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RESUMO

As bombas de prétons transmembranares, H'-ATPases e H'-PPase, funcionam
como mecanismos de transporte primario nas células vegetais € ambas enzimas, geram
uma diferenga de potencial eletroquimico de protons através da membrana vacuolar
funcionando pelo mecanismo de contra-transporte, H'/substrato No presente trabalho
foi feita inicialmente a localizagio das bombas de prétons, H'-ATPases ¢ H'-PPase de
hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 com gradiente de sacarose 25%
em vesiculas de tonoplasto e outras endomembranas. O funcionamento da H -ATPase e
da H'-PPase foi avaliado por intermédio das atividades de hidrélise e de transporte de
protons. Foram caracterizados os efeitos da temperatura, do pH, de ions, € de inibidores
sobre as mesmas, bem seus parametros cinéticos (Km e Vmax). Parametros indicativos
de estresse salino foram determinados em dois cultivares de Vigna unguiculata (L.)
Walp, com diferentes graus de tolerancia a salinidade (Vita 3, menos e Vita 5 mais
tolerante), constatando-se que NaCl 100 mM induzia uma diminuig¢do do crescimento da
parte aérea do cultivar mais susceptivel de ca. 50%. O funcionamento da ATPase
mitocondrial, da V-ATPase e da H'-PPase de plantulas do cultivar Vita 5 foi estudado,
sendo constatado que as atividades da ATPase mitocondrial e da V-ATPase decrescem
ao longo do tempo no hipocotilo e ao cabo de 7 dias no epicotilo. Contrariamente ao
que ocorre com a atividade da PPase no hipocotilo que decresce em fungédo do tempo, a
atividade da PPase no epicétilo, aumenta. O decaimento da atividade da V-ATPase, ao
longo do tempo, estaria ligado ao decaimento da atividade ATPasica mitocondrial no
hipocétilo e no epicotilo. O epicotilo sendo o tecido em crescimento (7dias) utiliza a

PPase que ¢ a enzima chave dos processos de crescimento dos tecidos. Foi feita uma

Xvi



comparagdo entre as atividades de hidrdlise e de transporte de protons da V-ATPase e

da H'-PPase de tonoplastos em condigdes de estresse salino, constatando-se que, apos 7
dias de tratamento as atividades da V-ATPase aumentaram enquanto as da PPase
decresceram. A andlise por western blotting das subunidades A ¢ B da V-ATPase
revelou que, a proteina das 2 subunidades aumentou ou decresceu em paralelo com as 2
atividades, enquanto a proteina da PPase apresentou um padrdo diferente. Os resultados
sugerem que, o estresse salino induz uma regulagdo diferente nas duas bombas de
‘ préotons vacuolares durante a elongagdo do tecido quando comparada ao controle. A V-
ATPase e a H'-PPase sdo independentemente reguladas em condigdes de estresse

salino.
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ABSTRACT

The transmembrane proton pumps, H'-ATPases and H'-PPase, work as
mechanisms of primary transport in plant cells and both enzymes generate an
electrochemical proton potential through the vacuolar membrane functioning by the
H'/substrate antiporter transport mechanism. In the present work, initially the
distribution of the proton pumps, H'-ATPases and H'-PPase, were determined in
different endomembranes of tonoplast from hypocotyl of Vigna unguiculata (L.) Walp
cv. Vita 5 with a 25 % sucrose gradient. The functioning of H'-ATPases and H'-PPase
has been evaluated through the hydrolytic and proton transport activities. The effects of
the temperature, pH, ions, and inhibitors on H'-ATPases and H'-PPase, as well the
kinetic parameters (Km and Vmax) have been studied. Indicative parameters of saline
stress have been determined in two cultivars of Vigna unguiculata (L.) Walp, with
different degrees of tolerance to salinity (Vita 3, more tolerant and Vita 5, less tolerant).
It has been verified that 100 mM NacCl induced ca. 50 % decrease of the growth of the
plant aerial part of the less tolerant cultivar. The activities of the mitochondrial ATPase,
V-ATPase and H'-PPase from seedling of Vita 5 cultivar were studied. It has been
verified that the activities of mitochondrial ATPase and V-ATPase decrease along the
ume in hypocotyls and in 7-day-old epicotyls. PPase activity of tonoplasts also
decreases from 3 to 7 day old hypocotyl but increases in 7-day-old epicotyl. The decline
of V-ATPase activity from hypocotyls and epicotyls , along the time, might be
correlated to the decrease of mitochondrial ATPase activity. As a growth developing
ussue, the 7-day-old epicotyl utilizes PPase that is the key enzyme in the processes of

the plant growth and development. A comparison between hydrolytic and proton
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transport activities of V-ATPases and H'-PPase of tonoplast in salt stress conditions
was done and it has been verified that, after 7 days of salt treatment the activities of V-
ATPase increased while PPase activities decreased. The western blotting analysis of the
A and B subunits of V-ATPase revealed that, the protein content of the 2 subunits
increased or decreased according to their activities, while the protein content of PPase

presented a different pattern as compared to its activity. The present results suggest that,

the saline stress induce a different regulation of the two vacuolar proton pumps during
plant tissue elongation as compared to the control. V-ATPase and H'-PPase are

independently regulated in saline stress conditions.
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1. INTRODUCAO

Por centenas de anos, o maior problema que enfrenta a agricultura em meios aridos
e semi-aridos tem sido o aumento da salinidade no solo, tipicamente associada a uma
deficiente irrigagdo. Quando a agua de irrigagdo contém alta concentragdo de solutos, ou
quando o lixiviamento do solo ¢ limitado, a concentragdo salina atinge um teor que causa
danos as espécies sensiveis ao sal (Flowers et al., 1977). Com o crescente uso da irrigagéo
e o aumento da salinidade nos solos, um maior nimero de plantas desenvolve-se em
ambientes salinos. Como conseqiiéncia, os especialistas em genética de plantas tém
devotado consideravel esforco a identificagdo de cultivares tolerantes ao sal (Shannon,
1985). Embora tenha havido algum sucesso no desenvolvimento de cultivares tolerantes ao
sal (Johnson et al., 1991), existe muito pouca informagdo quanto ao mecanismo molecular
que confere tolerancia ao sal. O entendimento desses mecanismos podera finalmente

facilitar o desenvolvimento de genotipos tolerantes a salinidade (Noble & Rogers, 1992).

Nos tltimos anos, estudos intensivos sobre 0 mecanismo de resisténcia ao sal, em
plantas, t€m sido conduzidos no nivel celular, e a importancia do controle do transporte de
ions através da membrana plasmatica e do tonoplasto em plantas adaptadas ao sal tem sido
demonstrada (Nakamura ef al., 1992). Dentre as diversas espécies cultivadas na regido
semi-arida do nordeste brasileiro, o feijao-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp) tem

sido bastante estudado com relag@o ao efeito da salinidade no seu desenvolvimento (Eneas

Filho, 1979; Castro, 1982; Gomes Filho et a/, 1983; Fernandes de Melo, et al., 1994).




A maioria das espécies vegetais, quando submetidas a altas concentragdes de NaCl,
tem seu crescimento reduzido. Isso deve-se ao efeito deletério da salinidade que pode
induzir estresse hidrico, estresse oxidativo, toxicidade por ions, desequilibrio idnico ou a

combinag@o de todos esses fatores (Kurth ef al., 1986).

O estresse salino resulta primariamente de dois fatores: declinio na entrada de agua
resultante do aumento da pressdo osmotica externa (estresse osmotico) e distirbios
fisiolégicos na planta causados pelo desequilibrio i6nico no citoplasma das células vegetais

(estresse i6nico) (Greenway & Munns, 1980; Flowers et al., 1977).

As células vegetais podem tornar-se adaptadas ao estresse osmotico através do
aumento da pressdo osmotica interna, um processo que € facilitado pelo acimulo de
solutos no vactolo. O ajuste osmético ¢ também uma resposta fundamental da célula ao
estresse salino. Acredita-se que os sais responsaveis pela manutengdo da osmolaridade na
célula sdo seqiiestrados para o vactolo e o balango da pressdo osmotica do citoplasma com
a do vacuolo ¢ compensado pelo acumulo de solutos organicos, como betainas e prolina no

citoplasma (Lone et al., 1987, Binzel et al., 1987).

Muitos processos metabolicos importantes nas células vegetais ocorrem no
. ~ - r - r - ’ . + + 2+
citoplasma e sdo afetados por diferentes niveis de varios cations, como: Na*, K*, H', Mg
e Ca’. A compartimentalizagdo intracelular dos ions é um importante componente da
adaptag@o ao sal em células vegetais. J4 ¢ amplamente aceito que a morte das células
. N S s ~ + .
vegetais expostas as condigdes salinas deve-se a alta relagdo Na'/K™ no citoplasma,

decorrente do drastico aumento da entrada do ion Na' na célula reforgado com a saida dos

ions K™ (Katsuhara & Tazawa, 1986). A capacidade das células vegetais de sobreviverem




as condigdes salinas pode ser resumida como a capacidade de manter as condigdes idnicas

normais (alto K, baixo Na', pH neutro, etc.) no citoplasma das células.
p P

As plantas possuem varios mecanismos para controlar a concentragdo
citoplasmética de Na®, como o seqiiestro de Na™ para o interior do vacuolo através do
contra transporte de Na'/H' no tonoplasto (Blumwald & Poole, 1987) e sua expulso
através da membrana plasmatica pelo mecanismo de troca Na'/H' (Katz et al., 1986;

Watad ef al., 1986).

O controle do transporte de ions através da membrana plasmatica e do tonoplasto é
o fator chave na tolerancia ao sal pelas células vegetais. Em plantas tolerantes ao sal como
as halofitas e algumas glicofitas, a existéncia de mecanismos que regulam a concentragdo
de ions (Na* e CI') no citossol e seu acimulo nos vactiolos, é considerada de importancia
crucial na adaptagdo as condigdes salinas (Flowers et al, 1977, Greenway & Munns,

1980).

Tem sido observado que a expansdo celular com as adaptagdes citomorfologicas a
presenga de NaCl facilita o acamulo de ions para o ajuste osmotico (Binzel er al., 1988).
Isso inclui taxas reduzidas de expansdo celular e do volume celular final que diminuiria o
fluxo total de ions através do citossol e também diminuiria o contetido absoluto de ions por
célula. O aumento da relag@o volume do citoplasma/volume do vacuolo iria depois reduzir
a quantidade de ions acumulada, necessaria por célula, para estabelecer o ajuste osmotico.
Quanto maior a superficie membranar por volume celular, especialmente a superficie do
tonoplasto, maior ¢ a capacidade das células de manter grandes “pools” de ions durante o

crescimento. Essas mudangas na geometria celular ndo irilam por si mesma favorecer a

relagdo saida/entrada de ions, mas iriam diminuir o tempo necessario para encher e



esvaziar um compartimento (baseado na dire¢do do fluxo liquido). Porém, € provavel que a
tolerancia ao sal envolva adaptagdes na membrana que afetem a permeabilidade e facilitem

o transporte de ions (Reuveni ef al., 1990).

A capacidade da planta de sobreviver e crescer em condigdes salinas envolve uma
integragio de mecanismos celulares adaptativos multicelulares e intracelulares. E
problematico, sendo impossivel, conhecer precisamente a contribuigéo relativa de cada tipo
de mecanismo de tolerancia ao sal em plantas. Porém, os mecanismos de importincia
crucial sdo aqueles mecanismos celulares de adaptagdo que facilitam o ajuste osmotico,

que medeiam o acumulo de ions € a compartimentalizagdo intracelular (Binzel et a/, 1988).

A capacidade de manter uma relagdo relativamente alta de K'/Na" no citoplasma e
a de sequiestrar NaCl para fora dos sitios do metabolismo celular, sdo dois dos mais criticos
requerimentos para que haja crescimento da planta em condi¢des salinas (Wyn Jones,
1981). Embora ndo se conhega o exato mecanismo responsavel por facilitar a entrada dos
fons Na* e CI" no vacuolo, ja esta claro que a forga préton motriz para esse transporte € o
gradiente eletroquimico de prétons (AuH") gerado pelo transporte de H™ através do
tonoplasto ( Reuveni ef al., 1990). A membrana vacuolar (tonoplasto) parece participar em
tais mecanismos através do controle do fluxo de ions e solutos dependente de energia
(Blumwald, 1987). Esses processos dependem do estabelecimento, no tonoplasto, de um
gradiente eletroquimico gerado por duas enzimas translocadoras de protons distintas que
trabalham em paralelo: a V-H'-ATPase (Sze et al., 1992) e a H' -PPase (Rea & Poole,

1993).

As V-H'-ATPases sdo enzimas oligoméricas, constituidas de 8 a 10 subunidades,

localizadas no tonoplasto com o setor catalitico voltado para o citoplasma. Elas possuem




atividade de hidrélise do ATP e de transporte de prétons do citoplasma para o vactolo. A

atividade dessas enzimas € inibida por NOj’, estimulada por CI" e insensivel a azida e
oligomicina. A H'-PPase é constituida por uma subunidade que se liga ao substrato, de
aproximadamente 70 KDa, dependendo da espécie, possui as fungdes cataliticas tanto de
hidrolise de PPi quanto de transporte de prétons e esta voltada para o citossol (Kim ef al.,

1994).

Varios trabalhos foram realizados nos ultimos anos com o intuito de determinar o
efeito do NaCl nas atividades da H'-ATPase e H'-PPase de tonoplasto, porém os
resultados mostraram-se contraditdrios. Esses trabalhos apresentam resultados de
estimulagdo (Reuveni ef al.,, 1990; Nakamura ef al., 1992; Binzel, 1995), de auséncia de
efeito (Colombo & Cerana, 1993), e de estimulagdo do transporte de protons sem alterar a
atividade de hidrélise (Ballesteros ef al., 1996; Low e Rausch, 1996) da V-H'-ATPase pelo
NaCl. A atividade da H'-PPase foi inibida por NaCl em raiz de Vigna radiata (Nakamura
et al., 1992), e estimulada em células de cenoura crescidas em NaCl (Colombo & Cerana,

1993) e em células de Acer pseudoplantanus adaptadas ao NaCl (Zingarelli et al., 1994).

Apesar dos intensivos estudos sobre a ATPase do tipo vacuolar, pouco se sabe
sobre sua distribui¢do subcelular em plantas (Herman ef al., 1994). Essa bomba de prétons
¢ freqiientemente referida como uma enzima marcadora de vacuolo. Porém, a separagdo de
fragdes microssomais em gradientes lineares de sacarose e dextrana mostra que a V-H'-
ATPase esta amplamente distribuida nas distintas fragdes membranares. Varios
pesquisadores t€ém sugerido sua associag@o tanto com o reticulo endoplasmatico como com
o complexo de Golgi (Churchill er al, 1983). A H'-PPase, por sua vez, tem sido

considerada marcadora de tonoplasto desde que ela foi primeiramente isolada a partir de

vacuolos. Recentes trabalhos tém fornecido evidéncias para uma localizagio da H'-PPase




também em outras membranas, porém os dois exemplos até agora publicados estdo
associados ao transporte de sacarose. Esses resultados indicariam que a V-H-ATPase ¢ a

H'-PPase teriam uma localizagdo e um papel fisiolégico mais amplo do que se pensava

anteriormente.

No presente trabalho, estudamos as bombas de prétons vacuolares, suas
localizagdes nas endomembranas celulares e o efeito do estresse salino sobre as mesmas. O
efeito do estresse salino foi observado durante a elongagdo do hipocétilo focalizando seu

efeito na atividade H'-ATP4sica e H'-PPasica em cultivares de Vigna unguiculata (L.)

Walp com diferentes graus de tolerancia ao estresse salino.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vigna unguiculata (L.) Walp.

A espécie Vigna unguiculata € vulgarmente conhecida como feijdo-de-corda, feijdo
fradinho, fejdo macassar, feijdo de praia e caupi. Trata-se de uma dicotiledonea que
pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae, sub-familia Faboideae, tribo Phaseoleae,
sub-tribo Phaseolinae e género Vigna (Verdcourt, 1970). O niimero de espécies de Vigna
ndo ¢ preciso, podendo variar de 84 (Maréchal ef al, 1978) a 184 (Phillips, 1951) de
acordo com os autores. A grande maioria dessas espécies esta na Africa, onde 66 delas sio
consideradas endémicas. Isso sugere que o género Vigna deve ter tido sua evolugéo ligada
a esse continente. Entre as espécies que ocorrem na Africa esté a Vigna unguiculata (L.)
Walp., a qual tem tido sua origem africana e a localizagdo do seu centro de origem bastante

discutidos (Arajo & Watt, 1988).

O feijao-de-corda ¢ considerado de grande importdncia para o sustento de
populagdes relativamente pobres em paises tropicais menos desenvolvidos, por ser dotada
de alto contetdo protéico e pouco exigente em fertilidade do solo (Aratjo & Watt, 1988).
Ele ¢ utilizado como fonte alimentar de populagdes animais e/ou humanas além de ser
fonte de renda das populagdes locais. Além do grdo, suas folhas e vagens imaturas sdo
usadas como alimento, sendo bastante nutritivos, fornecendo proteinas, vitaminas e
minerais. O grdo contém em média 23-25% de proteina e 50-67% de amido. O feijdo-de-

corda € essencial no apoio a produgdo animal e a de cereais em regides semi-aridas,




servindo como forragem, esteio, protegendo contra a erosdo € também na eliminagdo de

certas plé.ntas parasitas. Outra importante caracteristica ¢ a de promover a fixagdo de
nitrogénio através da simbiose com a bactéria de nddulo (Bradyrhizobium spp.). Ja foi
visto que o plantio do feijdo-de-corda, além de manter a reserva de nitrogénio no solo,
também € capaz de aumenta-la (Singh er al., 1997). Acredita-se que, dadas as grandes
qualidades nutricionais, superiores as dos feijdes comuns e ao seu relativamente baixo
custo de produgdo, parece extremamente relevante que haja uma maior comercializagdo e
difusdo do feijdo-de-corda, ndo so para o Norte € Nordeste do pais , como também para as
demais regides, que possuem populagdo com caréncias protéicas e alimentares (Aradjo

&Watt, 1988).

