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Resumo — A bioatividade de &cidos himicos (AH) isolados de lodo da estagéo de tratamento de esgoto
(AHL) e de vermicomposto (AHV) foi avaliada pela ag8o dessas substancias sobre o transporte de
prétons através da membrana plasmética de células de raizes de café e milho e sua relagdo com o
desenvolvimento dessas espécies. Houve estimulo da area superficial radicular em ambas as espécies
cultivadas com ambos AH, mostrando umaconcentracdo 6timaem torno de 40 mg L. Nessacondig&o,
os tratamentos com AHL e AHV estimularam a H*-AT Pase de membrana plasmatica em plantulas de
café emilho. Os AHL foram mais efetivos na promocéo desses efeitos do que osAHV. A modificacéo
do perfil cromatogréfico dos AH em solucdo antes e apds o cultivo das plantulasrevel ou que ainteragcéo
planta-AH promoveu uma redistribuic&o das massas moleculares dessas substéncias, sugerindo uma
dinamica de mobilizag&o de subunidades funcionais dosAH por exsudatos dasraizes. A andlise estru-
tural dosAH detectou apresencade grupamentosde auxina. A andlise comparativadaagéo dessesdois
AH sobre as espécies representantes de plantas monocotileddneas (milho) e dicotileddneas (café)
apontam paraaativagdo daH*-ATPase de plasmal emacomo possivel marcador metabdlico de bioatividade
dos &cidos himicos.

Termos paraindexagdo: Zea mays, Coffea arabica, lodo residual, &cidos organi cos, vermicomposto.

Humic acids bioactivity: effects on root development and on the plasma membrane proton pump

Abstract — The bioactivity of humic acids (HA) isolated from sludge of the station of sewer treatment
(HAL) and from vermicompost (HAV) was evaluated through the action of those substances on
primary transport of protons of the plasma membrane of coffee and corn root cells and its relationship
with the development of those species. A stimulation in the superficial area of roots was observed for
both species cultivated with both humic acids, exhibiting an optimum concentration, about 40 mg L of
HA. In this condition the treatment with HAL and HAV stimulated the plasma membrane H*-ATPase
of corn and coffee roots. HAL were more effective to promote those effects than HAV. The modifica-
tion of the chromatographic profile of the HA in solution before and after the cultivation of the
seedlings revealed that the interaction plant-HA promoted a rearrangement of the average molecular
weight of those substances suggesting adynamic mobilization of bioactive subunits of the HA by plant
exudates. The structural analysis of the HA has detected the presence of auxin groups. A comparative
analysis of the action of those HA on the monocotyledonous (corn) and dicotyledonous (coffee) plants
indicatesto the activation of plasmallema H*-ATPase as a possible metabolic marker for bioactivity of
humic acids.

Index terms: Zea mays, Coffea arabica, sewage sludge, organic acids, vermicomposting.
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I ntroducéo

As substancias himicas (SH) participam de im-
portantes reacBes que ocorrem nos solos, influen-
ciando afertilidade pelaliberacdo de nutrientes, pela
detoxificacéo de elementos quimicos, pelamelhoria
das condic¢0es fisicas e biologicas (Santos &
Camargo, 1999) e pelaproducdo de substanciasfisi-
ologicamente ativas (Guminski, 1968). V &riostraba-
Ihos tém demonstrado que as SH podem influenciar
aacumulacdo de nutrientes e o crescimento vegetal
(Vaughan & Malcolm, 1985). Os efeitos das SH so-
bre o metabolismo das plantas foram resumidos por
Nannipieri et al. (1993) como resultado (i) dainfluén-
cia positiva sobre o transporte de ions facilitando a
absor¢ao; (ii) do aumento darespiracéo e daveloci-
dade das reagdes enziméticas do ciclo de Krebs, re-
sultando em maior producéo deATP; (iii) do aumen-
to no contetido de clorofilg; (iv) do aumento nave-
locidade e sintese de &cidos nucléicos; (v) do efeito
seletivo sobre asintese protéica; (vi) do aumento ou
inibic&o da atividade de diversas enzimas. Todavia,
os avos mol eculares primariamente envolvidos nes-
sas respostas ndo foram ainda elucidados.

