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Adicdo de 4cido citrico potencializa a agdo de acidos humicos e altera o perfil protéico da
membrana plasmatica em raizes de milho

Citric acid addition improve humic acids action and change proteins profile from plasma
membrane of maize roots
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RESUMO

A promocédo do crescimento vegetal pelos acidos
himicos tem sido atribuida a a¢des similares a hormdnios,
devido a promocdo do desenvolvimento e proliferacdo das
raizes, resultando numa absorgdo mais eficiente de agua e
nutrientes. O objetivo deste trabalho foi analisar as mudancas
na arquitetura radicular em plantulas de milho e no perfil de
proteinas da membrana plasmética (MP) promovidas pelo
tratamento com &cidos humicos (AH) isolados de
vermicomposto (20mg C L!). O efeito da adigcdo de acido
citrico (AC), importante acido organico presente nos exudados
radiculares, sobre a bioatividade destes AH também foi
investigada. Foram analisados o comprimento da raiz
principal, o nimero de sitios de mitose, o nimero e
comprimento de raizes laterais e a area radicular total. Para a
andlise do perfil protéico, vesiculas da MP de células de raizes
foram obtidas por fracionamento celular e as proteinas
analisadas por eletroforese uni (1D) e bidimensional (2D).
Observou-se que a adi¢cdo de AC (0,005mM) aos AH
estimularam a promocdo do crescimento das raizes laterais
(126%), da &rea radicular (58%) e do numero de raizes laterais
(55%) em relacao as plantas controle. A atividade da bomba
de H*da membrana plasmatica, analisada como marcador
bioquimico de indu¢do do mecanismo do crescimento &cido,
também foi significativamente estimulada (374%) pela solugcao
hamica suplementada com AC. O perfil protéico da MP revelou
uma supressdo da expressdo das proteinas nesta membrana,
induzida pelo tratamento com AH e, na presenca de AC, esse
efeito foi ainda mais evidente. Os resultados obtidos corroboram
0 mecanismo proposto para a bioatividade de AH no qual a

acdo de acidos organicos exudados pelas plantas, tais como o
AC, promove o rompimento da associa¢do supramolecular
dessas substancias, tornando as moléculas bioativas presentes
nos agregados himicos mais acessiveis aos receptores celulares
das raizes.

Palavras-chave: substancias humicas, H*-ATPases, andlise
protedmica, proteinas de membrana,
particao de fase.

ABSTRACT

The plant growth stimulation by humic acids (HA)
has been attributed to a hormone-like effect as promoting the
root development and proliferation, resulting in a more efficient
water and nutrient absorption. This research aims to investigate
how the humic acids isolated from vermicompost (20mg L)
can modify the root architecture and the plasma membrane
(PM) protein patterns in maize roots. It was also analyzed the
effect of the citric acid (CA), an organic acid present in root
exudates. The changes induced in the corn root system were
estimated by measuring the taproot length, the amount of root
mitotic sites and lateral roots, and the total root area. Plasma
membrane vesicles were purified by cell fractionation and the
protein patterns were analyzed by uni (1D) and bidimensional
(2D) electrophoresis. The results show that the HA in solution
with CA (0.005mM) increases the lateral root growth promotion
(126%), the root area (58%), and the number of lateral roots
(55%). The activity of the plasma membrane H* pump, analyzed
as a marker of the induction of the acid growth mechanism,
was also enhanced (374%) by the humic solution supplemented
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with CA. Expression of several plasma membrane proteins was
inhibited when plants were treated with HA and this effect was
more pronounced upon CA supplementation. The obtained
results corroborate the proposed mechanism for the HA
bioactivity, by which under the action of root-exuded organic
acids, such as CA, a disruption of the HA macrostructure is
promoted releasing bioactive molecules presented in the humic
aggregates, which becomes more accessible to the root cell
receptors.

Key words: humic substances, H*-ATPases, proteomic analyzes,
membrane proteins, phase partitioning.