A localizagdo precisa do centro de origem do feijdo-de-corda tem sido bastante
dificil de determinar. Basecado nas variagdes tanto morfoldgicas quanto genéticas, em
relagdo a distribuigdo geografica e ao numero de variedades selvagens, bem como as suas
caracteristica primitivas, acredita-se que, a mais primitiva das espécies de V. unguiculata
selvagem tenha ocorrido no Sul da Africa. Esta foi difundida por outras partes da Africa,
Europa e India ¢ somente trazida para as Américas tropicais por volta do ano 1700 pelos

espanhdis junto com o comércio de escravos (Singh er al., 1997).

O feijao-de-corda ¢ a espécie leguminosa mais importante usada como alimento no
Centro e Oeste da Africa, onde mais de 60% do feijdo-de-corda mundial € cultivado. Hoje,
fora da Africa, as areas de maior produgio encontram-se na América do Sul e Central, Asia
e varias pequenas areas espalhadas pela Europa Central, sul dos Estados Unidos e Oceania.
No Brasil, a cultura do feijdo-de-corda estd principalmente nas maos do pequeno produtor
do sertdo semi-arido e areas isoladas da Amazdnia (Araujo & Watt, 1988). Essas regides

apresentam boas condigdes de clima e solo para sua adaptagdo. O Norte por ser bastante




umido e o Nordeste, com o clima semi-arido, enquadram-se na faixa de temperatura ideal

(entre 18°C e 34°C) para o desenvolvimento do feijdo-de-corda (Aratjo & Watt, 1988).

A pesquisa do feijdo-de-corda recebeu especial atengdo do Instituto Internacional
de Agricultura Tropical (IITA) a partir de 1970. Esse Instituto detém o mandato mundial
para a pesquisa do feijdo-de-corda juntamente com o Grupo de Consultoria para Pesquisa
de Agricultura Internacional (CGIAR). O Brasil ¢ um dos poucos paises da América do Sul
a participar do IITA, e ja vem desenvolvendo, desde 1984, sete variedades de feijdo-de-
corda. O IITA detém inimeros projetos para selecionar variedades de feijdo-de-corda e
dentre as variedades mais promissoras na América Latina estdo o Vita 3, Vita 5 e Vita 7
(Singh et al., 1997). Em 1980, o Centro Nacional de Pesquisa do Arroz e Feijdo (CNPAF)
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuarias (EMBRAPA) iniciou um programa de
melhoramento do feijdo-de-corda, com o objetivo de identificar cultivares tolerantes ao
estresse hidrico. A partir desses cultivares, seriam detectadas caracteres de resisténcia a
seca para incorporagdo futura em cultivares comerciais (Guimardes, 1988). Os cultivares
Vita 3, Vita 4 e Tvx 1836-015J foram considerados promissores para a resisténcia a seca
enquanto que o cultivar Vita 5 e outros ndo se comportaram bem sob deficiéncia hidrica

(Guimarées ef al., 1982).
2.2. Vaciolo

Os vacuolos sdo organelas dinamicas e proeminentes em células vegetais. Em
células de plantas imaturas e ndo diferenciadas encontra-se, proporcionalmente, mais
citoplasma que sistema de endomembranas € numerosos € pequenos provacuolos. Logo
apos a divisdo celular, a célula apresenta-se com centenas de pequenos provacuolos que se

originam da fusdo de vesiculas do trans-complexo de Golgi (Marty, 1978). Nesse ponto do




10

desenvolvimento, o vacuolo de plantas assemelha-se aos lisossomos de animais tanto em
quantidade quanto em tamanho. Durante a expansédo celular esses pequenos provacuolos
fundem-se e formam um vaciolo central. O nicleo e todas as outras organelas
citoplasmaticas ficam dispostas numa fina camada entre a membrana plasmatica € o

tonoplasto.

Com o amadurecimento celular, quando ocorre a fusdo desses pequenos
provacuolos, o vacuolo central pode chegar a ocupar de 80 a 90% do volume intracelular
em células diferenciadas (Herman et al., 1994). Em sementes em desenvolvimento ocorre
uma forma especializada de vactiolo chamada de vacuolo armazenador de proteina (PSV —
do inglés protein storage vacuole). Tradicionalmente, pensava-se que os PSV resultavam
da fragmentag@o do vacuolo central em decorréncia do processo de sintese de proteina de
reserva. Porém, baseado nesse modelo ainda ndo esta claro como as proteinas de reserva
depositadas recentemente seriam protegidas da degradagdo pelas proteases 4cidas,

presentes no vacuolo central (Paris et al., 1996).

A imagem do vacuolo tem mudado nos ultimos anos. Inicialmente, tinha-se um
modelo unico de um vactolo central que funcionava como deposito de todos os produtos
toxicos da célula. Porém, trabalhos recentes t€m mostrado que sais movem-se tanto para
dentro como para fora do vacuolo, que eles contém proteases que funcionam em pH
bastante acido, e que corpos protéicos sdo formas especializadas do vacuolo. A
contraditoria coexisténcia de proteinas intactas € proteases numa mesma organela levou os
pesquisadores a buscarem um esclarecimento para tal questdo. Em 1996, Paris er al
mostraram que o0 vacuolo uUnico central tipico presente nos estagios finais de
desenvolvimento celular parece resultar da fusdo de 2 tipos de vacuolos que se apresentam

nas células como vacuolos multiplos. Eles estabeleceram a estrutura tridimensional de
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compartimentos celulares da ponta da raiz de ervilha, onde as células ndo foram ainda
diferenciadas e o vacuolo central ainda ndo estava formado. Para isso, utilizaram técnicas
de imunofluorescéncia com anti-soro contra a-TIP ou TIP-Ma 27, proteinas intrinsecas de
tonoplasto, para marcar as membranas' vacuolares de dois compartimentos diferentes
dentro da mesma célula. Seus resultados mostraram que, esses compartimentos eram
funcionalmente distintos, devido a lectina de cevada, uma proteina armazenada na ponta de
raiz, ser encontrada somente nos compartimentos que continham «-TIP, enquanto a
aleurina, uma protease que serve como marcadora para vacuolos acidificados, foi
exclusivamente encontrada nos compartimentos contendo TIP-Ma 27. Esses
compartimentos também diferiram na forma. Assim, quando foi usado o anti- TIP-Ma 27,
1/3 das células continha compartimentos vacuolares em forma de camaras esféricas e
tubulares distribuidas uniformemente no citoplasma e os 2/3 restantes continham estruturas
esféricas pequenas. A medida que as células desenvolviam grandes vactiolos, os dois
compartimentos fundiam-se € os produtos de reserva nos compartimentos que continham
a-TIP eram submetidos a um meio acido como também a enzimas hidroliticas, sugerindo

um mecanismo pelo qual a célula mobiliza o conteudo do PSV para outros usos.

O vacuolo central de células vegetais contém a maior parte do complemento celular
de ions organicos e uma variedade de metabolitos primarios e secundarios. A pressdo
osmotica gerada por esses metabdlitos leva a um acimulo de agua no vacuolo, facilitando
a expansdo celular. Além do seu papel na expansdo celular, os vactolos de planta

participam de varias outras importantes fungdes metabolicas e ecologicas (Boller &

Wiemken, 1986), como as indicadas a seguir:




—

12

a) Armazenamento de substancias

Os vacuolos funcionam como locais de armazenamento de varias substincias.
Grandes quantidades de acidos organicos como malato, citrato e oxalato ali sdo
armazenados. Proteinas sdo ativamente sintetizadas e armazenadas no vacuolo das células
das sementes em amadurecimento formando os corpos protéicos. O vacuolo € a localizagio
breve e/ou prolongada de nutrientes para a propria célula e para novos orgdos em
crescimento (Maeshima et al., 1996). A maioria dos sabores das frutas e verduras ¢ devida
as substancias armazenadas no vactolo. Quando necessario, esses metabdlitos primarios

podem ser solicitados do vactolo e utilizados em vias metabolicas (Taiz, 1992).
b) Eliminacio de toxicidade

As substancias potencialmente toxicas podem ser transportadas para o vacuolo
central, como € o caso de plantas haldfitas que s@o capazes de translocar o excesso de ions
Na" do citoplasma para o vactiolo (Blumwald & Poole, 1985). Outras substincias como os
metais cadmio, cobalto, zinco e os herbicidas podem tornar-se menos toxicas quando

transportadas para o vactolo (Taiz, 1992).

¢) pH e homeostase ionica

As reagdes que ocorrem no citosol sdo particularmente sensiveis a mudangas no pH
e na forga i6nica. O pH do vacuolo de plantas superiores ¢ mais acido que o do citoplasma,
cerca de duas unidades. Em principio, as bombas de préotons localizadas no tonoplasto sdo

capazes de regular o pH citosdlico bombeando protons do citosol para o interior do

vacuolo (Taiz, 1992).
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A regulagdo da composigdo i0nica pelo vactuolo tem sido bastante estudada (Taiz,
1992). Varios ions como o Ca**, K*, CI', malato e fosfato sdo mantidos na concentragdo
fisiologica dentro do citoplasma devido a constante regulagdo decorrente do transporte

através do tonoplasto (Taiz, 1995).
d) Defesa contra patégenos microbianos e herbivoros

Entram-se nos vacuolos substincias de sabor amargo como compostos fendlicos,
glicosideos cianogénicos e alcaloides que sdo capazes de afastar os herbivoros (Taiz &
Zeiger, 1991). Outras substdncias como fitoalexinas chegam a inibir certos
microrganismos. A quitinase, uma enzima que atua quebrando a parede celular de fungos,
¢ especificamente sintetizada em resposta a uma injuria na planta e entdo acumulada no

vacuolo de feijoeiro (Boller & Vogeli, 1984).
e) Pigmentacao

Os vacuolos de tecido foliar concentram pigmentos como antocianinas, flavanéides
soluveis em agua, responsaveis pelas coloragdes roxa e vermelho-alaranjada. Esses
pigmentos previnem a fotooxidagdo do aparelho fotossintético reduzindo a intensidade da

luz e difundindo a radiagéo ultravioleta (Taiz, 1992).
f) Hidrodlise e reciclagem de componentes celulares

Durante a germinagdo, as proteinas depositadas nos vacuolos armazenadores de
proteina (PSV) s@o hidrolisadas em aminoacidos pela agdo de proteases. Assim, como 0s
lisossomos de células animais, os vacuolos de plantas contém varias hidrolases acidas,

como proteases, ribonucleases e glicosidades (Boller & Wiemken, 1986).
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Em fungos e plantas, durante os periodos de escassez de nutrientes, as organelas
intracelulares e o citossol sdo seqiiestrados em autofagossomos que subseqiientemente se
fundem com o vactolo. A fungdo principal desse fagossomo parece ser a de participar da
quebra e da reciclagem dos componentes celulares durante a senescéncia, no caso de folhas
ou flores ou durante a morte celular programada, como € o caso dos elementos do xilema

(Taiz, 1992).

g) Resisténcia a drogas através de transportadores multiespecificos

Os transportadores ABC (“ATP-binding cassette”) multiespecificos, grupo de
transportadores de solutos organicos que sdo diretamente energizados pelo complexo
MgATP, compdem uma das maiores familias de proteinas conhecidas e sdo responsaveis
pelo transporte de uma grande variedade de substdncias, como agucares, peptidios,
alcaloides, ions inorganicos e lipidios. Essas proteinas possuem de 1 a 2 copias de um setor
integral de membrana e um dominio que se liga ao ATP e ¢ orientado para o lado
citossdlico. Elas usam o MgATP diretamente como fonte de energia para o transporte de
solutos orginicos através das membranas vegetais. As proteinas de resisténcia a
multidrogas (MDR e MRP), que compdem o grupo dos transportadores ABC, também
chamadas de bombas GS-X, ou glutationa-conjugadas, participam do transporte de anions
anfipaticos enddgenos e exogenos e outros compostos do citossol para dentro do vacuolo.
Processos que dependem das MRPs de plantas sdo a destoxicagdo por herbicidas,

pigmentagdo celular, minoragio do dano oxidativo, armazenamento de compostos

antimicrobianos e transporte de metais pesados (Rea e al., 1998).
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2.3 - Sistema de Transporte nos Vacuolos

O vacuolo ¢ constituido por sistemas de transporte de uma grande variedade de

| substancias, como mostra o esquema da Figura 1 (Taiz, 1992).

A condigdo acida do vactiolo é mantida por duas bombas de prétons distintas: a H' -
ATPase e a H'-PPase. A entrada de prétons é realizada por essas bombas gerando um
gradiente eletroquimico de prétons (AuH") que tem como componentes a variagio de pH
(ApH) e a do potencial de membrana (Ay), obedecendo a relagdo : AuH = ApH+ Ay. A
entrada de protons realizada por essas bombas gera um potencial elétrico de membrana
positivo do lado interno em relagéo ao lado externo do tonoplasto bem como uma variagédo
de pH, onde a concentragio de H' é maior no interior do vactiolo em relagio ao meio
citoplasmatico. As bombas de prétons utilizam o ATP e o PPi como fonte de energia para
o transporte de prétons para o vacuolo e sdo chamadas de transportadores ativos primarios.
O gradiente gerado pelas bombas de protons fornece energia para os transportadores ativos

secundarios de agucares, acidos organicos € inorganicos.

Entre os varios transportadores € canais encontrados em membranas vacuolares de
células vegetais, as bombas de protons tém sido particularmente bem caracterizadas, a

nivel molecular (Maeshima et al., 1996).
2.4 - Bombas Eletrogénicas de Proton

Pedersen & Carafoli (1987) baseados em consideragdes de estrutura e mecanismo,

sugeriram que as ATPases fossem agrupadas em 3 classes principais: P (ATPase de

membrana plasmatica), V (ATPase vacuolar) e F (ATPases de mitocondria e cloroplasto).
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ApH = 2,0 unidades
A¥Y =+30mV
ADP + Pi

Antocianina

Anions

Figura 1. Visdo geral do sistema de transporte em tonoplasto (membrana vacuolar) de
plantas. Duas bombas de protons dependentes de ATP e PPi geram o ApH e AY
necessarios para o funcionamento dos transportadores secundarios e para o transporte de
outros solutos para o interior do vacuolo via contra transportadores (Na'/H", Ca™/H",
Cd™/H", Mg™/H", Hexose/H" e sacarose/H") e canais (canais de anions FV (“fast
vacuolar channel”), canais de Ca™ e canais de Ca' dependentes de IP; (Inositol
trifosfato) , canais de cations SV (“slow vacuolar channel”)). Estdo presentes duas
proteinas de resisténcia a multidrogas, a GS-X ou glutationa conjugada e o
transportador do complexo de fitoquelatina com cadmio. O canal de agua (TIP —
“tonoplast integral protein”) aumenta o condutividade hidraulica para o tonoplasto.
Extraida e adaptada de Taiz (1995).
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Essas ATPases estdo distribuidas em diversas espécies de membranas celulares e suas

fungdes variam de acordo com a sua classificagdo (Tabela 1).

A importancia das protons-ATPases ¢ inquestionavel pelo fato das ATPases serem
vitais a todas as células vivas e por ndo existir vida sem elas (Nelson, 1988). Dentre essas
ATPases, existem aquelas que funcionam fisiologicamente como bombas de protons. Além
dessas bombas de protons existe um outro tipo de bomba de prétons que ¢ a H'-

Pirofostatase.

As células vegetais contém em seus sistemas de membranas 3 tipos distintos de
bombas, ATPase do tipo vacuolar (V-ATPase), ATPase do tipo membrana plasmatica (P-
ATPase) e a H'- Pirofosfatase (H'-PPase) (Matsuoka et al., 1997). A P-ATPase, sensivel a
niveis micromolares de vanadato, parece ser restrita @ membrana plasmatica (Robinson et
al., 1994). Contrariamente a essa ATPase, a V-ATPase também referida como ATPase
sensivel ao nitrato, ¢ encontrada em tonoplasto, complexo de Golgi, reticulo

endoplasmatico e em membrana plasmatica.

Nas membranas vacuolares sdo encontrados 2 tipos distintos de bombas de prétons:
a V-H-ATPase e a V-H -PPase. Essas duas bombas de protons fornecem o gradiente
eletroquimico que é empregado para energizar o transporte de outros solutos (Rea &

Sanders, 1987).

2.5 - V-H'-ATPase

A primeira evidéncia da existéncia de uma V-ATPase em tonoplasto data de 1975,

quando D’Auzac caracterizou uma ATPase membranar de Hevea brasiliensis. A atividade

de hidrolise era maxima em pH 7,5 — 8,0 e era estimulada por CI. Investigagdes
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PROPRIEDADES V-ATPase F-ATPase P-ATPase
Fungdo Fisiolégica  Bomba de Proton Sintese de ATP Bomba de Préton
Estequiometria
H'/ATP 2 34 1

pH Otimo 7,0 8,0-9,0 6,5

Estimulo por fons Cr K"
SO,? SO,
Inibidores NOs” Azida Vanadato
NEM
Bafilomicina Oligomicina
NBD-CI NBD-CI
DCCD DCCD DCCD

Tabela 1: Classificagdo das ATPases. Perdersen e Carafoli (1987).

PP TEENS SN ST
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subsequentes mostraram que o estimulo da V-ATPase por dnions é uma caracteristica

comum a todas as ATPases estudadas até o momento (Liittge & Ratajczak, 1997).

As ATPases do tipo vacuolar foram assim denominadas devido ao fato de terem
sido primeiramente caracterizadas em tonoplasto. A denominagdo permaneceu apesar de

terem sido posteriormente encontradas em varios outros sistemas de endomembranas.

A ATPase do tipo vacuolar ¢ encontrada ndo somente em membranas vacuolares de
células de plantas e fungos mas também em endomembranas de células animais € na

membrana plasmatica de alguns tipos de células animais (Maeshima et al., 1996).

Essas enzimas assemelham-se as F,F,-ATPases (F-ATPases), ndo formam o
complexo intermediario fosforilado e por um longo tempo foram conhecidas por serem
insensiveis ao vanadato, distinguindo-se das P-ATPases, que formam um complexo

intermedario ligado covalentemente ao fosfato.