O incremento da absor¢do de nutrientes propor-
cionado pela presenca de SH em solucdo tem sido
justificado por um hipotético aumento da permea-
bilidade damembrana plasmética (M P) por meio da
acdo surfactante das SH e a ativagdo da H*-AT Pase
deMP(Varanini et a., 1993). Entretanto, seriaimpro-
vével que o aumento da permeabilidade daMP e a
dissipacéo do potencial transmembranar possa in-
duzir qualquer efeito benéfico sobre as plantas.
O controledapermeabilidade celular estaintimamente
relacionado a manutencdo da seletividade da MP,
fator fundamental paraamanutencéo dahomeostase
celular. Por outro lado, o gradiente eletroquimico
gerado pela H*-ATPase de MP esta diretamente en-
volvido com dois mecanismos fundamentais do de-
senvolvimento vegetal: (i) aenergizacéo de sistemas
secundérios de translocacdo de ions fundamentais
para a absor¢éo de macro e micronutrientes e (i) o
aumento da plasticidade daparede celular para pos-
sibilitar o processo de crescimento edivisio dacélu-
lavegetal . Esse Ultimo mecanismo esta rel acionado
com ateoria do crescimento acido que postula que
um aumento da extrusdo de prétons mediado pela
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H*-ATPase promove aacidificacdo do apoplasto, que
por suavez ativaenzimas especificas que atuam so-
bre a parede celular aumentando sua plasticidade e,
consequientemente, permitindo o alongamento da
célula(Rayle& Cleland, 1992). Em ensaiosin vitro
foi observada a estimulagdo da H*-ATPase de MP
emraizesde aveia, por SH de baixo peso molecular,
extraidasde solo (Varanini et ., 1993). Anteriormen-
te, um efeito similar haviasidorelatado comrelagdo a
SH de himus de minhocas sobre a H*-ATPase da
frag&@o microssomal obtidaderaizesde milho (Nardi
et a., 1991). Ensaiosin vivo, com plantulasde milho
tratadas com SH solliveis em &gua isoladas de tur-
fas, também mostraram a estimulagéo da atividade
daH*-ATPase associadaa um aumento ha absor¢éo
de NOj3 (Pinton et a., 1999). Por outro lado, Nardi
et al. (2000) encontraram forteinibicdo daH*-ATPase
também obtida de microssomos de raizes de milho,
porém tratado com SH de baixo peso molecular extra-
idas do horizonte superficial de um solo temperado.
Tal discrepanciafoi relacionadaas diferencasencon-
tradas nas concentragdes e na natureza quimica das
SH testadas. A maioria dos trabalhos sobre bioa-
tividade de SH tém-se concentrado nas fragdes so-
IGveis em &gua ou de baixo peso molecular, porque
essas substancias poderiam acessar mais facilmente
possiveisreceptores nasuperficiedaM P ou no inte-
rior dacélula(Vaughan & Malcolm, 1985). Jaasba-
ses bioquimicas e moleculares da bioatividade dos
AH tém recebido relativamente pouca atenc¢éo, por
serem SH de ato peso molecular e, consequente-
mente, de dificil penetracéo na parede e membranas
das células. Entretanto, sabe-se que certos AH pro-
movem o desenvolvimento vegetal numamesmapro-
porcdo, quando ndo superior, aos acidos fulvicos
(SH debaixo peso molecular).

O objetivo destetrabalho foi avaliar abioatividade
de &cidos humicosisolados de lodo de uma estacdo
de tratamento de esgoto (AHL) e a bioatividade de
um vermicomposto (AHV) sobre o transporte priméa-
rio de prétons damembranaplasméticae suarel acéo
com o desenvolvimento de raizes de pléntulas de
caféedemilho.

