et al.,
1989) a qual pode se oligamerizar para formar complexos dimeros e hexameros
(Kanczewska et al., 2005). A regido C terminal auto-inibitéria da H*-ATPases de MP
pode ser fosforilada servindo como sitio de ligagdo para as proteinas reguladoras
14-3-3 que ativam a H'-ATPase (Fuglsang et al., 1999). Este complexo ativado
consiste em um arranjamento formado por seis monémeros de H'-ATPases
arrumados em uma estrutura hexamérica juntamente com seis moléculas da
proteina 14-3-3 (Kanczewska et al., 2005). A H'-ATPases de MP é regulada mais
efetivamente ao nivel pds-traducional, principalmente pelo aumento do acoplamento
mais eficiente do transporte de H" a hidrolise de ATP, sugerindo que esta enzima
pode responder mais rapido aos desafios impostos pelo ambiente (Gaxiola et al.,
2007). A super-expressdo da H*-ATPase de MP (isoforma 4 de tabaco, PMA4),
ativada constitutivamente pela delecdo de seu dominio auto-inibitdrio, resulta em
plantas com maior capacidade de acidificar a rizosfera e resistir a salinidade
(Gévaudant et al., 2007). Existem 11 isoformas da H*-ATPase de MP (AHA1-AHA11)
descritas em Arabidopsis (Palmgren et al., 2001; Gaxiola et al., 2007). A fungé&o
celular de tantas isoformas distintas ainda ndo é clara. Entretanto, sabe-se, por
exemplo, que as isoformas AHAL1 e AHA2 s&o expressas praticamente em todos 0s
tecidos e Orgdos vegetais, enquanto que outras isoformas, como AHA6 e AHAS8 tém
expressdo especiica nas anteras (Revisado por Gaxiola et al., 2007). Desta maneira,
postula-se que determinadas situagbes durante a ontogénese vegetal requeiram
isoformas especificas de H'-ATPases para desempenhar funcdes especificas do
tecido ou 6rgdo em questdo (Gaxiola et al., 2007).

No vacuolo se encontram duas bombas de H": uma H*-ATPase do tipo V e
uma H'-PPase (Rea e Sanders, 1987; Maeshima, 2000). As V-ATPases s&o
enzimas heteromultiméricas constituidas de um complexo periférico catalitico (V1) e
de um complexo integral transmembrana responsavel pela translocagéo de ions (Vo)

(Sze et al., 1992; Huss et al., 2002). Esta € a enzima mais antiga e complexa entre



as trés bombas de H* vegetais, compartilhando caracteristicas semelhantes a sua
ancestral F-ATPase (Nishi e Forgac, 2003; Gaxiola et al., 2007). A redugcdo da
expressdo da subunidade C (dominio V;) da V-ATPase no mutante det3 de
Arabidopsis pode gerar plantas ands com expansdao celular reduzida (Schumacher et
al., 1999). A super-expresséo das subunidades c1 e c¢3 do setor transmembrana (Vo)
também foi evidenciada como fundamental para a expanséo celular em raizes e para
a tolerancia moderada ao estresse salino (Padmanaban et al., 2004). Além da
funcdo classica reputada a esta enzima, é provavel que a mesma participe na
sinalizacdo de agucares por meio da subunidade B1 (Cho et al., 2006). Dada a sua
participagdo no trafego de membranas, digestdo endocitica, entre outros processos,
o papel da V-ATPase sobre a fisiologia vegetal ainda pode ser ainda mais complexo
(Beyenbach e Wieczorek, 2006).

As H'-PPases sdo polipeptideos de aproximadamente 80 kDa que, diferente
das ATPases, utilizam pirofosfato inorganico (PPi) como substrato para transportar
H" para o interior do vactolo (Revisado por Maeshima, 2000). Além do vacdlo, as
H*-PPases podem estar localizadas no complexo de Golgi (Mitsuda et al., 2001) e na
MP (Li et al., 2005). Existem dois tipos de H*-PPases filogenéticamente distintas: (1)
A H*-PPase do tipo 1, a qual é dependente do K" do citosol para sua atividade e
possui moderada inibicdo pela presenca de Ca** e; (2) A H'-PPase do tipo 2, a qual
é insensivel a K*, mas extremamente sensivel a Ca? (Maeshima, 2000; Gaxiola et
al., 2007). Ainda ndo esta claro o significado da existéncia de dois tipos de H'-
PPases, assim como a presenca desta enzima na MP. Plantas transgénicas com a
expressdo aumentada da H'-PPase vacuolar ou de tonoplasto (gene AVP1,
Arabidopsis Vacuolar H'-Pirofosfatase) possuem elevada resisténcia ao estresse
salino e hidrico (Gaxiola et al., 2001). Recentemente, foi observado que a super-
expressdo de AVP1 em alfafa também aumenta a tolerancia de plantas de alfafa a
salinidade e a seca (Bao et al., 2009). Em conformidade ao observado por estes
autores, a super-expressdo do gene TsVP, que codifica a H'-PPase de Thellungiella
halophila, aumentou a resisténcia de algodoeiro a seca (Lv et al., 2009). Plantas
transformadas com o gene AVP1 tém um aumento significativo da biomassa
radicular (Gaxiola et al., 2001; Li et al., 2005; Yang et al., 2007), maior capacidade
de transporte de auxina e de extrusdo de H' fato este ligado a maior atividade e
expressdo da H*-ATPase de MP (Li et al., 2005).



O transporte de solutos dependente de energia que ocorre através de
transportadores e canais nas membranas plasmatica e vacuolar sédo dependentes do
gradiente potencial eletroquimico de H* (Aun+). O Apw+ € definido pela soma do
potencial elétrico e quimico do ion. Cada espécie ibnica possui uma determinada
diferengca de potencial quimico através da membrana dependendo de sua
concentracao. Por outro lado, o potencial elétrico possui um valor constante devido a
carga inerente do fon. As bombas de H* sdo as principais fontes do Apy. e desta
forma geram a for¢ca motriz necessaria para o fluxo de solutos que dependem desta
energia (Sze, 1985, Nelson, 1988).

pH 3-6
VACUOLO

PPase H*

ER

= EV—ATPESE
- -140mVv mH >
pH 5-6 pH 7.5 Golgi

MEMBRANA PLASMATICA

Figura 6. As bombas de H* da célula vegetal e transporte de ions e solutos. A H'-
ATPase da membrana plasmatica (azul) transporta H" para fora da célula gerando o
gradiente eletroquimico (de -120 a -160 mV relativo ao meio externo). A H'-ATPase
do tonoplasto (V-ATPase, preto) acidifica o vactolo e outras endomembranas. A H'-
PPase vacuolar (PPase, vermelho) acidifica o vacuolo e possivelmente o apoplasto
(Li et al., 2005). A forca proton motora fornece a energia para a troca de solutos por
proteinas carreadoras simporteres (circulos brancos), antiporteres (circulos cinzas) e
canais (quadrados brancos). Solutos organicos (S), céations (C*) e anions (A) e o
nucleo (NUC) estdo representados. Adaptado de Sze et al. (1999).
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Figura 7. As estruturas simplificadas das bombas de H* da célula vegetal. A H*-
ATPase de MP (acima a esquerda) é representada na forma de um monémero de
~100 kDa. H*-ATPase da vactolo (abaixo a direita): Possui um complexo preiférico
catalitico (V1) e um transmembrana (Vo) unidos pelas subunidades C, E e G. H'-
PPase do vacuolo (Abaixo a esquerda): uma proteina de subunidade Unica de ~80
kDa. Adaptado de Sze et al., (1999).



2.4.3. Sinalizando em distancias maiores

A propagacao da mudanca de pH através da planta ainda ndo é comprovada.
Apesar disso, ndo se exclui a possibilidade de uma possivel mudanga em cascata do
pH através do xilema ou floema. A alteragdo do potencial de membrana (Vi ou Ay)
dependente de dois componentes principais: a difusdo potencial dos ions e o
transporte eletrogénico promovido pelas bombas de H" (Spanswick, 1981).

O gradiente de H" nas células vegetais sdo mantidos através de diversas
membrans, e o fluxo de saida e entrada através delas constitui o circuito
bioenergético (Lopez-Marques, 2004; Gaxiola e tal., 2007). A formacao do gradiente
de H' requer energia, entretanto a dissipa¢do do gradiente pode ser utilizada como
fonte de energia, a qual pode ser convertida: a energia osmotica e elétrica
acumulada no gradiente de H® pode de ser convertida em energia luminosa ou
energia quimica livre acumulada em produtos do metabolismo e vice-versa.

As mudancas transitdrias no potencial de membrana estdo relacionadas a
percepcao e transdugdo de sinais extracelulares. A despolarizagdo da membrane,
por exemplo, necessita do acoplamento do fluxo de ions através da MP, e pode ser
induzida pela: (i) inibicdo da H*-ATPase de MP e/ou; (ii) abertura de canais de
entrada de cations (e.g., Ca?" e K*) e/ou; abertura de canais de anions (e.g., Cl).

Ainda é tema de discussdo a participacdo das bombas de H" em suposto
sistema de sinalizacéo elétrico (Brenner et al., 2006). O evento inicial da sinalizag&o
elétrica € uma mudanca no Vn, 0 qual é transformado em uma resposta bioguimica.
A sinalizagdo elétrica requer canais dependentes de voltagem e uma bomba
eletrogénica com a finalidade de estabelecer a polarizacdo da membrana (como a
H*-ATPase vegetal ou a Na'/K*-ATPase animal).

No sistema nervoso animal, o potencial de acdo € iniciado pela
despolarizagdo localizada da membrana, resultando na abertura de canais
dependentes de voltagem de maneira transitéria, que leva a entrada de cétions e
uma subsequente despolarizagdo da membrana. Como resultado o potencial de
acdo se propaga como uma onda. Os tecidos vegetais também s&o capazes de
conduzir sinais elétricos através da continuidade do simplasto através dos
plasmodesmos (Wildon et al., 1992). Entretanto, como os sinais elétricos de longa
disténcia regulam as respostas vegetais ainda é um mistério. Uma nova area da

pesquisa, conhecida como Neurobiologia, tem focado neste estudo. A Neurobiologia



procura entender a maneira pela qual as plantas percebem e respondem ao
ambiente que as cercam de maneira integrada, os componentes moleculares,
quimicos e elétricos da sinalizacdo intracelular (Brenner et al., 2006). Entretanto,
essa visdo ainda é bastante controvérsia. Recentemente, foi proposto um novo sinal
de longa distancia apoplastico em plantas em reposta a injurias chamado de
“potenciais sistémico” (Zimmermann et al., 2009). Estes autores demonstraram que
apés injaria numa determinada folha da planta viva foi possivel detectar um sinal
elétrico em outra folha distante cerca de 25 cm em Hordeum vulgare e até 40 cm
distante em Vicia faba. Dentre as caracteristicas que diferem este potencial do
potencial de acdo e do potencial de variagdo estdo: o movimento ionico, o qual
segue a mudanca de voltagem e o mecanismo de hiperpolarizacdo ativado pela H'-
ATPase de MP.

2.4.4. Sinal elétrico para o enraizamento: participagdo das substancias

himicas?

Dentre as vérias “estratégias” vegetais estd a formagdo de RLs, processo
utilizado com sucesso como modelo para o entendimento das mudangas da
morfologia vegetal em resposta as condigbes ambientais (Malamy e Ryan, 2001). O
AH presente na matéria organica € um dos fatores do ambiente que pode alterar o
padréo de crescimento das raizes via ativagdo da H'-ATPase de MP (Canellas et al.,
2002). Levando em conta que a H*-ATPase de MP ¢ fundamental para a sinalizac&o
elétrica nas plantas (Zimmermann et al., 2009), seria possivel postular que o AH
participa da formac¢do de corrente elétrica para sinalizacdo do crescimento de
raizes?

O desenvolvimento de RLs a partir da raiz primaria é associado com uma
corrente elétrica na dire¢do do primérdio precursor da RL (Hamada et al., 1992). De
fato, a aplicagdo de corente elétrica pode aumentar significativamente o numero de
RLs e o comprimento destas RLs em plantulas de milho (Takamura, 2006).
Observou-se recentemente que a iniciagdo de RLs também ocorre mediante
estimulos mecanicos em Arabidopsis (Ditengou et al., 2008; Richter et al., 2009), os
quais sdo capazes de aumentar a expressdo da H'-ATPases de MP (Oufattole et al.,

2000) e podem estar relacionados com a producdo de corrente elétrica. Estimulos



produzidos em uma parte da planta podem ser propagados em longa distancia como
sinal elétrico dependente da atividade da H*-ATPase de MP (Zimmermann et al.,
2009). Além do comprovado efeito fisiolégico semelhante ao da auxina, os radicais
redox (quinonas e semiquinonas) presentes na estrutura dos AH poderiam contribuir
para a formacdo de uma corrente elétrica ao redor das raizes. Esta hipotese é
plausivel uma vez que existe uma correlagdo positiva entre o conteddo de radicais
semi-quinonas presente no AH e o aumento do crescimento radicular (Canellas et
al., 2008). Sao necessarios mais estudos para entender a interacdo entre 0s
sistemas primarios de transporte H® nos processos fisiologicos associados ao

desenvolvimento radicular e a resposta a fatores ambientais exdgenos que podem

influenciar a sinalizacao elétrica nas plantas.

Figura 8. Plantulas de milho com uma semana de idade crescidas na auséncia (a) e
presenca (b) de corrente elétrica (amplitude de 3,5 V sob frequéncia de 20 Hz em

ondas de pulsos quadrado). Extraido de Takamura (2006).
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CAPITULO 1

OXIDO NITRICO COMO MEDIADOR DO DESENVOLVIMENTO RADICULAR E DA
ATIVACAO DA H*-ATPASE DE MEMBRANA PLASMATICA INDUZIDA POR
ACIDOS HUMICOS

RESUMO

A acdo das substancias humicas como fonte de atividade auxinica e sua
influéncia sobre o crescimento radicular é bastante relatada, mas ainda nao
completamente compreendida. Esse trabalho explora a hipotese de que a
sinalizag&o por oxido nitrico esta relacionada aos efeitos dos &cidos humicos sobre o
crescimento radicular. Plantulas de milho foram tratadas com 20 mg C Lt de AH, 0,1
nM de AIA e 200 uM de doadores de ON (SNP ou GSNO), com ou sem o inibidor da
via de sinalizagdo de auxina (PCIB), o inibidor de efluxo de auxina (TIBA) ou o
capturador de ON (PTIO). Vesiculas de membrana plasmética foram isoladas de
raizes para investigar uma possivel ligacdo entre o bombeamento de H" induzidos
por ON e a bioatividade de AH. As plantas tratadas com AH ou SNP estimularam a

emergéncia de raizes laterais de maneira semelhante mesmo na presenca de



inibidores de auxina, enquanto o uso de PTIO reduziu esse efeito. AH, AIA ou SNP
estimularam em cerca de 3 vezes a atividade de hidrélise de ATP e o transporte de
H* associado, os quais foram reduzidos por PTIO, PCIB e TIBA. O aumento da
sintese de ON por AH também foi detectada nos sitios de emergéncia de RLs. Esses
dados apresentam um novo cendrio onde o desenvolvimento radicular e a ativacdo
associada da H'-ATPase disparada tanto por AH quanto por AIA exdgeno
dependenm essencialmente de mecanismos que utilizam o ON como um
mensageiro induzido em sitios especificos nos estagios iniciais do desenvolvimento

de raizes laterais.

1. INTRODUCAO

As substancias humicas (SH) sdo misturas complexas de residuos organicos
transformados, sendo o material organico mais abundante encontrada no ambiente
(Hayes e Malcolm, 2001). Estruturalmente as SH séao definidas como associagdes
supramoleculares de moléculas organicas relativamente pequenas arranjadas
basicamente por interagdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio, as quais podem ser
rompidas por acidos organicos (Piccolo 2002) exudados por raizes de plantas
(Canellas et al. 2008). Essas substancias estéo presentes naturalmente nos solos ou
em residuos organicos processados, controlando diferentes processos biolégicos,
quimicos e fisicos, os quais contribuem direta ou indiretamente para o crescimento
vegetal e adaptacdo aos ambientes. As SH podem aumentar a estabilidade dos
agregados dos solos (Piccolo e Mbagwu 1999), o fluxo de ions e a absor¢éo de
nutrientes (Pinton et al. 1999; Quaggiotti et al. 2004), e o metabolismo do carbono
(Nardi et al. 2007). Ha uma crescente producdo de estudos que sustentam que SH
classificadas como AH isoladas de diferentes fontes s&o dotadas de atividade similar
ao fitormonio auxina, influenciando a morfologia radicular e o metabolismo vegetal
(e.g., Canellas et al. 2002; Zandonadi et al. 2007; Canellas et al. 2008); uma
propriedade que tem sido atribuida também a SH caracterizadas como acidos

fulvicos (Muscolo et al. 1999; Nardi et al., 2002). Além disso, esses estudos



fornecem evidéncias de que SH com caracteristicas distintas e extraidas através de
métodos diferentes podem ser consideradas fontes ambientais da auxina - &cido
indol acético (IAA). Esse AIA exbégeno parece ser o responsavel pela regulagdo da
arquitetura radicular através da via de sinalizacdo da auxina por mecanismos ainda
nao esclarecidos (Zandonadi et al. 2007).

As auxinas fazem parte da classe hormonal mais estudada e que tem sido
relacionada com praticamente todos os aspectos do desenvolvimento vegetal,
dentre eles a divisédo e a expansao celular (Davies, 1995). Esse fitormbnio tem um
papel fundamental no desenvolvimento vegetal por ser responséavel pela formacao
de sistema radicular ramificado repleto de raizes laterais (RLs) as quais absorvem
adgua e nutrientes (Malamy e Benfey 1997; Ivanchenko et al. 2006). A iniciagdo de
RLs é influenciada por sinais do ambiente como a disponibilidade de nutrientes,
dgua, NaCl e matéria organica (Malamy 2005; Dobbss et al. 2007). Esti
estabelecido na literatura que o mecanismo de agdo da auxina envolve a ativagao da
H'-ATPase de membrana plasmatica (Hager et al. 1991; Frias et al. 1996), enzima
responsavel pela regulacdo de fungdes chaves na célula vegetal, incluindo a
absorcdo de nutrientes, expansdo da parede celular e respostas a estresses. O
mecanismo do crescimento &cido fundamentado na acidificacdo da parede celular é
relacionado também com a ativacdo da H'-ATPase e o conseqlente decréscimo do
pH apoplastico (Hager 2003). Tem sido proposto que as SH podem aumentar o
crescimento das raizes de uma maneira semelhante & promovida pela auxina, por
ativar também, além da bomba de prétons (H") da plasmalema (Canellas et al. 2002;
Quaggiotti et al. 2004; Elena et al. 2009), as bombas de H" do vactolo (Zandonadi et
al. 2007).

Embora estudos prévios tenham demonstrado que algumas SH podem
aumentar o desenvolvimento de raizes provenientes de ramos por afetar o
transporte de auxina (Nardi et al. 1994), outras fragbes (solUveis em agua) parecem
atuar de uma maneira independente dos elementos de resposta a auxina (AuxRes)
em raizes de Arabidopsis thaliana (Schmidt et al. 2007). Além disso, AHs
provenientes de diferentes solos e residuos normalmente estimulam o crescimento
radicular mais intensamente do que o IAA fornecido exdgenamente, sugerindo a
presenca de moléculas com atividade biolégica nessas substancias ainda néo

identificadas (Zandonadi et al. 2007). Aparentemente ainda ndo estd claro se a



fracdo AH poderia alterar o desenvolvimento vegetal influenciando o transporte e/ou
a sinalizagdo da auxina, ou mesmo por outra via hormonal ndo estudada.

O d&xido nitrico (ON) € um radical livre que participa de uma grande variedade
de processos fisiologicos nas plantas (Besson-Bard et al. 2008). Em 1997, o um
grupo brasileiro foi o primeiro a demonstrar que substancias que liberam ON
poderiam alterar a expanséo celular de raizes provavelmente compartilhando passos
da via de sinalizacdo de auxina (Gouvéa et al. 1997). Posteriormente foi
demonstrado que o ON esta envolvido na cascata de sinalizacdo de auxina durante
a formacéo de raizes adventicias e laterais (Pagnussat et al. 2002; Correa-Aragunde
et al. 2004). De fato, as células do periciclo que d&o origem as RLs produzem uma
quantidade elevada de ON (Correa-Aragunde et al. 2004). A produgdo enzimética de
ON durante o desenvolvimento de RLs estimuladas por auxina parece ser
dependente tanto da enzima nitrato redutase (Kolbert et al. 2008a) quanto da ON
sintase (Flores et al. 2008). Anteriormente, no entanto, um mecanismo de produg&o
de ON néo enzimatico foi descrito a partir da acidificacdo do apoplasto, ocorrendo a
producéo de ON a partir de NO, (Stohr e Ullrich 2002; Bethke et al. 2004).