Uma relag@o evolutiva entre a ATPase dos tipos P e F € revelada por homologia
seqiiencial de algumas das subunidades. Porém, as V-ATPases representam uma classe
tnica de H-ATPases devido terem um pH 6timo neutro em lugar de alcalino e por
apresentarem um padrdo de inibidores distinto. Elas sdo insensiveis a azida e mais
sensiveis do que as F-ATPases a um reagente sulfidrilico, o N-etilmaleimida (NEM), ao

Nitrato e a Bafilomicina A (Barkla & Pantoja, 1996).

2.5.1 - Estrutura e Composiciio das V-H'-ATPases

As V-ATPases sdo grandes complexos protéicos compostas de 7 a 10 subunidades

diferentes, dependendo da espécie. A massa molecular nativa varia de 400 a 650 kDa
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(Barkla & Pantoja, 1996). Em analogia com a F-ATPase, foram criadas duas categorias
para as subunidades da V-ATPase: setor catalitico hidrofilico e periférico (V,) e o setor
integral, hidrofobico (V,). O setor V; € composto de 5 a 6 proteinas soluveis. Entre elas
encontram-se duas subunidades principais, presentes em 3 copias cada uma: a subunidade
A catalitica de 70 kDa e a subunidade B regulatoria de 60 kDa (Barkla & Pantoja 1996). O
componente principal do setor V, ¢ um proteolipidio de 16 kDa, a subunidade ¢, que esta
presente em 6 copias. Acredita-se que sua fungdo seja de conduzir os protons através da

membrana.

O setor V,, assim como a por¢do F; da F-ATPase, pode ser destacado da
membrana através de tratamentos com caotropicos, com carbonato alcalino, nitrato e
MgATP ou choque frio na presenga de MgATP. A V-ATPase também pode ser
solubilizada como uma holoenzima completa por detergentes ndo idnicos. Isso permitiu
que se determinasse sua massa molecular que varia numa faixa de 560 a 740 kDa entre
diversas fontes, como fungos, animais e plantas. O numero de subunidades varia entre as
espécies (Tabela 2). Por convengdo, as subunidades de V; sdo designadas de A-G em uma
ordem decrescente de massa molecular. Trés diferentes subunidades compdem o setor V,,
duas delas sdo transmembranares (as glicoproteinas a e ¢) e uma hidrofilica porém
fortemente ligada aos componentes integrais de membrana (Finbow & Harrison, 1997).
Nas V-ATPases de plantas superiores podemos encontrar certas diferengas estruturais.
Acredita-se que haja mais de um tipo de V-ATPase em plantas. As varia¢des refletem
talvez uma regulagdo da expressdo de certas subunidades. Tipos distintos de V-ATPases
podem estar associados a diferentes tipos de tecidos, células ou membranas (Ward & Sze,

1992).
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SUBUNIDADES DA V-H'-ATPases (kDa)

FONTE A B c Ref.
Aveia 70 60 44 42 36 32 29 16 13 12 1
V.radiata 68 57 44 38 37 32 16 13 12 2
Cevada 115 68 53 45 42 34 32 17 13 12 3
Beterraba 100 67 55 52 44 42 32 29 16 4
Kalanchoé 72 56 48 42 28 16 5

Tabela 2. Subunidades da V-H'-ATPases de plantas superiores. Referéncias: 1 ~-Ward
& Sze, 1992, 2- Matsuura-Endo ef al, 1990, 3 — Dupont & Morrissey, 1991, 4- Parry et
al, 1989, 5 — Bremberger ef al, 1988). Extraido de Ward & Sze, 1992.
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As primeiras investigagdes sobre a composi¢do de subunidades de V-ATPases de
plantas revelaram somente 3 polipeptidios os quais estavam presentes em fragdes de V-
ATPases purificadas como “componentes principais”. Mais tarde descobriu-se que a
composi¢do de subunidades em V-ATPases de plantas seria mais complexa € mais de 10
subunidades ja foram relatadas. Os “componentes principais” (subunidades A, B e ¢) tém
sido encontrados em todas as ATPases estudadas, sugerindo que essas subunidades seriam
essenciais para o seu funcionamento (Figura 2). As demais subunidades apresentadas na
literatura foram detectadas somente em certos materiais. As diferengas na composicdo de
subunidades entre as V-ATPases de plantas sugerem que a composi¢do das subunidades
pode ser tecido-especifica ou regulada pelo meio ou pelo desenvolvimento (Littge &
Ratajczak, 1997). Essas subunidades estdo distribuidas em dois setores (V; e V,,), descritas

a seguir:

a) Subunidades solaveis de V;

Subunidade A: a subunidade A de varias fontes de V-ATPase, ja foi clonada e
sequenciada e mostrou possuir uma variagao em sua massa molecular de 67 a 73 kDa. Essa
variagdo na massa molecular deve-se principalmente a diferenga encontrada na porgdo N-
terminal. Existe um alto grau de conservagdo de seqii€éncia dessa subunidade entre as
espécies. A homologia existente de 25% entre a subunidade A da V-ATPase e a
subunidade B da F-ATPase estd concentrada em regides implicadas na ligagdo com o

nucleotidio (Finbow & Harrison, 1997).

Subunidade B: a subunidade B da V-ATPase de varias espécies tem sua massa

molecular variando entre 55 a 60 kDa. Entre as espécies existe um alto nivel de identidade

(> 60 %) que contém uma sequéncia de consenso para ligagdo com o nucleotidio. A
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Figura 2. Diagrama das subunidades da V-ATPase encontrada em diferentes materiais

vegetais. Extraido de Luttge & Ratajczak (1997).
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subunidade B também mostra 25% de identidade sequencial com ambas subunidades A e o

da F-ATPase ( Manolson ef al., 1988).

Acredita-se que as subunidades A e B contenham o dominio do sitio catalitico e o

do sitio regulatorio, respectivamente (Ward & Sze, 1992).

Subunidade C: A subunidade C foi inicialmente clonada a partir de DNA de
bovinos. A subunidade C encontrada em V-ATPase de Saccharomyces apresenta 37% de
identidade com a seqiiéncia encontrada em bovino. Acredita-se que o produto do gene
VMAS seja essencial para a montagem e funcionamento do setor V; da V-ATPase. Esse
peptidio apresenta massa molecular na faixa de 37 a 52 kDa e ja foi encontrado em varias

espécies de plantas (Liuttge & Ratjack, 1997).

Subunidade D: o gene VMAS, correspondente a subunidade D, ja foi isolado,
sequenciado e mostrou-se essencial na montagem e funcionamento do setor V,. Em plantas
esse peptidio foi encontrado apresentando uma massa molecular proxima a 32 kDa

(Bremberger et al., 1988).

Subunidade E: a subunidade E € claramente essencial para a montagem da V-
ATPase, porém sua fungdo precisa permanece incerta. Essa subunidade E contém uma
regido rica em lisina semelhante a encontrada em outras ATPases a qual esta associada a
ligagdo com cations citoplasmaticos, sugerindo que a V-ATPase tenha um papel de
regulagdo na acessibilidade do cation a enzima. Sua massa molecular em plantas varia de

27 a 32 kDa (Liuttge & Ratjack, 1997).




Subunidade F: essa subunidade ¢ um componente integral do setor V,. Acredita-se

que essa subunidade tenha um papel na estabilizagdo do contato entre V; e Vy . Em

levedura, esse peptidio ja foi encontrado com 14 kDa ( Finbow & Harrison, 1997).

Subunidade G: acredita-se que essa subunidade esteja associada a porgdo Vi da V-
ATPase, porém ainda existem resultados controvertidos. Sua massa molecular em levedura

¢ de 13 kDa (Finbow & Harrison, 1997).

Subunidade codificada pelo gene VMA13: o gene VMA13 de levedura codifica
uma proteina hidrofilica de 54,4 kDa que ndo possui nenhuma semelhanga com outras
seqiéncias de subunidades encontradas. Acredita-se que essa subunidade tenha um
posicionamento periférico em V,; e que ela tenha um papel na estabilizagdo dessa enzima.
Um polipeptidio de massa molecular semelhante foi encontrado também em planta (Parry

et al, 1989).

b) Subunidades de V,

Subunidade c: A estrutura do setor V,, em plantas, ¢ ainda pouco compreendida
(Sze et al., 1999). A subunidade ¢ que esta presente em todas as formas de V,, constitui-se
de uma subunidade de 16-17 kDa que tem sido amplamente estudada e seu gene, em varias
espécies, ja foi clonado (Finbow & Harrison, 1997). Essa subunidade ¢ um proteolipidio
integral de membrana que esta presente em seis copias/enzima (Ward & Sze, 1992). Essa
proteina apresenta-se altamente hidrofobica contendo quatro segmentos hidrofobicos em
sua estrutura. Essa subunidade ¢ uma das proteinas de membrana mais conservadas,
apresentando mais de 65% de identidade entre todas as espécies estudadas e forma a
passagem principal do transporte de protons. Sua fungdo estd também associada a

estabilizagdo da enzima e a montagem de V, ( Finbow & Harrison, 1997).




26 |

Subunidade de 100-116 KDa: Embora inicialmente encontrada somente em certas
V-ATPases, essa proteina € hoje aceita como um componente de todas as V-ATPases € ja
foi clonada em varias espécies. Sua topologia membranar ainda permanece obscura, porém
sua sensibilidade a proteolise sugere que sua por¢do N-terminal esteja exposta

citoplasmaticamente ( Finbow & Harrison, 1997). |
2.5.2. Microscopia Eletronica

Micrografias eletronicas de V-ATPases de M. crystallinum (Kramer et al, 1995)
ttm mostrado que a porgdo V; ndo se apresenta sempre como um hexdmero
(estequiometria A3;Bs), mas algumas vezes apresenta-se como um pentamero. Em analise

rotacional de imagem observa-se que 26,5% das imagens de V,; apresentam-se como

hexamero e 29,8% como pentdmero. O restante das imagens mostrou-se difuso,
provavelmente devido a um insuficiente contraste de imagem. Acredita-se que a estrutura
hexamérica da porgdo V; seja a configuracdo cataliticamente ativa. A estrutura
pentamérica pode ser um produto intermediario relativamente estavel da degradagdo e/ou

montagem da holoenzima.

Em condigdes de estresse salino, a halofita M. crystallinum tem a porgdo V; € a
haste da V-ATPase aumentadas de tamanho (Figura 3). Isso se explica pela adi¢do de dois
peptidios D e E e pela terminagao superior da haste que se projeta entre as subunidades A e
B dentro da porgdo V). Dessa maneira, ocorre mais espago livre entre alguns dos seus
componentes (Luttge & Ratajczak, 1997). As particulas integrais de membrana (IMPs)
também se tornam significativamente aumentadas. Esse fato ¢ acompanhado pelo aumento

de mRNA e niveis protéicos da subunidade ¢ que compdem a por¢do Vo, levando a crer
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Figura 3. Modelo e¢ dimensdes dos dominios V; e V, da V-ATPase de
Mesembryanthemum crystallinum em condi¢des controle e de estresse. Extraido de
Luttge & Ratajczak (1997).
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que exista um aumento estequiométrico da subunidade ¢ por holoenzima em condi¢des de

estresse em relagdo ao controle (Rockel ef al., 1994).
2.5.3. Regulac¢io

Viarios estudos tém sido realizados para esclarecer os elementos da rede de
regulagdo fisiologica celular da V-ATPase em animais e plantas. Porém esse estudo é
muito dificil, pois as observagdes experimentais sio isoladas, algumas vezes contraditérias
e freqiientemente aplicaveis somente em situagdes in vitro. Porém, a Tabela 3 tenta resumir

os trabalhos realizados (Luttge & Ratajczak, 1997).

Devido a importancia da V-ATPase na fisiologia celular e vacuolar, espera-se que a
atividade dessa enzima seja intensamente regulada em varios niveis. Um outro nivel de
regulagdo ¢ na montagem da V-ATPase. Diferentemente da subunidade F,, que ¢é
livremente permeavel a protons, V, livie de V; ndo permite o transporte de prétons.
Igualmente, “pools” de V,; citoplasmatico parecem incapazes de hidrolisar ATP. O

desacoplamento dos dois dominios €, portanto, um método eficiente de controle da

atividade sem a futil hidrolise de ATP ou colapso do potencial de membrana (Finbow &

|‘ Harrison, 1997).

Tem sido observado em espécies de Kalanchoé que a V-ATPase de tonoplasto ¢
cineticamente regulada pela V-PPase. Se a V-ATPase ¢ energizada pela adigdo de MgATP
a preparagdo de vesiculas de tonoplasto, poucos minutos apds a energizagdo da V-PPase
pelo pirofosfato, sua velocidade inicial € fortemente aumentada. Isso ndo acontece quando
ambos os substratos sdo adicionados simultaneamente ou quando outro nucleotidio € usado
# e nenhum efeito € visto quando o pirofosfato € adicionado apoés o ATP. Entretanto, a

natureza da interagdo entre as duas enzimas ndo € conhecida (Luttge & Ratajczak, 1997).




Variaveis/Regulacio

Observacdes Experimentais

pH 6timo da V-ATPase in vitro 8,0 — 8,5 (7,0 - 7.5)

Aumento do pH 6timo de 7.4 a 8,0 devido ao estresse salino

Sensibilidade ao pH |em vesiculas de tonoplasto € ndo em V-ATPase soluvel de
M. crystallinum
Especificidade ao
Substrato ATP >> GTP > NTP
Sensibilidade a Cations |Pequena ou nenhum efeito
Sensibilidade a Anions | Estimulo pelo CI', inibigdo por NO; e P;
Regulagédo por Grupo SH inibem atividade da V-ATPase
Redox/grupos SH Luz azul induz a inibi¢do da V-ATPase por singlet oxigen e
H,0, que oxidam os grupos SH essenciais
Os grupos SH sdo essenciais para a subunidade A catalitica e
na subunidade B regulatoria da V-ATPase
Regulagdo pelo meio | Fosfolipidios na fase liquida cristalina sdo necessarios para a
lipidico atividade
Regulagdo por Proteinas do tonoplasto sdo fosforiladas e inibem a V-
fosforilagdo ATPase
Regulagdo por ABA pode ou n3o inibir a atividade V-ATPasica
fitohormonios Citocinina inibe a atividae V-ATPasica
Regulagdo pela Luz | A luz ao inibir o aumento no tamanho vacuolar regula a

subunidade A e o mRNA para a subunidade ¢

Tabela 3. Respostas Fisiologicas em Células de Plantas Superiores. Extraida e adaptada
de Luttge & Ratajczak (1997).
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Em células vegetais que acumulam NaCl, a forga motriz para o transporte
secundario ativo de Na" para dentro do vactolo é fornecida pela forga préton motriz (PMF)
gerada através do tonoplasto pelas duas bombas de proton , a V-ATPase e a V-PPase. Isso
sugere que a V-ATPase pode ter um papel fundamental na energizagdo da atividade do

contratransporte Na'/H" em células que acumulam quantidades significativas de NaCl

(Barkla & Pantoja, 1996). Varios grupos tém estudado a regulagdo da atividade V-
ATPasica e niveis de expressdo das subunidades da enzima durante o crescimento da
halofita M. crystallinum em NaCl. A medida de ambas as atividades de transporte de H' e
de hidrdlise foram duas vezes maior em vesiculas de tonoplasto isoladas de folhas de
plantas tratadas com sal (200 mM) quando comparadas com medidas de atividade em
plantas-controle na mesma idade (Barkla ef al., 1990). Bremberger er a/ (1988) também
relataram aumentos na atividade hidrolitica da V-ATPase de folhas de plantas de M.
crystallinum tratadas com sal, baseadas em comparagdes com plantas-controle. Com 23
dias de tratamento, o aumento foi maior em plantas tratadas com 400 mM de NaCl e
observou-se que o aumento dependia das concentragdes do tratamento com NaCl.
Evidéncias tém sido mostradas correlacionando esse aumento na atividade da V-ATPase
em M. crystallinum tratada com sal com altera¢des na quantidade das subunidades D, E e ¢

da enzima, bem como um aumento no espago entre as subunidades.(Liittge & Ratajczak,

1997).

Estudos sobre a composi¢do da V-ATPase associada a por¢do V, revelaram um
aumento nas particulas intramembranares associadas ao setor Vo (Rockel er al., 1994).
Além disso, os mRNA referentes a subunidade ¢ parecem ser os mais aumentados em
resposta a elevagdo da salinidade (Luttge & Ratajczak, 1997). A atividade da V-ATPase

tem sido estudada em varias espécies apos um curto tempo de exposi¢do da raiz ao sal e

em linhagens de células adaptadas ao sal. Matsumoto & Chung (1988) mostraram que a
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velocidade de transporte de H' da V-ATPase de raiz foi Vduplicada apos 3 dias de
tratamento com NaCl 200 mM. Os inibidores de sintese de proteina, a cicloheximida e a
antimicina D, inibiram o aumento da atividade ATPasica induzido por sal, sugerindo que a
exposi¢ao da raiz de cevada ao NaCl induz a sintese de subunidades da V-ATPase, assim
contribuindo para o aumento da atividade de transporte (Matsumoto & Chung, 1988).
Nakamura et al. (1992), mediram a atividade de transporte da V-ATPase da raiz de Vigna
radiata tratada com sal e mostraram um aumento de 1,4 e 1,3 vezes na atividade V-
ATPasica apoés 3 —12h de exposi¢gdo ao NaCl 100mM, respectivamente. Essa rapida
indugdo levou os autores a sugerir modificagdes pos-traducionais na V-ATPase em lugar
da indugdo na sintese de proteina, em contraste com os resultados apresentados com raiz de
cevada. Aumento na atividade de hidroélise da V-ATPase tem sido observado em células de
Acer pseudoplatanus adaptadas ao NaCl (Zingarelli et a/, 1994). A atividade especifica da
V-ATPase sensivel ao nitrato foi duas vezes maior em membranas microssomais isoladas
\ de células crescidas em sal (80 mM de NaCl) no comego da fase estacionaria quando
comparada com atividades medidas em linhas de célula ndo adaptadas no mesmo estagio
| de crescimento. Em culturas de suspensdo de células de tabaco, Reuveni er al. (1990)
estudaram as atividades de transporte € de hidrolise da V-ATPase de células adaptadas e
ndo adaptadas ao NaCl, crescidas em NaCl 428 mM. Usando anticorpos policlonais contra
a subunidade de 70 kDa da V-ATPase de beterraba, eles determinaram que a quantidade de
proteina imunodetectada na fragcdo de tonoplasto de células de tabaco adaptadas ao NaCl
foi quatro vezes menor do que em células ndo adaptadas. Conseqiientemente, a capacidade
de transporte de H' relativa e a atividade de hidrolise de ATP, por unidade de subunidade

de 70 KDa, de células adaptadas ao NaCl foi de trés a quatro vezes maior do que a obtida

em células ndo adaptadas. A regulagdo por NaCl nos niveis de mRNA para a subunidade

de 70 KDa da V-ATPase foi estudada em células de tabaco por Narasimhan ez al. (1991).
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Eles encontraram que os niveis de mRNA de células ndo adaptadas e adaptadas crescidas
continuamente na presenga de NaCl (428mM) ndo mostraram diferengas significativas.
Porém, Reuveni et al. (1990) encontraram que a quantidade de polipeptidios de 70 kDa
imunodetectados foi quatro vezes menor em células adaptadas. Quando células adaptadas
cresceram na auséncia de NaCl foram em seguida submetidas ao NaCl por 24 h, os niveis
de mRNA do polipeptidio de 70 KDa aumentaram 2,3 vezes acima do nivel do controle
(Narasimhan et al., 1991). Isso foi atribuido ao melhoramento na capacidade de células
adaptadas, quando reexpostas ao sal, em regular os mecanismos necessarios para crescer

em meio salino (Narasimhan et al., 1991).