Material e M étodos

Os é&cidos himicos (AH) foram obtidos de lodo da
estagdo de tratamento de Jacarepagua (AHL), Rio de Ja-
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neiro e de vermicomposto (AHV) produzido com esterco
bovino pela agdo de minhocas californianas vermelhas
(Eisenia foetida). O procedimento de extraggo dosAH en-
contra-se detalhado em Canellas et a. (2001). Resumida-
mente, foi utilizado NaOH 0,5 mol L-1 como solvente, na
razéo solvente:residuo organico de 1:10 (v:v) ematimosfera
inertede N2. A separagdo dosAH foi realizadacom o abai-
xamento do pH da solugéo até 1,0 com HCI 6 mol L1,
A redissolucdo e precipitagdo foi repetida trés vezes.
Em seguida, adicionaram-se aamostra200 mL de solugéo
aquosa diluida de HF e HCI, permanecendo sob agitagdo
por 8 horas. Os AH foram lavados com &gua até teste ne-
gativo, com AgNOs, e, posteriormente, liofilizados.
A caracterizagdo dos AH foi realizada previamente nos
trabalhos de Canellaset al. (2000, 2000b). A Tabelalre-
sume as principais propriedades estruturais dos AH estu-
dados.

Paradiminuir a polaridade, foram adicionados 10 mL
de metanol a 30 mg de ambas amostras de AH.
As suspensdes alcodlicas foram mantidas em banho de
gelo sob agitagdo constante, e tratadas com 10 gotas de
cloreto deacetila. O volume de cada suspenséo foi reduzi-
do em baixatemperatura, apos quatro horas dereagdo, e 0
procedimento, repetido trés vezes. Os produtos obtidos
pelareacdo de metilagdo de AH foram redissolvidos em
10 mL de metanol (grau HPLC) e analisados por
cromatografiagasosa acopl adaa espectrometriade massas
(CG-EM). Foram injetados 1 e 2 uL das solugdes num
aparelho Shimadzu — QP5050A equipado com croma-
tografo gasoso com colunaDB-1 (J & W Scientific) 30 m x
0,25 mm (d.i.) e espectrdometro de massa operando com
ionizagdo por impacto eletrénico a 70 eV. As temperaturas
deinjecdo e de detecgdo foram mantidas em 280°C, eada
coluna, programada para a variagdo de 100°C a 280°C a
15°C min-l. Foi obtido, nas mesmas condigdes, 0
cromatogramace o espectro de massas de | AA padrdo pre-
viamente metilado.
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A solugdo de 40 mg L1 de AH, ap6s padronizagéo do
teor de carbono (10 mg L™1), foi analisada antes e depois
do crescimento das plantulas de milho, por cromatografia
deexclusdo em gel em colunade 200 x 15 mm preenchida
com Sephadex G-200, coletor automético, eluida.com so-
lucdo de NaCl 0,01 mol L1, fluxo de 0,75 mL mint e
deteccdo por UV em | = 250 nm.

Sementesde café (Coffeaarabica L., var. Caturra) ede
milho (Zea mays L., var. BR-106), obtidas da Embrapa-
Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, foram
esterilizadas por imersio numasolucéo de NaClO 0,5% e
mantidas em &gua, por seis horas apos a lavagem.
Em seguida, as sementesforam acondicionadasem papel e
germinadas no escuro a28°C. Quatro e 30 dias apos a
germinacdo das sementes de milho e café, respectivamen-
te, as plantul asforam transferidas paraum meio de cultura
minimo contendo somente CaCl, 2 mmol L. O meio mi-
nimo foi suplementado com AH naconcentragéo de 0, 20,
40e80 mg L-1. O pH dasolucéo foi gjustado para’5,5 com
solugdo diluidade NaOH ou HCI. Apos sete dias de cres-
cimento nestas solugdes, as plantulas foram coletadas, as
raizes, digitalizadas, e avaliados os par@metros compri-
mento e area superficial por meio do software SIACS
(Embrapa-Centro Nacional de Pesguisae Desenvolvimen-
to de Instrumentagdo Agropecuéria), de acordo com
Cruvindl et al. (1996). Outraamostraderaizesfoi coletada
e usada nos seguintes procedimentos experimentais:
a) Preparacdo da fragdo microssomal: afracéo isoladade
raizesdemilho ecaféfoi obtidapor centrifugagéo diferen-
cia, conformeDeMichelis& Spanswich (1986). As raizes
foram cortadas e pesadas, e entdo, homogeneizadas em
meio tamponado em amofariz. O tampé&o de extragéo foi
composto de sacarose 250 mmol L-1, glicerol a 10%,
DTT 3,3mmol L1, 5mmol L1 EDTA, 0,5% de PVP-40,
KCI 150 mmol L1, BSA 0,13%, PMSF 1 mmol L1,
Tris-HCI (pH 8,0) 0,1 mol L-1, narelacdo peso de tecido/
volume de tampéo de 1:2. As solu¢des usadas na