Uma vez que a ativagdo da H'-ATPase de membrana plasmatica é essencial
para a acidificacdo do apoplasto durante o crescimento (Hager 2003), e a atividade e
expressdo dessa enzima é aumentada ndo somente por AlIA e AH (Canellas et al.
2002) mas também por ON (Zhao et al. 2004; Zhang et al. 2007), o presente trabalho
estuda um mecanismo de agéo ainda inexplorado, pelo qual AH e auxinas poderiam
regular o crescimento e a morfologia das raizes por ativagdo especifica e conjunta
das bombas de prétons e as vias de producdo de ON. Com esse objetivo, no
presente trabalho foram utilizados inibidores da acdo da auxina e do ON para
esclarecer a participagdo das vias de sinalizacdo de auxina e ON na atividade

biologica do AH.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extrac&o de acidos humicos

Os é&cidos humicos (AH) de vermicomposto foram isolados de acordo com o
procedimento preconizado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas
(Schnitzer e Skinner, 1982). Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,5 mol L como
solvente na razéo vermicomposto:solvente de 1:10 (m:v) em atmosfera inerte de N..
A separacdo dos AH foi realizada com o abaixamento do pH da solucdo até 1-1,5
com HCI 6 mol L™. A redissolucéo e precipitaco foi repetida trés vezes. Em seguida,
adicionou-se 200 mL de solucdo aquosa diluida de HF e HCI [5 mL HCI (12 mol L)
+ 5 mL HF (48%) L. Apés uma centrifugacdo (5000 g) por 15 minutos, os AH
foram lavados seguidamente com 4gua até teste negativo com AgNOs. Foi realizada
a didlise contra 4gua desionizada usando uma membrana 12-14 KDa (Thomas
Scientific Inc.). As amostras dializadas foram liofilizadas e caracterizadas

guimicamente.

2.2. Andlises estatisticas

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) para a avaliacdo de todas as
caracteristicas. A diferenca do efeito dos tratamentos em relacdo ao controle foi

determina pelo Teste de média Dunnett (P<0,05).

2.3. Crescimento e tratamentos das plantulas

Sementes de milho (Zea mays L., var. Uenf 506-6) foram esterilizadas por
imersao numa solugéo de NaCIlO 1,0% por 30 minutos e, em seguida, colocadas em
agua destilada por um periodo de 2h apoés a lavagem. Posteriormente, as sementes
foram acondicionadas em papel para germinagéo, no escuro, a 28°C, em camara
apropriada. Apos 2 dias as plantulas de milho com 30-35 mm de comprimento foram

colocadas em papel de filtro autoclavado na posigdo vertical em tubos de



capacidade de 50 ml contendo solugéo de CaCl, 2mM suplementada com 20 mg C
L™ de acido humico de vermicomposto (AH), 0,1 nM de acido-3-indol acético (AlA)
ou 200 pM do doador de ON nitroprussiato de sodio (SNP). Foram realizados
experimentos com o doador de ON s-nitroso glutationa (GSNO) alternativamente. Os
efeitos foram equivalentes ao do SNP e este foi escolhido para a maioria dos
experimentos devido a sua aplicacdo bem documentada na literatura (Gouvéa et al.
1997; Correa-Aragunde et al. 2004; Ederli et al. 2009) e custo relativo menor.

Os tratamentos anteriores foram suplementados ou ndo com 20 uM de acido
p-cloro fenoxil isobutirico (PCIB), 20 uM de acido 2,3,5 tri-iodo benzoico (TIBA), ou
200 pM de 2-fenil-4,4,5,5-tetrametil-imidazol-1-oxil-3-6xido (PTIO). Um estudo
preliminar de respostas a doses de PCIB e TIBA foi realizado para a escolha da
dose de 20 uM, a qual foi capaz de inibir cerca de 50% do comprimento radicular
(Collings et al. 1992; Rahman et al. 2007).

Apos a aplicagdo dos tratamentos, as plantulas foram mantidas em camara
tipo BOD com temperatura (25 + 1°C) e luz (14h) controlados. Com a finalidade de
excluir qualquer efeito de interacdo entre os inibidores de auxina e de ON com os
tratamentos AH, AIA ou SNP, as plantulas foram pré-tratadas por 24h com os
inibidores e depois transferidas para os meios contendo os tratamentos por mais
72h. Os resultados foram semelhantes aos observados quando os inibidores foram
utilizados conjuntamente aos tratamentos AH, AIA ou SNP por 96h. Portanto, a
utiizacdo dos inibidores em conjunto aos tratamentos foi realizada
preferencialmente. Os reagentes TIBA, PCIB, AIA, PTIO e SNP foram adquiridos
pela Sigma-Aldrich. As plantulas foram coletadas apds 4 dias de tratamento, e 0
nimero de RLs e o CEP da raiz foram avaliados. A densidade de RLs foi calculada

dividindo-se o nimero de RLs pelo comprimento do eixo principal da raiz (RLs/cm).

2.4. Purificac8o das vesiculas de membrana plasmética

As vesiculas de tonoplasto e de MP foram isoladas de raizes das plantas
tratadas utilizando a centrifugagdo diferencial como descrito por De Michelis e
Spanswich (1986), com algumas modificagbes (Faganha e de Meis, 1995).
Resumidamente, 10 g (massa fresca) de raizes foram homogeneizadas usando grau
e pistilo em 20 mL de 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 tampéao Tris [tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As soluc¢des
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). A manipulacdo das raizes até a obtenc&o do
homogenato, bem como as centrifugagdes, tiveram a temperatura controlada a fim
de que ndo excedesse 4°C. Além disso, o pH do tampéo 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 através de quatro camadas de gaze
e submetido a centrifugacdo numa centrifuga Himac CP (HITACHI) a 1500xg
durante 15 minutos para a remocgdo de células ndo rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagédo a 10000xg por 15
minutos numa ultracentrifuga Himac CP 85b (HITACH]I) utilizando o rotor P70 para o
isolamento das mitocondrias. Estas organelas foram separadas e descartadas a fim
de néo interferirem nos experimentos futuros. O sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacdo, agora a 100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa nova
centrifugacdo, denominado fragdo microssomal, foi ressolubilizado em 1 mL de
solucéo tampao (meio de ressuspenséao: glicerol 15 % (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1
mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6, EGTA 1 mM) para imediata aplicagdo sobre o
gradiente de sacarose. A concentracdo de proteina total contida na preparacao foi

dosada pelo método descrito por Bradford (1976).

2.5. Determinacéo da atividade ATPéasica de Membrana Plasmética

A atividade ATP&sica 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 adi¢do da proteina e parada através da adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentragdo final de 10% (v/v). A revelagéo
do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicdo de 0,5 mL da mistura contendo
Molibidato de Aménio 2% em H,SO4 2% + Acido Ascérbico 1% (100:1) e apos 15
minutos foi feita a leitura em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-2000 no
comprimento de onda de 750 nm. Nesta reacdo o fosfato € incorporado dentro de
um complexo fosforo-molibdénio e reduzido com &cido ascorbico para formar a cor

azul. Composicdo do meio de reacdo: 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 ug de
proteina. Cerca de 70-90% da atividade da H'-ATPase das vesiculas medida foi
inibida por 0,2 mM de ortovanadato de sédio (Na3VO,), 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 35 °C, com ou sem vanadato, e a

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

2.6. Bombeamento de H" da H'-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-cloro-2-
metoxiacridina (ACMA) (415/485 nm excitagdo/emissdo), e expresso em
porcentagem. O ACMA contém um grupo amina que funciona como uma base fraca,
gue quando néo protonada tem a capacidade de atravessar livremente a bicamada
lipidica das membranas. A protonacdo do grupo amina limita essa capacidade de
movimento transmembranar. Desta forma, a sonda distribui-se através da membrana
por causa da diferenca de pH entre o interior e o exterior das vesiculas. O meio de
reagdo 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 reacgédo foi desencadeada pela adi¢cdo de
ATP (1 mM). A adicdo de tanto 3 pM de carbonil cianeto p(trifluorometoxi)-
fenilidrazone (FCCP) ou 2 uM de NH4CI aboliram o gradiente de H* formado pela
hidrélise de ATP.

2.7. pH darizosfera

Raizes de plantulas de milho tratadas ou ndo por 72h com AIA, AH ou ANP
foram colocadas sobre uma camada de 5 mm de gel agar 1% contendo 10 mM de
CaS0s4 e 0,03% do indicador de pH purpura de bromocresol em pH 6,5 em placas de
Petri. A mudanca da cor do meio de purpura para amarelo demonstra a acidificagdo
da raiz (a cor amarela indica que o pH estd abaixo de 6,0). As imagens foram
gravadas apo6s 70 min. de incubagao. Placas contendo 500 uM de vanadato de sodio
(Na3zVO,), inibidor das H*-ATPases do tipo P foram utilizadas como controle e n&o
apresentaram mudanga de coloracdo. As mudancas do pH da rizosfera foi

quantificada potenciométricamente com auxilio de eletrodo acoplado em pequeno



tubo contendo 2 g de RLs com 2 cm de comprimento extraidas de 12 plantas
imersos em 25 ml de tamp&o com baixa forg¢a idnica (10 mM de HEPES-BTP pH 7,0)
comou sem 500 uM de NazVO,.

2.8. Localizagéo do ON por microscopia de fluorescéncia

A localizacdo do ON foi realizada com auxilio da sonda fluorescente DAF-2
DA em microscopio de fluorescéncia. Apdés 72h de tratamento foram cortadas
secoes transversais da regido de emissao de RLs de plantulas de milho (20-30 mm
da juncdo da semente com a raiz) e colocadas em 10 mM de tampao HEPES-BTP
pH 7,5 com 10 yM de DAF-2 DA por 40 min sob agitacéo no escuro. Posteriormente,
os cortes foram lavados 3 vezes em tampdao e analisados no microscépio (excitacao
488 nm, emissdo 495-575 nm). As imagens foram obtidas em microscopio ético de
fluorescéncia (Zeiss Axioplan com camera Canon A640 digital acoplada) e
analisadas pelo programa ImageJ. Imagens dos cortes sem DAF foram utilizados
como controle. As mesmas caracteristicas de obtencdo de imagem foram mantidas
para todos os tratamentos e n&o houve nenhum tratamento das imagens
posteriormente. Pelo menos 5 amostras foram avaliadas para cada tratamento em 4

experimentos independentes.



3. RESULTADOS

3.1. O ON esta relacionado com os efeitos do AIA e dos AHs no

desenvolvimento radicular

Os efeitos de AHs, AIA e SNP sobre o desenvolvimento das RLs e da raiz
priméria (RP) das plantulas de milho foram examinados. Com a finalidade de
investigar o envolvimento de um mecanismo de agdo semelhante ao da auxina
durante a estimulacdo das RLs por AHs e SNP, as plantulas foram tratadas com 20
MM de TIBA (inibidor de transporte de auxina) ou 20 uM de PCIB (inibidor da via de
sinalizacdo de auxina) e TIBA mais PCIB por 4 dias com ou sem 0,1 nM de AlA, 20
mg de C L™ de AH ou 200 uM de SNP (Figura 1). A relevancia da produgéo de ON
durante o crescimento das RLs e da RP foi avaliada utilizando-se 200 uM de PTIO
como controle negativo. Plantas tratadas com AIA, AH ou ANP aumentaram o
namero de RLs em cerca de 2,5 vezes (Figura 1).

Os tratamentos tanto com o inibidor da a¢éo da auxina (PCIB) como com o
inibidor de efluxo de auxina (TIBA), reduziram a formacdo de RLs em cerca de 50%,
e 0 uso combinado de ambos os inibidores inibiram ~60% a emisséao de RLs (Fig. 1).
Os dois inibidores afetaram os efeitos da auxina enddgena sobre a inicia¢cdo de RLs.
Quando a auxina exégena foi adicionada, o efeito dos inibidores de auxina foi pouco
reduzido (~10 %). Na presenca de AH, nem TIBA ou PCIB foram capazes de reduzir
0 numero de RLs abaixo do nivel do controle. Os efeitos do AIA e do AH sobre a
emissao de RLs foram prejudicados pelo inibidor do ON, PTIO. Por outro lado,
mesmo na presencga de inibidores de auxina, plantulas tratadas com SNP exibiram
um elevado namero de RLs (Fig. 1).

Observou-se um ligeiro aumento no CEP das raizes das plantas tratadas
com AIA, AH ou SNP, entretanto ndo houve diferengas significativas (Figura 1). O
CEP da raiz foi reduzido em cerca de 55% por PCIB e 45% por TIBA, uma
magnitude de inibicdo similar ao observado quando ambos foram aplicados juntos.
Mesmo na presenca de AlA exdégeno, o CEP da raiz foi reduzido pelos inibidores de
auxina utilizados separados ou em conjunto. Por outro lado, o SNP foi capaz de
abolir o efeito inibitério de TIBA e PCIB sobre o CEP. O uso de PTIO ndo afetou o



CEP e a presenca de AH ou AIA nédo foi capaz de alterar essa caracteristica em
relacdo ao controle. Por outro lado, na presengca de SNP, a utilizagdo de PTIO

aumentou o CEP da raiz.
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Figura 1. Crescimento radicular. Efeito de 20 mg C L™ de &cido hamico (AH), 0,1 nM
de acido-3-indol acético (AlA), 20 uM do inibidor de efluxo de AIA (TIBA), 20 uM do
inibidor da sinalizagéo de AIA (PCIB), 200 uM do doador de éxido nitrico (SNP) e
200 pM do bloqueador do efeito do 6xido nitrico (PTIO) sobre o comprimento do eixo
principal (CEP) da raiz e emergéncia da raiz lateral (RL). Os dados representam a
média de 3 experimentos independentes + desvio padrdo (n=12 em cada
experimento). As barras marcadas pelo asterisco (*) denotam diferencga significativa

em relacédo ao controle pelo teste Dunnett (P<0,05).



Embora AIA, AH ou SNP néo tenham afetado o CEP da raiz, o efeito mais
pronunciado desses tratamentos sobre as RLs resultaram numa densidade de raizes
cerca de 2 vezes maior (Figura 2). Nenhum dos inibidores de auxina utilizados
prejudicaram o aumento da densidade de raizes induzida por SNP. Por outro lado, a
aplicacdo isolada ou de TIBA ou de PCIB aumentou em cerca de 2 vezes a
densidade de RLs, enquanto a aplicacdo em conjunto aumentou quase 3 vezes a
densidade de RLs nas plantas tratadas com SNP. A densidade de RLs foi
fortemente reduzida por PTIO (cerca de 4 vezes). Todos os tratamentos que

receberam PTIO mantiveram a densidade de RLs no nivel da condig&o controle.
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Figura 2. Densidade de raizes laterais (RLs). Efeito de 20 mg C L™ de &cido himico
(AH), 0,1 nM de &cido-3-indol acético (AIA), 20 uM do inibidor de efluxo de AIA
(TIBA), 20 uM do inibidor da sinalizagéo de AlA (PCIB), 200 uM do doador de 6xido
nitrico (SNP) e 200 uM do bloqueador do efeito do 6xido nitrico (PTIO) sobre a
densidade de RLs (nimero de RLs por cm). Os dados representam a média de 3
experimentos independentes = desvio padrdo (n=12 em cada experimento). As
barras marcadas pelo asterisco (*) denotam diferenga significativa em relacdo ao
controle pelo teste Dunnett (P<0,05).



3.2. A atividade da H'-ATPase de membrana plasmatica foi aumentada por AlA,
AH e SNP e reduzida por inibidores de auxina e ON

As vesiculas de membrana plasmaética isoladas das raizes de milho tratadas
por 4 dias com 20 mg C L™ de AH, 200 mM de SNP ou 0,1 nM de AIA exibiram um
estimulo de cerca de 1,5 vezes na hidrolise de ATP sensivel a vanadato (Fig. 3). A
velocidade inicial da atividade hidrolitica da H*-ATPase foi inibida em 20, 30 e 25%
pelos tratamentos TIBA, PCIB e PTIO, respectivamente. O efeito estimulatorio do AH
sobre essa enzima foi bastante reduzido por TIBA e PCIB, levando a valores
proximos ao controle. O aumento da atividade promovida por AlA foi mais inibida por
PCIB. A acéo do SNP foi reduzida por PTIO, embora a inibigdo tenha sido menor do

gue a observada para os inibidores de auxina em relacéo aos tratamentos AH e AlA.
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Figura 3. Atividade de hidrdlise de ATP da H'-ATPase de membrana plasmatica
(MP). Efeito de 20 mg C L™ de acido humico (AH), 0,1 nM de &cido-3-indol acético
(AIA), 20 uM do inibidor de efluxo de AlA (TIBA), 20 uM do inibidor da sinalizagcéo de
AlA (PCIB), 200 uM do doador de 6xido nitrico (SNP) e 200 uM do bloqueador do
efeito do 6éxido nitrico (PTIO) sobre a atividade da ATP da H'-ATPase de MP. Os
dados representam a media de 3 experimentos independentes * desvio padrédo
(n=12 em cada experimento). As barras marcadas pelo asterisco (*) denotam

diferenca significativa em relagéo ao controle pelo teste Dunnett (P<0,05).



A atividade de bombeamento de H* da H'-ATPase de membrana plasmatica
sensivel a NagVO, foi avaliada por medida da taxa de decréscimo de fluorescéncia
da sonda ACMA. A velocidade inicial (Vo) do bombeamento de H" dependente de
ATP néo foi inibida por TIBA, enquanto o PCIB inibiu em cerca de 50%. Foi
observado um efeito semelhante na formagdo do gradiente de prétons, calculado
pela extensao total da queda de fluorescéncia do ACMA (AF). Entretanto, o inibidor
da ac&o do ON inibiu em aproximadamente 90% a V, e apenas 20% o AF. A Vo do
transporte de H* dependente de ATP de plantulas tratadas com AIA e SNP foi cerca
de 2,5 vezes maior do que nas plantulas controle, enquanto o AH aumentou essa
caracteristica em 3 vezes (Fig. 4). O AF foi também cerca de 3 vezes maior nos
tratamentos AH e AlA, enquanto o SNP foi cerca de 2,5 vezes maior em comparagao
ao controle. Mesmo na presenga de TIBA, tanto as plantas tratadas com AlA quanto
com AH mantiveram a estimulagéo da Vo, e AF pelo menos duas vezes acima do
controle. Por outro lado, o PCIB diminuiu fortemente os efeitos da auxina sobre
essas caracteristicas. Mesmo na presenca de PCIB os efeitos do AH sobre V, e AF
mantiveram-se pelo menos 60% maior do que o controle. Os dados apresentados
revelaram adicionalmente um bom acoplamento entre a atividade de hidrdlise de
ATP e o transporte de H" em resposta ao AH, AIA e SNP. A V, foi bastante reduzida
pelo inibidor da agédo do ON (PTIO) mesmo na presenca de SNP, enquanto o AF
manteve-se no nivel do controle. Os inibidores de auxina reduziram o acoplamento
da bomba de H*, mas o PTIO afetou essa caracteristica de maneira mais efetiva.

Utilizando-se do indicador de pH purpura de bromocresol e da medida do
potencial de H" do meio contendo RLs, observou-se a acidificacdo sensivel a
vanadato promovida por AIA, AH e SNP, revelando que a extrusdo de H" foi devido

a ativacdo da H*-ATPase (Figura 7).
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Figura 4. Transporte de H* da H*-ATPase de membrana plasmatica (MP). Efeito de
20 mg C L™ de &cido humico (AH), 0,1 nM de &cido-3-indol acético (AIA), 20 uM do
inibidor de efluxo de AIA (TIBA), 20 uM do inibidor da sinalizagéo de AlA (PCIB), 200
MM do doador de o6xido nitrico (SNP) e 200 uM do bloqueador do efeito do 6xido
nitrico (PTIO) sobre a velocidade inicial (Vo) e o transporte total (AF) do gradiente de
H* formado através da MP monitorado pela queda da fluorescéncia da sonda ACMA.
Os dados representam a media de 3 experimentos independentes + desvio padréo
(n=12 em cada experimento). As barras marcadas pelo asterisco (*) denotam

diferenca significativa em relagéo ao controle pelo teste Dunnett (P<0,05).



3.3. AH, AIA e SNP induzem ao acumulo de ON em tecidos especificos das

raizes de milho

O ON foi detectado in situ utilizando a sonda fluorescente DAF-2 DA na
zona madura da raiz. A fluorescéncia do ON enddgeno foi maior na endoderme e
sistema de feixe vascular com aumento de sinal de cerca de 230, 160 e 225% pelos
tratamentos com AH, AIA e SNP, respectivamente (Fig. 5). Os tipo celulares com
maior fluorescéncia foram a endoderme, o feixe do protoxilema e a camada do
xilema parenquimético margeando o metaxilema e o parénquima medular (Fig. 5). A
camada do periciclo, os vasos do metaxilema, o parénquima medular e outros tipos
de células pertencentes ao cilindro central também apresentaram sinal de
fluorescéncia, mas aparentemente com menor intensidade (Figs. 5 e 6). A presenca
de PTIO reduziu a fluorecéncia endégena do ON em 50%, reduzindo também os
sinais resultantes dos tratamentos com AH, AIA e SNP ao nivel das plantas sem
tratamento. Apesar das diferencas observadas na intensidade do sinal, todos os
tratamentos apresentaram um padrdo de localizagdo anatébmico muito semelhante.
Foi possivel observar a formag&o de RLs na regido das raizes onde foram realizadas
as secOes transversais (Fig. 6). Um forte sinal fluorescente polarizado € facilmente
observado na base de formagdo das novas RLs em conjungdo com os tipos de
célula do tecido vascular ao redor do sitio de emissdo das RLs (Fig. 5). Este sinal
polarizado juntamente ao observado no cortex externo da raiz principal e da
epiderme da RL aparece somente nos cortes transversais de raizes que apresentam
RLs visiveis.