INTRODUGCAO

Os acidos hamicos (AH) estimulam o
desenvolvimento e o metabolismo das plantas, atuando
principalmente sobre o sistema radicular (NARDI et
al., 2002). A H*-ATPase funciona como umabomba de
prétons (H*) acionada pela hidrélise de ATP, sendo
responsavel pelo transporte primario de H* do interior
da célula para o apoplasmae, consequentemente, pela
formacao do gradiente de H* gerado através da
membrana plasméatica (MORSOMME & BOUTRY,
2000). Esse gradiente de H* energiza o transporte
secundario de fons e outros metabdlitos contra um
gradiente de concentragcdo. Um dos fendbmenos que
tém sido mais relacionados com a bioatividade das
substancias himicas corresponde a acidificacdo da
parede celular, causada pela ativacdo da H*-ATPase
de membrana plasmatica (CANELLAS et al., 2006). Esse
evento é tido como o evento inicial da expansao celular.
Esse mecanismo é conhecido como teoria do
crescimento &cido (RAYLE & CLELAND, 1992) e esta
associado com a agdo da auxina, um horménio vegetal
que ativa a H+-ATPase.

A proliferacdo das raizes secundarias e a
ativacao das bombas de protons localizadas na
membrana plasmatica (MP) sdo fendmenos
relacionados a bioatividade de AH (CANELLAS et al.,
2002). Além das H*-ATPases de MP, os AH podem
regular as bombas do vacuolo, sugerindo a existéncia
de um mecanismo complexo de regulacdo do
metabolismo energético celular analogo ao descrito para
auxinas (ZANDONADI et al., 2007).

Apesar de apresentarem massa molecular
aparente de até milhdes de Daltons, os AH sdo tdo ou
mais eficientes que os fulvicos na inducdo do
crescimento radicular. AGUIAR et al. (2009) e
CANELLAS et al. (2010), utilizando a cromatografia por
exclusdo de tamanho, verificaram que a dimenséo
molecular ndo é decisiva na bioatividade dos AH.
Biofragmentos provenientes de plantas e
microrganismos podem ser preservados da degradacdo

no interior do dominio hidrofébico da supramolécula
hdmica (SPACCINI et al., 2000) e liberadas para 0 meio
via ruptura dos agregados himicos, desencadeada pela
adicdo de acidos organicos (PICCOLO, 2002). Foi
observado previamente que a promocao da atividade
das bombas de H* de MP varia a hidrofobicidade dos
AH (CANELLAS et al., 2009). Além disso, o tratamento
de plantulas com AH modificou o perfil de exsudacao
de acidos organicos pelas raizes, aumentando a
concentracdo destes em solugdo e a bioatividade dos
AH (CANELLAS et al., 2008). Arelagio entre respostas
das plantas e mudancas conformacionais de AH
relacionada a acdo de acidos organicos, dentre outras
possibilidades, abre uma nova perspectiva para geracao
de insumos bioldgicos mais eficientes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da adicéo de &cido citrico (AC) a solugdo de AH sobre
o desenvolvimento do sistema radicular de plantulas
de milho, a atividade H*-ATPasica e o perfil proteico
associados a MP.