Low & Rausch (1996) estudaram o efeito do NaCl 100 mM sobre cultura de células
de cenoura e observaram que apds quatro dias de tratamento com sal, a atividade de
transporte de prdtons pela ATPase aumentou em 60% enquanto que a atividade de
hidrolise diminuiu em 20%. As mudangas nas atividades mostraram uma aparente
; duplicagdo na relagio de acoplamento do transporte de H' com a hidrélise de ATP. A
‘ analise do western blot ndo revelou alteragdes significativas pelo sal na quantidade das
subunidades A, B, D, E e ¢. Os resultados indicam que em células de cenoura tratadas com
sal, propriedades intrinsecas da V-ATPase foram afetadas por um mecanismo ainda nio
identificado € que pode ser explicado de diferentes maneiras: a) uma modificagdo na
composigdo lipidica do tonoplasto em condigdes salinas poderia afetar a estrutura e a
fungdo do complexo V, e assim, indiretamente, estimular o transporte de H'; b) o numero
de sitios de ligagdo para o transporte de H' poderia ser modificado pés-traducionalmente
em uma ou mais subunidades da V-ATPase em condi¢do salina comparada ao controle e
ainda c) a relagdo de acoplamento pode ter sido modificada por alteragdes na bomba,

ocorridas nas pontes de dissulfeto intramoleculares. Tal mecanismo sugere que em

condigdes salinas, as bombas estariam mais fortemente acopladas através de um rearranjo
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das suas pontes dissulfeto ¢ que, o transporte de H™ seria mais sensivel ao estado redox do

que seria a hidrolise de ATP.
2.5.4. Acao de Inibidores

Determinadas moléculas sdo capazes de interagir com a V-ATPase e causar uma
inibigio nas atividades de hidrélise e transporte de H'. Algumas dessas substincias sdo
especificas para a V-ATPase e em muitos casos fornecem informagdes ndo somente sobre
0 mecanismo catalitico da enzima como também sobre a arquitetura e disposigdo das

subunidades individuais (Finbow & Harrison, 1997).

A atividade da V-ATPase pode ser distinguida da atividade de outras bombas que
hidrolisam ATP pela sua sensibilidade a diferentes inibidores (Tabela 1). A V-ATPase foi
considerada por um longo tempo insensivel ao vanadato diferentemente da P-ATPase, na
qual o vanadato impede a formagdo do complexo intermediario fosforilado, necessario ao
ciclo funcional. A V-ATPase ¢ sensivel ao nitrato (o qual inibe também a atividade da F-
ATPase), porém ¢ insensivel a azida e a oligomicina, uma propriedade que ¢ util para

distinguir entre as atividades da F- e da V-ATPase (Finbow & Harrison, 1997).

Mais recentemente, foi descoberto que, algumas das V-ATPases sio de fato
sensiveis ao vanadato em certo grau e que as H' -ATPases de tonoplasto de células de Acer
pseudoplatanus formava um intermediario fosforilado que operava com o mecanismo
catalitico encontrado na ATPase do tipo P (Magnin et al., 1995). Um outro exemplo € a
ATPase de tonoplasto de frutos de Citrus limon, que se mostrou sensivel ao vanadato
(Miiller ef al., 1996). Portanto, ¢ importante ter um inibidor especifico para a V-ATPase,
i.e. a Bafilomicina A;, um antibiético descrito por Bowman er a/ (1988). A V-ATPase

também ¢ inibida por uma variedade de agentes modificadores de proteina que se ligam
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covalentemente aos residuos de aminoacidos de diferentes subunidades da V-ATPase. O
uso desses agentes tornou possivel revelar informagdes sobre a fungdio de diferentes

subunidades, baseado no seu dominio de agdo descrito a seguir:
a) Inibidores do dominio solavel

A agdo inibitoria do NBD-CI ¢ baseado na sua analogia estrutural com o ATP. Esse
composto modifica covalentemente a subunidade A de V,, resultando numa diminuigdo da
atividade de hidrolise de ATP (Finbow & Harrison, 1997). A presenga de residuos de
cisteina proximos ao sitio ativo de V; € um fator crucial na sensibilidade das V-ATPases
ao inibidor, que promove a inibi¢do da hidrdlise de ATP com baixas concentragdes, da
ordem do micromolar. A presenga de residuos de cisteina perto do sitio ativo de V; € um
fator crucial para a sensibilidade da V-ATPase ao inibidor NEM. A ligagdo de NEM ou
NBD-Cl a subunidade A inativa a V-ATPase, indicando que a subunidade A ¢ a

subunidade catalitica da V-ATPase (Littge & Ratajczak, 1997).

A inibigdo da V-ATPase pelo nitrato tem sido amplamente documentada em varios
sistemas € parece ocorrer como um somatorio de dois fendmenos distintos. Em alta
concentragdo, o nitrato parece agir como um agente caotropico, com a inibigdo ocorrendo
devido a dissociagdo das subunidades periféricas de V. Um outro efeito deve-se a agéo
oxidante do nitrato, que resulta na promoc¢do da formagdo de ligagdes cruzadas de
dissulfeto entre os residuos de cisteina em V;, que posteriormente tornam-se inativados e
liberados da membrana. Nessa mesma linha de raciocinio acredita-se que o efeito redox no

citoplasma in vivo regula a atividade da V-ATPase formando ligagdes dissulfeto (Finbow

& Harrison, 1997).
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‘ A ligagdo de um analogo do ATP [oc-3 2P]3-o-(4-benzoil)benzoiladenosina 5-
trifosfato com a subunidade B, indica que essa subunidade também contém o sitio de

ligag@o com o nucleotidio.

b) Inibidores que agem nos sitios de membrana

A sensibilidade das V-ATPases ao N,N’- diciclohexilcarbodiimida (DCCD) tem
sido amplamente documentada e foi mostrado que o efeito desse inibidor era exercido
através de modificagdes covalentes do proteolipidio de 16 kDa. Concentragdes
micromolares de DCCD sdo suficientes para inibir completa e irreversivelmente o

bombeamento de protons, porém somente 60-80% da atividade de hidrolise € perdida.

A bafilomicina A; inibe a atividade da V-ATPase de varias fontes numa
concentragdo de 10 M. Esse antibidtico inibe a P-ATPase, porém numa concentra¢do bem
mais alta (10° M), enquanto que a F-ATPase é completamente insensivel ao seu efeito. O
mecanismo de inibi¢do da bafilomicina A; na V-ATPase de planta ¢ ainda desconhecido.
No entanto, sabe-se que a bafilomicina ¢ fortemente lipofilica e € capaz de entrar na célula.
Acredita-se que sua inibi¢do seja do tipo ndo competitiva, que ela liga-se a ATPase num
sitio diferente do sitio catalitico, provavelmente na subunidade de 16 kDa (White, 1994).
Recentemente, foi identificado um outro antibidtico, a concanamicina, que seria um
inibidor mais efetivo do que a bafilomicina A;. A inibigdo total da atividade da V-ATPase

pela concanamicina é obtida com concentragdes de aproximadamente 10™° M (Drése ef al.,

1993).




2.5.5. Isoformas

A existéncia de isoformas para as subunidades da V-ATPase ¢ sugeridas com base
em diferentes linhas de evidéncia. A primeira ¢ a variagdo na composi¢do das subunidades
em diferentes espécies. A segunda € a presenga de familias multigénicas para diferentes
subunidades. As plantas tém mostrado ter isoformas para varias das diferentes
subunidades da V-ATPase. Observou-se em aveia, a presenga de uma familia de, pelo
menos, quatro genes que codificam a subunidade de 16 kDa (Lai et al, 1991). Foram
encontradas isoformas das subunidades A e B em varias espécies. A presenga de familias
multigénicas sugere que alguns genes para a V-ATPase funcionem como genes de
manutengdo (genes tipo “housekeeping”), outros estdo sob mecanismo especifico de
controle do tecido ou da célula ou podem responder a variagdes no desenvolvimento ou
variagdes no ambiente, o que permite a cada subunidade ser amplificada ou suprimida

quando for requerido (Barkla & Pantoja, 1996).
2.5.6. Evolucio da H'- ATPase Vacuolar

Estudos recentes tém dado atengdio a relagdo evolutiva entre as H -ATPases, em
particular as F,F;-ATPase (Tipo F) e a H-ATPase (Tipo V). As ATPases do Tipo V ¢ F
apresentam semelhangas estruturais e funcionais (Nelson, 1988; Pedersen & Carafoli,
1987, Forgac, 1989). Ambas apresentam-se como grandes complexos oligoméricos de
aproximadamente 500 kDa, compostos por um setor catalitico solivel em agua e um setor
integral de membrana que ¢ formado por um complexo que constitui o canal de prétons.
Cada setor hidrofilico contém 3 copias da subunidade catalitica, subunidade 3 para a F-

ATPase e subunidade A de 70 kDa para a V-ATPase, 3 cOpias para a subunidade

regulatoria, subunidade o para a F-ATPase e subunidade B de 60 kDa para a V-ATPase e
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uma copia de cada para as subunidades secundarias. As comparagdes das sequéncias das
subunidades A ¢ B com as subunidades 3 € a confirmam que as V-ATPases e as F-
ATPases sdo geneticamente relacionadas porém sio grupos independentes de bombas de
prétons (Littge & Ratajczak, 1997). As subunidades A e B, respectivamente, sdo altamente
conservadas, com aproximadamente 60% de identidade em diferentes organismos. Porém,
a baixa semelhanga geral de 25% e a presenga de uma longa faixa de sequéncia ndo
homologa na subunidade de 70 kDa, sugerem que elas divergem no inicio da evolugdo
(Gogarten et al.,, 1989). Entretanto, sdo encontradas regides altamente conservadas que
incluem o sitio catalitico (Zimniak ef al., 1988). Além disso, a homologia das subunidades
A e B e B e a, respectivamente, indica que elas apareceram a partir da duplicagdo de um
gene que ocorreu antes do ultimo ancestral comum de eubactéria, eucariotos e sulfolobus.
Portanto, a arvore filogenética contém 3 ramos principais: o da eubactéria, o do eocitico e
o da célula receptora eucariotica. A ocorréncia da duplicagdo de um gene originou as
subunidades catalitica e ndo catalitica antes da divergéncia em arqueobactéria, eucariontes

e eubactérias, como mostra o esquema sugerido por Gogarten et al. (1989) (Figura 4).

Somente poucas sequéncias completas de subunidades da V-ATPase sdo
conhecidas. A Reag¢do da Polimerase em Cadeia (PCR) recentemente tornou-se um
instrumento importante para deduzir relagdes evolutivas a partir de comparagdes de
sequéncias da V-ATPase. Diferentes tipos de V-ATPase que consistem de distintas
isoformas podem estar localizados em diversos sistemas de membranas celulares.
Isoformas diferentes podem ser expressas durante o desenvolvimento de plantas e em
resposta a certas condigdes ambientais (Luttge & Ratajczak, 1997). Resultados recentes
tém mostrado a expressdo diferencial de subunidades da V-ATPase em diferentes tecidos
(Hasenfratz er al., 1995; Low et al., 1996) o que pode envolver a expressdo diferencial de

isoformas.

—
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Figura 4. Relagdo filogenética entre archaebactérias, eubactérias e eucariontes e
organelas endosimbiontes (mitocondrias e clorosplastos) derivadas a partir de
comparagdes de subunidades das H-ATPases. 1. O complexo catalitico consiste de um
unico peptideo codificado por um tnico gene ( Il - apresenta atividade catalitica) ; 2.
ocorre duplicagdo do gene, formando duas diferentes subunidades, ambas cataliticas; 3.
Uma das subunidades perde sua atividade catalitica e torna-se regulatoria ( Il -
complexo regulatorio) ; 4. O gene catalitico ganha uma regido proxima a regido amino-
terminal, provavelmente por insergdo (esta regido ndo apresenta homologia com outras

subunidades); 5. A subunidade ndo catalitica aumenta de tamanho em relagdo a

subunidade catalitica. Extraida de Gogarten, 1989.
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2.5.7. Ontogenia das V- ATPases

Até o momento, poucas informagdes tém sido fornecidas a respeito da montagem

da V-ATPase e seu transporte nas células vegetais. Durante quase 10 anos soube-se que a

V-ATPase ndo era exclusiva de tonoplasto, porém, ao longo desse tempo ela foi usada
como uma enzima marcadora de vacuolo (Littge & Ratajczak, 1997). Baseando-se na co-
migragdo da V-ATPase com enzimas marcadoras durante a purificagdo de vesiculas de
membrana ou usando reagdes cruzadas com anticorpos especificos contra subunidades da
V-ATPase, varios pesquisadores mostraram a existéncia de V-ATPases em outras
membranas celulares. As V-ATPases de plantas foram encontradas em membranas do
reticulo endoplasmatico (Churchill et al., 1983), em complexo de Golgi (Chanson & Taiz,
1985; Ali & Akazawa, 1986) e em membrana plasmatica de hipocotilo de Vigna radiata
(Mito et al., 1988; Kimura et al., 1988). A presenga da V-ATPase em diferentes sistemas
de membranas ¢ explicada pelo fato do vactolo fazer parte integral do sistema de
endomembranas que inclui o reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, vesiculas
secretOrias, membrana plasmatica, o envolucro nuclear e vesiculas transitorias (Harris,
1986). Entretanto, a fungdo da V-ATPase nas diferentes membranas ainda nio esta
esclarecida, bem como onde esse complexo € sintetizado € montado. O mais recente
modelo que explica a montagem da V-ATPase ¢ baseado no trabalho com mutantes de
leveduras deficientes em uma subunidade da V-ATPase. Esse trabalho sugere que os
complexos V, e V; sdo sintetizados independentemente. Acredita-se que a porgdo V, seja
sintetizada no reticulo endoplasmatico , enquanto existem evidéncias de que a porgdo V,
seja sintetizada no citoplasma. Ainda ndo foi esclarecido em qual compartimento celular os
complexos V, e V; de levedura sdo acoplados para formar a V-ATPase funcional.

Trabalhos recentes tém indicado um mecanismo diferente de montagem da V-ATPase em

plantas. Usando anticorpos monoclonais contra subunidades periféricas da V-ATPase,
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Herman er al. (1994) encontraram subunidades de V; além de subunidades de V, em
reticulo éndoplasmético, vesiculas de membranas derivadas de Golgi € em provactolos de
células da ponta de raiz de Avena sativa. Aplicando diferentes técnicas de purificagdo de
vesicula de membrana, Oberbeck ef al. (1994) encontraram V-ATPase composta dos
complexos V, e V; em fragdes purificadas, derivadas do reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi de células de raiz de milho (Zea mays). Esses resultados apoiam o
modelo no qual a V-ATPase ¢ completamente montada no reticulo endoplasmatico,
tornando-se parte do vacuolo diretamente a partir do reticulo endoplasmatico ou distribuida
via complexo de Golgi para o sistema de endomembranas (Figura 5). Entretanto, ainda sio
necessarios estudos sobre a montagem da V-ATPase para que se tenha um modelo

conclusivo (Littge & Ratajczak, 1997).

Uma questdo ainda a ser respondida ¢ se as V-ATPases encontradas em membranas
ndo vacuolares possuem atividade de hidrolise de ATP e transporte de prétons. Em alguns
casos foram encontradas V-ATPases em reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi
onde ndo apresentaram atividade de hidrolise nem de transporte de protons. Acerca dessa
questdo impde-se a pergunta se essa enzima seria modificada pos-traducionalmente ou se
seriam isoformas. De qualquer modo, ja foram detectadas diferencas nas V-ATPases
encontradas em reticulo endoplasmatico e em Golgi em relagdo as encontradas em
tonoplasto. Essas diferengas foram identificadas com relagdo a sensibilidade a inibidores.
Por exemplo, a ATPase encontrada no complexo de Golgi parece ser menos sensivel a
inibigdo pelo nitrato do que a V-ATPase de tonoplasto (Chanson & Taiz, 1985; Ali &

Akazawa, 1986) e a V-ATPase encontrada no reticulo endoplasmatico apresentou distinto

padrdo de inibigdo ao da V-ATPase de tonoplasto (Vincente & Vale, 1994).
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Figura 5. Modelo para a sintese, distribuigdo e atividade da V-ATPase em plantas em
diferentes compartimentos celulares e suposto trafego das V-ATPases via indicagdo das
setas dentro da célula. Extraido de Sze e al., 1999.