Apesar do efeito doador do gas ON pela molécula de SNP ja ser bem
descrito, este pode também liberar quantidades ainda que pequenas de cianeto e
nitrato. Para excluir o possivel efeito desses subprodutos, foram utlizados tanto o
bloqueador do gas ON (PTIO) como um doador de ON alternativo conhecido como
GSNO. O uso do PTIO garante que o efeito isolado do gas seja anulado, restando
apenas o efeito dos subprodutos. O GSNO libera ON sem gerar cianeto como
subproduto (Fig. 5). Eventuais efeitos colaterais de nitrato gerado como subproduto
também deve ser considerado insignificante, uma vez que o processo de oxidag&o
que levaria a geracdo de NO,/NOj3 a partir de SNP é pouco efetivo (Beligni e
Lamattina 2000) e, além disso, resultaria numa concentracdo abaixo daquela

considerada necessaria para a producdo de RLs (1 mM, Zhang e Forde 1998; Zhang



et al. 2007), impossivel de ser gerada por 200 uM de SNP. Dessa forma, esses
dados fornecem evidéncias fortes a favor da hipotese na qual o ON esta envolvido
nos processos de crescimento radicular, ativacdo da H'-ATPase e fluorescéncia da

sonda DAF induzidos por AH.
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Figura 5. Producéo de oxido nitrico (ON) na endoderme e tecido vascular. Efeito de
20 mg C L™ de 4cido humico (AH), 0,1 nM de &cido-3-indol acético (AIA), 200 uM do
doador de 6xido nitrico (SNP) e 200 uM do bloqueador do efeito do 6xido nitrico
(PTIO) sobre a producéo de ON. A especificidade da fluorescéncia da sonda DAF-2
DA reputada ao ON foi confirmada na presenca de um doador alternativo de ON
(GSNO). A intensidade de fluorescéncia das imagens foram estimadas pela
intensidade de pixels e analisadas com o auxilio do programa ImageJ (NHI). Os
dados sédo apresentados em unidades arbitrarias (UA) de fluorescéncia, onde as
barras representam a medias + desvio padrdo de 4 experimentos independentes

(n=3 em cada experimento). Barra = 50 pym.
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Figura 6. Producdo de 6xido nitrico (ON) na regidao de emergéncia da raiz lateral.
Efeito de 20 mg C L™ de &cido himico (AH), 0,1 nM de &cido-3-indol acético (AlA),
200 pM do doador de oxido nitrico (SNP) e 200 uM do bloqueador do efeito do 6xido
nitrico (PTIO) sobre a producé@o de ON. A fluorescéncia de raizes tratadas com AH é
apresentada no detalhe. A seta indica a fluorescéncia de DAF-2 DA relativa a
producéo de ON nas células parenquimaticas nas camadas externas do cértex e na
epiderme; o triangulo indica a a distribuicdo assimétrica da producdo de ON no
metaxilema e parénquima medular; o losango indica a produgcdo de ON no
protoxilema; o asterisco indica a producé&o de ON na camada da endoderme. Barra =

50 pym.
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Figura 7. pH da rizosfera. Efeito de 20 mg C L™ de acido humico (AH), 0,1 nM de
acido-3-indol acético (AIA) e 200 uM do doador de 6xido nitrico (SNP) sobre a
acidificacdo das raizes laterais (RLs) de milho. Apos incubac&o por 70 min. as raizes
foram colocadas em meio contendo o indicador de pH purpura de bromocresol. A
regido amarela corresponde a acidificacao do pH abaixo de 6,0. O grafico apresenta
o monitoramento do pH em solugéo foi realizado em ensaio paralelo na presenca e
auséncia de 500 pM de NazVO.. O asterisco (*) indica a diferenca significativa em
relacdo ao controle pelo teste Dunnett (P<0.05). Os dados representam a média de

2 experimentos independentes + desvio padréo (n=3 em cada experimento).



4. DISCUSSAO

O desenvolvimento de RLs possui um papel muito importante na habilidade
de adaptacéo e sobrevivéncia das plantas em condi¢fes adversas, sendo o humero
de RLs e sua disposi¢cdo no substrato bastante influenciada por fatores externos
(Leyser e Fitter 1998). As auxinas sao tradicionalmente reconhecidas como um
hormonio fundamental na sinalizagéo durante o desenvolvimento de RLs (Casimiro
et al. 2003). Desde a década de 1960 tem se observado que solos ricos em matéria
organica contem auxinas (Whitehead 1963; Albuzio et al. 1989), especialmente o
acido indol-3-acético (AlA), o qual é a forma quimica mais abundante na natureza.
De fato, as moléculas de AIA ja foram identificadas na estrutura de algumas frag6es
da matéria organica, como as substancias humicas, por grupos de pesquisa
diferentes, utilizando-se de métodos deteccao variados (e.g., Muscolo et al. 1999;
Canellas et al. 2002). Os AHs estudados no presente trabalho ja foram
caracterizados previamente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (Facanha et al. 2002; Canellas et al. 2002) e apresentaram moléculas de
AlA associadas a sua estrutura supramolecular, provavelmente através de
interac6es hidrofébicas em regides especificas.

Correa-Aragunde et al. (2004) relataram que o gas ON pode ser induzido
por auxina estimulando o desenvolvimento de RLs, levando a hipétese de que existe
um sinal dependente de ON apds o estimulo daquele fitormdnio, como confirmado
mais tarde por outros autores (Kolbert et al. 2008a; Flores et al. 2008). No presente
trabalho, € demonstrado que a arquitetura radicular pode ser modificada por AlA, AH
e SNP de maneira semelhante. Foi observado um aumento no nimero de RLs e na
densidade de raizes, ambos relacionados aparentemente com a ativacdo da H'-
ATPase de MP.

Com a finalidade de entender a dependéncia dos efeitos do AH em relagéo
tanto com a via de sinalizagdo a de transporte de auxina, foram utilizados dois
inibidores de auxina com modos de atuacéo diferente. O &cido p-cloro fenoxil butirico
(PCIB) é um inibidor de auxina amplamente utilizado, conhecido por impedir a via de
sinalizagdo de auxina pela regulacdo da estabilidade das proteinas Aux/IAA,
alterando a fisiologia das raizes sem afetar o transporte de auxina (Oono et al.

2003). No entanto, o transporte de auxina controla muitos eventos importantes,



incluindo a iniciacéo de RLs (Reed et al 1998). Portanto, também foi utilizado o &cido
2,3,5-tri-iodo benzéico (TIBA), um conhecido inibidor do efluxo de auxina (Sussman
e Goldsmith 1981; Poupart et al. 2005), capaz de prejudicar o tr&fego de vesiculas
que transportam as proteinas PIN1 e a H*-ATPase de MP (Geldner et al. 2001).

A regulacdo da arquitetura radicular é bastante complexa variando tanto em
espécies diferentes como dentro da mesma espécie. Os dados apresentados
demonstram que os inibidores de auxina reduziram o nimero de RLs estimuladas
por AlA ou AH resultando no decréscimo da densidade de RLs nas plantas controle
(Figuras 1 e 2). Estes efeitos inibitdrios foram maiores nas plantas tratadas com AIA
em comparacdo as tratadas com AHs. Auxinas em concentragdo muito baixa (0,1
nM) podem aumentar o CEP da raiz de milho (Zhao et al., 2002), mas mesmo com
uma aumento aproximado de 20-30% dessa caracteristica (ndo significativo
estatisticamente) por AIA ou AH, a densidade de RLs manteve-se significativamente
maior nas plantas controle. Os estimulos promovidos por AIA e AH sobre as RLs s&o
mais efetivos do que sua modificacdo sobre o CEP das raizes, levando a uma
elevada densidade de raizes. O efeito mais pronunciado sobre a densidade de RLs
foi observado devido ao tratamento com PTIO (inibicdo de quase 4 vezes).

A partir dos resultados obtidos sugere-se que as substancias humicas
podem estimular o desenvolvimento radicular afetando mais de um hormdnio
vegetal. Uma vez que a atividade biolégica do AH foi prejudicada apenas
parcialmente por TIBA e/ou PCIB, e o capturador do gas ON (PTIO) foi muito mais
efetivo em antagonizar os efeitos produzidos pelo AH, o efeito remanescente
observado (parte insensivel aos inibidores de auxina) poderia ser intermediado por
ON. Como n&o existem relatos do papel do ON no desenvolvimento de RLs
promovidas por substancias humicas, nossos resultados poderiam auxiliar na
elucidagdo desse assunto ainda pouco explorado. E importante observar que nem o
TIBA ou o PCIB foram capazes de, mesmo aplicados em conjunto, inibir o efeito
produzido pelo doador de ON (Figuras 1, 2 e 5). Isto vai ao encontro de resultados
semelhantes obtidos em raizes de tomateiro, nas quais mesmo na presenca do
inibidor de efluxo de auxina, acido naftil acético, o SNP foi capaz de aumentar o
ndamero de RLs (Correa-Aragunde et al. 2004). Os dados apresentados no presente
trabalho corroboram e ampliam os dados prévios que postularam o papel essencial
da producédo de ON durante o desenvolvimento de RLs dependente de auxina

(Correa-Aragunde et al. 2004; Kolbert et al. 2008a). Como j& demonstrado



anteriormente, a inducéo de RLs por AIA e AH parecem estar relacionados com uma
ativacdo da H'-ATPase no sitio de emergéncia de RLs (Canellas et al. 2002;
Zandonadi et al. 2007). No presente trabalho, € demonstrado que a ativacdo das
bombas de H" poderia estar relacionada também com a producio de ON mediada
por AH (Figuras 3, 5 e 7). De fato o primérdio precursor da RL € rico em H*-ATPases
de MP (Moriau et al., 1999), e a super-expressdo da H*-PPase leva a um aumento
da atividade da H*-ATPases de MP e do transporte de auxina, ambos relacionados
ao aumento no numero de RLs (Li et al., 2005).

A taxa de expansao da raiz principal pode ser tanto estimulada ou inibida
respectivamente por concentragfes de auxina baixas (na faixa do nM) ou altas (na
faixa do uM), concomitante a um decréscimo ou acréscimo do pH (Evans et al. 1980;
Moloney et al. 1981). Esta mudanca de pH disparada por concentragdes muito
baixas de auxina tem sido relacionada ao efluxo de H* mediado pela H*-ATPase de
MP (Wright and Rayle 1983; Gouvéa et al. 1997). Trabalhos classicos demonstram
que as regides da raiz principal com alta taxa de expansdo gera um efluxo de H"
mais intenso do que as regides com a taxa de expansdo reduzida, corroborando
para a teoria do crescimento acido (Pilet et al. 1983; Versel and Mayour 1985). E
importante notar que todos os dados mencionados anteriormente foram obtidos a
partir da raiz principal de plantulas de milho. No presente trabalho observou-se in
vivo que AIA, AH e SNP podem aumentar a acidificacéo ao redor das RLs (Figura 7).
No entanto, ndo foi possivel comprovar se existe ou ndo uma acidificacdo que
precede a emissdo da RL.

Foram realizadas andlises para visualizar a presenca de ON nas raizes de
milho, utilizando-se da sonda fluorescente DAF-2 DA. A fluorescéncia atribuida ao
ON foi estimulada de maneira semelhante pelo fornecimento de ON exdgeno
proveniente de diferentes doadores; tanto GSNO quanto SNP (Fig. 6). Utilizacdo do
doador de ON livre de subprodutos, tais como cianeto, excluiu a possibilidade da
influéncia de fatores interferentes além do gas ON. Além disso, a fluorescéncia verde
produzida especificamente em resposta ao ON foi reduzida na presengca do
capturador desse gés, o PTIO. A aplicacdo de AH, AIA, SNP e GSNO aumentaram a
fluorescéncia em relagdo ao controle. Os niveis mais elevados de ON foram
detectados na epiderme, nas camadas externas do parénquima cortical, nos feixes
do protoxilema e nas células do metaxilema parenquimatico voltadas para a regido

medular. E interessante observar que ha um perfil de distribuicdo e abundancia da



H+-ATPase de MP semelhante ao observado para fluorescéncia do ON; epiderme,
protoxilema, camadas externas do cortex, e parénquima xilematico. O sinal mais
marcante foi localizado regiéo do tecido vascular, representando a jungao entre a
raiz de origem e a raiz nova em formacdo durante os primeiros estagios de
desenvolvimento da RL, coerente com o apresentado por Correa-Aragunde et al.
(2004). O AH foi o tratamento mais efetivo na estimulagdo desse efeito.

Como ja mencionado, dentre 0s numerosos processos celulares controlados
pelas auxinas, a acidificagcdo do apoplasto devido ao aumento da atividade e
expressdo da H'-ATPase é um dos mais importantes para o crescimento vegetal
(Hager et al. 1991; Frias et al. 1996). O inibidor TIBA pode atrapalhar esse processo,
pois impede a acidificagdo das raizes (Mulkey et al. 1981) e ramos sensiveis ao
inibidor da H'-ATPase, ortovanadato de so6dio (Wright e Rayle 1983).
Posteriormente, o efeito inibitério do vanadato na expansado celular de raizes de
milho induzida por 1 nM de AIA foi relatado (Gouvéa et al. 1997). De fato,
concentragdes bastante baixas de auxina sdo capazes de aumentar o comprimento
da RP de plantulas de milho (Zhao et al. 2002; Zandonadi et a. 2007), possivelmente
pela ativacdo das bombas de H* (Zandonadi et al. 2007).

Assumindo que o pH celular pode refletir informagbes sobre processos em
andamento ou que estdo por ocorrer (Felle 2001), o potencial de H* poderia atuar
como mensageiro em situacdes onde a mudanca de pH é uma pré-condicdo para
determinados processos, tais como seca, movimentos estomaticos, gravitropismo e
crescimento de raizes, todos esses relacionados ao ON (Garcia-Mata e Lamattina
2001; Hu et al. 2005; Correa-Aragunde et al. 2004; Kolbert et al. 2008b). A partir
desse ponto de vista, a H'-ATPase poderia transcender sua funcéo classica com
uma enzima ligada a transducdo de energia, assumindo também um papel-chave
como transdutora de sinais, mediando interacdes cruzadas entre AH, AIA, ON e o
pH, dentre outros possiveis mensageiros. De fato, essa bomba de H* esta envolvida
em diferentes respostas fisioldgicas e também altamente regulada por vérios sinais
enddgenos e ambientais (Ramos et al. 2008). Especificamente nas células de raiz, a
fosforilagdo da ATPase dependente de Ca*? tem sido relacionada com o controle do
pH citoplasmético e do apoplasto (Schallern e Sussman, 1988; Lino et al. 1998).
Uma vez que os doadores de ON podem induzir a variagdes no conteido de Ca*?
citosolico (Lamotte et al. 2006), € possivel que existam intera¢des entre os sinais

disparados por ON, Ca*? e o pH, todos associados a uma ativagéo diferencial da



ATPase, processo que deve ser explorado em estudos subseqiientes. E importante
notar que a maioria das enzimas afetadas por ON s&o reguladas por nitrosilagéo,
incluindo as ATP sintases, sugerindo um papel de regulatorio pés-traducional do ON
em proteinas alvo (Lindermayr et al. 2005). Erdei e Kolbert (2008) relataram que o
DTT, capaz de gerar ambientes redutores, retarda a emergéncia de RLs e a
producédo de ON. Esses resultados poderiam ser explicados devido a regulacéo
negativa das bombas de H" responséaveis pela acidificacdo. E possivel, portanto,
realmente que a ATPase de MP seja alvo da agcéo do AH mediada por ON (Figs. 3 e
4). Com base na hip6tese quimiosmética do transporte de auxina (Lomax et al. 1985;
Li et al. 2005), a extrusdo de H" induzida por ON poderia assumir um papel
fundamental na distribuicdo de auxina nas raizes. Por outro lado, o aumento da
atividade da ATPase devido a aplicacdo de AH e AlA poderia ser responsavel por
um mecanismo de producgdo de ON independente das rotas enzimaticas ja descritas,
um mecanismo para a producdo de ON ndo enzimético dependente do pH
apopléastico. Como complemento, se pode especular que os componentes fendlicos
presentes na estrutura dos AH estudados aqui poderiam contribuir para esse
processo como descrito previamente para outros tipos de agentes fendlicos (Stohr e
Ullrich, 2002; Bethke et al. 2004).

Até 0 momento estas parecem ser as primeiras evidéncias da relacéo entre
a ativacdo das bombas de H" e o desenvolvimento de RLs induzidos por ON. Seréo
necessarios outros estudos a fim de esclarecer se a relagdo entre o aumento da
acidificacdo e o desenvolvimento de RLs é correlativa ou causal. Os resultados
apresentados derivados do uso de inibidores da agéo da auxina reforcam evidéncias
anteriores que sugerem que o AH pode atuar como uma fonte de auxina ambiental,
e vai além por revelar o aumento da producdo de ON durante o desenvolvimento de
RLs induzidas por AH. Tomados em conjunto a ativagdo da ATPase por ON, o
mecanismo de crescimento &cido induzido por AH e AIA (Canellas et al. 2002;
Zandonadi et al 2007) e a produgéo de ON dependente da acidificagcédo do apoplasto,
€ possivel postular um mecanismo de amplificagdo do sinal de AIA e AH pela
inducéo e liberagéo de ON. Dessa forma, a arquitetura radicular poderia ser regulada

dependendo do sinal derivado da matéria organica presente no ambiente.



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Albuzio, A., Nardi, S., Gulli, A. (1989) Plant growth regulator activity of small
molecular size humic fractions. Sci. Tot. Environ., 82:671-674.

Beligni, M.V., Lamattina, L. (2000) Nitric oxide stimulates seed germination and de-
etiolation, and inhibits hypocotyl elongation, three light-inducible responses in
plants. Planta, 210:215-221.

Besson-Bard, A., Pugin, A., Wendehenne, D. (2008) New insights into nitric oxide
signaling in plants. Ann. Rev. Plant Physiol. Biol., 59:21-39

Bethke, P., Badger, M.R., Jones, R.L. (2004) Apoplastic synthesis of nitric oxide by
plant tissues. Plant Cell, 16:332-341.

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of
micrograms quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem., 72:248-254.

Canellas, L.P., Olivares, F.L., Okorokova-Fagcanha, A.L., Facanha, A.R. (2002)
Humic acids isolated from earthworm compost enhance root elongation, lateral
root emergence, and plasma membrane H*-ATPase activity in maize roots. Plant
Physiol., 130:1951-1957.

Canellas, L.P., Teixeira Junior, L.R.L., Dobbss, L.B., Silva, C.A., Médici, L.O.,
Zandonadi, D.B., Faganha, A.R. (2008) Humic acids crossinteractions with root
and organic acids. Annu. Appl. Biol., 153:157-166.

Casimiro, |., Beeckman, T., Graham, N., Bhalerao, R., Zhang, H., Casero, P.,
Sandberg, G., Bennett, M.J. (2003) Dissecting Arabidopsis lateral root
development. Trends Plant Sci., 8:165-171.

Collings, D.A., White, R.G., Overall, R.L. (1992) lonic current changes associated
with the gravity-induced bending response in roots of Zea mays L. Plant Physiol.,
100:1417-1426.

Correa-Aragunde, N., Graziano, M., Lamattina, L. (2004) Nitric oxide plays a central

role in determining lateral root development in tomato. Planta, 218:900-905.



Davies, P.J. (1995) The plant hormones: Their nature, occurrence and functions. In:
Davies, P.J. (ed) Plant Hormones: physiology, biochemistry and molecular
biology. Kluwer, Dordrecht, Netherlands, pp 1-12.

De Michelis, M.I., Spanswick, R.M. (1986) H*-pumping driven by vanadate sensitive
ATPase in membrane vesicles from corns roots. Plant Physiol., 81:542-547.

Dobbss, L.B., Medici, L.O., Peres, L.E.P., Pino-Nunes, L.E., Rumjanek, V.M.,
Facanha, A.R., Canellas, L.P. (2007) Changes in root development of
Arabidopsis promoted by organic matter from oxisols. Annu. Appl. Biol., 151:199-
211.

Ederli, L., Reale, L., Madeo, L., Ferranti, F., Gehring, C., Fornaciari, M., Romano, B.,
Pasqualini, S. (2009) NO release by nitric oxide donors in vitro and in planta.
Plant. Physiol. Biochem., 47:42-48.

Elena, A., Diane, L., Eva, B., Marta, F., Roberto, B., Zamarrefio, A.M., Garcia-Mina,
J.M. (2009) The root application of a purified leonardite humic acid modifies the
transcriptional regulation of the main physiological root responses to Fe
deficiency in Fe-sufficient cucumber plants. Plant Physiol. Biochem., 47:215-223.

Erdei, L., Kolbert, Z. (2008) Nitric oxide as a potencial signaling molecule in plants.
Acta Biol. Szeged., 52:1-5

Evans, M.L., Vesper, M.J. (1980) An Improved Method for Detecting Auxin-induced

Hydrogen lon Efflux from Corn Coleoptile Segments. Plant Physiol., 66:561-
565.

Facanha, A.R., Facanha, A., Olivares, F.L., Guridi, F., Santos, G. De A., Velloso,
A.C.X., Rumjanek, V.M., Brasil, F., Schrispema, J., Braz-Filho, R., Oliveira, M.A.,
Canellas, L.P. (2002) Bioatividade de &cidos humicos: efeito sobre o
desenvolvimento radicular e sobre a bomba de prétons da membrana
plasméatica. Pesq. Agropecu. Bras. 37:1301-1310

Facanha, A.R., De Meis, L. (1995) Inhibition of maize root H*-ATPase by fluoride and
fluoroaluminate complexes. Plant Physiol., 108:241-246.