MATERIAL E METODOS

Os AH obtidos de vermicomposto foram
isolados e purificados conforme descrito previamente
em CANELLAS et al. (2002). Plantulas de milho (Zea
mays L., var UENF 506/6) homogéneas foram
selecionadas e transferidas para um meio minimo
contendo CaCl, 2mM (Controle), meio minimo acrescido
de AH (20mg de C L, previamente descrita como
concentracdo 6tima para a promogao do crescimento)
isolado de vermicomposto (AH) e meio minimo
acrescido de AH (20mg de C L) + 4cido citrico 0,005mM
(AH+ AC). O pH da solucéo foi ajustado para 5,5 com
solugdo diluida de NaOH e/ou HCI. Ap6s quatro dias
de tratamento, as plantulas foram coletadas para as
andlises. Amostras de raizes (n=10) foram digitalizadas
e o comprimento radicular total e a area radicular de
cada plantula foram estimadas pelo programa Delta-T
Scan™. Os sitios de mitose no sistema radicular foram
realizados ap6s digestdo com KOH (0,5%, m/v, 20mim,
75°C) e revelados apds coloragdo com hetatoxilina
férrica pela adi¢do de acido latico, conforme descrito
em CANELLAS et al. (2002). A atividade das bombas
de protons de MP foi determinada na fracdo
microssomal, obtida de acordo com De MICHELIS E
SPANSWICH (1986). Aatividade de hidrdlise de ATP
sensivel a vanadato, relacionada a H*-ATPase tipo P
foi determinada colorimetricamente. Areac8o foi iniciada
com a adi¢do de ATPe paralisada pela adicéo de acido
tricloroacético e quantificada a 750nm. Em todos os
experimentos, a atividade hidrolitica da H*-ATPase foi
medida a 30°C, com ou sem vanadato e a diferenca a
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H*-ATPase de MP. A andlise do perfil protéico na MP
foi determinada em fracdes purificadas pelo
procedimento de particdo de fase, utilizando-se 6,2%
dos polimeros Dextran/PEG (Ephrikhineetal., 2004). A
membrana ressuspendida (1,0mL) foi adicionada a 4,0
mL de um sistema de duas fases polimero aquosa
contendo a composicéo final de Dextran 500 6,2% (p/
p), PEG 3350 6,2% (p/p), MOPS-KOH 25mM (pH 7,8),
sacarose 250mM, KCI 10mM, EDTAO0,1mM, DTT 1ImM.
As fases finais superiores foram diluidas pelo menos
duas vezes em meio contendo: PEG 3350 6,2% (p/p),
MOPS-KOH 25mM (pH 7,8), sacarose 250mM, KCI
10mM, EDTA 0,1mM, DTT 1mM. Os tubos foram
agitados por inversdo (40 vezes) sendo posteriormente
submetidos a centrifugacdo de 1500 x g por 5min. Por
fim, a membrana plasmatica foi isolada pela
ultracentrifugacdo a 100000 x g por 60min. Todos 0s
procedimentos foram realizados a 4°C e a concentragéo
de proteinas da fracdo de vesiculas foi determinada
conforme a método cléssico de Bradford, utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

As determinacdes eletroforéticas por SDS-
PAGE foram realizadas em aliquotas de 50uL
provenientes da particdo de fase que foram submetidas
a eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE),
conforme metodologia descrita por LAEMMLI (1970).
As anélises da mobilidade eletroforética e a
quantificagdo relativa das bandas foram realizadas
mediante varredura (scanner) do gel unidimensional,
obtendo uma imagem em formato TIFF em um software
comercial e logo se realizou o estudo densitométrico,
que utilizou o programa computacional gel perfect
(RETAMAL et al., 1999). A determinacdo da massa
molecular relativa foi realizada relacionando a
mobilidade das proteinas das amostras em estudo com
aquelas de proteinas de massa molecular conhecida,
utilizando o mesmo programa computacional
(RETAMAL et al., 1999). As eletroforeses
bidimensionais (2-D) seguiram o método elaborado por
O’FARREL (1975), com algumas inovacoes feitas por
GORG eetal. (1980). Dentre elas, consta um gradiente de
pH imobilizado, gerado através da polimerizagao de
anfélitos quimicos com a matriz de acrilamida para a
focalizagdo isoelétrica na primeira dimensdo, no sistema
de focalizacdo IPGphor (GE). O extrato contendo as
proteinas, 60 pg, foram diluidos em solucgdo de
focalizacdo isoelétrica (IEF) (constituido de uréia 8M,
CHAPS 2% m/v, tampéo IPG (pH 3-10) 2%, azul de
bromofenol 1ul) e usados para re-hidratagdo das tiras
de gel. A eletrofocalizacdo procedeu-se em tiras de gel
de 7cm, com gradiente de pH imobilizado de 3 a 10
(Amersham-Pharmacia) em aproximadamente 28.000Vh.
A segunda dimensdo foi realizada usando-se um

sistema vertical para eletroforese (BIORAD) sob
voltagem constante de 120V.