Tabela 1. Distribuicdo daintensidade de C nas diferentes regides (ppm) do espectro de ressonancia magnética nuclear
13C, composicao elementar e acidez funcional de &cidos htimicos extraidos de lodo da estagéo de tratamento de esgotos

(AHL)® e de vermicomposto (AHV)@,

Composto Intensidade relativa (areatotal em %)

0-48 48-110 110-145 145-165 165-190

(C difatico) (C de peptideos e carboidratos) (Caromético) (Cfendlico) (C carboxilico)
AHL 36,4 19,2 27,2 6,0 11,2
AHV 17,5 31,5 41,9 7,4 8,7
Composic¢&o elementar Acidez (cmol. kg?)

%C %H %N Cinza Tota COOCH PhOH
AHL 54,0 7,0 49 0,74 574,2 445,0 129,2
AHV 48,5 5,57 32 0,51 531,2 495,8 170,2

(MDados compilados de Canellas et al. (2000a, 2000b). (@Dados compilados de Guridi (2000); ambos os espectros RMN 13C foram obtidos em solugéo
num equipamento Bruker AC 200 seqliéncia INV GATE com 50,3 MHz para 13C.
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preparacdo estavam geladas, e toda a manipulagéo foi
realizada de 0 a4°C. O pH foi monitorado durante a
homogeneizacdo, mantendo-se entre 7,6 e 8,0.
O homogenato resultantefoi entéo filtrado atravésde quatro
camadas de gaze, e submetido a centrifugagdo a 3.000 g
durante dez minutos paraaremocao de célulasndo rompidas
enucleos. No isolamento das mitocondrias, 0 sobrenadante
foi novamente centrifugado a 10.000 g por mais 15
minutos. O sobrenadante foi submetido a nova
centrifugacdo, a 100.000 g por 40 minutos. O precipitado
dessa segunda centrifugagéo foi solubilizado em solugéo
tamp&o contendo: glicerol a 15%, DTT 1 mM, PMSF
0,02 mmol L1, Hepes-KOH 10 mmol L1 pH 7,6 eEDTA
1 mmol L1, resultando numa concentracdo de proteina
total de 8 a 12 mg mL-1; b) A purificagdo das vesiculas
de membrana plasméticafoi realizada conforme Faganha
& De Meis (1995). Quatro mL da fragdo microssomal
foram aplicados sobre um gradiente descontinuo trifésico
de sacarose nas concentracbes de 10, 30 e
46% (p/v), para preparacdo de raizes contendo
TrissHCl 10 mM pH 7,6, EDTA 1 mM e DTT 1 mM.
O gradiente com afragdo microssomal foi submetido auma
centrifugac&o de 100.000 g num rotor SW40 (Beckman),
durante trés horas. As bandas contendo MP foram
coletadas e diluidastrés vezes em égua gel adae novamente
centrifugadas a 100.000 g por 40 minutos. O precipitado
foi ressuspenso num tampdo contendo: glicerol a 10%,
DTT 1 mM, 10 mM de Tris-HCI pH 7,6 e EDTA 1 mM.
A proteinatotal contidana preparacéo foi dosadasegundo
Lowry et d. (1951); c) A atividade AT Péasicafoi determi-
nada colorimetricamente, medindo-se a quantidade de
fosfato inorgénico liberado pela reacdo. A reacdo foi ini-
ciada com a adicdo da proteina, e parada pela adicdo de
acido tricloroacético (gel ado) paraumaconcentracdo final
de 10% (v/v). Composi¢do do meio reacional: MOPS-Tris
pH 6,5 ou 7,0, 50 mmol L-%; MgCl, 3 a5 mmol L1, KCI
100 mmol L1, ATP 1 mmol L1 e 50 ug de proteina.
A hidrdlise de ATP representa a atividade sensivel a
0,2 mmol L1 devanadato.