Felle, H.H. (2001) pH: signal and messenger in plant cells. Plant Biol., 3:577-591

Fiske, C.F., Subbarow, Y. (1925) The colorometric determination of phosphorus. J.
Biol. Chem., 66:375.

Flores, T., Todd, C.D., Tovar-Mendez, A., Dhanoa, P.K., Correa-Aragunde, N.,
Hoyos, M.E., Brownfield, D.M., Mullen, R.T., Lamattina, L., Polacco, J.C. (2008)



Arginase-negative mutants of Arabidopsis exhibit increased nitric oxide signaling
in root development. Plant Physiol., 147:1936-1946.

Frias, I., Caldeira, M.T., Perez, C.J.R., Navarro, A.J.P., Culianez, M.F.A., Kuppinger,
0., Stransky, H., Pages, M., Hager, A., Serrano, R. (1996) A major isoform of the
maize plasma membrane H+-ATPase: Characterization and induction by auxin in
coleoptiles Plant Cell, 8:1533-1544.

Garcia-Mata, C., Lamattina, L. (2001) Nitric oxide induces stomatal closure and
enhances the adaptive plant responses against drought stress. Plant Physiol.,
126:1196-1204.

Geldner, N., Friml, J.K., York-Dieter, S., Jurgens, G., Palme, K. (2001) Auxin
transport inhibitors block PIN1 cycling and vesicle trafficking. Nature, 413:425-
428.

Gouvéa, C.M., Souza, C.P., Magalhaes, C.A.N., Martin, I.S. (1997) NO-releasing
substances that induce growth elongation in maize root segments. Plant Growth
Regul., 21:183-187.

Hager, A. (2003) Role of the plasma membrane H*-ATPase in auxin-induced
elongation growth: historical and new aspects. J. Plant Res.,116:483-505.

Hager, A., Debus, G., Edel, H.G., Stransky, H., Serrano, R. (1991) Auxin induces
exocytosis and rapid synthesis of a high-turnover pool of plasma-membrane H*-
ATPase. Planta, 185:527-537.

Hayes, M.H., Malcolm, R. (2001) Consideration of composition and aspects of the
structures of humic substances. In: Humic substances and chemical contaminats.
Madson: Soil Science Society of America, pp 3-39.

Hu, X., Neill, S.J., Tang, Z., Cai, W. (2005) Nitric oxide mediates gravitropic bending
in soybean roots. Plant Physiol., 137:663-670.

Ivanchenko, M.G., Coffeen, W.C., Lomax, T.L., Dubrovsky, J.G. (2006) Mutations in
the Diageotropica (dgt) gene uncouple patterned cell division during lateral root
initiation from proliferative cell division in the pericycle. Plant J., 46:436-447.

Kolbert, Z., Bartha, B., Erdei, L. (2008a) Exogenous auxin-induced NO synthesis is
nitrate reductase-associated in Arabidopsis thaliana root primordia. J. Plant
Physiol., 165:967-975.

Kolbert, Z., Bartha, B., Erdei, L. (2008b) Osmotic stress- and indole-3-butyric acid-
induced NO generation are partially distinct processes in root growth and
development in Pisum sativum. Physiol. Plant., 133:406-416.



Lamotte, O., Courtois, C., Dobrowolska, G., Besson, A., Pugin, A., Wendehenne, D.
(2006) Mechanisms of nitric-oxide induced increase of free cytosolic Ca®*
concentration in Nicotiana plumbaginifolia cells. Free Radic. Biol. Med., 40:1369-
1376.

Leyser, O., Fitter, A. (1998) Roots are branching out in patches. Trends Plant Sci.,
3:203-204.

Li, J., Yang, H., Peer, W. A., Richter, G., Blakeslee, J. J., Bandyopadhyay, A.,
Titapiwantakun, B., Undurraga, S., Khodakovskaya, M., Richards, E. L., Krizek,
B., Murphy, A.S., Gilroy, S., Gaxiola, R. (2005). Arabidopsis H*-PPase AVP1
regulates auxin mediated organ development. Science, 310:121-125.

Lindermayr, C., Saalbach, G., Durner, J. (2005) Proteomic identification of S-
nitrosylated proteins in Arabidopsis. Plant Physiol., 137:921-930.

Lino, B., Baizabal-Aguirre, V.M., Gonzalez de la Vara, L.E. (1998) The plasma-
membrane H*-ATPase from beet root is inhibited by a calcium-dependent
phosphorylation. Planta, 204:352-359.

Lomax, T.L., Mehlhorn, R.J., Briggs, W.R. (1985) Active auxin uptake by zucchini
membrane vesicles: quantitation using ESR volume and ApH determinations.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:6541-6545.

Malamy, J.E. (2005) Intrinsic and environmental response pathways that regulate
root system architecture. Plant Cell Environ., 28:67-77.

Malamy, J.E., Benfey, P.N. (1997) Down and out in Arabidopsis: the formation of
lateral roots. Trends Plant Sci., 2:390-396.

Moloney, M.M., Elliott, M.C., Cleland, R.E. (1981) Acid-growth effects in maize roots:
evidence for a link between auxin-economy and proton extrusion in the control of
root growth. Planta, 152:285-291.

Moriau, L., Michelet, B., Bogaerts, P., Lambert, L., Michel, A., Oufattole, M., Boutry,
M. (1999) Expression analysis of two gene subfamilies encoding the plasma
membrane H*-ATPase in Nicotiana plumbaginifolia reveals the major transport
functions of this enzyme. Plant J., 19: 31-4.

Mulkey, T.J., Kuzmanoff, K.M., Evans, M.L. (1981) The agar-dye method for

visualizing acid efflux patterns during tropistic curvatures. What's New Plant
Physiol.,12:9-12.



Muscolo, A., Bovalo, F., Gionfriddo, F., Nardi, S. (1999) Earthworm humic matter
produces auxin-like effects on Daucus carota cell growth and nitrate metabolism.
Soil Biol. Biochem., 31:1303-1311.

Nardi, S., Muscolo, A., Vaccaro, S., Baiano, S., Spaccini, R., Piccolo, A. (2007)
Relationship between molecular characteristics of soil humic fractions and
glycolytic pathway and Krebs cycle in maize seedlings. Soil Biol. Biochem.
39:3138-3146.

Nardi, S., Panuccio, M.R., Abenavoli, M.R., Muscolo, A. (1994) Auxin-like effect of
humic substances from faeces of Allolobophora caliginosa and A. rosea. Soll
Biol. Biochem., 26:1341-1346.

Nardi, S., Pizzeghello, D., Muscolo, A., Vianello, A. (2002) Physiological effects of
humic substances in higher plants. Soil Biol. Biochem., 34:1527-1537.

Oono, Y., Chiharu, O., Rahman, A., Asppuria, E.T., Hayashi, K., Tanaka, A.,
Uchimiya, H. (2003) p-Chlorophenoxyisobutyric acid impairs auxin response in
Arabidopsis root. Plant Physiol., 134:1135-1147.

Pagnussat, G.C., Simontacchi, M., Puntarulo, S., Lamattina, L. (2002) Nitric oxide is
required for root organogenesis. Plant Physiol., 129:954-956.

Piccolo, A. (2002) The supramolecular structure of humic substances: a novel
understanding of humus chemistry and implications in soil science. Adv. Agron.,
75:57-133.

Piccolo, A., Mbagwu, J.S.C. (1999) Role of Hydrophobic Components of Soil Organic
Matter in Soil Aggregate Stability. Soil Sci. Soc. Am. J., 63:1801-1810.

Pilet, P.E., Versel, J.M., Mayor, G. (1983) Growth distribution and surface pH
patterns along maize roots. Planta 158, 398 — 402

Pinton, R., Cesco, S., lacolettig, G., Astolfi, S., Varanini, Z. (1999) Modulation of NO*
uptake by water-extractable humic substances: involvement of root plasma
membrane H*-ATPase. Plant Soil, 215:155-161.

Poupart, J., Rashotte, A.M., Muday, G.K., Waddell, C.S. (2005) The RIB1 mutant of
Arabidopsis has alterations in indole-3-butyric acid transport, hypocotyl
elongation, and root architecture Plant Physiol., 139:1460-1471.

Quaggiotti, S., Rupert, B., Pizzeghello, D., Francioso, O., Tugnoli, V., Nardi, S.
(2004) Effect of low molecular size humic substances on nitrate uptake and
expression of genes involved in nitrate transport in maize (Zea mays L.). J. Exp.
Bot., 55:803-813.



Rahman, A., Bannigan, A., Sulaman, W., Pechter, P., Blancaflor, E.B., Baskin, T.I.
(2007) Auxin, actin and growth of the Arabidopsis thaliana primary root. Plant J.,
50:514-528.

Ramos, A.C., Facanha, A.R., Feij6, J.A. (2008) Proton (H") flux signature for the
presymbiotic development of the arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytol.,
178:177-188.

Reed, R.C., Brady, S.R., Muday, G.K. (1998) Inhibition of auxin movement from the
shoot into the root inhibits lateral root development in Arabidopsis. Plant Physiol,
118:1369-1378.

Schallern, G.E., Sussman, M.R. (1988) Phosphorylation of the plasma membrane
H+-ATPase of higher plants by a calcium-stimulated protein kinase. Planta,
173:509-518.

Schmidt, W., Santi, S., Pinton, R., Varanini, Z. (2007) Water-extractable humic
substances alter root development and epidermal cell pattern in Arabidopsis.
Plant Soil, 300:259-267.

Schnitzer, M., Skinner, S.I.M. (1982) Organic matter characterization. In: Method of
Soil Analysis, Part 2. Chemical and Mineralogical Properties (American Society
of Agronomy/Soil Science Society of America Agronomic Monograph), pp. 581—
597. ASA/SSSA Publishers, Madison, USA.

Stohr, C., Ullrich, W.R. (2002) Generation and possible roles of NO in plant roots and
their apoplastic space. J. Exp. Bot., 53:2293-2303.

Sussman, M.R., Goldsmith, M.H.M. (1981) The action of specific inhibitors of auxin
transport on uptake of auxin and binding of n-1-naphthylphthalamic acid to a
membrane site in maize coleoptiles. Planta, 152:13-18.

Versel, J.M., Mayor, G. (1985) Gradients in maize roots: local elongation and pH.
Planta,164:96-100.

Whitehead, D.C. (1963) Some aspects of the influence of organic matter on soll
fertility. Soil Fert., 26:217-223.

Wright, L.Z., Rayle, D.L. (1983) Evidence for a relationship between H* excretion and
auxin shoot gravitropism. Plant Physiol., 72:99-104.

Zandonadi, D.B., Canellas, L.P., Facanha, A.R. (2007) Indolacetic and humic acids
induce lateral root development through a concerted plasmalemma and tonoplast
H* pumps activation. Planta, 225:1583-1595.



Zhang, H., Forde, B.G. (1998) An Arabidopsis MADS box gene that controls nutrient-
induced changes in root architecture. Science, 279:407-409

Zhao, H., Hertel, R., Ishikawa, H., Evans, M.L. (2002) Species differences in ligand
specificity of auxin-controlled elongation and auxin transport: comparing Zea and
Vigna. Planta, 216:293-301.

Zhao, L.Q., Zhang, F., Guo, J.K.,, Yang, Y.L., Li, B.B., Zhang, L.X. (2004) Nitric oxide
functions as a signal in salt resistance in the calluses from two ecotypes of reed.
Plant Physiol., 134:849-857.



CAPITULO 2

O PAPEL DAS BOMBAS DE PROTONS NA SINALIZACAO VIA ACIDOS
HUMICOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO RADICULAR DO TOMATEIRO
NEVER RIPE

RESUMO

Os fitormbnios e o0s sinais ambientais regulam coordenadamente o
desenvolvimento de raizes laterais (RLs), sendo a interacdo entre auxina e etileno
um elemento chave nesse processo. Os &cidos humicos (AHs), &cido indol acético
(AlA) e o géas oxido nitrico (ON) regulam a formagéo e o crescimento das RLs e a
ativagdo de bombas de H' de maneira coordenada, entretanto o papel do etileno
nesse processo ainda nao foi explorado. O objetivo deste trabalho foi esclarecer a
importancia da percepgao do etileno no desenvolvimento de RLs induzidas por AlA,
SNP e AHs em plantulas de tomateiro. A caracterizacdo das atividades da H'-
ATPase de MP e da H'-PPase de tonoplasto foi realizada no mutante com baixa
percepcdo de etileno Never ripe (Nr). As atividades da H*-ATPase de MP e da H'-

PPase de tonoplasto sdo menores no mutante Nr em relagdo ao gendtipo controle



(WT). As atividades dessas enzimas nas raizes das plantas Nr foram mais sensiveis
a AIA do que a AHs em relacdo as plantas WT. O mutante Nr possui maior
comprimento do eixo principal das raizes e maior nimero de RLs do que as plantas
WT. A pouca percepgdo do etileno devido a mutacdo do gene Nr incrementou
significativamente os efeitos da aplicacdo exégena de AIA, SNP e AHs sobre as
RLs. Os resultados sugerem que etileno, auxina e ON poderiam interagir numa
sequéncia de eventos que resultam na formagéo da RL processo no qual as bombas

de H estdo envolvidas.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento radicular € de suma importancia para a eficiéncia na
absorcédo de nutrientes e para a exploracdo e fixagdo das plantas no ambiente que
estas colonizam. O crescimento e o desenvolvimento das raizes séo influenciados
pelo balango hormonal das plantas (Swarup et al., 2002) e o fitorménio auxina € um
regulador chave para o desenvolvimento de raizes (Blakely et al., 1988; Laskowski et
al., 1995), por atuar no estimulo do primérdio formador das raizes laterais
(lvanchenko et al., 2006). O etileno participa decisivamente no controle do
desenvolvimento das raizes, interagindo com a auxina em uma sequéncia de
eventos ainda pouco esclarecida (lvanchenko et al., 2008).

O efeito do etileno sobre as plantas tem sido classicamente relacionado com
a inibicdo do crescimento. A triplice resposta de plantas crescidas na auséncia de
luz € um dos processos mais bem descritos, na qual ocorre engrossamento do
hipocotilo, inibicdo do crescimento do hipdcoltilo e raiz e curvatura exagerada na
regido apical (Guzméan e Ecker, 1990). Entretanto, na presenca de luz, o etileno é
capaz de estimular a expansdo do hipocoétilo (Smalle et al., 1997). As respostas
vegetais ao etileno levaram a construcdo de um “modelo bifasico” no qual niveis

mais elevados desse gas inibem, enquanto niveis mais baixos estimulam o



crescimento (Pierik et al., 2006), quebrando o paradigma da agcdo somente inibitéria
deste fitormonio.

Stepanova et al. (2005) propuseram um modelo no qual o etileno estimula a
biossintese de auxina em raizes, por induzir a transcricdo de dois genes que
codificam subunidades de enzimas relacionadas a produgdo de triptofano. Como
consequéncia, o etileno aumenta o acumulo de auxina necesséario para alguns
efeitos morfolégicos do proprio etileno na raiz, como por exemplo, relacionados ao
comprimento radicular. Posteriormente esse modelo foi sustentado e estendido por
outros trabalhos: o etileno poderia ativar localmente a via de sinalizacdo de auxina
por meio da regulacdo da biossintese e do transporte desse hormdnio (Ruzicka et
al., 2007). Além disso, pela regulacdo positiva da sintese de auxina, o etileno
poderia inibir a fase mais répida da expanséo celular das raizes (Swarup et al.,
2007). A interagc&o entre auxina e etileno parece resultar na regulagéo reciproca da
biossintese desses fitormonios, embora possam atuar de maneira independente nos
mesmos genes alvos (Stepanova et al., 2007).

Os trabalhos mencionados anteriormente tém foco na expansdo da raiz
principal e demonstram que tanto o ACC (4cido aminociclopropano) quanto o AlA
(acido indol acético) inibem o seu crescimento. A emissédo de pélos € outro aspecto
da morfologia radicular influenciada pela interagédo auxina-etileno, sendo o etileno
um regulador positivo do desenvolvimento de pélos radiculares (Tanimoto et al.,
1995). E curioso observar que, apesar da ligacdo entre auxina e etileno na alteragéo
da arquitetura e morfologia da raiz, o foco da maioria dos trabalhos volta-se somente
para a auxina. Consequentemente, existe uma escassez de trabalhos sobre o
desenvolvimento radicular influenciado por etileno, principalmente no que diz
respeito especificamente as raizes laterais (RLs). O trabalho pioneiro de Clark et al.
(1999) demonstrou que o mutante de tomate Nr (Never ripe), com baixa
sensibilidade a etileno, ndo emite raizes adventicias, embora possua massa
radicular maior do que o tomateiro controle. O mutante Nr possui a resposta de
etileno reduzida devido a mutagdo negativo-dominante de um importante receptor de
etileno (receptor EThylene Response3, ETR3, também chamado de Nr) (Lanahan et
al., 1994). Segundo estes autores, o mutante Nr ndo responde nem ao etileno
gerado endégenamente nem ao fornecido exdgenamente. Em tomateiro o etileno é
percebido por uma familia de 6 receptores de membrana (LeETR-LeETR6) (Zhong
et al., 2008).



Recentemente, foram publicados dois trabalhos importantes que revelam
detalhes da participacdo do etileno no desenvolvimento de RLs (lvanchenko et al.,
2008; Negi et al., 2008): A inibicdo da formacé&o de RLs pelo etileno é dependente da
proteina AUX1, responséavel pelo influxo de auxina (Negi et al., 2008). Por outro
lado, o etileno induz & iniciacdo de RLs préxima a ponta da raiz principal em
crescimento enquanto aumenta a expansao de RLs em regifes mais maduras da
raiz (lvanchenko et al., 2008).

Apesar da ja intricada sucessdo de eventos relacionados ao
desenvolvimento de RLs, mais um fator aparece como sinal fundamental durante a
iniciacdo de raizes, o gas 6xido nitrico (ON). O ON esté envolvido na cascata de
sinalizagdo de auxina durante a emissdo de raizes adventicias (Pagnussat et I,
2002) e RLs (Correa-Aragunde et al., 2004). Aparentemente, existe um aumento
transitorio da producdo de ON induzido por auxina que precede a emissédo da RL.
Em tomate, o ON é produzido nas células do periciclo, as quais irdo dar origem a RL,
comprovando que este gas € essencial durante o0s estagios iniciais do
desenvolvimento das RLs (Correa-Aragunde et al., 2004). A relacdo entre ON e
auxina foi reforcada pela observagdo de que, assim como a auxina (revisado por
Casimiro et al., 2003), o ON promove a iniciacdo de RLs pela expressédo de genes
que regulam o ciclo celular (Correa-Aragunde et al., 2006).

As H'-ATPases do tipo P estdo envolvidas em muitos processos essenciais
a ontogenia vegetal (Palmgren et al., 2001; Gaxiola et al., 2007; Duby e Boutry,
2009). O balanco hormonal capaz de controlar as bombas de H* também pode
regular o desenvolvimento de RLs (Gaxiola et al., 2007). A H*-ATPase é uma enzima
chave no estabelecimento do gradiente eletroquimico responsavel pela energizacdo
da membrana, utilizado para os processos de transporte i6nico e de solutos, sendo
importante para absor¢cdo de nutrientes e carregamento do xilema e floema
(Revisado por Duby e Boutry, 2009). O papel fisioldégico desta enzima é fundamental
durante a expanséao (Frias et al., 1996) e controle do pH celular (Hager et al., 1991),
ambos regulados por auxina. A regido de intensa divisdo celular que resulta na
emissdo da RL possui uma elevada quantidade desta H*-ATPase (Moriau et al.,
1999). Embora a relacéo entre a iniciacdo de raizes e a atividade da H'-ATPase
esteja sendo estudada (Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007), a participagao
do etileno e do ON nesse processo continua inexplorada. Por meio da utilizacao de
ativadores e inibidores da atividade da H'-ATPase, Kelly e Bradford (1990)



sugeriram que esta enzima seria importante na producéo de etileno em hipocétilo de
tomateiro. Outra possivel evidéncia da relacdo do etileno com a H'-ATPase,
demonstrou o aumento do nivel de RNAm da isoforma CsHA1 em tecido radicular de
plantas de pepino (Cucumis sativus L.) crescidas sem Fe?" (Lucena et al., 2006).
N&o existem relatos da relagdo do ON e H-ATPase em raizes, entretanto, a acio
estimulatoria deste gas sobre a atividade e expressdo da H*-ATPase foi verificada
em calos de Phragmites communis (Zhao et al., 2004) e Populus euphratica (Zhang
et al., 2007).

As respostas das plantas aos sinais enddgenos e ambientais resultam no
crescimento e desenvolvimento vegetal (Swarup et al., 2002). Para iniciar o
desenvolvimento de RLs as plantas necessitam responder a uma intrincada
sinalizacdo hormonal (Malamy, 2005), a qual pode afetar a ativagdo das bombas de
H* de MP e de tonoplasto (Gaxiola et al., 2007; Zandonadi et al., 2007). Substancias
humicas naturalmente presentes na matéria organica dos solos também séo
capazes de estimular os sistemas primarios de transporte de H* (Pinton et al., 1999;
Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007; Elena et al., 2009). Os &cidos humicos
(AHs) fazem parte das substancias humicas reconhecidamente dotadas de
caracteristicas hormonais (Canellas et al., 2002; Quaggiotti et al., 2004), regulando a
atividade (Canellas et al., 2002;.Elena et al., 2009) e os niveis de RNAm das H*-
ATPases de MP (isoformas CsHAl e CsHA2) (Elena et al., 2009) em raizes de
diferentes espécies. Os AHs parecem ser capazes de regular como as plantas
integram as informagdes diretamente do ambiente, alterando o desenvolvimento
radicular de forma a proporcionar a adaptagéo ao solo.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a possivel relagdo entre auxina,
etileno e ON na regulagcdo das bombas de H* durante o desenvolvimento de RLs
estimuladas por AHs. Os dados obtidos serdo discutidos em funcéo de uma possivel
sequéncia de eventos que representa a via pela qual etileno, auxina e ON interagem
para induzir e modular o desenvolvimento de RLs com mediagdo da ativagdo

sincrénica das bombas de H".