2.6. V-H'-PPase

Uma caracteristica propria de plantas € a existéncia de vias metabolicas paralelas
que usam tanto nucleotidios quanto pirofosfato como fontes alternativas de energia. Essa
maior versatilidade das plantas em relagdo aos mamiferos deve-se a presenga de duas
bombas que funcionam em paralelo em membranas de células vegetais. Uma delas é a H'-
ATPase, a qual esta presente em todos os eucariontes € a outra € a pirofosfatase (PPase)
que tem sido encontrada em todas as plantas e em algumas bactérias fototropicas (Rea &
Poole, 1993). Ja esta bem estabelecido que, a membrana vacuolar (tonoplasto) de células
vegetais possui duas bombas de protons, a H'-ATPase e a H'-PPase. As razdes para a
existéncia de duas bombas € ainda obscura (Rea & Sanders, 1987) e, em particular, o papel
da H'-PPase precisa ser elucidado (Leigh ef al., 1992). Sdo sugeridas diversas hip6teses
para a existéncia de duas bombas numa mesma membrana: a) a H'-PPase agiria como uma
alternativa ("back-up") para a H'-ATPase em condigdes em que o fornecimento de ATP
fosse limitado; b) que a H'-PPase ¢ reversivel e pode usar o gradiente de H' que se
estabelece através do tonoplasto para sintetizar PPi; ou c¢) que a energia livre, dissipada
como calor por uma PPase soluvel , pode ser conservada como gradiente de protons se a

H'-PPase agir como bomba in vivo (Leigh et al., 1992).

2.6.1. Caracterizacio Inicial

A PPase foi primeiramente identificada em vacuolo, e dai entdo ela foi considerada
uma enzima marcadora de vacuolo (Chanson ef al, 1985; Rea & Poole, 1985). A
localizagdo da H'-PPase ¢ ainda controvertida. Inicialmente, como ela foi isolada no
tonoplasto, acreditava-se que ela fosse uma enzima marcadora de vacuolo, porém estudos

recentes tém mostrado que a H' -PPase é encontrada em membrana plasmatica, complexo
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de Golgi e reticulo endoplasmatico. Sua fungdo ainda ndo ¢ bem conhecida, porém

qualquer que seja sua fungdo, sua presenga ndo se resume ao tonoplasto (Robinson, 1996).

Em meados dos anos 70, Karlsson (1975) demonstrou uma atividade PPasica
estimulada por K" e Walker & Leigh (1981) caracterizaram uma PPase dependente de
Mg”*. Somente em 1985 ¢ que finalmente identificaram que o transporte de H™ dependente
de PPi era mediado por uma PPase e ndo uma V-ATPase, capaz de usar PPi em algumas
circunstancias. Seguidas caracterizagdes mostraram que, essa PPase diferia da V-ATPase
em varios aspectos: a PPase era estimulada pelo K enquanto que a V-ATPase era
seletivamente ativada por haldgenos; nem a hidrdlise nem o transporte de protons pela
PPase eram inibidos por nitrato; finalmente foi mostrado que a PPase era especifica para
MgPPi (ou Mg,PPi) como substrato enquanto que a V-ATPase ndo mostrava nenhuma

atividade em relagdo a esse composto.
2.6.2. Atividade e distribuicao

As atividades, tanto de transporte de protons dependente de PPi quanto a de
hidrélise estimulada por K" e /ou insensivel a molibdato, t¢ém sido demonstradas em
membranas vacuolares da maioria dos tipos principais de plantas vasculares (plantas
monocotiledoneas, dicotiledoneas, C3, C4 e CAM) como também em seus provaveis
ancestrais, as algas clorofitas. Além disso, a V-PPase ¢ o componente principal das
membranas vacuolares capaz de gerar um Ay de magnitude igual ou superior ao da V-
ATPase (Maeshima ¢ Yoshida, 1989). A estimativa do teor das enzimas sugere que as

mesmas constituem de 1% (Beta vulgaris) a 5-10% (Vigna radiata) da proteina total da

membrana vacuolar (Maeshima & Yoshida, 1989).
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As membranas vacuolares preparadas de varias espécies de plantas, de musgos, de
samambidias e de algas, apresentam atividades H'-PPasicas além de atividade V-ATPasica
(Nakanishi & Maeshima, 1998). Notaveis exemplos de PPases transportadoras ou
conservadoras de energia sdo as PPases reversiveis transportadoras de protons encontradas
em cromatéforos de bactérias ndo sulfurosas, Rhodospirillum rubrum, as PPases
transportadoras de protons vacuolares de células vegetais e a PPase associada a membrana
animal e de mitocondria de levedura. Essa ultima, porém, apresenta padrles de
sensibilidade a inibidores bem diferente das duas primeiras (Baykov e al., 1993). Baseado
nesses resultados, considera-se que as PPases associadas a mitocondria pertengam a um

grupo distinto de PPases (Baykov ef al., 1993).

A H'-PPase estd amplamente distribuida entre as plantas superiores, algas ¢ a
bactéria fotossintética, Rhodospirillum rubrum. Embora Lichko & Okorokov (1991)
tenham demonstrado uma atividade de transporte de protons dependente de PPi em fragdes
enriquecidas de tonoplasto de Saccharomyces carisbergensis, a H'-PPase ¢ ainda

considerada restrita a plantas e seus descendentes (Rea et al., 1992).

2.6.3. PPi como fonte de Energia

O teor e a ubiquidade da V-PPase em plantas necessitam um fornecimento regular
de PPi citossdlico € uma relagdo de massa de PPi:Pi favoravel a translocagédo de protons. O
nivel de PPi em tecidos vegetais varia na faixa de 5-39 nmol/g de peso fresco (Smyth &
Black, 1984) e esse PPi parece esta quase que limitado ao citossol. Ja foi calculado que em
folhas de espinafre e protoplasto de mesofilo de trigo, o PPi citossdlico € de 200 a 300 uM
(Weiner et al., 1987), enquanto que, em outras organelas como vacuolo e cloroplasto da

alga, Chara, foram detectados menos que 1 e de 2 a 3 uM respectivamente, contra 193 uM
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para o citossol (Takeshige & Tazawa, 1989). Considerando uma estequiometria de H': PPi
igual a 1, considera-se que a energia livre liberada pela hidrolise do PPi citossolico excede

0 minimo tedrico requerido para energizagdo vacuolar.

2.6.4 - Estrutura

A PPase consiste de um unico peptidio com uma massa molecular de
aproximadamente 73 kDa, embora tenham sido encontrados valores de massas moleculares
diferentes em varias espécies, 67 kDa (Beta vulgaris) e 73 kDa (Vigna radiata) para a
mesma subunidade. Essa subunidade mostra-se ndo sé necessaria como suficiente para o
transporte de H™ dependente de PPi. A subunidade que se liga ao substrato funciona como
um mondmero durante a hidrélise de PP1 (Rea & Poole, 1993), embora tenha sido proposto
uma estrutura dimérica para a H'-PPase funcional nativa (Sato ef al., 1991). A estrutura
primaria da H'-PPase foi deduzida a partir do cDNA de Arabdopsis thaliana, de cevada,
de beterraba, de tabaco e¢ de arroz. No entanto, poucos residuos caracteristicos foram
determinados (Takasu et al, 1997). Kim et al. (1995) relataram que, o reagente

sulfidrilico, N-etilmaleimida, liga-se covalentemente a Cys***

da PPase de Arabdopsis
thaliana e portanto inibe a enzima. Esse residuo € orientado citossolicamente e € inibido
pelo N-etilmaleimida, pelo substrato ¢ Mg’* liviee. O DCCD também se liga
covalentemente a H'-PPase e portanto inibe a translocagio de protons. A H'-PPase
compartilha uma seqiiéncia de consenso com a subunidade que se liga ao DCCD da
F,F1ATPase e da V-H'-ATPase. Portanto, especula-se que o DCCD reage com o residuo

de glutamato na seqiiéncia de consenso da H'-PPase de cevada (Nakanishi & Maeshima,

1998).
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Takasu er al. (1997) propuseram um modelo esquemético para a H'-PPase (Figura
6) onde o sitio catalitico ficasse localizado na alga e de carga negativa, a qual ¢ adequada
para uma ligacdo com seu substrato Mg,PPi e que as algas e e k talvez compusessem a
estrutura terciaria do sitio catalitico. A por¢do C-terminal apresentou 90% de homologia
com varias PPases, homologia superior a da porgdo N-terminal. Isso leva a crer que a

porgdo C-terminal seja mais importante para sua fungdo do que a por¢@o N-terminal.
2.6.5. Funcao Catalitica

A PPase vacuolar in vitro requer ambos, Mg** ¢ K*, como também o PPi para uma
atividade completa. Porém, a resposta da enzima as mudangas tanto na concentragdo de
PPi total quanto na de Mg2+ total pode ser complexa. O PPi € capaz de formar varios
complexos ion-metal em meio aquoso (Rea & Poole, 1993). Num meio de reagdo contendo
PPi, Mg’ e K", os complexos e ions presentes incluem Mg** livre, PPi livre, MgPPi,
Mg,PPi, K*, e KPPi, como também vérias formas protonadas dos complexos. Isso torna
muito dificil testar um complexo individual numa atividade da H'-PPase uma vez que a
concentragdo de qualquer complexo ndo ¢ facilmente mudada sem que seja alterada a
concentragdo dos demais. Todavia, trabalhos anteriores sugerem que a enzima seja ativada
por ambos os fons Mg®" e K™ e que o substrato seja 0 MgPPi. Além disso, ambos o PPi ¢ o
Mg,PPi poderiam inibir a enzima, embora isso dependesse do tecido de origem (Rea e
Poole, 1993). Leigh et al., (1992) sugerem um modelo em que o substrato da enzima seja o
Mg,PPi, que este complexo seja também um inibidor ndo competitivo, que a enzima seja

ativada por Mg”" livre e que seja inibida competitivamente por PPi livre.

Tem sido sugerido que a PPase além da hidrolise de PPi e do transporte de H' para

dentro do vaciiolo tem uma outra fungdo, a de transportar ions K* para dentro do vactolo.



Sitio de Ligagdo
do PPi
(253-263)
-DVGADLVGKVE-

Vaciiolo

Figura 6. Modelo hipotético da topologia de membrana da H'-PPase vacuolar. Extraido
de Takasu et al. (1997).



48

O potassio é acumulado no vactolo contra um potencial de membrana positivo
interiormente. O mécanismo que facilita a entrada de K™ é ainda obscuro (Davis et al.,
1992). Porém , a atividade eletrogénica da H'-PPase na membrana vacuolar depende do K*
citoplasmatico, levantando a possibilidade de que a enzima transporte K' para dentro do
vacuolo. (Davis ef al., 1992). Desde que esse fato ndo foi confirmado usando PPase
purificada e reconstituida como um polipeptidio de 75 kDa, Ros et al, em 1995,
propuseram que o transporte de K™ pela PPase fosse dependente da sua associagio com
outros componentes de membrana perdidos durante a purificagdo. Usando vesiculas de
membranas vacuolares nativas de suspensdo celular de Vitis vinifera, marcadas com sondas
fluorescentes para K e H', foi mostrado que a atividade PP4sica era fortemente estimulada
por desacopladores e por K*. O transporte de prétons ocorreu em resposta a adigdo do
pirofosfato ¢ em auséncia de K', embora o transporte de protons fosse altamente
estimulado. A atividade hidrolitica foi estimulada por protondforos, mas ndo pelo ionoforo
de K, a valinomicina, concluindo-se que a PPase em vesiculas de membrana vacuolar
nativa ndo transporta K'. Essa questdo, porém ainda ¢ considerada controvertida (Takasu et
al., 1997). Obermeyer et al, em 1996, estudaram a dependéncia da PPase pelo K'
substituindo o K* citoplasmatico por outros cations. A seletividade foi mostrada na
seguinte seqiiéncia: K" > Rb* > NH; = Cs” > Na" > Li" = colina. Esse trabalho sugere um
efeito tipo canalizagdo (“tunneling”) através do dominio de um canal na PPase. Sob esse
efeito, em determinadas condi¢gdes de gradiente eletroquimico e na presenga de PPi, os ions

K" atravessam a barreira energética que normalmente separa o citoplasma da face vacuolar

da bomba.
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2.6.6. Origem

Um grande impulso foi dado para o conhecimento da estrutura e da origem da V-
PPase através do isolamento e sequenciamento do cDNA que codifica a subunidade que se
liga ao substrato da enzima de Arabdopsis thaliana (Sarafian et al., 1992). Baseado na sua
sequéncia, na composi¢do de suas subunidades, na especificidade ao substrato, ¢ na
sensibilidade a inibidores, considera-se a V-PPase como pertencente a uma nova categoria
de transportadores primarios de ions (Rea et al., 1992). Nenhuma das subunidades das
ATPase F, P ou V possui reagdo imunoldgica cruzada com a subunidade que se liga ao
substrato da V-PPase (Rea & Poole, 1993). Uma ligagdo filogenética proxima entre a V-
PPase e as PPase soluveis ¢ pouco provavel. Todas as PPases soluveis possuem
subunidades diferentes da V-PPase: ou 20 kDa para enzimas de procariontes ou 32 kDa
pafa enzimas de eucariotos, € nenhuma seqii€éncia conhecida para as PPases soluveis
combina com a seqiéncia deduzida para a V-PPase. Os dados disponiveis sugerem uma
origem monofilogenética, embora distante, para a H'-PPase de mitocondria (PM 32.000) e
as PPase soluveis. A V-PPase tem sua origem em outra linha de descendéncia a qual pode
ser compartilhada com a da H'-PPase reversivel (H'-PP sintetase) das bactérias
fototroficas (Rhodospirillum rumbrum) de PM de 56.000. Essa ultima possui reagdo
imunologica cruzada com a subunidade que se liga ao substrato da V-PPase e ¢ capaz de

intermediar ambas, a hidrélise de PPi e a translocagdo de H' (Rea er al., 1992).

A origem evolutiva comum para a V-PPase e para a H'-PP sintetase de bactéria
pode explicar a distribuigdo da enzima vacuolar. Todas as bactérias onde as H'-PPase
sintetases foram detectadas (Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter spheroides,

Rhodospirillum rubrum) sdo membros de uma sub-divisdo da bactéria purpura. A partir da

analise sequencial dos TRNA com 18S e 5S de mitocOndria de planta, vestigio do ancestral
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de mitocondria de planta para 0 mesmo grupo de eubactéria, foi sugerido que a V-PPase
tenha sido introduzida no genoma de planta através da mitocondria vegetal.. Segundo essa
hipdtese, a auséncia aparente da PPase do tipo vacuolar em animais e fungos torna-se mais
compreensivel. Portanto, mitocdndrias -de animais e fungos devem sua origem a
endossimbiose, a um progenitor eubacteriano que ndo possuia genes para V-PPases (Gray,

1988).

2.7. Estresse nas Plantas

O conceito de estresse em plantas vem sendo desenvolvido nos ultimos 60 anos
(Lichtenthaler, 1996). Tem sido considerado estresse qualquer condi¢do desfavoravel ou
efeito induzido por substancias que afetem ou bloqueiem o metabolismo, o crescimento ou

desenvolvimento da planta (Lichtenthaler, 1997).

As plantas respondem ao estresse ambiental de maneira complexa e dindmica. Um
numero crescente de evidéncias mostra que as membranas possuem um papel central na
percepcdo do estresse, respondendo ao estimulo ambiental através da alteragdo do
bombeamento de ions e da conformagdo das proteinas ligadas a membrana e suas
atividades. As membranas participam direta ou indiretamente, determinando a
compartimentalizagdo de precursores, intermediarios, produtos, e efetores de sistemas

enzimaticos ndo ligados a membrana, influenciando o pH (Amzallag & Lerner, 1995)

Amzallag & Lerner (1995) dividem a resposta ao estresse em dois grupos
principais: o de resposta rapida, que esta relacionado a um programa de defesa preexistente
na planta e outro denominado adaptagdo, onde o tempo influencia de maneira crucial na

elaboragdo dessa resposta. A adaptagdo € uma resposta prolongada durante a qual as

plantas ajustam sua fisiologia as condigdes ambientais numa maneira orientada pelo meio.
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Quando uma planta responde ao estresse através de sua resisténcia (resposta pré-
adaptativa) ela expressa um programa preexistente que lhe permite sobreviver ao estresse
mantendo (aproximadamente) seu programa original de desenvolvimento, onde o estresse €

considerado como o gatilho da expressdo genética.

A resisténcia reflete a capacidade da planta de expressar, sob estresse, seu programa
de desenvolvimento original. Em geral, a expressdo deste programa preexistente ocorre
relativamente rapido, em 48h de exposi¢do ao estresse. A reagdo ndo € especifica ao
estresse particular e rapidamente estabiliza ao nivel atual. A diminuig@o do crescimento €
proporcional a intensidade do estresse e inversamente proporcional a tolerdncia
(capacidade pré-adaptativa) da planta. Durante a adaptag@o, a planta estabelece um novo
programa de desenvolvimento como fungdo das condig¢des precisas de estresse. No inicio
do processo de adaptag@o existe uma consideravel diminui¢gdo no crescimento, que €
comumente mais importante do que a preadaptagdo. Uma vez a planta esteja adaptada, a
velocidade de crescimento aumenta, e pode atingir niveis semelhantes aos da taxa de
velocidade de crescimento relativo (RGR — "relative growth rate") comparado ao das
plantas-controle de mesma idade. Um aumento da RGR no final do processo de adaptagéo
indica que o fator de estresse ndo estd mais ativo sobre a planta. A resposta adaptativa
inclui modificagdes no balangco hormonal, nos processos metabolicos e na expressdo do
genoma. Em contraste, a resposta preadaptativa ndo ¢ completamente pre-programada no
genoma. Enquanto a resposta adaptativa ndo ¢ programada, a capacidade de responder ao
estresse por adaptacdo ¢ geneticamente controlada. Nem toda espécie € capaz de adaptar-

se. Dentro de uma mesma espécie capaz de sofrer adaptagdo, nem todo cultivar é capaz de

ter a mesma caracteristica. Mais ainda, dentro de uma espécie, nem todo o cultivar que se

adapta o faz com a mesma intensidade (Amzallag & Lerner, 1995).
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Quando ocorrem severas mudangas nas condigdes ambientais, a célula pode
responder de uma maneira especifica e rapida selecionando o aumento ou diminuigdo da
expressdo de genes especificos. Os genes cuja expressdao € aumentada durante o tempo de
estresse presumivelmente sdo criticos para a adaptagdo do organismo a condigdo adversa.
Um exame dos genes que sdo ativados em resposta ao estresse pode mostrar-se util no
entendimento da resposta biologica das plantas ao estresse. Os sistemas genéticos que
respondem ao estresse sdo de interesse ndo somente devido ao seu papel de apoiar a planta
sob estresse, como também por sua utilidade no estudo dos eventos moleculares que

controlam o nivel quantitativo da expressdo génica (Amzallag & Lerner, 1995).