O transporte de préton foi monitorado pelo decrésci-
mo da fluorescéncia da sonda metacromética, 9-amino-6-
cloro-2-metoxiacridina (ACMA), excitada com feixe de
A 415 nm e com a emissdo captada a 485 nm. O meio
reaciona foi composto de 10 mmol L1 de MOPS-Tris
pH 6,0, KCI 100 mmol L1, ACMA 2 umol L1, MgCl,
5mmol L-1eATP1 mmol L1

Resultados e Discussao

A composi¢éo elementar, aacidez totd, carboxilica
e fendlica, e a distribuicdo dos &omos de C para
AHL eAHV mostraram semel hangas com caracteris-
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ticas estruturais de AH isolados de solos (compa-
rando dados da Tabelal com os de Schnitzer &
Preston, 1986). A distribuicdo de estruturas
carbonadas permite sugerir que os AHL s8o mais
evoluidos estruturalmente que os AHV. Nos AHL
ocorreu maior aciimulo relativo de C sp® em longas
cadeias aquilicas (8¢ 0-48), menor contelido de C,
atribuido apolissacarideos (6c 48-110), emaior con-
telido de C ede N hacomposi ¢&o elementar caracte-
risticas do processo de evolugdo da matéria organi-
ca humificada (Zech et al., 1997). A andlise de
CG/EM usando | AA-metilado como padréo revelou
tempo de retencéo (Tr) de 7,49 minutos e espectro
demassacom os picos maisimportantesem m/z 189,
correspondendo ao ion molecular ((M].+) em/z 130
(pico basico) (Tabela 2). Ambos os derivados
metiladosdos AH apresentaram em Tr = 7,49 minu-
tose pico baseemm/z 130, compativel com presenca
do ion formado por reacdo de fragmentacéo com eli-
minag&o do radical -CO,Meeion molecular m/z 189.
O experimento CG/EM confirmaapresencade lAA
na estrutura dos AH estudados (Tabela 2).

O perfil cromatografico das soluces dos AH
aposo cultivo das plantulas de milho foi fortemente
ateradoemambososAH (Figura 1). As substancias
exsudadas pelasraizes de milho parecem modificar a
distribuicdo ou conformac&o dos componentes de
ambosos AH. Foi postulado, por Piccoloet d. (1999),

Tabela 2. Principais picos do espectro de massas (raz&o
massal/carga) e intensidade relativa (entre parénteses) do
acidoindolacético (AIA) metilado e dosderivados metilados
de &cidos hiimi cosisolados de vermicomposto (AHV) ede
|odo da estag&o de tratamento de esgoto (AHL) separados
por cromatografia gasosa com tempo de retengdo (Tg) de
7,5 minutos.

Amostra jon molecular
(M%)
189 (25%)

Razéo massa/carga

e intensidade do pico (%)
130 (100%)Y; 103 (5%); 78 (10%);
77 (3%); 51 (4%)
175 (30%); 144 (10%); 130
(100%)@; 112 (25%); 95(70%);
91 (45%); 77 (40%); 73 (70%);
51 (49%)
184 (10%); 162 (15%); 135 (40%);
130 (100%)Y; 105 (40%); 91 (48%);
77 (3%); 76 (45%); 59 (40%)
51 (9%)

AlA

AHV 189 (20%)

AHL 189 (5%)

@Pico base.