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extrac&o de acidos humicos

Os é&cidos humicos (AH) de vermicomposto foram isolados de acordo com o
procedimento preconizado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas
(Schnitzer e Skinner, 1982). Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,5 mol L como
solvente na razéo vermicomposto:solvente de 1:10 (m:v) em atmosfera inerte de N..
A separacdo dos AH foi realizada com o abaixamento do pH da solucdo até 1-1,5
com HCI 6 mol L™. A redissolucéo e precipitaco foi repetida trés vezes. Em seguida,
adicionou-se 200 mL de solucdo aquosa diluida de HF e HCI [5 mL HCI (12 mol L)
+ 5 mL HF (48%) L. Apés uma centrifugacdo (5000 g) por 15 minutos, os AH
foram lavados seguidamente com 4gua até teste negativo com AgNOs. Foi realizada
a didlise contra 4gua desionizada usando uma membrana 12-14 KDa (Thomas
Scientific Inc.). As amostras dializadas foram liofilizadas e caracterizadas

guimicamente.
2.2. Material vegetal

Mutantes de tomate podem ser utilizados com sucesso como modelos
genéticos nas respostas alteradas a diferentes hormonios (Lanahan et al., 1994). No
presente trabalho foi utilizado o tomateiro mutante Never ripe (Nr) (Solanum
lycopersicum cv. Ailsa Craig), pouco sensivel ao etileno (Lanahan et al., 1994;
Wilkinson et al., 1995), como modelo para o estudo e seu parental genético sem
mutacgao (denominado WT). A confirmagao da auséncia parcial de sensibilidade das
plantas Nr utilzadas no presente trabalho foi realizada mediante aplicagdo do
precursor de etileno ACC (0,16 pmol L™). Enquato as plantas WT apresentaram
resposta tipica ao etileno, enquanto as plantas Nr ndo apresentaram resposta

inibitéria ao etileno.



2.3. Tratamentos das plantas

Foram realizados experimentos prévios para avaliar os efeitos equivalentes
de diferentes doses de auxinas (acido-3-indol acético, AlA) (0, 10™°, 10® e 10™° mol
L™), &cidos humicos (AHs) (0, 5, 20 e 50 mg C L™) e o doador de ON nitroprussiato
de sodio (SNP) (0, 5, 200 e 500 pymol L™) sobre o nimero de raizes laterais ( RLS).
Devido aos efeitos equivalentes obsevados sobre o crescimento da raiz, adotou-se
as concentracdes de 10 mol L de AIA, 20 mg C L™ de AH e 200 pmol L™ de SNP
para 0s experimentos seguintes.

A caracterizag&o do efeito dos AHs, AlIA e SNP sobre a arquitetura (medidas
do comprimento do eixo principal da raiz e do nimero de RLs) e morfologia radicular
(primordios das RLs) das plantas WT e Nr foram realizadas na presenca de
inibidores da acéo da auxina (PCIB) e do gas ON (PTIO) apos 5 dias de tratamento.
As plantulas de tomates com radiculas medindo 1 cm foram selecionadas e
mantidas por 5 dias sobre papel de filtro umedecido com 10 ml de cada tratamento
em caixas de germinacao (tipo “Gerbox”) em camara (tipo “BOD”) a 25 °C e
fotoperiodo de 14h de luz e 10h de escuro. Os tratamentos estdo listados no quadro

a seguir:



Quadro 1. Tratamentos urilizados nos experimentos de avaliagdo da mudanca da

arquitetura radicular de plantulas de tomate WT e Nr crescidas por 5 dias.

Tratamento* Descri¢cao

controle CaCl, 2 mM

PCIB acido p-cloro fenoxil isobutirico 40 uM

PTIO 2-phenil-4,4,5,5-tetramethil-imidazol-1-oxil-3-oxide 200 uM

AlA acido-3-indol acético 10® mol L™ (0,01 uM)

AIA+PCIB acido-3-indol acético 10°® mol L™ + acido p-cloro fenoxil isobutirico 40
uM

AIA+PTIO acido-3-indol acético 10® mol L* + 2-phenil-4,4,5,5-tetramethil-
imidazol-1-oxil-3-oxide 200 uM

SNP Nitroprussiato de sodio 200 uM

SNP+PCIB  Nitroprussiato de sédio 200 uM + acido p-cloro fenoxil isobutirico 40
uM

SNP+PTIO Nitroprussiato de sédio 200 uM +2-phenil-4,4,5,5-tetramethil-imidazol-
1-oxil-3-oxide 200 uM

AH Acido hiimico 20 mg C L™

AH+PTIO Acido hamico 20 mg C L1 + 2-phenil-4,4,5,5-tetramethil-imidazol-1-

oxil-3-oxide 200 uM

*Todos os tratamentos foram suplementados com CaCl, 2 mM.

Com a finalidade de compreender a forma pela qual a sensibilidade ao

etileno afeta a resposta de AHs e AIA sobre os sistemas priméarios de transporte de

H*, as plantas de tomateiro foram caracterizadas sob diferentes concentragdes de
AHs isolados de vermicomposto (0, 5, 20 e 50 mg C L™) e AIA (0, 10, 10 e 10®

mol LY.



2.4. Andlises estatisticas

Para a avaliagéo do efeito dos tratamentos em relag&o ao controle os dados
foram submetidos a andlise de variancia e foram comparados com auxilio do teste
Dunnett de comparacdo mdultipla de médias (P<0,05) em cada gendtipo
separadamente. Para a avaliacdo da diferenca entre os gendtipos, os dados foram
submetidos a analise de varidncia e os contrastes comparados pelo teste de
Bonferroni (P<0,05)

2.5. Avaliacdo do numero de primérdios formadores de RLs

As raizes de plantulas de tomateiro foram coletadas, e analisadas
individualmente (n=10). O sistema radicular foi coletado e lavado com agua e
clareado em solucdo de KOH 0,5 % durante 20 minutos em banho a 75°C. Apés
este clareamento, as amostras de raizes foram lavadas novamente e mantidas no
escuro por pelo menos 14h imersas em solugdo corante de hematoxilina férrica para
marcacao dos sitios de mitose. Posteriormente, as raizes foram enxaguadas com
agua e clareadas com &cido latico 80% durante 30 a 90 segundos em banho a 75
°C. As raizes inteiras foram transferidas individualmente para placas de petri com
adgua destilada e observadas sob a lupa estereoscépica para avaliar o numero de
sitios de mitose. Esses sitios aparecem como pontos escuros contra um fundo da
cor do tecido da raiz. O estoque de solugdo de hematoxilina contém 1g de
hematoxilina, 0,5g de sulfato férrico de ambénio e 50 ml de acido acético a 45%. A
tintura estoque (40 vezes concentrada) foi mantida em ambiente protegido da luz em

temperatura ambiente.

2.6. Nimero de RLs e CEP

As raizes de plantulas tomateiro foram coletadas, escaneadas e analisadas
individualmente (n=30) com auxilio do programa de analises de imagens ImageJ
(Rasband, 2009). Foram contados o numero de RLs e medidos o comprimento do

eixo principal (CEP) da raiz.



2.7. Purificac8o das vesiculas de tonoplasto e de membrana plasmética

As vesiculas de tonoplasto e de MP foram isoladas de raizes das plantas
tratadas utilizando a centrifugagdo diferencial como descrito por De Michelis e
Spanswich (1986), com algumas modificagbes (Faganha e de Meis, 1998).
Resumidamente, 10 g (massa fresca) de raizes foram homogeneizadas usando grau
e pistilo em 20 mL de meio de extracao 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 solucdes
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). A manipulacdo das raizes até a obtenc&o do
homogenato, bem como as centrifugagdes, tiveram a temperatura controlada a fim
de que ndo excedesse 4°C. Além disso, o pH do tampéo 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 através de quatro camadas de gaze
e submetido a centrifugacdo numa centrifuga Himac CP (HITACHI) a 1500xg
durante 15 minutos para a remocgdo de células ndo rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagédo a 10000xg por 15
minutos numa ultracentrifuga Himac CP 85b (HITACHI) utilizando o rotor P70 para o
isolamento das mitocondrias. Estas organelas foram separadas e descartadas a fim
de néo interferirem nos experimentos futuros. O sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacdo, agora a 100000xg por 40 minutos. O precipitado dessa nova
centrifugacdo, denominado fragdo microssomal, foi ressolubilizado em 1 mL de
solucéo tampao (meio de ressuspencao: glicerol 15 % (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1
mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6, EGTA 1 mM e ) para imediata aplicacdo sobre o
gradiente de sacarose.

A purificacdo das vesiculas de tonoplasto e de membrana plasmatica foi
realizada conforme procedimento utilizado por Fagcanha e De Meis (1998) com
algumas modificagbes. Foi aplicado 1 mL da suspensdo contendo a fragéo
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 centrifugagdo, duas bandas séo
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 concentracdo de proteina total contida na

preparacao foi dosada pelo método descrito por Bradford (1976).

2.8. Determinacé&o da atividade H*-ATPase de Membrana Plasmatica

A atividade ATP&sica 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 adi¢éo da proteina e parada através da adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentragdo final de 10 % (v/v). A revelacdo
do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicdo de 0,5 mL da mistura contendo
Molibidato de Amdnio 2% em H,SO,4 2 % + Acido Ascérbico 1 % (100:1) e ap6s 15
minutos foi feita a leitura em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-2000 no
comprimento de onda de 750 nm. Nesta reacdo o fosfato € incorporado dentro de
um complexo fosforo-molibdénio e reduzido com &cido ascorbico para formar a cor
azul. Composicdo do meio de reacdo: 10 mM de Mops [acido 3-(N-morfino) propano
sulfonico]-Tris pH 6,5, 3 mM de MgCl,, 100 mM de KCI, 1 mM de ATP e 50 ug de
proteina. Cerca de 70-90% da atividade da H*-ATPase das vesiculas medida foi
inibida por 0,2 mM de ortovanadato de sddio (NasVOs), 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 35 °C, com ou sem vanadato, e a

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

2.9.1. Determinacdo da atividade da H'-PPase

A atividade da da H*-PPase de vesiculas de tonoplasto foi determinada pela
medida da liberacdo de Pi, segundo o método colorimétrico classico descrito por
Fiske e Subbarrow (1925). A reacéo foi iniciada com a adi¢cdo da proteina e parada
atraves da adicdo de 4cido tricloro acético (TCA gelado) para uma concentracgao final

de 10% (v/v). A atividade enzimética representa a atividade hidrolitica de PPi



dependente de K* (V-PPase tipo 1) e foi obtida na presenca e auséncia de 100 mM
de KCI. A atividade foi dependente de KCI em pelo menos 60%. O meio de reagéo
conteve 10 mM de Mops-Tris (pH 7,0) 100 mM de KCI, 3 mM de MgCl, e 50 pg de
proteina. A atividade da H*-PPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi medida por

diferenca entre a auséncia e presenca de KCI.

2.9.2. Expresséo relativa de RNAm

2.9.2.1. Extragcao de RNA total

Foram macerados 100-200 mg de tecido radicular fresco com auxilio de
almofariz e pistilo, na presenca de N liquido. O macerado foi transferido para tubos
de microcentrifuga (1,5 mL) novos e livres de RNAse. Ao material foi adicionado 1
mL do reagente TRIZOL (Life Technologies). Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 12000xg por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
Foi adicionado a este 500 pL de cloroférmio sendo o tudo levado a agitacao por 2
min & temperatura ambiente. Logo apds, foi realizado outra centrifugagcéo a 12000 g
por 15 minutos a 8 °C, sendo o sobrenadante transferindo para outro tubo, ao qual
foi adicionado 500 uL de isopropanol. O material foi misturado por inversao e
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 12000xg por 10 min a 4°C, descartando-se, em seguida, 0
sobrenadante. Um ml de etanol 75% foi adicionado sobre o sedimento resultante A
amostra foi novamente centrifugada, 7500xg por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante
descartado. O sedimento foi seco a 37°C por aproximadamente 10 minutos, sendo
posteriormente ressuspenso com 50 puL de &gua-DEPC. Uma aliquota (1 pL) de
cada amostra de RNA total foi submetida a eletroforese em gel de agarose-DEPC
1% para quantificagéo, fotodocumentagao e confirmagéo da qualidade. A integridade
do RNA foi confirmada tanto através de eletroforese como por densidade 6tica (DO).
A relacdo DO260/OD2go nm ficou acima de 1,9. Foi utlizado 1-2 ug de RNA para o
proximo passo. O material restante foi armazenado em freezer -70 °C até o
momento de uso posterior. Foram extraidos RNA de dois experimentos

independentes.



2.9.2.2. Transcricdo Reversa (RT) seguida da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Foram utilizados 1-2 pg de RNA total para produgcdo de cDNAs. A sintese foi
realizada com o kit High capacity cDNA Reverse transcription (Applied Biosystems,
USA). Uma PCR com gradiente de temperatura (49, 52, 55, 58, e 61°C) foi realizada
a fim de confirmar a especificidade dos primers e a temperatura de melting real. A
eletroforese em gel de agarose 2,0% com tampdo TAE para a confirmacdo dos
produtos de PCR com os primers especificos foi realizada. Os primers foram
desenhados com auxilio do programa Primer3 e suas caracteristicas avaliadas no
programa Oligothech e apds analise rigorosa foram sintetizados pela IDT
Technology. A confirmagéo da especificidade dos primers foi obtida em gel de alta
resolugdo, onde obteve-se produtos de PCR unico nas diferentes temperaturas
testadas e com tamanho esperado. A especificidade foi confirmada também através
da curva de melting realizada posteriormente no LightCycler. As informacdes das

sequéncias dos primers utilizados encontram-se na Tabela a seguir.



Tabela 1. Informacdes das sequéncias de primers utilizados nos experimentos.

Numero de  Tamanho
o ] Nome do o _
Definicéo da sequéncia acesso produto _ Sequéncia do primer
rimer

GenBank (pb) P
L. esculentum P-ATPase (LHA4) Forward 5-TGGATTGCTACCCCTCTTTG-3’
gene, mRNA sequence U72148 148 LHA4 Reverse 5-TATTCCCATTCCAAGCCTAC-3'
S. lycopersicum cDNA clone Tubulin Forward 5-ACTGGAGCTGGAAAGCATGT-3’
alpha chain, mRNA sequence BG791276 99 TUB Reverse  5-GTGAAAGAGCTGCCGGTAAG-3'




2.9.2.3. PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Para validacdo estatistica dos experimentos foram realizados dois ensaios
independentes no termociclador LightCycler 1.5 (Roche) com RNAm extraidos de
experimentos independentes. Os cDNAs de cada experimento foram utilizados em
triplicata para cada condigcdo avaliada. O meio para o PCR foi preparado como
descrito a seguir (concentragdes finais): 2.4 yl de MgCl, (4 uM), 0,6 ul do primer
direto (0,6 uM), 0,6 pl do primer reverso (0,6 uM), 2 yl do componente LightCycler—
Fast Start DNA Master SYBR Green | (Roche Molecular Biochemicals) e 13 pL de
agua ultra-pura. Os 19 yL do meio foram adicionados ao capilar de vidro e
adicionado 1 pL de cDNA. Para a curva de diluicho de cDNA utilizou-se as
concentragdes: 0,1, 1, 10 e 100 ng de cDNA molde da condi¢do controle (Figura 8).
Todo o procedimento foi realizado dentro de fluxo laminar. Apés a adicdo dos
reagentes os capilares foram fechados e centrifugados cuidadosamente. O protocolo
utiizado para o experimento constituiu-se de 4 etapas: (1) programa de
desnaturagéo (10 min a 95°C); (2) programa de amplificagéo e quantificagcao repetido
41 vezes (10 seg. a a 95°C; 5 seg. a 59°C — para ambos os genes TUB e LHA4; 5
seg. a 72°C com modo de aquisi¢céo de fluorescéncia unico); (3) programa de curva
de melting (65-95°C com taxa de auquecimento de 0,1°C por seg. com aquisi¢éo de
fluorescéncia continua) e; (4) programa de resfriamento para baixa a temperatura
para 40°C. Os CPs (crossing points) foram obtidos e utlizados nos calculos
posteriores. Os CPs sdo definidos como ponto no qual a fluorescéncia alcanga niveis
significativamente maiores do que a fluorescéncia ndo especifica.

As expressodes relativas do RNA mensageiro (RNAm) dos genes de
interesse LHA4 (Lycopersicum esculetum H'-ATPase isoforma 4 de membrana
plasmética) e do controle endégeno TUB (TUBulina) (Tabela 1) foram comparadas
utilizando-se um teste ndo paramétrico de modo pareado fixo de realocacdo ao
acaso (Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test®) como descrito por Pfaffl

et al. (2002). A formula utilizada para o calculo da expresséo relativa é a seguinte:



E ACP ( MEDIA controle - MEDIA amostra)
alvo alvo

( E ) ACP  (MEDIA controle - MEDIA amostra )
ref re

A equacdo apresenta o modelo matematico utilizado pra o calculo da razéo de
expressédo relativa no RT-gPCR. A razdo R de um gene alvo numa determinada
condicdo (amostra ou tratamento) € apresentada versus a condicdo controle em
comparacdo ao gene de referéncia (ref). Eavo € a eficiéncia do RT-gPCR dos
transcritos do gene alvo. E.s € a eficiéncia do RT-qPCR dos transcritos do gene
referéncia. ACPayv, € a diferenca entre o CP dos transcritos do gene alvo na
condigdo controle e da condicdo amostra ou tratamento. ACP,¢ € a diferenca entre o
CP dos transcritos do gene referéncia na condi¢céo controle e da condicdo amostra

ou tratamento.



3. RESULTADOS

3.1. A atividade da H*-ATPase de MP em plantas WT e Nr é alterada por

diferentes concentragOes de auxina

A Figura 1 apresenta a atividade hidrolitca de ATP da H'-ATPase de
membrana plasmatica (MP) em relagéo a diferentes doses de auxina (&cido-3-indol
acético, AlA) em raizes de tomateiros WT ou Nr. A atividade da H*-ATPase do tipo P
foi cerca de 50% maior nas plantas (WT) sob tratamento com a menor dose de
auxina (10™° mol L) e néo alterou-se na dose intermediaria (10® mol L™*) e na dose
mais elevada (10 mol L™). Para a faixa de concetragéo estudada, quanto menor a
concentragdo de auxina maior foi a atividade da H*-ATPase de MP.

Em plantas WT a H*-ATPase de MP foi estimulada em cerca de 390, 220 e
100%, respectivamente, para a intermediaria, menor e maior dose de AlA (Figura 1).
Considerando-se o contraste entre os genotipos WT e Nr, a atividade controle da
ATPase de MP do Nr é cerca de trés vezes menor que as plantas WT nas condigbes
controle e cerca de uma vez e meia menor nas doses 10*° e 10®° mol L™ de AIA. No
entanto, a dose 10® mol L™ de AIA estimulou relativamente mais as plantas Nr (~25
%). Proporcionalmente, as plantas que nao percebem o etileno sdo mais
responsivas a presenca de AIA do que as plantas controle no que se refere a
ativagdo da enzima, respondendo trés vezes mais na dose mais efetiva de AIA (10°®

mol L) quando comparado a melhor dose das plantas controle (10*° mol L™).
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Figura 1. Atividade hidrolitica de ATP da H*-ATPase de membrana plasmatica em
vesiculas isoladas de raizes em relagdo a diferentes doses de auxina (&cido-3-indol
aceético, AlA) em dois gendtipos de tomateiro: Never ripe (Nr) e seu parental (WT)
usado como controle. As barras representam a média de trés experimentos
independentes + desvio padréo. Os asteriscos (*) denotam diferenca significativa em

relacdo controle segundo o teste Dunnett (P<0,05).



3.2. A atividade da H*-ATPase de MP em plantas WT e Nr é alterada por

diferentes concentragcdes de AH

A Figura 2 apresenta a atividade hidrolitca de ATP da H'-ATPase de
membrana plasmética (MP) em relagéo a diferentes doses de AH (0, 5, 20 e 50 mg
C L™). A atividade da H*-ATPase do tipo P nas plantas WT foi maior conforme o
aumento da dose de AH. Os estimulos em relagcéo ao controle foram de 90 e 100 %,
nas doses 20 e 50 mg C L™, respectivamente.

Os estimulos da plantas Nr em relag&o ao controle foram cerca de 60 e 50%
nas concentragbes 5 e 20 mg C L™. A comparacéo entre os dois genétipos revelou o
aumento da ativagcdo da enzima nas plantas WT na maior dose e o aumento da
ativacao nas plantas Nr na menor dose. Observando-se a diferenga entre WT e Nr, a
maior parte da ativacdo da H*-ATPase de MP ndo dependeria do AlA presente no

AH e sim de um outro fator que depende do sistema de percepc¢ao de etileno.
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Figura 2. Atividade hidrolitica de ATP da H'-ATPase de membrana plasmatica em
vesiculas isoladas de raizes em relacdo a diferentes doses acidos humicos extraidos
de vermicomposto (AH) em dois gendtipos de tomateiro: Never ripe (Nr) e seu
parental (WT) usado como controle. As barras representam a média de trés
experimentos independentes *+ desvio padrdo. Os asteriscos (*) denotam diferenga

significativa em relagdo controle segundo o teste Dunnett (P<0,05).