Para o estudo de morfologia e atividade das
bombas de H* de MP, foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 10
repeticdes para cada tratamento. Foi realizada a analise
da variancia e as médias foram comparadas pelo teste
DMS P<0,05 pelo programa SISVAR da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Para anélise do perfil
eletroforético uni e bi-dimensional, também foi utilizado
o delineamento experimental inteiramente casualizado,
porém com duas repeti¢des para cada tratamento, cada
vaso com aproximadamente 300 plantulas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantulas de milho tratadas com AH e na
solugdo suplementada com acido citrico (AC) induziram
mudancgas significativas no padréo de enraizamento
em comparagdo com as plantas controle (Figura 1). O
comprimento do eixo principal (CEP) das plantulas
tratadas com AH e AH+AC apresentaram uma redugao
de aproximadamente 40% e 28%, respectivamente, em
relagdo ao controle (Figura 1A), enquanto o ndmero de
raizes laterais emergidas aumentou 37% em relacdo ao
controle no tratamento com AH e 55% com a solucéo
de AH suplementada com AC (Figura 1B). O
encurtamento do eixo principal e a concomitante
inducédo da emissdo de raizes laterais sdo caracteristicas
bem documentadas em plantas tratadas com
concentracgdes elevadas de auxina exégena (e.g.,
CANELLAS et al., 2002; ZANDONADI etal., 2007), 0
que sugere a presenca do horménio ou uma acéo do
tipo hormonal do AH isolado de vermicomposto. As
plantulas tratadas com AH aumentaram a area de seu
sistema radicular em 45%, enquanto que, na
suplementacdo da solugdo de AH com &cido citrico,
esse aumento foi de 58% em relagdo as plantulas
controle (Figura 1C). Amaior indugdo do comprimento
das raizes laterais obtida com 0 AH suplementado com
AC pode indicar uma maior disponibilizacdo das
moléculas com atividades auxinicas presentes nas AH
(Figura 1D). O nimero maior de raizes fisiologicamente
ativas concomitantemente com a maior area superficial
radicular promove aumento do volume que pode ser
explorado pelas raizes representando uma vantagem
significativa proporcionada pelo tratamento das
plantulas com as substancias himicas. O aumento da
emergéncia de raizes laterais pode ter efeitos
significativos sobre a producdo, uma vez que colabora
para a maior adaptacdo das plantas ao ambiente do
solo sob varias condicdes adversas, bem como para o
aumento da absorc¢do de nutrientes (NIBAU et al., 2008).
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Figura 1 - Efeito do AH isolado de vermicomposto e da adi¢do de &cido citrico a solugdo de AH (AH+AC) sobre comprimento do
eixo principal (CEP) (A); nimero de raizes laterais (NRL) (B); area radicular(AR) (C); e comprimento de raizes laterais
(CRL) (D); Numero de sitios de mitose(NSM) (E); e atividade especifica da H+-ATPase (F). Médias seguidas de letras
diferentes séo estatisticamente diferentes pelo teste DMS P<0,05.

Mudancas morfofisioldgicas no sistema
radicular promovidas pelas substancias himicas foram
observadas ja ha bastante tempo. Segundo PARRY &
ESTELLE (2006), o sinal primario que dispara a iniciacio
da raiz lateral € promovido pela auxina que induz a
iniciacdo da raiz lateral pelo transporte polar basipeto,
i.e., das folhas jovens até a ponta da raiz por intermédio
do cilindro vascular (pelo periciclo ou xilema
diferenciado). Curiosamente, observa-se, na figura 1E,
que 0 AH induziu um aumento significativo no nimero
de sitios de mitose, enquanto o tratamento com AH+AC
se manteve igual ao controle. Uma vez que foi
observado uma maior indugdo em numero e
comprimento das raizes laterais no tratamento AH+AC
(Figura 1B e 1D), os dados da figura 1 sugerem que o
AC atua sobre 0s AH, capacitando-os a promover uma
resposta mais rapida sobre a elongacdo das raizes
laterais recém induzidas, possibilitando que os