Bioatividade de &cidos humicos: efeitos sobre o desenvolvimento radicular

gue osAH sdo formados por uma mistura heterogé-
nea de pequenas moléculas reunidas num arranjo
supramolecular, estabilizado por forgasrelativamen-
tefracas (ligagbes do tipo van deWaals, n-rt, CH-m).
Essasligac6es podem ser quebradas reversivelmen-
te na presenca de baixas concentracfes de &cidos
organicos(Nardi et a., 2000; Cozzolino et al., 2001).
V arios acidos organicos sao exsudados pelas raizes
de vérias plantas que podem mobilizar subunidades
estruturais das SH, resultando na alteracéo observa-
da do perfil cromatogréfico de exclusdo das amos-
tras (Figura 1). E possivel que pelo menos algumas
dessas subunidades possuam atividade hormonal,
tais como 0s grupamentos auxinicos detectados nos
derivados metilados de ambos os AH estudados
(Tabela 2). Essas subunidades funcionais, uma vez
dissociadas da molécula base de AH, poderiam
acessar receptores na superficie ou no interior das
células das raizes, desencadeando processos que
culminariam com o estimul o do desenvolvimento em
comprimento e area radicular, observado nas
plantulas de milho e café (Figura 2). Essa hipbtese

0,50+
0,45+
0,40+
0,35+
0,30+
0254 AHVD

0,20

0,15

Absorvanciaem 250 nm

0.101 AHVA

0,054

0,00ttt
0 10 20 30 40 50 60

Volume de elui¢do (mL)
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pode explicar os relatos de atividade hormonal se-
mel hante & auxina exibida por vérias SH, incluindo
AH (Bottomley, 1917; Muscolo et a., 1998; Nardi
et al., 1999). Na concentracdo de 40 mg L1, ambos
0sAH exibiram o melhor desempenho nainducéo do
desenvolvimento do sistemaradicular (Figura 2). En-
sai os enzimaéticos utilizando vesicul as de plasmalema
isoladosderaizestratadas40 mg Lt de AHL ouAHV
revelaram um estimul o da atividade AT Pasi ca sensi-
vel a vanadato e do transporte de H* acoplado a
hidrélise de ATP, consistente com a ativacéo da
H*-ATPase de membrana plasmatica (Tabela 3).
A interacdo dos AH diretamente com a H*-ATPase
ndo parece responder pela ativacdo dessa enzima,
porque in vitro, a adi¢do de ambos os AH a0 meio
dereag8o promoveu ainibicdo daatividade AT Pésica
(Figura 3). As atividades da H*-AT Pase exibidas na
Tabela 3 foram obtidas de vesiculas de membrana
plasméticaque seformaram durante o fracionamento
celular com a face citoplasmatica exposta ao meio
(in-side-out vesicles). Logo, parece que a hipbtese
mais plausivel é que moléculas de AH ou suas

0,50+
0,454
0,40+
0,357
0,304
0,254

0,20+ /

Absorvanciaem 250 nm

0,151 AHLA
0,104

0,054

0 20 40 60
Volume de eluicdo (mL)

0,00

Figura 1. Cromatografia de exclusdo por tamanho da solucdo de &cidos himicos a pH 5,5. AHVA: &cidos himicos
isolados de vermicomposto antes do crescimento das plantulas de milho; AHVD: &cidos himicos isolados do
vermicomposto depois do crescimento de plantulas de milho; AHLA: &cidos himicos isolados de lodo da estacéo de
tratamento de esgoto antes do crescimento das plantulas de milho; AHL D: &cidos himicosisolados de lodo da estagéo
de tratamento de esgoto depois do crescimento de pléantulas de milho.
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H* damembranaplasmética, e exerceforte efeito so-

Esses resultados corroboram a idéia de que a  bre aregulacdo do pH do apoplasto (Morsomme &