3.3. A Atividade da H'-PPase de tonoplasto em plantas WT e Nr ¢ alterada por

diferentes de concentragdes de auxina

A Figura 3 apresenta a atividade hidrolitca de PPi da H'-PPase de
tonoplasto (V-PPase) em relacdo a diferentes doses de auxina (acido-3-indol
aceético, AlA). Nas plantas WT a V-PPase foi estimulada em de cerca de 60 e 70%
nas concentracdes 10% e 10® mol L™ de AIA.

Nas plantas Nr, os tratamentos com AIA resultaram em estimulos de cerca
de 300, 1100 e 700 % nas doses 10™°, 10® e 10™ mol L™, respectivamente. Quando
a atividade da enzima é comparada entre os genotipos, observa-se uma atividade da
V-PPase aproximadamente 6 vezes maior nas plantas WT em relagdo as plantas Nr
em condic¢des controle e 2,5 vezes maior na dose 10° mol L? de AIA, sugerindo
que a mutacdo promove forte inibicdo da H'-PPase, a qual é antagonizada por

concentracdes de AlA entre 10®% e 10®° mol L™
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Figura 3. Atividade hidrolitica de pirofostato de sédio inorganico (PPi) da H'-PPase
do tonoplasto dependente de K' isoladas de vesiculas de raizes em relacdo a
diferentes doses de auxina (&cido-3-indol acético, AIA) em dois gendtipos de
tomateiro: Never ripe (Nr) e seu parental (WT) usado como controle. As barras
representam a média de trés experimentos independentes + erro padrdo. Os
asteriscos (*) denotam diferenga significativa em relagéo controle segundo o teste
Dunnett (P<0,05).



3.4. A Atividade da H'-PPase de tonoplasto em plantas WT e Nr é alterada por

diferentes de concentracdes de AH

A Figura 4 apresenta a atividade hidrolitica de PPi da H*-PPase de tonoplasto
em relagéo a diferentes doses de AH (0, 5, 20 e 50 mg C L™"). O aumento na
atividade em relacdo ao controle nas plantas WT foi de 260, 100 e 390 % nas

concentracdes de 0, 5, 20 e 50 mg C L™ de AH respectivamente.
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Figura 4. Atividade hidrolitica de PPi da H*-PPase dependente de K* de tonoplasto
isoladas de vesiculas de raizes em relacdo a diferentes doses de auxina (4cido-3-
indol acético, AIA) em dois gendtipos de tomateiro: Never ripe (Nr) e seu parental
(wt) usado como controle. As barras representam a média de trés experimentos
independentes * erro padrdo. Os asteriscos (*) denotam diferenga significativa em

relacdo controle segundo o teste Dunnett (P<0,05).



3.5. A aplicagcéo de AIA, SNP, AH e de inibidores da acdo da auxina e ON altera

o desenvolvimento radicular de plantas do tomateiro WT e Nr

O comprimento do eixo principal (CEP) da raiz, o nimero de raizes laterais
(RL) e os primdrdios formadores de RLs foram avaliados nas plantas de tomateiro
mutante defectivo na percepcdo de etileno (Nr) e no seu parental genético sem
mutacgdao utilizado como controle (WT) (Figuras 5 e 6). O CEP da raiz das plantas WT
foram estimuladas em 20 % e 35 % por AIA e AH, respectivamente (Figura 5). O
efeito estimulatério do AIA nao foi reduzido por PCIB (AIA+PCIB), mas a aplicacédo
em conjunto ao PTIO (AIA+PTIO) inibiu em 20 % o CEP. O estimulo provocado pelo
AH também foi reduzido pela aplicagdo de PTIO. O doador de ON (SNP) néo alterou
significativamente o CEP da raiz, mas em conjunto ao PCIB ou PTIO estimulou em
cerca de 20 % essa caracteristica.

O numero de RLs foi alterado tanto por PCIB quanto por PTIO resultando
numa inibicdo de pelo menos 40% nas plantas WT (Figura 5). A suplementagéo de
AlA na presenca de PCIB ou PTIO manteve o numero de RLs igual ao controle. Na
presenca de AIA, SNP ou AH houve um aumento de cerca de 100, 40 ou 100 % no
namero de RLs, respectivamente. O efeito do SNP foi reduzido em 50% pelo PTIO,
enquanto que o efeito do AH foi reduzido em mais de 80% por PTIO. O namero de
primérdios precursores de RLs foi aumentado em torno de 40% por AIA, SNP ou AH
em plantas WT. Embora a aplicagédo de PCIB ou PTIO isoladamente tenha inibido a
iniciagédo das RLs, na presenca de AIA (AIA+PCIB e AIA+PTIO) ou SNP (SNP+PCIB
e SNP+PTIO) a iniciagcdo de raizes permaneceu no nivel do controle (Figura 5). A
aplicacédo conjunta de AH+PTIO também n&o alterou a iniciacdo de RLs em plantas
WT.

No mutante na percep¢do de etileno (Nr) ndo houve estimulo do CEP da
raiz por nenhum tratamento (Figura 6). A aplicagdo de PTIO mesmo na presenca de
AIA, SNP ou AH resultou em inibicdo do CEP da raiz de pelo menos 25%. O uso de
PCIB reduziu em 10% o CEP da raiz e somente a presenca de AIA foi capaz de
reverter a inibigdo causada por PCIB.

A aplicagdo de AIA, SNP ou AH gerou um estimulo sobre as RLs das
plantas Nr de cerca de 110, 30 e 170%, respectivamente (Figura 6). Na presenca de

PCIB ou PTIO as plantas Nr produziram cerca de 60 ou 20% menos RLs,



respectivamente. Devido a presenca de PTIO, houve uma reducéo de 60 e 75% no
estimulo observado para os tratamentos SNP e AH, respectivamente. O PCIB foi
capaz de reduzir o efeito do SNP ao nivel do controle, mas na presenca de auxina o
ndimero de RLs permaneceu maior do que o controle. O nimero de primoérdios
precursores de RLs foi aumentado em torno de 50% por SNP e 65% por AH nas
plantas Nr (Figura 6). O PCIB reduziu em 50% a formacédo dos primérdios de RLs no
mutante Nr.

O CEP das raizes das plantas Nr foi maior do que a das plantas WT em
todas as condicOes testadas, com exceg¢do do tratamento SNP+PTIO. O CEP das
raizes das plantas controle ou tratadas com PCIB, PTIO, AlA, AIA+PCIB, AIA+PTIO,
SNP, SNP+PCIB, SNP+PTIO, AH e AH+PTIO foram 80, 60, 50, 40, 40, 30, 70, 20,
20 e 40% maiores no gendtipo Nr. As plantas Nr apresentaram 20% mais RLs do
que as plantas WT. Na presenca de AIA ou SNP essa diferengca manteve-se. O
ndamero de RLs foi maior em 20, 80, 130 e 30% no gendtipo Nr nos tratamentos
controle, PTIO, AIA+PCIB e AH. Nos tratamentos AIA+PTIO, SNP+PTIO e
AH+PTIO, o nimero de RLs foi 20, 30 e 40% menor no gendtipo Nr. Os primérdios
formadores de RLs também foram afetados pelos genétipos, com exce¢do dos
tratamentos AIA+PCIB e SNP+PCIB. Os tratamentos PCIB e AIA reduziram a
formacdo de primérdios de RLs em 20% no gendtipo Nr em relacdo ao WT. Nos
tratamentos controle, SNP e AH houve um aumento de 20, 30 e 40%,
respectivamente, na formacgao de primérdios na plantas Nr em relacdo a WT. Mesmo
na presenca de PTIO, a formacéo destes primérdios foi pelo menos 40% maior nas

plantas Nr.
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Figura 5. Comprimento do eixo principal (CEP) de raizes, nimero de raizes laterais
(RLs) e numero de primérdios formadores de RLs de plantas de tomateiro WT. As
plantulas foram tratadas por 5 dias a 25 °C. As barras representam a média *+ desvio
padrédo de experimento representativo (n=30). Os asteriscos (*) denotam diferenca

significativa em relagdo controle segundo o teste Dunnett (P<0,05).
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padréo de experimento representativo (n=30). Os asteriscos (*) denotam diferenca

significativa em relagdo controle segundo o teste Dunnett (P<0,05).



Figura 7. Iniciacdo de raizes laterais (RLs). As plantulas de tomateiro WT foram
tratadas por 5 dias a 25 °C na presenca ou ndo (A) de AH (B), PTIO (C) e AH+PTIO

(D) e visualizadas no microscépio. Aumento de 10X.

3.6. A atividade da H'-ATPase de MP e nivel de transcritos do gene LHA4 em
plantas WT sé&o induzidas por SNP

No presente trabalho foi avaliada a abundéancia relativa do RNAm do gene
LHA4 de tomate (H'-ATPase de membrana plasmatica isoforma 4) (quadro 2). A
expressao relativa baseou-se na relagdo de expresséo entre o gene alvo (LHA4) e o
gene de referéncia tubulina (TUB) conforme equag&o apresentada em Material e
Métodos. Essa abordagem é adequada para maior parte das finalidades de
investigacao de mudancas fisioldgicas provaveis no nivel de expressao génica (Pfaffl
et al., 2002) via RT-gPCR. Deve-se ressaltar, entretanto, que a utilizacdo de mais de
um gene de referéncia seria uma abordagem mais segura.

O tratamento com SNP elevou em 3 vezes a atividade da H*-ATPase de MP
e em 4 vezes o nivel de transcritos para o gene LHA4, o qual codifica para a

isoforma 4 da H"-ATPase de MP em tomate.
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Figura 8. Curva padrdo de cDNA para o gene referéncia tubulina (TUB) e para o
gene alvo da H*-ATPase de MP (isoforma LHA4). O erro foi de 0,004 e a eficiéncia
curva padrao foi de 2,01 no caso de TUB. O erro foi de 0,003 e a eficiéncia da curva
padréo foi de 1,95 no caso de LHA4.
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Figura 10. Atividade da H'-ATPase de MP. As plantas foram expostas aos
tratamentos controle e 200 yM de SNP por 24h. O asterisco (*) denota diferenga

significativa entre as médias pelo teste t (* P<0,01).



4. DISCUSSAO

A auxina e o etileno participam no controle do desenvolvimento das raizes
interagindo numa sequéncia de eventos ndo esclarecida totalmente (lvanchenko et
al., 2008). No presente trabalho foi possivel observar que as plantas WT e Nr
responderam de formas distintas aos tratamentos com AIA ou AH no que tange a
atividade das bombas de H* (Figuras 1 e 2). A atividade da H*-ATPase de MP nas
plantas Nr apresentou-se mais responsiva as doses de auxina quando comparadas
as plantas WT (Figura 1). O etileno regula positivamente a biossintese de auxina
inibindo a expansdo de células de raiz (Swarup et al., 2007). A atividade da H*-
ATPase de MP é classicamente relacionada a expanséo celular induzida por auxina
(Hager, 2003) e foi sugerida como importante na producéo de etileno em tomateiro
(Kelly e Bradford, 1990). A percepcdo reduzida deste gas pela planta Nr tornou
possivel que doses maiores de AIA estimulassem a H*-ATPase da MP diferente do
observado para as plantas WT.

O mecanismo de agao dos AH opera em parte pela via de sinalizagédo de
auxina (Dobbss et al., 2007; Trevisan et al., 2009). No presente trabalho observou-se
gue enquanto a menor concentracdo de AH néo alterou a ativagcdo da ATPase nas
plantas WT, a mesma concentracdo estimulou significativamente a enzima no
mutante Nr (Figura 2). Por outro lado, a maior dose de AH néo alterou a atividade no
mutante Nr e aumentou em pelo menos duas vezes a atividade em plantas WT. E
possivel sugerir que os AHs ndo fornecem somente AIA (Canellas et al.,, 2002;
Quaggiotti et al., 2004; Trevisan et al., 2009) paras as plantas, mas também
alguma(s) molécula(s) que depende(m) da percepgéo do etileno.

A atividade controle da H*-ATPase de MP em raizes de plantas WT é bem
superior ao encontrado em plantas Nr. A mutacdo que reduz a percepgéo de etileno
afeta a atividade da ATPase sugerindo que o sistema de percepcao de etileno esta
relacionado com a atividade desta enzima. Entretanto, a atividade da H*-ATPase de
MP das plantas Nr retorna a niveis comparaveis ao WT com a aplicagdo exdgena de
auxina. O AIA e a fusicoccina, micotoxina reconhecida por ativar a H*-ATPase de
MP, estimulam a expansao de hipocdtilo em tomateiro e a producéo de etileno pelo
aumento de seu precursor ACC (Kelly e Bradford, 1990). Os efeitos produzidos pelo
AIA e pela fusicoccina foram inibidos por vanadato (inibidor da H*-ATPase de MP)

sem afetar a concentracdo de ACC. A estimulagdo da H*-ATPase de MP ndo seria



necessdaria para a inducdo da ACC sintase por AIA e fusicoccina. Entretanto, a
producdo de etileno foi dependente da atividade da H'-ATPase de MP a qual deve
participar de algum passo regulatério da producéo de etileno ainda ndo esclarecido.
O ultimo passo da sintese de etileno é a conversdo de ACC para etileno, etapa
dependente da atividade da enzima ACC oxidase (Kende, 1993). Mizutani et al.
(1995) verificaram que o CO; estimula a atividade da ACC oxidase tanto
diretamente, como reduzindo o pH, o qual em contrapartida estimula a atividade da
enzima. A H*-ATPase poderia atuar como uma enzima amplificadora dos sinais
gasosos da planta, como sugerido para o ON (capitulo 1). No caso das plantas Nr, a
mutagdo do receptor poderia impedir que ocorresse esta suposta acdo
amplificadora, evitando a cascata de eventos ativagdo da ATPase — alteragcédo do
pH — ativagdo da ACC oxidase — producéo de etileno.

A percepcéo do etileno pelos receptores depende da presenca de ions Cu?*
(Rodriguez et al., 1999). Foi sugerido que a proteina RAN1 (uma provavel de
ATPase do tipo P transportadora de Cu?") poderia estar envolvida na sensibilidade
ao etileno (Woeste e Kieber, 2000). Por outro lado, o transportador de Cu?* de MP
(COPT1) expresso naturalmente na regido de emissdo de RLs, nédo teria influéncia
sobre a resposta vegetal ao etileno (Sancenon et al., 2004). No caso da emisséo de
RLs, a regulagéo da homeostase de Cu?* seria fundamental, embora independente
da sensibilidade ao etileno. E possivel sugerir que a H*-ATPase de MP tenha um
papel importante na homeostase de Cu?* durante a emissdo de RLs em plantas WT
e Nr.

A regulacéo do nivel de transcritos para a ACC oxidase é bastante complexa
e seu estimulo ou inibicdo envolve a interac@o entre auxina e etileno (Chae et al.,
2000). Segundo estes autores, a inibicdo da atividade de proteinas fosfatases
suprimiu 0 aumento do nivel de transcritos da isoforma OS-ACO2 da ACC oxidase
induzida por auxina, sugerindo que a defosforilagdo da enzima é importante neste
processo. A recuperacdo da atividade controle da H*-ATPase no mutante Nr pela
aplicacdo exdégena de auxina poderia ter relacdo com a atividade da ACC oxidase
induzida por auxina.

E importante notar que a ativagdo da V-PPase aumentou de forma
semelhante ao observado para a H'-ATPase de MP em resposta aos tratamentos
(Figuras 1 e 3). O aumento da expressao da V-PPase em Arabidopsis (isoforma

AVP1l) também altera a quantidade e a atividade da ATPases de MP



correlacionando-se com a acidificacdo do apoplasto e com o aumentando da
eficiéncia de transporte de AIA (Li et al., 2005). Na concentracéo de 10® mol L™ de
AIA a atividade da H*-PPase em plantas WT e Nr foram aumentadas em relagdo ao
controle e mantiveram-se em niveis quantitativos equivalentes. Entretanto, a
magnitude de ativagéo das plantas Nr em relagdo ao controle sem AIA foi 10 vezes
maior, enquanto as plantas WT tiveram um aumento de apenas uma vez. Isto
poderia indicar que, na auséncia da percepgdo de etileno, a H'-PPase seria
recrutada, inclusive para a MP, para auxiliar mais efetivamente o transporte da
auxina exdgena. O mesmo poderia ocorrer para moléculas semelhantes ao AlA
possivelmente liberadas da estrutura do AH (Canellas et al., 2002; Muscolo et al.,
2007). A atividade controle desta enzima, semelhante a H-ATPase, se apresentou
inferior nas plantas Nr. Uma vez que as plantas Nr percebem menos o etileno do que
as plantas WT, € provavel que a biossintese de auxina enddgena nas raizes deste
mutante seja menor e, portanto uma menor atividade controle das bombas de H*
seja observada. Além disso, pode haver uma regulacéo da atividade da enzima ACC
oxidase devido a variagéo do pH celular, como sugerido para H-ATPase de MP.

O estudo do papel do etileno na formac¢é&o de RLs tem recebido relativamente
pouca atencéo da literatura. De fato, o primeiro relato da mudanca da arquitetura ou
morfologia radicular em plantulas de tomateiros Nr foi realizado (Negi et al., 2009)
em paralelo a producédo desta Tese. No presente trabalho demonstrou-se que o
padréo de crescimento radicular pode ser afetado positivamente pela perda de
sensibilidade ao etileno (Figura 6). As plantas Nr possuem relativamente maior CEP
das raizes e maior nimero de RLs e de primdrdios formadores de RLs (Figuras 5 e
6). Tais resultados foram confirmados por Negi et al. (2009), que relataram ainda
que apesar do tranporte basipeto e acropeto de AlA ser reduzido no mutante Nr, o
nivel de AIA livre nas raizes é maior neste mutante. Diversos componentes
relacionados ao transporte e sinalizagdo da auxina também influenciam as respostas
da planta ao etileno, indicando uma interacdo entre esses dois fitormonios
(Stepanova et al., 2005). O nivel de transcritos do fator de transcri¢cdo de resposta a
etileno (ERF6) € amentado em mais de 100 % em raizes de Arabidopsis tratadas
com 10 pyM de AIA (Laskowski et al., 2006). Em doses altas (100 uM), o precursor de
etileno ACC ativa a biossintese de auxina e facilita sua redistribuicdo nos tecidos
inibindo a expansao na raiz (Swarup et al., 2007; Ruzicka et al., 2007). Por outro

lado, o precursor de etileno é capaz de estimular o nimero de RLs e primérdios em



doses baixas (0,02 uM) (lvanchenko et al. 2008). Os resultados apresentados neste
trabalho estdo em consonancia com os dados obtidos por Ivanchenko et al. (2008),
uma vez que as plantas Nr sdo capazes de produzir maior iniciagdo e emisséo de
RLs em comparac¢éo as plantas WT como confirmado recentemente por Negi et al.,
(2009). Estes autores concluiram que o etileno possui um efeito negativo sobre a
emissdo de RL de tomate. Entetanto, afirmar que “o efeito do etileno € negativo” ndo
parece totalmente adequado, ja que o efeito positivo de concentracdes relativamente
baixas de etileno sobre o desenvolvimento de RLs ja foi demonstrado (lvanchenko et
al. 2008).

A aplicacdo exogena de AIA, SNP e AH é capaz de aumentar o niumero de
raizes laterais (RLs) em plantulas de milho e ativar a H*-ATPase da MP (capitulo 1).
No capitulo 1 foi descrito um mecanismo no qual os efeitos do AIA e do AH seriam
dependente da produgéo de ON relacionada com a acidificacdo durante a emissao
das RLs. No presente estudo observou-se, além da ativacdo da atividade da H'-
ATPase por SNP, um aumento no nivel de transcritos da isoforma LHA4 de tomate
em raizes de plantas WT (Figuras 9 e 10). Esta isoforma possui elevada abundancia
de transcritos na raiz e no hipocétilo de tomateiro, tendo seu nivel elevado em 3
vezes durante a expansdo celular (Mito et al., 1996). Além disso, a regido de
similaridade entre a sequéncia de LHA4 e a de PMA4 de Nicotiana plumbaginifolia
possui 92% de identidade. Esta isoforma de tabaco é expressa fortemente no
primérdio precursor da RL (Moriau et al., 1999). A aplicacdo de SNP induziu a
proliferacdo de primérdios e aumentou o numero de RLs (Figura 5). E possivel
sugerir que o ON esta relacionado com a regulagéo da H*-ATPase tanto em nivel de
transcricdo como de atividade e que tal regulagdo deve estar envolvida com a
sinalizacdo e/ou energizagédo do desenvolvimento de RLs.