primordios radiculares possam se tornar raizes mais
rapidamente. As MP isoladas das raizes de plantulas
de milho tratadas por sete dias com AH e AH+AC
apresentaram um estimulo da atividade ATPasica
(Figura 1F). O tratamento com AH promoveu um
incremento de 77% na hidrolise de ATP sensivel ao
vanadato em relacdo ao controle, enquanto a
estimulacdo dos AH na presenca de AC passou a ser
de 374%. A ativacdo da H*-ATPase de MP de células
radiculares induzida por AH tem sido relacionada com
a indugdo do mecanismo de crescimento acido
responsavel pela elongagdo da raiz (CANELLAS et.
al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; AGUIAR et. al.,
2009; CANELLAS et. al, 2010). O gradiente
eletroquimico gerado pelas bombas de prétons energiza
os transportadores secundarios de ions, favorecendo
a absorcdo e a nutricdo das plantas. Além disso, o
abaixamento do pH no apoplasto promove condicdes
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apropriadas para a atividade das expansinas, enzimas
responsaveis pela hidrolise das ligagBes entre os
polimeros que compde a parede celular, favorecendo a
expansdo da célula (RAYLE & CLELAND, 1992). No
presente trabalho, foi utilizada a ativagdo das bombas
de prétons como marcador bioquimico da bioatividade
das substancias himicas, como previamente proposto
(CANELLASEt al., 2002).

OHNO et al. (2004) relataram que ha uma
relagdo direta entre a atividade da H*-ATPase e a
exsudacao de citrato para manuteng¢do do equilibrio
hidrogenionico. A adicdo de AC a solucdo de AH
promoveu modificacdes na distribuicdo de massa/
tamanho molecular das substancias himicas, rompendo
oarranjamento supramolecular em solugdo (PICCOLO,
2002). CANELLAS et al. (2008) observaram que os AH
induziram a maior exsudacdo radicular de acidos
organicos. Os dados da figura 1E sugerem que
moléculas organicas com agdo similar a de fitormonios
e protegidas nos dominios hidrofébicos das
substancias himicas podem ser liberadas pela adi¢do
de AC e acessar mais facilmente receptores celulares,
desencadeando a amplificacdo de respostas
bioquimicas tais como as observadas na atividade
hidrolitica das bombas de prétons da MP. Tal modelo
prevé que nao s6 a H*-ATPase, mas vérias outras
proteinas da MP, entre outras, proteinas
transportadoras, canais e receptores, devam ser direta
ou indiretamente influenciados pelas moléculas
bioativas presentes nos AH.

No intuito de verificar tais alteragdes no
perfil protéico da MP nas células de raizes tratadas
com AH suplementados ou ndo com AC, foram
realizadas anéalises eletroforéticas uni (1D) e
bidimensionais (2D). Aandlise densitometrica dos géis
SDS-PAGE 1D (Figura 2A) permitiu observar inducéo
de bandas indicativas de proteinas com massa
aproximada de 178 e 147kDa, tanto pelo tratamento
com AH quanto com AH suplementados com AC, as
quais ndo foram encontradas nas plantas controle.
Essas bandas representaram 10% a 14% do total de
proteinas de MP nas plantas tratadas com AH e com
AH+AC. Por outro lado, proteinas de aproximadamente
136kDa apareceram somente nas planta controle,
enquanto proteinas de 31 e 101kDa foram expressas
somente em plantas tratadas com AH+AC. Proteinas
de 38 a 39kDa estdo presentes em todos os tratamentos
e no controle, porém aparecem em maior intensidade
para o tratamento AH+AC. Proteinas de 25, 32 e 94kDa
foram suprimidas pelo tratamento do AH+AC,
aparecendo em proporcao igual tanto no controle
guanto no tratamento com AH, enquantoasde 21, 18 e
15kDa foram totalmente inibidas quando tratadas com
AHe AH+AC.

Bandas com Rf em torno de 0,21 cuja massa
¢ de aproximadamente 66kDa, aparecem mais fortes em
relacdo as outras bandas, provavelmente por causa da
adicdo de BSA durante o processo de extracao.
Observou-se que sete bandas do gel foram suprimidas
e que duas bandas foram expressas com AH, porém
inibidas quando tratadas com AH+AC. No total, 11
bandas do gel foram totalmente inibidas pelo tratamento
com AH+AC, e duas aparecem somente nesta condi¢éo
(Figura2A).