Nem toda resposta metabolica ao estresse € considerada deletéria ou prejudicial, € o
maior desafio para os bioquimicos ¢ distinguir entre as respostas que representa um
sintoma prejudicial e aquelas respostas que sdo verdadeiramente adaptativas, que
favorecem o crescimento continuado durante a recuperagdo ao estresse. Na verdade para
qualquer variavel no metabolismo deve existir uma faixa 6tima, onde abaixo dela pode a
planta sofrer privagdo, ultrapassando essa faixa pode levar a toxicidade (Amzallag &

Lerner, 1995).

2.7.1. Estresse salino

A salinidade € considerada como uma ocorréncia de alta concentragdo de sais
soluveis no solo ou em solugdo durante o crescimento das plantas (Flowers & Yeo, 1986).
De um modo geral, um solo ¢ considerado salino quando ele € prejudicial ao crescimento
da planta. Na maioria dos casos a origem dos ions deve-se a uma influéncia de origem

ocednica quer do passado quer do presente. Embora a concentrag@o dos diferentes solutos

da agua dos mares varie, a proporcdo relativa dos sais dissolvidos difere muito pouco.
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Desse modo, os ions mais importantes, em se tratando de solo salino que sdo o sédio € o
cloro, s@o igualmente os sais dominantes no mar. Sdo também freqiientes em solos salinos
os ions: sulfato, bicarbonato, calcio, magnésio, potassio € nitrato, sendo estes dois ultimos

menos freqiientes (Mackensie & Leshen, 1994).

O excesso de sais no solo pode restringir o crescimento das plantas. Este é um dos
principais problemas nas regides aridas e semi-aridas. Nessas regides, ocorrem altas taxas
de evaporagdo, o que faz com que a concentragdo de sais no solo e na agua aumente. No
nordeste brasileiro € possivel que este problema se agrave devido as condigdes climaticas
desfavoraveis que esta regido apresenta (regido semi-arida), com baixos niveis de
precipitagdes pluviométricas e o deficiente sistema de drenagem existente. O manejo
inadequado dos recursos hidricos dos solos e de alguns insumos durante o
desenvolvimento da agricultura tem levado as terras irrigadas a um processo de
salinizagdo. Esse problema tem-se agravado chegando a atingir cerca de 40% da terras

irrigadas (Szabolcs, 1994).

A recuperagdo de um solo inutilizado, em geral, envolve grandes investimentos e
raramente ¢ economicamente viavel. Uma maneira de resolver o problema da salinidade
seria desenvolver, através de técnicas de engenharia genética, plantas que fossem
resistentes ou tolerantes ao excesso de sais. Para atingir esse objetivo € necessario que se
conhega a fisiologia € a bioquimica do estresse salino. Um tema que tem emergido € o da
grande variedade de respostas ao sal, ndo somente entre diferentes espécies vegetais, como

também entre os diferentes orgdos de uma mesma planta, incluindo modulagdes no seu

desenvolvimento.
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As plantas, em relagdo a sua resposta a alta concentragéo de sais, sdo divididas em
dois grupos principais: as halofitas, que sdo nativas de solo salino e sdo capazes de
germinar, crescer, florescer e frutificar normalmente nesse solo e as glicofitas que sdo
sensiveis, sofrem inibi¢do no seu crescimento € ndo completam seu ciclo de vida em certas
concentragdes de sal. Algumas espécies consideradas altamente tolerantes ao sal, como a
Suaeda maritima e a Atriplex nummularia, apresentam estimulo no crescimento em
concentragdes ainda mais altas do que aquelas que seriam letais para espécies consideradas
sensiveis (Taiz & Zeiger, 1991). Sendo esse conceito de natureza qualitativa, ndo existe
uma delimitag@o rigida entre esses dois grupos de plantas. Algumas glicofitas comportam-
se como halofitas e vice-versa. As respostas das plantas a salinidade sdo bastante variadas
o que torna dificil a classificagdo das mesmas nesses dois grupos. Além disso, outros
fatores como solo, umidade relativa do ar, luminosidade, temperatura e disponibilidade de
agua e nutrientes torna ainda mais complexa as respostas das plantas a salinidade (Shannon
et al., 1994). Cada organismo apresenta uma faixa de tolerancia propria a salinidade, a qual
inclui suas condigdes o6timas de crescimento, embora grandes faixas de concentragdo de sal
(faixa de resisténcia) possam ser compativeis com a sobrevivéncia da célula. As plantas
cultivadas sdo particularmente limitadas em sua faixa de tolerancia, enquanto que outros
organismos fotossintetizantes, como microalgas e cianobactérias, possuem uma larga faixa

de aclimatagdo.

O grau de tolerancia a salinidade nas diferentes espécies ¢ influenciado, ndo s6 por
fatores internos (variabilidade genética e estagio de desenvolvimento), como também pelas
condigdes edafo-climaticas, nas quais as plantas sdo cultivadas (Maas, 1996). A salinidade
afeta as plantas em todas as fases de seu desenvolvimento, porém, a fase ou estagio mais
sensivel € uma caracteristica da espécie, variedade ou cultivar (Maas, 1990). Sementes em

germinagdo diferem de plantas adultas em sua tolerincia ao sal. A alta sensibilidade a



55

salinidade de sementes em germinagdo representa um fator principal na determinagdo da
distribuigdo de plantas em ambientes salinos e previne o estabelecimento de varias espécies

de planta.

A capacidade da planta em sobreviver e crescer em condigdes salinas envolve uma
integragdo de mecanismos celulares adaptativos multicelulares e intracelulares. E
problematico, sendo impossivel, conhecer precisamente a contribuigéo relativa de cada tipo
de mecanismo de tolerancia ao sal, nas plantas. Porém, os mecanismos de importancia
crucial sdo aqueles mecanismos celulares de adaptagdo que facilitam o ajuste osmotico,
que medeiam o acimulo de ions e a compartimentalizagdo intracelular (Binzel er al,

1988).

O efeito da salinidade no desenvolvimento da planta pode ser dividido em duas
fases (Munns & Schachtman, 1993). Na primeira, a salinidade leva a uma diminui¢do do
potencial hidrico do solo, fazendo com que a planta absorva menos agua, o que afeta o
funcionamento normal da célula comprometendo seus processos fisiologicos e
metabolicos, e levando a redug@o no crescimento da planta. A segunda fase inicia-se apds
um certo periodo de tempo em que a planta foi submetida a salinidade, caracterizando-se
pelos efeitos idnicos dos sais. Os fons Na* e Cl” acumulados nas células do meséfilo levam
a um desequilibrio i6nico, com consequéncias na nutrigdo € no metabolismo celular
(Bloom & Epstein, 1984). A duragdo dessas fases vai depender da espécie vegetal e da
guantidade de sais existentes no ambiente radicular. Apesar da importidncia dos efeitos
exercidos pelo estresse hidrico no crescimento, a capacidade de exclusio e a
compartimentalizagio de ions por parte das glicofitas sdo de fundamental importancia para

sua adaptagdo a salinidade (Jeschke, 1984). A capacidade de manter uma taxa

relativamente alta de K'/Na" no citoplasma e de segiiestrar NaCl para fora dos sitios do
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metabolismo celular, sdo dois dos mais criticos requerimentos para que haja crescimento
da planta em condigées salinas (Wyn Jones, 1981). Embora ndo se conheg¢a o exato
mecanismo responsavel por facilitar a entrada dos ions Na* e CI” para dentro do vaciiolo,
ja estd claro que a forga préton motriz para esse transporte ¢ o AuH', gerado pelo

transporte de H" através do tonoplasto. (Reuveni ef al., 1990).
2.8. Efeito da Salinidade nos Estagios Iniciais de Desenvolvimento da Planta

De acordo com Bewly & Black (1994), o processo germinativo e de
desenvolvimento da plantula pode ser dividida em duas etapas distintas: a primeira
denomina-se germinagdo, a qual se inicia com a embebicdo da agua e termina com a
emersdo da radicula ou de outra parte do embrido. A segunda, caracteriza-se pela intensa
mobilizagdo de reservas associada com o crescimento do eixo embrionario e que resulta no

estabelecimento da plantula.

A semente, ao ser colocada em um ambiente adequado sofre um processo
essencialmente fisico em que ha embebicdo de agua pelos coldides existentes, levando ao
amaciamento do tegumento e hidratagdo do protoplasma das células. Durante essa fase, em
que se observa um aumento no tamanho da semente, ocorre a solubilizagdo de proteinas
necessarias a ativagdo de certas enzimas, bem como a reorganizagdo ¢ a ativagdo do
sistema sintetizador de proteinas e do sistema produtor de energia nas mitocondrias. Inicia-
se, também, a sintese de novo de varias enzimas (Bewly & Black 1994). Em consequéncia
dessas mudangas ocorre a emersdao da radicula ou outra parte do embrido. Durante o
estabelecimento da plantula, que segue a emersdo da radicula, a absor¢do de agua aumenta
exponencialmente e a taxa respiratoria segue a mesma tendéncia. O eixo embrionario

aumenta de tamanho e ha um incremento, tanto no peso fresco como no peso seco desse
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orgdo e diminui¢do do orgdo de reserva. As substincias de reserva, principalmente
carboidratos, lipidios e proteinas, sdo transformadas em produtos soliveis e mobilizadas a
partir dos cotilédones, endosperma e perisperma e utilizadas como substrato da respiragdo
ou nos processos fisiologicos necessarios ao alongamento, divisdo e diferenciagdo

celulares (Bewly & Black, 1978).

Apds a emersdo da radicula, o crescimento do eixo embrionario pode dar origem a
dois tipos de estabelecimentos de plantulas: no primeiro, que tem como exemplo a ervilha,
os cotilédones permanecem sob o solo (hipdgeo), enquanto a plumula cresce para dar
origem ao epicdtilo, que neste caso € a parte aérea da plantula; no segundo tipo, que ocorre
no feijdo-de-corda (Wien & Summerfield, 1984), os cotilédones emergem do solo (epigeo)
em decorréncia do crescimento do hipocétilo (porgdo localizada entre os cotilédones e a
radicula), desenvolvendo-se a plumula, acima dos cotilédones. Nesse caso, a parte aérea da

plantula ¢ composta de hipocétilo e de epicotilo.

Quando a concentragdo de sais no solo ou no meio de cultivo aumenta, ocorre uma
diminui¢do na velocidade e na percentagem de germinagdo (Enéas Filho, 1979, Castro,
1982). Em glicofitas, o processo até a emersdo da radicula € menos afetado pela salinidade
do que aquele do estabelecimento da plantula (Prisco, 1987) em oposi¢do ao que Ungar
(1978) afirma ocorrer com certas halofitas , as quais requerem concentragdes de sais mais
baixas durante a germinagdo do que nas etapas subseqiientes, ou seja, durante o

estabelecimento da plantula.

Gomes Filho & Prisco (1978) demonstraram através das medidas de peso seco de

cotilédones de plantulas de Vigna unguiculata que a salinidade retardava a hidrélise e/ou o

transporte de produtos de hidrolise das reservas para o eixo embrionario, afetando
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drasticamente o crescimento desse ultimo. Sendo assim, algumas possibilidades foram
levantadas de como a salinidade poderia afetar a mobilizagdo de reservas cotiledonarias: (i)
inibindo a sintese de novo de enzimas responsdveis pela hidrolise das reservas
cotiledonarias; (ii) inibindo a atividade destas hidrolases; (iii) impedindo a solubilizagdo

destas enzimas e finalmente, (iv) impedindo a translocagdo dos produtos de hidrolise dos

cotilédones para o eixo embrionario (Prisco, 1987). A salinidade ao inibir o
desenvolvimento da planta em suas etapas iniciais, o faz porque afeta, principalmente, a
segunda fase do processo germinativo, ou seja, a de estabelecimento da plantula (Prisco &

O’Leary, 1970).

2.9. Mudancas nas Bombas Vacuolares Durante o Crescimento Celular.

O caule de plantulas cresce rapidamente e este crescimento € acompanhado pela
elongagdo das células. Um grande aumento no volume celular ndo pode ser obtido sem o
desenvolvimento do vactiolo. De acordo com Maeshima (1990), podemos dividir o
hipocotilo de Vigna radiata em trés regides principais: regido de divisdo, regido de
elongagdo e regido de maturagdo (Maeshima 1990). A rapida elongag@o ocorre na parte
central do hipocétilo. A divisdo celular ocorre somente no meristema apical no topo do
hipocétilo. A metade inferior do hipocdtilo consiste de grandes células maduras
(Maeshima 1996). Foi observado o tamanho das células nestas 3 regides do hipocétilo.
Para isso os protoplastos de hipocotilos, com 3 dias de germinagdo, foram preparados a
partir dessas regides e o seu diametro foi medido a partir de micrografias. Os didmetros
médios obtidos para as regides de divisdo, elongacdo e de maturagdo foram 40, 86 e
126 um, respectivamente. O volume das células aumenta mais de 20 vezes durante a

elongagdo. Baseado nesse resultado, pode-se dizer que, o grande aumento no volume

celular deve-se mais ao aumento no tamanho do vacuolo do que ao aumento no volume




59

citoplasmatico. Foi mostrado, que o nivel de ATP ¢ maior nas regides de divisdo e
elongagdo do que na regido de maturagdo e que o nivel de PPi € 0 mesmo nas diferentes
regides. Observou-se também que a regido de divisdo possuia niveis mais altos de
atividade ATPasica e pirofosfatasica vacuolar do que as regides de elongag@o e maturagio
(Maeshima 1990). Para que ocorra a manutengdo da pressdo de turgor requerida para uma
continua elongagéo celular, os solutos devem ser ativamente acumulados em vacuolos em
crescimento para que a osmolaridade seja mantida alta e o vacuolo em crescimento deve
transportar préotons ativamente com uma velocidade maior do que a que ocorre em

pequenos vacuolos (Maeshima, 1996).
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

1.

Determinar a localizagdo das bombas de protons (V-ATPase e H'-PPase) nas

distintas endomembranas;

Caracterizar as propriedades funcionais e de regulagdo das bombas de prétons

vacuolares (V-ATPase ¢ H'-PPase);

Determinar os parametros indicativos do estresse salino em dois cultivares de
Vigna unguiculata (L.) Walp: Vita 3 e Vita 5 dotados de diferentes graus de

tolerdncia ao estresse salino;

Estudar o funcionamento das bombas de prétons (V-ATPase e H'-PPase)

durante a etapa de estabelecimento da plantula;

Determinar a participagdo das bombas de prétons vacuolares (V-ATPase e H -

PPase) no estresse salino.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Sementes

Foram utilizadas sementes de feijdo de corda Vigna wunguiculata (L.) Walp,
anteriormente denominada Vigna sinensis (L.) Savi e corrigida segundo Verdcourt (1970).
As experiéncias foram realizadas em 2 cultivares com diferentes niveis de tolerancia ao
estresse salino: Vita 3 e Vita 5 sendo o cultivar Vita 3 mais tolerante ao estresse salino do
que a cultivar Vita 5. As sementes foram provenientes do Centro Nacional do Arroz e
Feijjado da EMBRAPA. Goiania, GO e multiplicadas na Fazenda Experimental da
Universidade Federal do Ceara ( safra de 1995 — 1997). Apds a colheita as sementes foram

armazenadas em frascos de vidro a uma temperatura de aproximadamente 4°C.

4.2. Métodos

4.2.1. Germina¢ao

As sementes foram previamente selecionadas no intuito de obter-se uma
uniformidade de cor e tamanho e esterilizadas durante 5 minutos com uma solugdo de
hipoclorito de sodio (NaOCl) contendo 5,2 % de cloro ativo diluida 1:5 (v/v), para

eliminagdo de possiveis esporos de fungos presentes no tegumento das sementes. Em

seguida, o NaOCl foi retirado lavando-se as sementes exaustivamente em agua corrente e
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depois com agua destilada, por 5 vezes. As sementes foram deixadas em agua destilada por
aproximadamente 1 hora, para que atingissem o dobro do tamanho inicial, e selecionadas
novamente para obter uma maior uniformidade na germinagdo. Em seguida, foram
semeadas em papel de filtro, esterilizado a 120 °C durante 15 min. umedecido com agua
destilada (controle) ou com solugdes de diferentes concentragdes de NaCl (estresse). A

germinagdo ocorreu em auséncia de luz e a uma temperatura de aproximadamente 28 °C.

4.2.2. Isolamento de Vesiculas Enriquecidas de Tonoplasto Complexo de Golgi e do

Reticulo Endoplasmatico

As vesiculas do complexo de Golgi e do reticulo Endoplasmatico foram isoladas de
acordo com Okorokov & Lehle (1998). Todas as etapas de isolamento foram processadas a
uma temperatura de aproximadamente 4 °C, sendo as solugdes e vidraria previamente

resfriadas.

O isolamento foi realizado a partir de hipocdtilos de plantulas estioladas
germinadas conforme a descrigdo anterior. Os hipocotilos foram cortados em secgdes de
aproximadamente 10 cm de comprimento e em seguida lavados em agua destilada
resfriada. Esses hipocotilos foram a seguir macerados utilizando-se gral e pistilo em meio
de homogeneizagdo na proporgdo de 1:1 (v/v), contendo: manitol 600 mM, MgSO, 3 mM,
EDTA 5 mM, EGTA 3 mM, PVP 40 a 0,5 % (p:v), tris 100 mM, DTT 1 mM, PMSF 1
mM, benzamidina 1 mM, pH 8. O homogenato resultante foi filtrado em tela de nylon
para remogdo de tecidos ndo rompidos sendo, em seguida, submetido a uma centrifugagio
diferencial em centrifuga refrigerada IEC B —22M (International Equipment Company) em

4500 x g durante 10 minutos. O precipitado formado, composto por amido, restos celulares

e nucleos, foi desprezado e o sobrenadante, contendo a fragdo vacuolar, foi precipitado a
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100.000 x g durante 45 min, usando uma ultracentrifuga Sorvall Combi Plus. As
membranas totais contidas no precipitado foram resuspensas, com a ajuda de um bastdo,
em meio contendo sacarose 12,5 %, EDTA 1mM, EGTA 1mM, HEPES 5 mM,
benzamidina 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, pH 7,5 que foi superposto a um gradiente
contendo as solugdes com diferentes concentragdes de sacarose: 50 %, 40%, 30 % e 20%
preparadas em meio contendo EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, HEPES 5 mM, benzamidina 1
mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, pH 7,5. Esse gradiente foi submetido a uma centrifugacéo
de 150.000 x g. em um rotor swinging SW 41 Ti, utilizando uma ultra centrifuga Beckman,
modelo L7-55, durante 2 horas. Ao final desse tempo foram formadas bandas de vesiculas
enriquecidas de tonoplasto, tonoplasto € complexo de Golgi, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico entre os gradientes de 12,5-20 %, 20-30 %, 30-40 % e 40-50 % de
sacarose, respectivamente. As membranas foram armazenadas em nitrogénio liquido e

utilizadas dentro de uma semana.