A aplicagdo de AIA, SNP ou AHs foi capaz de aumentar o nimero de RLs
tanto nas plantas WT quanto nas plantas Nr (Figuras 5 e 6). Observou-se uma
reducdo em relacé@o ao controle quando o AIA exdgeno foi aplicado em conjunto com
o PCIB em plantas WT. Em doses baixas o etileno aumenta a biossintese de auxina
a qual promove a iniciagdo da RL por um mecanismo primario de resposta a auxina
que envolve proteinas Aux/IAA e ARF (Ilvanchenko et al. 2008). O PCIB é conhecido
por inibir a via de sinalizacdo de auxina pela regulacdo da estabilidade das proteinas
Aux/IAA, resultando em menor iniciagdo de RLs (Oono et al. 2003). Realmente

observou-se reducéo na iniciagéo e emisséo das RLs na presenca de PCIB tanto em



plantas WT quanto em plantas Nr (Figuras 5 e 6). O mesmo n&o ocorreu quando as
plantas estavam na presenca do doador de ON, o qual manteve o nimero de RLs
semelhante ao controle. Embora tenha sido demonstrado que o SNP poderia
estimular o desenvolvimento de RLs independentemente do transporte de AIA
(Correa-Aragunde et al., 2004), ndo se conhecia os efeitos do ON em plantas
tratadas com o inibidor PCIB. Foi demonstrado que o efeito estimulatorio de AHs
sobre as RLs & mais inibido por PTIO do que por PCIB (capitulo 1). De fato, a
aplicacédo de PTIO pode anular o efeito estimulatério dos AHs sobre as RLs nos dois
gendtipos, sendo mais drastico nas plantas Nr (figuras 5 e 6). A atividade da V-
PPase € fundamental para o desenvolvimento radicular como previamente
demonstrado por Yang et al. (2007) e confirmado no capitulo 3 da presente Tese.
Observou-se no presente capitulo que, para as plantas Nr, a ativacdo desta enzima
é mais importante do que a ativagdo da H'-ATPase de MP para o desenvolvimento
de RLs induzidas por AH.

Assim como o descrito para o gas ON, o géas etileno é capaz de influenciar
iniciacdo de RLs a partir das células do periciclo (lvanchenko et al., 2008). Segundo
estes autores, 0 etileno também alterou a expansdo das RLs e a frequéncia de
iniciagdo de RLs, eventos anteriormente descritos em pléantulas de milho tratadas
com AHs (Canellas et al., 2002) e AIA (Zandonadi et al., 2007; Trevisan et al., 2009).
No presente estudo, a mutagdo em Nr resultou em plantas com maior nimero de
sitios de iniciacdo e emissdo de RLs. O etileno é capaz de estimular a via de
sinalizag&o de auxina, durante e a formacao do primérdio no estégio | de emissédo de
RLs, como demonstrado pelo elemento de resposta DR5::GUS (lvanchenko et al.,
2008) de maneira consistente ao maior transporte de auxina demonstrado por Negi
et al. (2008). Os AHs também podem alterar positivamente a expressdo de
DR5::GUS, de maneira associada a um aumento de eventos de iniciacdo de RLs no
estagio | de formacdo do primérdio (Trevisan et al., 2009) como demonstrado para
etileno previamente (lvanchenko et al., 2008). A regido de emissdo de RLs
estimuladas por AHs possui elevada producdo de ON associada a uma ativagao da
H*-ATPase de MP (capitulo 1). Embora no presente estagio do estudo nio tenha
sido possivel comparar a ativacdo das bombas entre os genoétipos na presenca de
ON, observou-se que 0 mesmo pode ativar a atividade, o transporte de H" e o nivel
de RNAm da H*-ATPase nas plantas WT (Figuras 9 e 10).



Apesar da caracterizagdo das vias de sinalizagéo do etileno e da auxina ter
avancando enormemente nos Ultimos anos, a interagdo entre os dois horménios
ainda € motivo de controvérsia principalmente no que diz respeito a ordem dos
mesmos numa possivel sequéncia de eventos durante o desenvolvimento de RLs.
Os resultados obtidos no presente Capitulo sugerem que a interacdo entre 0s
fitormdnios auxina e etileno durante o desenvolvimento radicular envolve ainda a
influéncia de outros sinais quimicos, tais como o ON e o fluxo de H'. A interagdo
destes fatores na relagdo auxina/etileno ainda n&o é clara, entretanto, é possivel
sugerir que a agéo da auxina, do ON e dos AHs sobre o desenvolvimento de RLs
néo € prejudicada pela percepgéo ao etileno causada pela mutacdo no gene Nr.

Com base nos efeitos da mutagcdo de Nr, é possivel propor um modelo no
qual a V-PPase pode assumir a modulacdo do processo de desenvolvimento
radicular via sinalizacdo exdgena por AH ou AlA, enquanto a H*-ATPase de MP
poderia participar sob a agao de AlA, mas ndo de AH. Todavia, precisa ser testada a
possivel localizagdo da V-PPase na MP e como este fato poderia alterar o gradiente
de H.
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CAPITULO 3

MODULACAO DAS BOMBAS DE H* POR ACIDOS HUMICOS E AUXINA EM
PLANTAS TRANSGENICAS COM SUPER-EXPRESSAO DA H*-
PIROFOSFATASE (AVP1)

RESUMO

As bombas de H" sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas e a super-expresséo da H*-PPase vacuolar (AVP1) aumenta drasticamente o
volume das raizes. Os &cidos humicos (AHs) também séo capazes de estimular o
crescimento radicular por meio da ativacdo das bombas de H'. O objetivo deste
capitulo é apresentar o estudo da ativacdo das bombas de H* em plantas
transgénicas que super expressam o gene AVP1, e o reflexo desta transformagéao no
desenvolvimento radicular e na producdo de 6xido nitrico (ON). Foram avaliadas as
respostas bioquimicas e morfolégicas de plantas de arroz transgénicas a auxina,
AHs e ON. As plantas AVP1 possuem maior desenvolvimento de RLs, atividade da

H*-ATPase de membrana plasmatica e da H*-PPase e maior producdo de ON nas



raizes do que as plantas controle (WT). Plantas AVP1 tratadas com inibidores da
producdo enzimatica de ON sustentam a producdo deste gas em niveis maiores do
que as plantas WT, possivelmente por um mecanismo de produgdo apopléstica
dependente de pH &cido. E possivel sugerir que o aumento do desenvolvimento
radicular das plantas AVP1 esté relacionado a maior producdo de ON. Parece existir
uma seqiiéncia de eventos desencadeados pela ativacdo da H'-PPase que culmina
no desenvolvimento radicular. Os AHs poderiam atuar mantendo a sincronia de
ativacdo das bombas de prétons para o crescimento de raizes utlizando a
modificagdo de pH e o ON como sinais. Tanto a utilizagéo de plantas AVP1, como a
aplicacdo de AHs sdo poderosas ferramentas biotecnologicas que podem ser

aproveitadas como alternativas para o cultivo em solos de baixa fertilidade.

1. INTRODUCAO

As plantas reagem as constantes mudancas do ambiente e a0 mesmo tempo
mantém condi¢cdes metabdlicas adequadas ao seu desenvolvimento, regulando com
precisdo a expressdo, a atividade e a interacdo entre as bombas de H* (Gaxiola et
al., 2007a). Essas enzimas s&do os sistemas primérios geradores do gradiente
eletroquimico de H* através das membranas, sustentando o transporte de ions e
moléculas e controlando o pH vacuolar, citosolico e apoplastico (Felle, 2001). Na
membrana plasmatica (MP) localizam-se H*-ATPases do tipo P, as quais acoplam a
hidrélise de ATP ao transporte de H" para fora da célula (do citoplasma para o
apoplasto), tendo seu papel fisioldgico associado a nutricdo e expansao celular
(Revisado por Duby e Boutry, 2009). As H*-ATPases de MP sdo mondémeros de
aproximadamente 100 kDa que podem ainda assumir uma conformacdo di ou
hexamérica (Kanczewska et al., 2005). No vacuolo se encontram duas bombas de
H*: uma H*-ATPase do tipo V e uma H'-PPase (Rea e Sanders, 1987; Maeshima,
2000). As V-ATPases séo enzimas heteromultiméricas constituidas de um complexo
periférico catalitico (V1) e de um complexo integral transmembrana responsavel pela
translocacgéo de ions (Vo) (Sze et al., 1992; Huss et al., 2002). As H'-PPases s&o

polipeptideos de aproximadamente 80 kDa que, diferente das ATPases, utilizam



pirofosfato inorganico (PPi) como substrato para transportar H* para o interior do
vacuolo (Maeshima, 2000).

A manipulacido da expressdo dessas bombas de H* tem proporcionado dados
experimentais inequivocos sobre a relevancia destes sistemas para a homeostase
celular e mecanismos de resisténcia a estresses. A super-expresséo da H'-ATPase
de MP (isoforma 4 de tabaco, PMAA4), ativada constitutivamente pela delecéo de seu
dominio auto-inibitdrio, resultou em plantas com maior capacidade de acidificar a
rizosfera e resistir a salinidade (Gévaudant et al., 2007). A reducéo da expressdo da
subunidade C (dominio V;) da V-ATPase no mutante det3 de Arabidpsis resultou em
plantas ands com expanséo celular reduzida (Schumacher et al., 1999). A super-
expressdo das subunidades cl e c3 do setor transmembrana (Vo) também foi
evidenciada como fundamental para a expansdo celular em raizes e tolerancia
moderada ao estresse salino (Padmanaban et al., 2004).

Plantas transgénicas com a expressdo aumentada da H*-PPase vacuolar ou
de tonoplasto (gene AVP1, Arabidopsis Vacuolar H*-Pirofosfatase) possuem elevada
resisténcia ao estresse salino e hidrico (Gaxiola et al., 2001). Recentemente, foi
observado que a super-expressdo de AVP1 em alfafa também aumenta a tolerancia
de plantas de alfafa a salinidade e a seca (Bao et al., 2009). Em conformidade ao
observado por estes autores, a super-expressdo do gene TsVP, que codifica a H'-
PPase de Thellungiella halophila, planta extremamente tolerante a frio, seca e
salinidade, aumentou a resisténcia de algodoeiro a seca (Lv et al., 2009).

Diferentemente das plantas transformadas com genes das H'-ATPases de
MP (Gévaudant et al., 2007) e de vacuolo (tipo V) (Schumacher et al., 1999), foi
possivel observar para as plantas transformadas com o gene AVP1 um aumento
significativo da biomassa radicular (Gaxiola et al., 2001; Li et al., 2005; Yang et al.,
2007). Estas plantas também apresentaram maior capacidade de transporte de
auxina, aumento no nimero de raizes laterais (RLs) e maior capacidade de extrusao
de H" (Li et al., 2005). Interessante observar que, apesar da expressdo ser
direcionada especificamente a H*-PPase, as plantas AVP1 também apresentaram
maior atividade e expressédo da H*-ATPase de MP, resultando no decréscimo do pH
apopléstico (Li et al., 2005). Foi demonstrado que a super-expressdo de AVP1 em
plantas de Arabidopsis, tomateiro e arroz favoreceu o crescimento em condigdes de
deficiéncia de PO, (Yang et al., 2007). As plantas transgénicas foram capazes de

acumular mais K" e exsudar maiores quantidades de acidos organicos. E evidente a



aplicabilidade da tecnologia da super-expressdao do gene AVP1l em diferentes
culturas de importancia agricola, melhorando a produtividade em solos acidos e
deficientes em PO4, reduzindo o uso de fertilizantes nédo renovaveis e a poluicdo das
aguas devido ao excesso de aplicacao destes fertilizantes (Yang et al., 2007).

O écido-3-indol acético (AlA) é a auxina mais encontrada na natureza, sendo
reconhecida como uma das principais substancias reguladoras do crescimento
vegetal, essencial para o desenvolvimento e crescimento das plantas, assim como
para respostas a fatores ambientais (Malamy, 2005). A emissdo de novas RLs é um
fator de alta relevancia para a eficiéncia da colonizagdo de determinado solo ou
ambiente pela planta (Malamy e Benfey, 1997). Mais de cinqlienta moléculas ja
foram descritas possuirem atividade auxinica (Tomic et al., 1998; Bertosa, 2003 e
referéncias citadas), e uma das principais caracteristicas de uma auxina reside na
capacidade de gerar um sinal chave inicial para o desenvolvimento de raizes laterais
(RLs) (Casimiro et al., 2003) sendo o numero de RLs fortemente influenciado pelo
gas oxido nitrico (ON), o qual tem sua sintese ativada nos primérdios precursores
das RLs (Correa-Aragunde et al., 2004; Kolbert et al., 2008). O aumento na
formacdo das RLs induzido por auxina € também dependente do ON, estando este,
possivelmente posicionado no final da via de sinalizagéo desencadeada pela auxina
(Correa-Aragunde et al., 2004). A relagdo entre a atividade das bombas de H* e o
desenvolvimento de RLs estimulada por ON ainda é pouco estudada.

Existem substéncias naturalmente presentes na matéria organica do solo
capazes de alterar fortemente o padréo de iniciacdo de RLs (Canellas et al., 2002).
Conhecidas como substancias humicas (SH), essa fracdo da matéria organica é
capaz de ativar enzimas (bombas de H®) responsaveis pela energizacdo de
transportadores de nutrientes e pela expanséo celular (Canellas et al., 2002;
Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 2007; Elena et al., 2009). Os &cidos
humicos (AH), fracdo relativamente estavel das SH, aumentam a atividade e a
expressdo da H'-ATPase de membrana plasmatica (MP) (Canellas et al., 2002;
Elena et al., 2009), bem como a atividade da H*-PPase do vacuolo (Zandonadi et al.,
2007). Essa enzima parece ser especialmente sensivel aos AHs e a uma ampla
faixa de concentragédo de auxina.

No Capitulo | da presente Tese, descreve-se um mecanismo de agao para
AH pelo qual estes agregados supramoleculares estimulam a proliferagdo de RLs

por um processo regulatério semelhante ao da auxina, envolvendo um estimulo na



producéo de ON e da H*-ATPase de MP (capitulo 1). Neste capitulo, foi estudada a
ativacdo das bombas de H* em plantas transgénicas que super expressam o gene
AVP1, e o reflexo desta transformacéo no desenvolvimento radicular e na producao
de ON. Visando confirmar e expandir o mecanismo de crescimento &cido induzido
por SH e auxinas, foram avaliadas também suas respostas bioquimicas e

morfoldgicas a auxina, AHs e ON.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extrac&o de acidos humicos

Os é&cidos humicos (AH) de vermicomposto foram isolados de acordo com o
procedimento preconizado pela Sociedade Internacional de Substancias Humicas
(Schnitzer e Skinner, 1982). Resumidamente, foi utilizado NaOH 0,5 mol Lt como
solvente na razao vermicomposto:solvente de 1:10 (m:v) em atmosfera inerte de N..
A separacdo dos AH foi realizada com o abaixamento do pH da solucdo até 1-1,5
com HCI 6 mol L™. A redissolucéo e precipitacéo foi repetida trés vezes. Em seguida,
adicionou-se 200 mL de solucdo aquosa diluida de HF e HCI [5 mL HCI (12 mol L)
+ 5 mL HF (48%) L™]. Ap6s uma centrifugacdo (5000 g) por 15 minutos, os AH
foram lavados seguidamente com 4gua até teste negativo com AgNOs. Foi realizada
a didlise contra 4gua desionizada usando uma membrana 12-14 KDa (Thomas
Scientific Inc.). As amostras dializadas foram liofilizadas e caracterizadas

guimicamente.
2.2. Material vegetal

Foram analisadas duas linhas transgénicas de plantas de arroz (Oryza sativa
var. japonica ‘Taipei 309’), AVP1-7 e AVP1-10. Cada uma das linhas contém copias
extras do gene 35S-AVP1 inserido huma posi¢do Unica do cromossomo. O nivel de
expressdo da proteina AVP1 nas membranas isoladas raiz de arroz revelou que as

plantas transgénicas expressam maiores quantidades da proteina AVP1 quando



comparadas as plantas controle (WT). As plantas AVP1-7 possuem maior
quantidade de proteinas expressas quando comparada as plantas AVP1-10

(comunicacéo pessoal, Dr. Roberto Gaxiola, Arizona State University).

Duas linhas transgénicas de Arabidopis thaliana (AVP1-1 e AVP-2) também
foram utilizadas no presente capitulo. As plantas AVP1-2 possuem maior quantidade
de proteinas expressas quando comparada as plantas AVP1-1 (comunicacao

pessoal, Dr. Roberto Gaxiola, Arizona State University).

2.3. Tratamentos das plantas

A caracterizacdo do efeito de 20 mg C L' de AHs isolados de
vermicomposto e de 10° mol L™ de AIA sobre a medida do CEP principal da raiz e
do namero de RLs das plantas WT e AVP foi realizada em plantulas de de arroz
(Oryza sativa var. japonica ‘Taipei 309’), WT, AVP1-7 e AVP1-10 com radiculas
medindo cerca de 1 cm. As plantulas foram selecionadas e mantidas por 2 dias
sobre papel de filtro umedecido com 10 ml de cada tratamento em caixas de
germinacao (tipo “Gerbox”) em camara (tipo “BOD”) a 25 °C e fotoperiodo de 14h de
luz e 10h de escuro.

Foi avaliado posteriormente a capacidade de producédo de ON na presenca
ou auséncia de 200 pmol L™ dos inibidores da ON sintase (L-NAME) e nitrato
redutase (Na,WO,) em arroz. Raizes intactas de plantulas de Arabidopis thaliana
AVP1l-1 e AVP-2 foram caracterizadas apenas quanto a produgdo de ON em

condic¢ao controle (sem tratamentos).
2.4. Analises estatisticas

Para a avaliagédo do efeito dos tratamentos em relag&o ao controle os dados
foram submetidos a andlise de variancia e foram comparados com auxilio do teste
Dunnett de comparacdo multipla de médias (P<0,05) em cada separadamente
(trasgénico ou controle WT). Para a avaliagdo da diferenga entre as plantas WT e
AVP1, os dados foram submetidos a analise de varidncia e o0s contrastes

comparados pelo teste de Bonferroni (P<0,05)



2.5. Namero de raizes laterais (RLs) e comprimento do eixo principal (CEP)

As raizes de plantulas tomateiro foram coletadas, escaneadas e analisadas
individualmente (n=15) com auxilio do programa de analises de imagens ImageJ
(Rasband, 2009). Foram contados o numero de RLs e medidos o comprimento do

eixo principal (CEP) da raiz.

2.6. Isolamento da fragdo microssomal

As vesiculas de tonoplasto e de MP foram isoladas de raizes das plantas
tratadas utilizando a centrifugagdo diferencial como descrito por De Michelis e
Spanswich (1986), com algumas modificagbes (Faganha e de Meis, 1995).
Resumidamente, 10 g (massa fresca) de raizes foram homogeneizadas usando grau
e pistilo em 20 mL de 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 tampéao Tris [tris-(hidroximetil) aminometano] -HCI, pH 8,0. As solucdes
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). A manipulacdo das raizes até a obtenc&o do
homogenato, bem como as centrifugagdes, tiveram a temperatura controlada a fim
de que ndo excedesse 4°C. Além disso, o pH do tampéo 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 através de quatro camadas de gaze
e submetido a centrifugacdo numa centrifuga Himac CP (HITACHI) a 1500xg
durante 15 minutos para a remocgdo de células ndo rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido a uma nova centrifugagédo a 10000xg por 15
minutos numa ultracentrifuga Himac CP 85b (HITACH]I) utilizando o rotor P70 para o
isolamento das mitocondrias. Estas organelas foram separadas e descartadas a fim
de néo interferirem nos experimentos futuros. O sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacdo, agora a 100.000 g por 40 minutos. O precipitado dessa nova
centrifugacdo, denominado fragdo microssomal, foi ressolubilizado em 1 mL de

solucéo tampao (meio de ressuspenséao: glicerol 15 % (v:v), DTT 1 mM, PMSF 1



mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6, EGTA 1 mM). A concentracdo de proteina total

contida na preparagéo foi dosada pelo método descrito por Bradford (1976).

2.7. Determinacéo da atividade H'-ATPase de Membrana Plasmatica

A atividade ATPésica 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 adi¢do da proteina e parada através da adicdo de &cido
tricloroacético (TCA) gelado para uma concentracao final de 10 % (v/v). A revelacdo
do Pi hidrolisado foi realizada mediante a adicdo de 0,5 mL da mistura contendo
Molibidato de Amdnio 2% em H,SO4 2 % + Acido Ascérbico 1 % (100:1) e apos 15
minutos foi feita a leitura em um espectrofotbmetro Shimadzu UV-2000 no
comprimento de onda de 750 nm. Nesta reacdo o fosfato € incorporado dentro de
um complexo fosforo-molibdénio e reduzido com &cido ascorbico para formar a cor
azul. Composicdo do meio de reacdo: 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 ug de
proteina. Cerca de 70-90% da atividade da H*-ATPase das vesiculas medida foi
inibida por 0,2 mM de ortovanadato de sddio (NazVO,), 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 35 °C, com ou sem vanadato, e a

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

2.8. Determinacéo da atividade da H'-PPase e da V-ATPase

A atividade da da H*-PPase de vesiculas de tonoplasto foi determinada pela
medida da liberacdo de Pi, segundo o método colorimétrico classico descrito por
Fiske e Subbarrow (1925). A reacéo foi iniciada com a adicdo da proteina e parada
atraves da adicdo de 4cido tricloro acético (TCA gelado) para uma concentracgao final
de 10% (v/v). A atividade enzimética representa a atividade hidrolitica de PPi
dependente de K" (V-PPase tipo 1) e foi obtida na presenca e auséncia de 100 mM
de KCI. A atividade foi dependente de KCI em pelo menos 60%. Cerca de 80-95 %
da atividade daV-ATPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi inibida por 10 nM de
Concanamicina, um eficiente inibidore da V-ATPase. O meio de reagdo conteve 10
mM de Mops-Tris (pH 7,0) 100 mM de KCI, 3 mM de MgCl, e 50 pg de proteina. A



atividade da H'-PPase das vesiculas medidas a pH 7,0 foi medida por diferenca

entre a auséncia e presenga de KCI.