H*-ATPase de membranaplasméticasgiaum dosprin-

Boutry, 2000). A ecidificagéo do apoplasto é umapré-

celular, que, por suavez, transmitiiramumsinal para  dos hiimicos sobre o crescimento das plantas. Essa
dentro da célula, desencadeando a ativagdo da enzimaé o principal sistema de transporte ativo de

subunidadesintergjam com receptores nasuperficie  cipaisalvos moleculares envolvidos naagéo dos &ci-

H*-ATPase.
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80) e seus respectivos

120) e de quatro experimentos com café (n =

0,05).

plantul as de café e de milho tratadas com diferentes concentracoes de &cidos hiimicos (AH) extraidos delodo daestacéo

Figura 2. Efeito estimulatdrio (em porcentagem em relacdo ao controle) sobre o comprimento e érea radiculares de
detratamento de esgoto (barras brancas) e de vermicomposto (barras hachuradas). Os dadosrepresentam amédiade seis

experimentos independentes com milho (n
intervalos de confiancadamédia(p
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condic&o para 0 aumento da plasticidade da parede
celular eaconsequente elongacéo dacélulavegetal,
esse fendmeno tem sido associado aacdo de auxinas,
promovendo ativagdo da H*-ATPase por meio de
mecanismos que ainda ndo foram completamente
elucidados (Rayle & Cleland, 1992). Portanto, o au-
mento do desenvolvimento radicular em respostaao
tratamento com AHL e AHV pode estar rel acionado
a estimulagéo da atividade da H*-ATPase de mem-
brana plasmética observada nas preparacdes de
vesiculas extraidas de pléantulas tratadas com esses
AH (Tabela 3). Esse estimul o parece resultar deuma
superexpressdo da enzimanamembranaplasmética
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evidenciada pela maior quantidade de H*-ATPase
detectada imunol ogicamente nas vesiculas isoladas
tanto de plantulas de milho como nas de café, trata-
das com ambos AH (Figura 4). Esse dado reforcaa
idéia de um envolvimento direto dos grupamentos
auxinicos dos AH (Figura 1) na ativacdo da
H*-ATPase, desde que foi demonstrado que aincu-
bacéo de tecidos de milho com auxinainduz um au-
mento do nimero de H*-AT Pases expressas namem-
branaplasmética(Friaset a., 1996).
Comparativamente, foram observadas diferengas
significativas entre os AH no estimulo da atividade
hidrolitica da H*-ATPase de membrana plasmética.

Tabela 3. Atividades de hidrdlise de ATP (vanadato sensivel) e de transporte de prétons mediados pela H*-ATPase de
membrana plasmética, expressos por suas velocidades iniciais (médiasterro-padrao). As vesiculas foram isoladas de
raizes de café e milho crescidas naauséncia(controle) e napresencade 40 mg L1 de &cidos hiimicos extraidos delodo da
estacdo de tratamento de esgoto (AHL) e de vermicomposto (AHV). Os valores de velocidade inicial do transporte de
prétons estdo apresentados em unidades arbitrarias de fluorescéncia por minuto (F min)@,

Tratamento Preparacio de raizes de café® Preparagao de raizes de milhot®

umol P, mg min™ Fmin? umol P, mg min Fmin?
Controle 1,23+0,11a 809 2,4140,24a 120+15
AHL 2,94+0,19b 250+12 4,43+0,32b 27020
AHV 2,47+0,13¢ 23015 3,34+0,15¢ 255+18

(UM édias seguidas pelamesmalletra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste t a5% de probabilidade. @M édias de trés preparagdes diferentes com trés
repeticdes por preparagio. (9M édias de quatro preparages diferentes com trés repeticdes por preparagio.
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10 1
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Atividade especifica (%)