4.2.3. Isolamento de Mitocondrias

Utilizou-se 0 método de Tkuma (1970), modificado por Silva Lima ez al., (1977), no
processo de isolamento das mitocondrias. Todas as etapas de isolamento foram processadas

em baixa temperatura (4 °C), sendo as solugdes e a vidraria previamente resfriada.

As mitocondrias foram isoladas a partir de tecidos vegetais (hipocotilos e epicotilos)
de plantulas estioladas conforme descrigdo anterior. Os tecidos vegetais foram cortados em
secgdes de aproximadamente 3 cm de comprimento € em seguida lavados duas vezes em agua
destilada resfriada e uma vez com meio de homogeneizagdo com a seguinte composi¢io:

manitol 0,3 M, tris-HCI 6 mM, EDTA 1 mM, BSA 1%, cisteina 4 mM, ajustado para um pH

final de 8 com KOH. Esses hipocotilos foram, a seguir, macerados em meio de
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homogeneizagdo na proporgdo de 1:1 (v/v) utilizando-se um liquidificador modelo HL 3252
(Walitaj, em velocidade minima durante 1 segundo por 3 vezes e em velocidade maxima
durante, igualmente, 1 segundo por 3 vezes. O pH do homogenato manteve-se em torno de 7,
ndo sendo necessario adicionar-se KOH, como ¢ comum em preparagdes de origem vegetal.
O homogenato resultante foi filtrado em tela de nylon para remogao de tecidos ndo rompidos.
A seguir, o filtrado foi submetido a uma centrifugagdo diferencial em centrifuga refrigerada
RC-5 (Sorval) a 500 x g durante 10 minutos. O precipitado formado, composto por amido,
restos celulares e nucleos, foi desprezado e o sobrenadante, contendo a fragdo mitocondrial,
foi submetido a uma centrifugagdo de 12000 x g por 20 minutos. O precipitado, contendo
mitocOndrias sedimentadas, foi ressuspenso em 25 ml de meio de lavagem contendo manitol
0,3 M, tampdo tris-HCI 3 mM, BSA 0,1%, e com pH final de 7,2, ajustado com HCIL. A
ressuspensdo do precipitado foi feita com o auxilio de um pincel n® 12 (marca comercial
Tigre) passado levemente sobre o0 mesmo. O homogenato entdo foi centrifugado a 500 x g
durante 10 minutos, para eliminar possiveis restos de amido e tecidos celulares
remanescentes. O precipitado foi desprezado sendo o sobrenadante centrifugado a 12000 x g
durante 20 minutos € 0 novo sobrenadante formado foi retirado, conservando-se o
precipitado, no qual estava contida a fragdo mitocondrial. Tal precipitado foi ressuspenso em
aproximadamente Iml do meio de lavagem e conservado a uma temperatura de 4 °C

(Figura 7).
4.2.4. Isolamento de Vesiculas Enriquecidas de Tonoplasto

As vesiculas enriquecidas de tonoplasto foram isoladas de acordo com Marieux ef
al., (1994) com algumas modificagdes, como mostra o esquema da Figura 8. Todas as

etapas de isolamento foram processadas a uma temperatura de aproximadamente 4 °C,

sendo as solugdes e vidraria previamente resfriada.




65

Tecido vegetal
maceracao, filtragao,
500 g
x 10 min

> 12000g

x 20 min

500 g
x 10 min

12 000 g
x 20 min

Mitocondrias
brutas

Figura 7. Esquema de extragdo de mitocondrias a partir tecidos vegetais (hipocotilo e
epicotilo) de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5.




O i1solamento foi realizado a partir de hipocotilos de plantulas estioladas

germinadas conforme a descrigdo anterior. Os hipocotilos foram cortados em secgdes de
aproximadamente 10 cm de comprimento € em seguida lavados em dgua destilada
resfriada. Esses hipocoétilos foram a seguir macerados utilizando-se gral e pistilo em meio
de homogeneizagdo na proporgdo de 1:1 (v/v), contendo: manitol 600 mM, MgSO,4 3 mM,
EDTA 5 mM, EGTA 3 mM, PVP 40 0,5 %, tris 100 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM,
benzamidina 1 mM, pH 8. O homogenato resultante foi filtrado em tela de nylon para
remogdo de tecidos ndo rompidos, sendo em seguida submetido a uma centrifugagdo
diferencial em centrifuga refrigerada IEC B —22M (International Equipment Company) em
4500 x g durante 10 min. O precipitado formado, composto por amido, restos celulares e
nucleos, foi desprezado e o sobrenadante, contendo a fragdo vacuolar, foi superposto a
solu¢do contendo sacarose 25 %, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, HEPES 5 mM, Benzamidina
I mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, pH 7.5. Esse gradiente fo1 centrifugado em 150 000 x g
por 1 h, utilizando uma ultracentrifuga Beckman, modelo L7-55 e o rotor swinging SW 41
Ti. O tempo de centrifugacdo foi suficiente para a formagdo de uma banda localizada na
interface entre o sobrenadante e a solug@o de sacarose 25 %. As vesiculas de tonoplasto
foram removidas e diluidas (1:1) em meio de lavagem contendo: MgSO, 3 mM, EDTA 1
mM, EGTA 3 mM, HEPES 50 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, pH 7 e
em seguida, submetidas a uma centrifuga¢do de 150 000 x g durante 50 minutos. O
precipitado resultante foi resuspenso em meio contendo glicerol 90 %, MgSO,; 3 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, HEPES 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 1 mM e benzamidina 1

mM, pH 7, e entdo submetido a uma homogeneizagdo em potter. As membranas foram

armazenadas em nitrogénio liquido e utilizadas dentro de uma semana (Figura 8).




Hipocétilos:
maceragao, filtracdo,
4500 g
x 10 min

gradiente de

sacarose 25%
150 000 g
X 60 min

i Vesiculas
‘ enriquecidas de
tonoplasto

Lavagem
150 000 g
50 min

1AL

Armazenamento em
nitrogénio liquido

Figura 8. Esquema de isolamento de vesiculas enriquecidas de tonoplasto de hipocoétilo de
Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5.
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4.2.5. Determinacdo da Proteina de Tonoplasto, do Complexo de Golgi e do Reticulo

Endoplasmatico

Utilizou-se a técnica de dosagem de proteina desenvolvida por Lowry ef al. (1951).
A dosagem consistiu em colocar 5 ul da amostra em 190 pl de agua destilada, seguido da
adigdo de 1 ml da solugdo C (mistura da solugdo A com a solugdo B), descrita a seguir.
Aguardou-se 10 min e em seguida adicionou-se 1 ml de Folin 1 N e apdés 30 min procedeu-

se a leitura de absorbancia em 750 nm.

Uma curva de concentragdo de BSA, cristalizada e liofilizada, foi usada como

padrdo de referéncia, onde leituras de absorbancia foram feitas nas concentragdes entre 0 e

50 pg.ul™.

Solugdo A
Carbonato de sGdhe.. ..o i0mm 2g
NaOHO,I N 100 ml

Solugdo B
Citrato de s0dio..................coo.. lg
Sulfato de cobre.........ooovvvvvnin. 05¢g
H,O bidestilada g.s.p............. 100 ml

4.2.6. Determinacdo da Proteina Mitocondrial

Utilizou-se 0 método do Biureto, modificado por Gornall et al. (1949) para
determinar a concentragdo de proteina na preparacdo mitocondrial. A modificagdo

consistiu na adi¢do da solug@o de colato de sodio, responsavel pela solubilizagdo das

proteinas membranares. A reagdo processou-se com adi¢do e sucessiva homogeneizagdo




dos seguintes reagentes a uma aliquota de 50 pl da preparagdo mitocondrial: 0.2 ml de
colato de sodio 0,25 %, 0,45 ml hidréxido de sédio 8 % e 0,3 ml de sulfato de cobre 0,1
%. Apds 15 minutos de reagdo, necessarios ao desenvolvimento da cor violeta, foi feita
uma leitura de absorbancia em 540 nm em um espectrofotdmetro marca Pharmacia

Biotech, modelo Ultrospec 2000.

Uma curva de concentragdo de BSA, cristalizada e liofilizada foi usada como
padrdo de referéncia, através da qual foi determinado que 1 mg de proteina correspondia a

uma absorbancia média de 0,088.

4.2.7. Medida da Atividade de Hidrélise da V-ATPase ¢ H -PPase

A atividade ATPasica sensivel ao nitrato (ANO; —ATPase) e a PPiase estimulada
pelo K™ (AK"-PPase) ocorreu em presenga do tampio BTP-MES 25 mM , pH 7,2, MgSO;
2,5 mM, ATP-BTP 1mM ou PPi-BTP1mM, NaMoO;, 0,2 mM, NaN; 2 mM, Na;VO, 250
uM e KCl 70 mM. A atividade de hidrolise da ANO; —ATPase foi determinada na
presenga e auséncia de KNO; 100 mM (O’Neill ar al. 1983). A atividade de hidrdlise da
AK"-PPase foi calculada pela diferenga entre as atividade medidas em presenga e auséncia
de KCI 70 mM (Wang et al. 1986). A atividade PPasica foi calculada como a metade da
taxa de P1 liberado a partir da hidrdlise do PPi ( umoles de PPi consumido por unidade de

tempo). A concentragdo de Pi foi determinada em relagdo a uma curva padrao de KH,PO,.

A atividade de hidrolise de ATP e do pirofosfato foi determinada num meio de
reagdo de 0,5 ml. A reagdo iniciou-se com a adigdo de 40 pg/ml da preparagdo de vesiculas

enriquecidas de tonoplasto. Apods a reag@o durante 30 min a 32 °C a quantidade de Pi




liberado foi quantificado pelo método modificado de Fiske e Subbarow (1925), utilizando-

se as solugdes com as seguintes composigdes:

Solugdo A — Solugdo de Fiske

HyO.oo, 9500ml
HySO4ueiiiii 20,4ml
(NH4)6M7024.4H,0............ 5,2g
1 —— 5g

HO @.8.pevecciiiiiiiiciiiiecc 1L

Solugdo B - Solugédo de acido ascorbico 10 % (p/v)

A mistura da solugdo A e B foi feita utilizando 24,75 ml de A e 0,25 ml de B minutos antes

de ser utilizada, pois trata-se de uma solugdo instavel.

Ao final de 30 min de reag¢do adicionamos 2 ml da mistura da solugdo A (solugdo
de Fiske) com a solugdo B (solugdo de acido ascorbico). Apos 10 minutos, tempo
necessario para o desenvolvimento da coloragio, as leituras de absorbancia foram feitas em

espectrofotometro marca Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, em 750 nm.

A absorbancia para uma concentragdo de 0,3 umoles de Pi foi utilizada para o

calculo da atividade especifica conforme a equagdo descrita abaixo:

Atividade Especifica = Abs. do meio reacional x 0,3 umoles de P1 + Abs de 0,3

umoles de P1 +30 min + 0,02 mg de Proteina



4.2.8. Determinacio do Transporte de Prétons pela V-ATPase e H' -PPiase

O transporte de protons dependente de ATP e PPi através da membrana das
vesiculas foi determinado a 32 °C como a taxa inicial da supressdo de fluorescéncia da
sonda fluorescente 9-amino 6-chloro-2-methoxyacridine (ACMA). Para a H'-ATPase, o
meio de reagdo (2 ml) era formado pelo tampdo BTP-MES 25 mM, pH 7,2, ATP-BTP
ImM, MgSO; 2,5 mM, Vanadato 0,1 mM, NaN; 2 mM, ACMA 1 uM, 100 pg de proteina
de membrana de vesiculas , e KC1 70 mM. Para a H'-PPase, o meio de reagdo utilizado
foi 0 mesmo acima, exceto pelo PPi-BTP 0,1 mM em vez de ATP-BTP 1 mM. A reagéo
foi iniciada pela adigdo de ATP-BTP ou PPi-BTP ao meio de reacdo, para a determinagdo
da atividade de transporte de protons da H'-ATPase e H -PPase, respectivamente. A
medida de fluorescéncia foi registrada por um espectrofotometro de fluorescéncia Hitachi
F-2000 tendo como comprimento de onda de excitagdo e emissdo de 415 e 485 nm,
respectivamente. O transporte de protons € representado pela taxa de supressdo da
fluorescéncia que ¢ expressa em % F.min' mg"' de proteina. Inicialmente, devemos
calcular a fluorescéncia que depende de V,, F, Para isso, tomamos a reta tangente ao
grafico no seu ponto de queda inicial. A partir dessa tangente marcamos, graficamente, o
tempo de 1 min que ira definir no eixo das ordenadas o valor F,. Prosseguindo, tomamos,
graficamente, o valor Fmax, representado pela ordenada que vai desde o ponto de queda
até o eixo das abcissas. De posse desses resultados, podemos calcular o valor V, conforme

a formula abaixo:

Vo=(F,/F na x t(min.)) x 100 %, onde

V, ¢ a velocidade inicial de formagdo do ApH;
F, ¢ o valor de fluorescéncia, determinada graficamente, dependente de V, em um tempo t;

Fmax € a fluorescéncia maxima (total);

T € o tempo em minutos.




Finalmente, calculamos V, em 1 mg de proteina:

V=V, x 1000 ug / quantidade de proteina usada (ug )

4.2.9. Determinacio da Atividade Hidrolitica da ATPase mitocondrial

Os ensaios de atividade enzimética foram realizados em preparagdes mitocondriais
previamente lisadas com triton X-100, 0,01 % e diluidas com tamp3o tris-HCI 60 mM, pH
8 de modo a resultar numa concentragdo final de 2,5 mg de proteina por ml. Em seguida,
a prepara¢do mitocondrial foi submetida, antes do inicio da reagdo, a uma pré-incubagdo a
30 °C durante 10 min para que fosse atingido o equilibrio térmico. A reagdo foi

desencadeada com a adi¢do de solugdes de ATP ao meio de reagdo

O volume final de reagdo foi de 5 ml, de onde foram retiradas duas aliquotas
de 1 ml: uma imediatamente apés a adigdo da solugdo de ATP (branco) e outra com 15
minutos de reacdo. Essas aliquotas foram imediatamente colocadas em contato com as
solugdes reagentes para a determinag@o de fosforo inorgénico, quando entdo cessa a
reagdo enzimatica. A atividade especifica foi expressa em miliunidades de atividade
ATPasica (mU)/ mg de proteina, sendo uma unidade (U) definida como a quantidade de

proteina mitocondrial que hidrolisa um mmol de ATP por minuto.

Aliquotas de 1ml do meio de reag@o foram adicionadas a uma solugdo de 2 ml de
TCA/SDS nas concentragdes de 0,4 % e 6 %, respectivamente (Amold ez al., 1976). Em
seguida, foram adicionados 0,6 ml de uma solug@o de molibdato de amdnia (molibdato de

amonia 5 % (p/v), H,SO4 10 % (v/v)) e 0,5 ml uma solugdo de Elon (metabisulfito de

sodio 3 % (p/v), metol 1 % (p/v)). Ap6és 15 minutos, tempo necessario para O
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desenvolvimento da reagdio com o aparecimento de uma colorag#o violeta, cuja tonalidade

¢ proporcional a presenga de Pi, as concentragdes de Pi foram determinadas, tomando-se

os valores de 0,3 mmoles de Pi, cuja D.O. ¢ de 0,350.

4.3. Parametros de crescimento

As medidas de crescimento das plantulas tratadas com NaCl 100 mM e controle
foram realizadas apos 3 e 7 dias de germinagdo. As medidas de crescimento foram feitas
medindo-se os comprimentos da raiz, do hipocétilo, do epicdtilo das plantulas. A matéria
fresca foi pesada para cada parte da plantula. Uma vez pesada, a matéria fresca das partes
da plantula foram postas para secar em uma estufa a 60 °C durante 72 h, sendo em seguida

pesadas.

4.4. Dosagem de Elementos Minerais (Na* e K')

A dosagem dos elementos minerais foi realizada nas raizes, hipocotilo e epicétilo

de plantulas tratadas com NaCl 100 mM e controle apos 7 dias de germinagio.

A dosagem dos elementos minerais foi feita a partir da matéria seca (M.S.) dos
diferentes orgdos das plantas estressadas e controle. Apés a secagem, a matéria seca foi

moida com a ajuda do gral e pistilo que permite reduzi-la até o pd.

O po seco (10 mg) foi colocado num tubo de ensaio com 1 ml de agua. Apos 10
min em banho-maria a 100 °C, o extrato foi centrifugado a 6.000 rpm durante 10 min. O

sobrenadante foi diluido 20 vezes com agua destilada.




As amostras foram dosadas utilizando a técnica de fotometria de chama. Os
elementos minerais foram pulverizados numa chama que permite a dissociagdo dos sais ao
estado de atomos ou de radicais. Esses sdo excitados por energia térmica de chama e seu
retorno ao estado fundamental ¢ acompanhado da emissdo de uma radiagdo de freqii€ncia

propria ao elemento posto em solugéo e cuja intensidade ¢ fung@o de sua concentrag@o.

O fluxo luminoso emitido atravessa um filtro interferencial especifico do elemento
a dosar, e depois ele ¢ mantido por um receptor fotosensinvel. O aparelho € padronizado
com a ajuda de uma solugdo padrdo (0,5 mEq/L) composta de uma mistura de NaCl e KCl.