2.9. Localizagéo do ON por microscopia de fluorescéncia

A localizacdo do ON foi realizada com auxilio da sonda fluorescente DAF-2
DA em microscopio de fluorescéncia. Foram cortadas se¢fes transversais da regido
de emisséo de RLs de plantulas de arroz AVP1-7 e AVP1-10, ou utilizadas plantulas
integras de Arabidopis thaliana AVP1-1 e AVP-2 e colocadas em 10 mM de tampé&o
HEPES-BTP pH 7,5 com 10 uM de DAF-2 DA por 40 min sob agitagdo no escuro.
Posteriormente, os cortes foram lavados 3 vezes em tampdo e analisados no
microscopio (excitagdo 488 nm, emissdo 495-575 nm). As imagens foram obtidas em
microscopio 6tico de fluorescéncia (Zeiss Axioplan com camera Canon A640 digital
acoplada) e analisadas pelo programa ImageJ. Imagens dos cortes sem DAF foram
utilizados como controle. As mesmas caracteristicas de obtengdo de imagem foram
mantidas para todos os tratamentos e ndo houve nenhum tratamento das imagens
posteriormente. Pelo menos 5 amostras foram avaliadas para cada tratamento em 4

experimentos independentes.

3. RESULTADOS

3.1. AlA e AH alteram o desenvolvimento das raizes de plantas de arroz
transgénicas AVP1-7 e AVP1-10

Foram analisadas duas linhas transgénicas de plantas de arroz (Oryza
sativa var. japonica ‘Taipei 309’), AVP1-7 e AVP1-10. Cada uma das linhas contém
cOpias extras do gene 35S-AVP1 inserido numa posi¢cdo Unica do cromossomo. O
nivel de expressao da proteina AVP1 nas membranas isoladas raiz de arroz revelou

que as plantas transgénicas expressam maiores quantidades da proteina AVP1



quando comparadas as plantas controle (WT) (comunicacdo pessoal, Dr. Roberto
Gaxiola, Arizona State University).

No presente estudo foram analisados os efeitos da aplicagéo de AHs e AIA
sobre o desenvolvimento radicular de plantas AVP e WT, avaliados pela alteragéo no
ndmero de RLs, do CEP e da densidade de raizes (Figuras 1, 2 e 3). O efeito de AIA
e AH sobre as plantas WT resultaram num aumento significativo de 150 e 115% no
ndamero de RLs, respectivamente (P<0,0001) (Figura 1). O numero de RLs das
plantas AVP1-7 ndo foi alterado por esses tratamentos. Por outro lado, o nUmero de
RLs aumentou em cerca de 30 e 50% nas plantas AVP1-10 tratadas com AIA ou AH,
respectivamente (P<0,0001). Tomando a transgenia como fonte de variagdo foi
possivel observar uma diferenca significativa no nimero de RLs de plantas AVP1-7
(160%) e AVP1-10 (60%) (P<0,0001).
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Figura 1. Namero de raizes laterais (RLs). Plantulas de arroz
controle (WT) e com a super-expressdo do gene AVP1 (linhas
AVP1-7 e AVP1-10) foram tratadas ou ndo por 48h com 10 nM de
acido-3-indol-acético (AIA) ou 25 mg de C L™ de &cidos himicos
(AHS).
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Figura 2. Comprimento do eixo principal (CEP) da raiz. Plantulas
de arroz controle (WT) e com a super-expresséo do gene AVP1
(linhas AVP1-7 e AVP1-10) foram tratadas ou nao por 48h com 10
nM de &cido-3-indol-acético (AIA) ou 25 mg de C L™ de &cidos

hamicos (AHSs).



As plantas WT apresentaram um aumento de cerca de 30% no CEP quando
crescidas na presenca de AIA ou AH (P<0,001) (Figura 2). O CEP nas plantas
AVP1-7 foi reduzido em 15% na presenga de AIA e nao foi modificado pelo AH
(P<0,001). Nas plantas AVP1-10 tanto o AlA quanto o AH aumentaram o CEP em
torno de 20%. A super-expressao de AVP1 por si aumentou o CEP em cerca de 90%
e 30% nas plantas AVP1-7 e AVP1-10, respectivamente. Foi possivel observar que o
aumento mais pronunciado no numero de RLs das plantas WT tratadas com AlA e
AH levou a um incremento na densidade de RLs (niumero de RLs / cm) de cerda de
95 e 70%, respectivamente (P<0,001) (Figura 3). As plantas AVP1-7 nao tiveram
essa caracteristica alterada pelos tratamentos. Ja as plantas AVP1-10 tiveram um
aumento de cerca de 20% na densidade de RLs quando tratadas com AIA ou AH.

E possivel observar o aspecto das plantas tratadas na Figura 4.
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Figura 3. Densdade de raizes laterais (RLs/cm). Plantulas de arroz
controle (WT) e com a super-expressao do gene AVP1 (linhas AVP1-7
e AVP1-10) foram tratadas ou ndo por 48h com 10 nM de &cido-3-
indol-acético (AIA) ou 25 mg de C L™ de &cidos himicos (AHSs).
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Figura 4. Aspecto visual de plantulas de arroz controle (WT) e com a super-
expressdo do gene AVP1 (linhas AVP1-7 e AVP1-10) tratadas ou ndo (controle)
por 48h com 10 nM de AIA ou 25 mg de C L™ de AH. Barra = 10 cm.



3.2. O AH altera a atividade de hidrélise das bombas de H* das plantas de arroz
transgénicas AVP1-10

A atividade hidrolitica da H*-ATPase da MP é apresentada na Figura 5A. As
plantas de arroz transformadas com gene AVP1 possuem uma atividade 50% maior
do que as plantas WT. Na presenca de AH esse estimulo é de 100%. A ativagdo da
H*-PPase é de cerca de 40% nas plantas AVP1, aumentando duas vezes na
presenca de AH (Figura 5B). A atividade da V-ATPase foi alterada positivamente em
100% pelos AH tanto nas plantas WT quanto nas plantas AVP1, mas a super-
expressédo desse gene por si ndo modificou significativamente a atividade da bomba
(Figura 5C).
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Figura 5. Atividade da H*-ATPase de MP (A), da H'-PPase do tonoplasto (B) e da V-
ATPase (C) em vesiculas isoladas de raizes de plantas arroz controle (WT) e
transformadas com a super-expressdo do gene que codifica a H*-PPase (AVP1-7)

tratadas ou ndo com 25mg C L™ de AH.



3.3. A producéo de ON ¢ alterada nas raizes de plantas de arroz transgénicas
AVP1-7 e AVP1-10 e em plantas de Arabidopsis transgénicas AVP1-1 e AVP1-2

A emissé@o da fluorescéncia da sonda sensivel a ON DAF-2DA em raizes
intactas de Arabidopsis transgénicas AVP1-1 e AVP1-2 é cerca de 30% comparada
as plantas WT (Figura 6).

As plantas de arroz transgénicas AVP1-7 e AVP1-10 aumentam em cerca de
2 vezes a fluorescéncia da sonda DAF-2DA em relagcdo as plantas WT, como
demonstrado pela nos cortes transversais das raizes (Figura 7). E possivel observar
que o0 uso em conjunto dos inibidores da atividade da enzima nitrato redutase (L-
NAME) e da enzima ON sintase (Na;WO,) reduziram em cerca de 50% a
fluorescéncia relativa a produgdo de ON. N&o houve alteracdo significativa da
fluorescéncia nas duas linhas de plantas transgénicas na presenca desses

inibidores.
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Figura 6. Microscopia de Fluorescéncia com sonda DAF-2DA na ponta da raiz
principal de plantulas de Arabidopsis thaliana controle (WT) e com a super-
expressédo do gene AVP1 (AVP1-1 e AVP1-2). Barra =1 mm.
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Figura 7. Microscopia de Fluorescéncia com sonda DAF-2DA de plantulas de arroz
controle (WT) e com a super-expressao do gene AVP1 (linhas AVP1-7 e AVP1-10)
tratadas ou n&o por 24h com inibidores da producéo de ON (0,2 mM de L-NAME +
Na,WO,). Barra = 50 ym. O grafico apresenta a fluorescéncia relativa emitida pela
sonda sensivel a ON, DAF-2DA. As barras representam as médias + desvio padrao
(n=5).



4. DISCUSSAO

Apesar dos avangos nos estudos do mecanismo de agdo das SH sobre o
desenvolvimento radicular, somente recentemente empregaram-se plantas mutantes
e transgénicas como ferramentas para sua elucidagcdo (Zandonadi et al., 2006;
Dobbss et al., 2007; Schmidt et al., 2007; Trevisan et al., 2009). A hip6tese de um
mecanismo de acdo dos AHs semelhante ao da auxina tem sido sustentada pelo uso
do mutante dgt, que falha na percepgao de auxina e na iniciacdo de RLs (Zandonadi
et al., 2006; Dobbss et al., 2007), e pela inducdo de genes da via de sinalizagéo
(IAA19), bem como a caracterizagdo de plantas transformadas com elemento
sintético de resposta a auxina (DR5) (Trevisan et al., 2009).

No presente trabalho foi testada a hipétese de que o AH e o AlA alteram o
desenvolvimento radicular (Figuras 1, 2 e 3) pela ativagcdo da enzima H'-PPase
(Figura 5B), a qual poderia influenciar a producdo de ON (Figura 7). Tanto o AH
como o AIA aumentaram significativamente o CEP, o nimero de RLs e a densidade
de raizes em plantas WT (Figuras 1, 2 e 3). As plantas AVP1-7 e AVP1-10 possuem
constitutivamente maior nimero de RLs e CEP (Figuras 1 e 2). As plantas WT
tratadas com AIA ou AH apresentaram um fendtipo para RLs semelhante as plantas
transgénicas néo tratadas. O mesmo néo aconteceu para o CEP e densidade,
provavelmente devido ao fato do efeito dos AHs e AlA ser mais pronunciado na RL
do que no CEP. E importante notar que o CEP das raizes é controlado também por
etileno, o qual em concentracdes elevadas pode interagir com a auxina na ponta da
raiz principal reduzindo seu crescimento (Ilvanchenko et al., 2008). E necesséria a
realizagdo de outros trabalhos para entender a importancia do etileno na via de
sinalizacdo estimulada por AHs.

O transporte de auxina € fundamental para a formagédo de RLs (Marchant et
al., 2002) e plantas com a super-expressdo do gene AVP1l sdo capazes de
transportar maior quantidade deste fitorménio (Li et al., 2005). Foi demonstrado que
existe um aumento transitério na producdo de ON induzida por auxina associada a
emissdo de raizes adventicias (Pagnussat et al., 2002) e que o ON é produzido nas
células do periciclo, precursoras da emissdo da RL (Correa-Aragunde et al., 2004).
Os dados apresentados no presente trabalho corroboram para hipétese de que a

auxina poderia induzir a producdo de ON, uma vez que associa 0 aumento da



deteccdo deste gas ao maior niumero de RLs das plantas transgénicas (Figuras 6 e
7). O presente trabalho vai além, sugerindo um papel fundamental da H*-PPase na
produgdo de ON por acidificagdo do apoplasto (Figura 7) como sugerido
previamente para a acdo da H'-ATPase de MP (capitulo 1). Essa idéia esta em
consonancia com a hipétese da regulacio da H'-ATPase de MP pelo nivel da auxina
intracelular, o qual é capaz de estabelecer um sistema de retroalimentacdo onde a
H*-PPase poderia regular tanto o nivel quanto o alvo de vesiculas contendo H'-
ATPase de MP (Li et al., 2005). E possivel observar que, enquanto as plantas WT
tem a producdo de ON reduzida em cerca de 50% pela presenga dos inibidores de
producdo enzimética deste gas (L-NAME e Na,WOQ,), as plantas AVP permanecem
praticamente inalteradas, sugerindo que o aumento da acidificagéo poderia suprir a
auséncia da producdo enzimatica de ON (Figura 7).

Sabe-se que o primérdio precursor da RL possui abundancia da H*-ATPase
de MP (Moriau et al., 1999). Esta € uma enzima chave para o crescimento e
desenvolvimento celular, sendo regulada pela auxina em nivel transcripcional e pos
traducional (Revisado por Hager 2003). O AH foi capaz de aumentar a atividade
dessa enzima tanto em plantas WT quanto em AVP (Figura 5A). As plantas AVP
possuem uma ativacéo constitutiva da H*-ATPase de MP e, embora o AH seja capaz
de ativar ainda mais essa enzima, a magnitude de estimulo n&o ultrapassou o nivel
de atividade observado nas plantas WT. De acordo com a teoria do crescimento
acido, uma vez acionada pela auxina, a H'-ATPase de MP acidifica o apoplasto
ativando enzimas relacionadas com a expansdo da parede celular (Hager et al.,
1991; Rayle e Cleland, 1992). Além disso, o gradiente eletroquimico gerado pelo
transporte H* funciona como facilitador da entrada da auxina na célula (Leyser,
2005), e é fundamental para energizacdo de transportadores secundarios que
auxiliam na absorgéo de nutrientes importantes (Palmgren, 2001).

O papel da H'-PPase na homeostase celular e controle do crescimento
vegetal vem sendo revisto e ampliado (Li et al.,, 2005; Gaxiola et al., 2007). O
pensamento tradicional sobre esta enzima tem mudado, j& que além da sua
participacdo classica na acidificacdo do vacuolo, a H'-PPase contribui para a
regulacdo do pH apoplastico e do transporte de auxina, provavelmente pela
mediacdo do trafego de vesiculas contendo a H*-ATPase de MP e o transportador
de efluxo de auxina, PIN1 (Li et al., 2005). A atividade da H*-PPase foi aumentada

pelo AH nas plantas WT, mas o estimulo nas plantas AVP foi mais proeminente



(Figura 5B). No caso da V-ATPase, a magnitude de estimulo da atividade pelo AH foi
a mesma tanto nas plantas WT quanto nas plantas AVP (Figura 5C), uma vez que
ndo ha alteracdo da expresséo e atividade da V-ATPase nas plantas AVP (Li et al.,
2005).

O fosforo € um elemento essencial para os processos metabdlicos que
necesitam de energia em todos os organismos vivos Por exemplo, a concentragéo e
a homeostase do fosfato (Pi) presente no citoplasma s&o consideradas fundamentais
nas vias de transducéo de sinais e regulacdo de varias enzimas (Poirier e Bucher,
2002). A atividade dos sistemas primarios de transporte de H* pode alterar a
concentracdo do Pi citosélico (Palma et al., 2000). Plantas crescidas em condi¢des
de baixo Pi apresentam maior atividade e expressdo da H'-ATPase de MP e
aumento transitério do nivel de AIA enddégeno (Shen et al., 2006). A aplicacdo de
auxina exdgena em plantas deficientes em Pi ativa a H-ATPase e a absorcéo de Pi.
Recentemente foi demonstrado que a disponibilidade de Pi pode interferir no
desenvolvimento de RLs mediado pela sinalizacdo de auxina (Pérez-Torres et al.,
2008). Estes autores demonstraram que a modulagéo da sensibilidade auxina por Pi
é dependente do receptor de auxina TIR1 e do fator de transcricdo ARF19. Foi
proposto um modelo no qual a sensibilidade auxina é reforcada em plantas privadas
de Pi por um aumento da expressdo de TIR1, que acelera a degradacédo de
proteinas AUXI/IAA, liberando assim os fatores de transcricdio ARF que
ativam/reprimimem genes envolvidos na formac&o e emergéncia da RL. E provéavel
que a elevada atividade da H'-PPase do vactolo contribua para uma regulacdo da
concentracdo citoplasmatica de Pi em plantas transgénicas ou tratadas com AH
(Figura 5). Desta forma é possivel estabelecer um modelo no qual a H*-PPase
regula tanto a sensibilidade a auxina quanto o nivel de Pi citoplasmético resultando
na formacdo maior nimero de RLs (Figuras 1, 4 e 5).

A regulacdo hormonal das bombas de H" do vactolo ainda € pouco estudada.
Em sua revisdo sobre os transportadores vacuolares, Maeshima et al. (1996)
sugeriram que seria possivel que os fitorménios regulassem as bombas de H* do
vacuolo. Na mesma época foi demonstrando que muitos fitorménios, incluindo
auxinas em concentracdo muito baixa (10 mol L), estimulam as atividades de
hidrélise 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 da H*-ATPase vacuolar de raizes de



aveia (Pinton et al., 1992). A agdo orquestrada das bombas vacuolares e da MP
pode, sob influéncia do AIA e do AH, levar & expansédo celular e a alteracdo da
arquitetura radicular (Figuras 1,2 e 3) conforme demonstrado previamente
(Zandonadi et al., 2007).

Recentemente, foi demonstrado que plantas de arroz AVP1 se desenvolvem
muito bem em condi¢des de baixo de PO4, produzindo maior biomassa radicular,
elevada acidificac@o da rizosfera e exudacao de acidos orgéanicos (e.g., acido citrico)
(Yang et al., 2007). E interessante observar que plantas de milho tratadas com AHs
possuem um aumento no efluxo de acido citrico associado a ativagdo da H*-ATPase
de MP (Canellas et al., 2008).

Os sistemas primarios de transporte H" sdo fundamentais para a regulacéo do
pH do vacuolo, do citoplasma e do apoplasto celular (Felle, 2001). A partir dos dados
apresentados é possivel sugerir uma sequéncia de eventos desencadeados pela
ativacdo da H*-PPase que culminem no desenvolvimento radicular. Desse modo, os
AHs poderiam atuar mantendo a sincronia de ativacdo das bombas de prétons para
o crescimento de raizes (Zandonadi et al., 2007) utilizando a modificacdo de pH e o

ON como sinais.
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6. CONCLUSOES

As evidéncias experimentais obtidas permitiram estabelecer uma relagéo
funcional entre a ativacdo das bombas de H', a induc&o via sinalizac&o auxinica da
sintese localizada de ON e o desenvolvimento de RLs. No modelo proposto, AH
derivados de diversos tipos de matéria organica atuariam como fontes ambientais de
auxina induzindo a producéo de ON nos sitios de emissdo de RL. O ON por sua vez
ativaria as bombas de H" das células adjacentes, desencadeando o mecanismo de
crescimento acido responsavel pela proliferacdo e elongacdo celular associados a
formacdo das RLs. O modelo também sugere que a acidificagdo apoplastica
desencadeada pela ativagdo das bombas de H* por AH / AIA / ON poderia induzir a
producéo de mais ON, representando uma via de amplificagédo de sinal onde um
sinal inicial de ON induziria a liberagéo de mais ON. Postulamos que esta cascata de
sinalizacdo (NO-induce/ NO-release) seria parte do mecanismo de transdugédo de
sinais de AIA e AH responséavel pelo controle da morfologia radicular via indugéo de
formacdo de RLs em raizes de milho. As evidéncias experimentais apresentadas

nesta Tese que sustentam o modelo proposto séo as seguintes:

1 — A inducdo por ON de aumento do nivel de transcritos para o gene LHA4 H'-
ATPase de MP bem como a atividade desta enzima em raizes de tomateiro;

2 — A participacdo do ON e do fluxo de H' nos processos inerentes a interacéo entre
os fitormonios auxina e etileno durante o desenvolvimento radicular de tomateiro;

3 — O tomateiro mutante pouco sensivel a etileno (Nr) possui maior desenvolvimento
radicular, e os dados sugerem que a agao da auxina, do ON e dos AHs sobre o
desenvolvimento de RLs néo € prejudicada pela percepcéo ao etileno causada pela
mutagao no gene Nr.

4 — Plantulas transgénicas de Arabidopsis ou de arroz com a expressao aumentada
da V-PPase (gene AVP1) produzem maior nimero de RLs e apresentam maior
producéo de ON. A super-expressao da V-PPase confirma a influencia desta enzima
sobre a formagédo de RLs, que poderia ocorrer via modulagcdo do transporte de

auxina e/ou dos niveis de Pi citoplasmatico, como exposto na discusséo da Tese.
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Modelo proposto. Esquema apresentando um modelo de regulacdo das bombas de
H* via cascata de sinalizacdo desencadeada por acidos hiimicos (AH) e indol acético
(AIA) mediada por 6xido nitrico (ON). A seta verde escuro aponta a ativagdo da H'-
ATPase de membrana plasmatica (MP) por ON a qual é insensivel a presenca de
inibidores da via de sinalizacéo (PCIB) e transporte de auxina (TIBA). A seta verde
claro pontilhada indica que a H'-ATPase de MP, uma vez ativada, acidifica o
apoplasto e induz a producdo de ON pela via dependente de pH (1). A seta verde
claro tracejada mostra como a ativacdo da H'-PPase vacuolar (V-PPase) via super-
expressdo (OXAVP1) pode levar a produgdo de ON, mesmo na presenca de
inibidores da producao enzimatica de ON (L-NAME e Na,WOQy,), sugerindo a possivel
insercdo da V-PPase na MP (2). A ativacdo H'-ATPase de MP por auxina mediada
por ON, geraria o gradiente eletroquimico que favorece a entrada de moléculas de
AIA protonadas ativando fatores de transcricdo, ARF (3). A ativagdo H'-ATPase de
MP por AH bloqueada pelo inibidor do ON (PTIO), indicando a participagdo do ON
na ativacdo pré- e/ou pos-transcripcional desta enzima (4). Uma possivel regulagéo
orquestrada das H'-ATPases de MP, V-ATPases e V-PPases, coordenadas por

proteinas 14-3-3, esta indicada pelas setas pretas pontilhadas.
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