A figura 2B apresenta os géis 2D das
proteinas de MP das células de raizes de milho, nos
quais foram revelados 22, 15 e 8 spots nas plantas
controle e nas tratadas com AH e AH+AC,
respectivamente. O tratamento AH+AC inibiu a
expressao das proteinas em 63% em relagéo ao controle
enoAH essa inibicdo foi de aproximadamente 30%. As
proteinas com expressdes diferenciais aqui indicadas
ainda precisam ser identificadas em futuros estudos
funcionais e andlises protedmicas. Assim, corroborando
os presentes dados, CARLETT] et al. (2008) relataram
que plantulas de milho tratadas com substancias
himicas apresentaram inibicdo de varias proteinas
envolvidas em diferentes rotas metab6licas. Esses
autores constataram que além da inducdo das H*-
ATPase pelas substancias humicas outras proteinas
envolvidas no transporte celular, tais como as anexinas,
tiveram sua expressdo aumentada. De forma contréria,
algumas proteinas envolvidas na sinalizacdo celular,
como, por exemplo, as cinases dependentes de Ca*,
as proteinas 14-3-3 e a lipoxigenase foram inibidas.

O presente estudo apresenta as primeiras
evidéncias de significativas alteracdes na bioatividade
dos AH induzidos pela acdo do AC, as quais afetam
drasticamente o perfil proteico da MP, indicando uma
ativacdo diferencial de receptores e transdutores de
energia e sinais envolvidos com a modulacgdo
morfofisiologica do sistema radicular. A identificacéo
desses sistemas proteicos e a caracterizagdo das rotas
metabolicas e de sinalizacdo em que atuam constituem
passo importante para o entendimento dos efeitos
fisioldgicos promovidos pelas substancias himicas,
constituindo importantes alvos para futuras pesquisas.

CONCLUSAO

Os AH modificaram a morfologia do sistema
radicular e promoveram aumento no ndmero de raizes
fisiologicamente ativas e na area radicular. A adi¢do de
pequenas concentracbes de AC potencializou a
capacidade de estimulacdo dos AH, principalmente
sobre o crescimento das raizes laterais por meio de um
mecanismo que depende da ativagdo das bombas de
prétons da MP.

CiénciaRural, v.41, n.4, abr, 2011.



Adicdo de acido citrico potencializa a acdo de &cidos humicos e altera o perfil protéico da membrana plasmatica... 619

A
M Proteinas P
(kDa) padrio CONT RF TIRA AREA % (kDa) AH
160 0.03 281 54 17128
007 —— 217 45 1354
97 014 817 65 04
65 D21 w— TET 106 €620
088 —— 101 21 5847
D30 w—— 74 116 0041
45
036 —— 368 7.6 4267
041 177 36 3887
25 D48 —— 411 B4 8541
D) —— 172 35 20
0.6 30 76 208
29
080 —— 104 21 207
D85 —— 832 88 2582
078 —— 188 38 2]|_VWW
D —— & 1.1 2180
081 —— 178 36 1840
14 087 —— 184 40 1506
B

Proteinas

padrio CONTROLE

PM P

RF TIRA AREA % (kDa) AH4+AC RF TIRA AREA % (kDa)
191 58 17805 002 —— 132 T4 17805
008 —— 187 51 14848 008 —— 128 V2 14868

D21 ——— 610 188 68.20

%— f’-;é 1113: %H 02D - D62 147 5157
- 086 —— 187 77 4882
o i a7 s Fyrj——
289 B8 S484 045 —— 1280 72 3580
051 —— 81 25 028
056 —— 238 68 29.85 058 —— 118 83 31.0D
DB —— 5B 17 eV
DBs —— 227 89 2582
07— B 29 =W

Figura 2 - A: Gel SDS-PAGE 12% unidimensional (1D) das proteinas isoladas da membrana plasméatica de raizes de milho
tratadas ou ndo (controle) com acidos himicos (AH) e solucdo de &cidos himicos (20mg C L), suplementada
com &cido citrico na concentracéo de 0,005mM (AH+ AC). B: Gel SDS-PAGE 12% bidimensional (2D).
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O perfil de expresséo proteica da MP foi
sensivelmente alterado pelo tratamento dos AH com o
acido citrico, indicando que diferentes alvos
moleculares sdo ativados ou reprimidos quando a
supraestrutura molecular das substancias humicas é
modificada. A confirmac&o e o melhor entendimento da
acdo dos écidos organicos sobre a bioatividade dos

AH abre novas perspectivas para a producdo de
substancias himicas mais eficientes na promogéo do
crescimento vegetal.
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