0 5 10 20 40 50 100
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50
40 -
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Figura 3. Ensaio in vitro da ag&o dos &cidos himicos sobre a atividade especifica sensivel & vanadato da H*-ATPase de
membrana plasmética isolada de raizes de café e milho controle (i.e., crescidas sem &cidos himicos). O meio reaciona
consistiu de 50 mM MOPS-Tris pH 6,5, 100 mM KCl, 3 mM MgS0O,, 1 mM ATP, 0,05 mg mL* de proteina e concentra-
¢Oes crescentes dos &cidos hiimi cos extraidos de vermicomposto (0) e de lodo da estacdo de tratamento de esgoto (#).
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Figura 4. Diferencas no conteido daH*-AT Pase de mem-
brana plasmética nas preparacdes de raizes tratadas com
acidos humicos i solados de lodo da estacdo de tratamento
de esgoto (AHL), vermicomposto (AHV) e controle (C)
separadas em gel SDS-PAGE a7,5%. O Western blot foi
realizado utilizando-se anticorpos contraa H*-ATPase de
membrana plasmética de Nicotiana plumbaginifolia para
identificar esta enzima nas preparages de vesiculas de
membrana plasméticade raizes de milho (a) ede café (b).

Tanto nos experimentos com café como com milho,
0SAHL estimularam maisaatividade daH*-ATPase
de membrana plasmatica do que AHV. O gradiente
de H* gerado pelaATPase nas vesiculasisoladas de
raizesde milho tratadascom AHL foi maior do queas
tratadas com AHV, consistente com o efeito fisiol 6-
gico observado no crescimento radicular (Figura 2).
Outra possibilidade seria um acoplamento entre o
estimulo da atividade daH*-ATPase e 0 aumento do
transporte de nutrientes que, por suavez, resultaria
em estimulo do crescimento daplanta(Pintonet al.,
1999). Foi postulado, previamente, que acidos
fulvicos poderiam dissipar o potencia elétrico da
membrana plasmética, e que também promoveriam
aumento gradual na permeabilidade damesmaanu-
trientes. Contrario a essa hipotese, apesar de ambos
osefeitos promoverem, defato, aumento da ativida-
deATPasicain vitro, seriaimprovavel que esses &ci-
dos pudessem proporcionar qualquer efeito benéfi-
co sobre a célulavegetal intacta, umavez que o po-
tencial elétrico e apermeabilidade seletivadas mem-
branas sdo caracteristicas indispensaveis para a
homeostase e asinalizag&o celular.

Neste estudo, sfo apresentadas evidéncias expe-
rimentais que suportam um possivel mecanismo de
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acdo para a bioatividade dos AH, envolvendo uma
atividade hormonal expressa por grupamentos fun-
cionais especificosdosAH sobre o sistemadetrans-
porte primério de prétons da membrana plasmatica
dacélulavegetal. A coincidéncia entre estimulo no
desenvolvimento do sistemaradicular do milho edo
café com ambos 0os AH, e 0 estimulo observado na
atividade da H*-ATPase e na sintese da enzima, é
uma evidéncia bioquimica bastante consistente do
efeito fisiolégico de AH sobre o crescimento das
plantas. Os alvos molecul ares primariamente envol -
vidos na interagdo SH-célula vegeta e as vias de
sinalizac&@o envolvidas neste processo serdo objeto
de futuras investigacoes.

Conclusdes

1. Aiinteracdo plantae acidos himicos (AH) pro-
move a redistribuicdo das faixas de tamanho
moleculares dos AH em solug&o, consistente com a
mobilizagdo de subunidades funcionais dos AH por
substancias exsudadas pelas raizes.

2. A presenca de grupamentos auxinicos na es-
truturade ambos os AH estudados sugere umarela-
¢80 entre a induc&o e a ativagdo da H*-ATPase de
membrana plasméticacom aatividade hormonal dos
&cidos himicos.

3. A ativacdo da H*-ATPase de membrana
plasméticapode estar relacionada.com o incremento
da area radicular ao promover a acidificacéo do
apoplasto e o conseqliente aumento da plasticidade
daparedecelular.

4. A presenca de grupamentos funcionais com
caracteristicas hormonais e a capacidade de ativar a
bomba de prétons damembranaplasméticasdo indi-
cadores potenciais da bioatividade dos acidos
hdmicos.
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