O resultado foi calculado usando os seguintes dados:

PM (K'=39,1) (Na'=23)

1 Eq=PM/ carga
Dilui¢do da Amostra = 0,5 ml em 9,5 ml (20X)

' Resultado (mmol g MS) = ( leitura de absorbancia x 1 Eq/2)/100 ) x 20 (diluigio) x

(SmL /1000 mL) x (1000 mg/ 10 mg) x 1 /PM ion

4.5. Determinac¢ao de Malondialdeido

Quando ocorre um estresse, as espécies quimicas toxicas geradas a partir do
oxigénio reagem com numerosas outras moléculas da célula e especialmente com os
lipidios das membranas. Essa peroxidagdo lipidica gera moléculas como o malondialdeido,
que tem a propriedade de reagir com a acido tiobarbiturico (TBA), permitindo estimar a

amplitude da lipoperoxidagao.
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A presenga de malondialdeido, principal produto da peroxidag@o de lipidios, foi
determinado pelo método colorimétrico de Heath & Parcker (1968). Foram utilizados 100
ug da amostra protéica de cada condigdo testada. A amostra protéica foi adicionada ao
tampao fostato, pH 7,0 a um volume de 1ml e entdo adicionado a mistura de 1:1 com TBA
0,5 % (p/v) e TCA 20 %(p/v). A solugdo foi levada a 100 °C por 30 min e em seguida
centrifugada a 3000g por 10 minutos e a densidade Optica foi registrada através de um

espectrofotdmetro marca Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, em 532 nm.
4.6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Contendo SDS

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS, na
presenga de B-mercaptoetanol, foram desenvolvidos de acordo com o método de Laemmli
(1970), adaptados para o uso de placas de vidro (10 x 7,2 cm). Para a montagem das placas
foram usados géis com 8,0 cm de largura, 6,0 cm de altura ¢ 1 mm de espessura,

preparados conforme o seguinte protocolo suficiente para confecgdo de 2 géis:

a) Gel principal (12 %):

Trns-HC1 1,5 M, pH 88............ 2,5ml
SDS 10 %o, 100 pl
Bis-acrilamida 30 %.................... 4 ml
TEMED...........coieiiinreiieiaanannns 8,5 ul

Persulfato de Amdnia 10%......100 pl
Agua destilada..................... 3,3ml



b) Gel de concentragédo (4%):

Tris-HCI 1,0 M, pH6,8.......... 0,63 ml

SDS 10 % (P/V).cveeveeeeieiiennn 50 ul
Bis-acrilamida 30 %............... 0.65 ml
TEMED.....cooioeiieeeeeeeeeeee. 5ul

Persulfato de Amonia 10%......... 25 ul
Agua destilada.......................... 3,7 ml

As amostras das vesiculas enriquecidas de tonoplasto foram homogeneizadas em

20% de tampdo da amostra preparado da seguinte maneira:

Tampao da Amostra (5X):

Glicerol 50 % (V/V)...cooveveeiieieeeeen 1 ml
Azul de Bromofenol............................... 4¢
[B-mercaptoetanol..................cccoc....... 100 ul
SDS 20 % (P/V).coveeeeeeeiceeee 900 pul

A presenga de glicerol e bromofenol tem a finalidade de aumentar a densidade e
permitir a visualizagdo da frente de corrida, respectivamente. A redugdo das amostras
ocorreu na presenca de [B-mercaptoetanol. Foram aplicadas aliquotas das amostras

contendo 75 ug de proteina aos pogos formados no gel de aplicagéo.

A eletroforese desenvolveu-se a temperatura de 25 °C com corrente constante de
20 mA por aproximadamente 60 min, em um aparelho de eletroforese Mini Protean II Bio

Rad utilizando-se uma fonte regulavel de corrente continua Bio Rad (Power - pac 300) . As
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bandas de proteinas foram visualizadas tratando-se o gel com uma solugdo de Coomassie

Brilliant Blue R-250 a 0,25 % em metanol:acido acético:agua (1:1:12,3).
4.7. Western blot

O immunoblotting ou Western blotting € um método de imunodeteccdo de uma
proteina dentro de uma mistura de proteinas. As proteinas sdo inicialmente transferidas de
um gel de eletroforese para uma membrana e subsequentemente a proteina de interesse é

detectada através de uma reagd@o antigeno- anticorpo.

O esquema de montagem do conjunto de transferéncia ¢ mostrado na Figura 9. No
esquema apresentado a transferéncia foi realizada para uma membrana de nitrocelulose,
marca Sigma, com poros de 0,2 um em uma cuba de eletrotransferéncia vertical marca
Hoeffer com um tampdo de transferéncia composta de glicina 39 mM, SDS 0,0375 %
(m/v) e metanol 20 % (v/v) em tampao Tris 48 mM pH 7,2, em um volume final de 1500
ml, sob as condigdes de corrente constante de 200 mA fornecida por uma fonte marca
Pharmacia Biotech, modelo EPS-600. O tempo de transferéncia foi fun¢do do numero de
géis que foram transferidos, sendo necessario 2 h por gel na cuba de transferéncia. Todo o
processo ocorreu em camara fria, sendo a agitagdo do tampdo de transferéncia realizada

por um agitador magnético.

Apos a transferéncia, a membrana foi imersa numa solug@o corante de Ponceau a
0,5 % (p:v) 0,5 g do corante de Ponceau, 1,0 ml de acido acético glacial e 100 ml de agua
milli-Q q.s.p.) por 10 minutos seguida de lavagem com agua destilada para remog¢do do
excesso de corante, quando entdo era visualizada a presenga das proteinas na membrana e
marcadas (com caneta esferografica) a posi¢do do marcadores de peso molecular. Em

seguida, a membrana foi incubada, em geladeira, por aproximadamente 18 horas, com
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Figura 9. Esquema da sequéncia de montagem do conjunto para transferéncia de

proteinas do gel de poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose.
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tampao PBS com 5 % de leite desnatado marca Molico (Nestl¢), para bloquear os sitios de

fixagdo livres da membrana.

Tampao PBS , pH 6,5 (10X) — Estoque:

NaCl......oorveeeoreeesiee 40,0 g
15 N 10g
Na;HPO,.7TH,0............. 575 ¢
1342 5510 Y lg

H,O destilada q.s.p.......500 ml

Tampdo leite: 1X PBS + 5 % de leite

Leite Molico..........cccccceeee. 25¢g
PBS (10X)....cooiiiiiieane 50 ml
3 5L . T 500 ml

Apbs o bloqueio, a membrana foi incubada, separadamente, com os anticorpos
primarios de coelho contra as subunidades A e B da H'-ATPase de vaciiolo de Vigna
radiata (Matsuura-Endo ef al., 1992) e o anticorpo contra a H'-PPase purificada conforme
descrita por Maeshima e Yoshida, 1989. Os anticorpos foram diluidos a 1:500 dentro do
mesmo tampdo com leite durante 1 hora. Apds a aplicagdo do primeiro anticorpo, esse era
retirado € a membrana lavada durante 1 hora com o tampao leite, trocando o tampéo a cada

15 minutos e invertendo o lado da membrana.

A membrana foi finalmente incubada com o anticorpo secundario (anticorpo
desenvolvido contra IgG de coelho ( molécula total) ). Esse anticorpo era marcado com

fosfatase alcalina ou peroxidase. Em ambos os casos, os anticorpos foram diluidos 1:1000

no tampao leite 5 %.
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Quando os anticorpos marcados com fosfatase alcalina foram utilizados, os

complexos antigeno-anticorpo foram visualizados através da atividade enzimatica da

fosfatase alcalina, por incubagio da membrana em meio de revelago, cuja a composigio é

descrita a seguir:

Meio de revelagdo para fosfatase alcalina:

NBT (75 mg/ml).........ccoooeviie. 30 ul
BCIP (50 mg/ml)..............ocooooinn. 20 ul
Tampdo para fosfatase alcalina........... 10 ml

Tampdo para a fosfatase alcalina:

NaCl(2ZM)...oooiieeeeeeee 5 ml
MgCl (0,5M)..oooiiiiiiiic 1 ml
Tris/HCI (0,5 M)..ooooviiiiicc 20 ml
H,O destilada q.5.p....ccooovvevicien, 100 ml

O NBT e o BCIP, insoluveis em agua, sdo previamente solubilizados em 1 ml de

dimetilformamida (DMF 70 % (v/v)).

No caso dos anticorpos marcados com peroxidase, a revelagdo ocorre na presenga

do seguinte meio de revelagdo :

Meio de revelagdo para peroxidase:

DABQ0mg/ml)..........ooooooviii 100 pl
H205 30 % (V/V)eioieieiieeceeee 12 pl
NiCly (80 mg/ml).........cooooiiiiiiie 100 ul

Tampao Tris-HCI 100 mM, pH 7,2 q.s.p. 20 ml

A membrana foi incubada, protegida da luz, no meio de revelagéo especifico para a

enzima conjugada ao segundo anticorpo por um periodo de 5 a 15 minutos, quando a
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coloragdo das bandas apareceram. Para finalizar a revelagdo, foi adicionada agua destilada
ao meio, lavando bem até eliminar todo meio de reagdo. As imagens fotografadas foram
analizadas através do programa NIH-Image afim de quantificar o teor proteico. Esse

programa leva em consideragdo a area e a intensidade de cada banda, sob a forma de um

parametro determinado, a densidade média.




5. RESULTADOS

5.1. Localizacio das Bombas de Protons (V-ATPase e H'-PPase) nas Distintas

Endomembranas.

A distribuigdio da V-H'-ATPase e da H'-Pirofosfatase nas distintas endomembranas foi
detectada em hipocotilos de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 com 7 dias de

semeadura em agua destilada.

A FiguralO mostra a distribuigdo das atividades de hidrdlise e de transporte de protons
da V-ATPase e da H'-PPase das membranas de vacuolo, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico. De acordo com o protocolo seguido, a fragdo entre os gradientes de
sacarose de 12,5% e 20% corresponde as vesiculas de tonoplasto. Nessa fragdo
encontramos um pico de atividade de hidrolise da ATPase sensivel ao nitrato (V-ATPase)
e da pirofosfatase dependente de potassio (H'-PPase) que coincidem com os picos das
atividades de transporte de protons das mesmas enzimas. Podemos observar, nessa fragio,
atividades de hidrolise e de transporte de protons da V-ATPase superiores 2,3 € 4,5 vezes
respectivamente, em relagdo as atividades da pirofosfatase. A fragdo, entre os gradientes de
sacarose de 20% e 30% que corresponde a uma mistura de membranas de tonoplasto e
complexo de Golgi, apresenta um decréscimo de 86% da atividade de hidrélise da ATPase,
enquanto que a atividade de hidrélise da H'-PPase manteve-se semelhante a atividade
pirofosfatasica da fragdo de vesiculas de tonoplasto. A fragdo correspondente as

membranas do complexo de Golgi, entre 30% e 40% de sacarose apresenta uma atividade
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Figura 10. Atividade de hidrolise (A) e de transporte de protons (B) da
V-ATPase (@ ) e H*-PPiase (B8 ) em distintas endomembranas de células de
hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 ap6s 7 dias de germinag@o,
obtidas por centrifugacdo diferencial em gradiente de sacarose. V: vaciolo; G:
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de hidrélise da H'-PPase 1,4 vezes maior que a atividade ATP4sica enquanto que, em
relagdo ao transporte de protons a relagdo entre as duas enzimas € igua a 1. A fragdo que
compreende as vesiculas do reticulo endoplasmatico, entre 40% e 50% de sacarose, possui
baixa atividade de ambas as enzimas, sendo a atividade da ATPase 1,2 vezes maior que a
atividade da PPase. Por outro lado, essa fracio de endomembranas ndo apresentou

nenhuma atividade de transporte de protons.

5.2. Propriedades Funcionais e de Regulacdo das Bombas de Protons (V-ATPase e

H'-PPase) Vacuolares

No intuito de estabelecer as condigdes ideais de ensaio para detectar as atividades
da V-ATPase e da H'-PPase de vactiolos de hipocétilos de Vigna unguiculata investigamos

0s parametros a seguir:
5.2.1. Atividades de hidrolise da H'-ATPase e H'-PPase

As atividades de hidrélise da V-ATPase e da H'-PPase de vactiolos de hipocotilos
de Vigna unguiculata foram medidas através da determinagdo do Pi inorganico liberado na

hidrolise dos respectivos substratos, MgATP e MgPPi.
a) Efeito da Temperatura

As vesiculas de tonoplasto de hipocotilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv.
Vita 5 foram submetidas a diferentes temperaturas (0 a 60°C) e as atividades de hidrolise
da V-ATPase e pirofosfatase foram determinadas. A atividade ATPasica cresceu com o
aumento da temperatura, apresentando um méximo de atividade a 40°C, quando entio,

decresceu até 60°C. A atividade pirofosfatasica cresceu com o aumento de temperatura até
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60°C. No entanto, a atividade da PPase, até 50°C, apresentou mais baixa do que a atividade
ATPasica. Contudo, acima de 50°C, a atividade pirofosfatisica continua aumentando

enquanto a atividade ATPasica seguiu em declinio (Figura 11).
b) Efeito do pH

A Figura 12 representa as curvas de atividade ATPasica e PPasica de tonoplasto de

hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 em fungdo do pH (6,0 a 10,0).

Na Figura 12A observamos um crescimento da atividade ATPasica entre os pHs 6,0
e 7,0, mantendo seu maximo de atividade em torno do pH 7,0 e em seguida apresentando
um decréscimo de atividade, que se acentuou entre os valores 8,0 ¢ 9,0, continuando em

declinio at¢ o pH 10,0.

A Figura 12B mostra a atividade pirofosfatasica crescente entre os pHs 6,0 e 7,0,
com seu apice em torno do pH 7,0. Em seguida, observamos o inicio de decréscimo da

atividade que continua em declinio até o pH 10.

Comparando-se as Figuras 12A e 12B, observamos que a atividade de hidrolise da

ATPase ¢ maior que a atividade PPasica ao longo da faixa de pH estudada.
¢) Efeitos de fons

O efeito de ions nas atividades ATPasica e PPasica foi estudado em vesiculas de

tonoplasto de hipocotilos de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apds 7

dias de semeadura.
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Figura 11. Atividade de hidrolise da ( @ ) V-ATPase e ( M) H'-PPase de vesiculas de
tonoplasto de hipocotilo de Vigna unguiculata cv. Vita 5 em fungdo da temperatura em
de plantulas apés 7 dias de semeadura em agua. A figura mostra um grafico
representativo de trés experimentos usando diferentes preparagdes.
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Figura 12. Atividade de hidrolise da (A) V-ATPase e (B) H'-PPase de vesiculas
enriquecidas de tonoplastos de hipocotilos de Vigna unguiculata cv. Vita 5 apoés 7 dias
de semeadura. A figura mostra um grafico representativo de trés experimentos usando
diferentes preparacdes. A.E.: atividade especifica.
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O efeito de diferentes cations monovalentes (KCI, CsCl, NaCl, LiCl) na atividade
de hidrélise da V-ATPase ¢ H'-PPase estd representada na Figura 13. Na Figufa 13A,
pode-se notar que com a concentragdo de 70 mM de ions ocorre um estimulo semelhante
por todos os ions estudados. Com relagdo-ao efeito de 70 mM desses ions sobre a hidrélise
da PPase (Figura 13 B), observamos que com a concentragdo de 70 mM, as atividades sdo

estimuladas em ordem decrescente: K* (100%), Cs" (62%), Na* (20%), Li" (19%).

Dentre os ions, 0 magnésio merece atengdo especial, por compor o complexo
MgATP e MgPPi, substratos da V-ATPase e PPase, respectivamente. A Figura 14 mostra
as atividades V-ATPasica e PPasica de tonoplasto de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.)
Walp cv.Vita 5 em fungdo de diferentes concentragdes de MgSO4. Observa-se que as
atividades de hidrolise para ambas as enzimas, detectadas com a presenga de ATP 1 mM,
apresentam um aumento acentuado at¢ 1 mM de MgSO,, mantendo-se cohstante com o

aumento da concentragdo de MgSO; até 10 mM.

Um outro ion de grande importancia € o nitrato por se tratar de um inibidor da V-
ATPase. A Figura 15 apresenta o efeito de diferentes concentragdes de nitrato (50 a
300 mM) na atividade de hidrolise da ATPase de hipocotilos de Vigna unguiculata cv. Vita
5. Observamos um decréscimo acentuado da atividade V-ATPasica até a concentragdo de
50 mM de nitrato. Aumentando-se a concentragido de nitrato, verificamos que a atividade

atinge um maximo de inibi¢do com 100 mM, mantendo-se constante até¢ 300 mM.
d) Propriedades Cinéticas (Km e Vmax)

As propriedades cinéticas da ATPase e da PPase foram estudadas em vesiculas de
tonoplasto de hipocdtilos de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apds 7

dias de germinagdo.
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Figura 14. Efeito do MgSO, na atividade de hidrolise da V-ATPase (® ) e da H'-
PPase ( ® ) de vesiculas de tonoplasto de hipocotilo de Vigna unguiculata cv. Vita

5 germinada em condigdes controle durante 7 dias. A figura mostra um grafico

representativo de trés experimentos usando diferentes preparagoes.
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Figura 15. Efeito do nitrato na atividade de hidrolise da ATPase de vesiculas de
tonoplasto de hipocotilo de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 germinadas em
agua durante 7 dias. A figura mostra um grafico representativo de trés experimentos
usando diferentes preparacgdes.
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Nas Figuras 16A e 16B sdo apresentadas as atividades ATPasica e PPasica em
fun¢do de diferentes concentragdes de substrato. Observa-se que as curvas obedecem a
cinética de Michaelis-Menten. A Figura 16A mostra que a atividade ATPasica cresce com
o aumento da concentragdo de substrato at¢ 1 mM. A partir desse valor, a atividade
ATPasica atinge seu valor maximo permanecendo, praticamente, constante até a
concentragdo de 2 mM. Através do grafico de Lineweaver-Burk determinou-se o valor de
Km que foi de 0,2 mM e a velocidade maxima (Vmax) que foi 0,3 umo].min’l.mg'1
proteina. Na Figura 16B observa-se que a atividade PPasica aumenta com o incremento do
substrato até a concentragdo de 0,5 mM, quando entdo atinge um patamar em atividade
maxima, permanecendo constante até a concentragdo de substrato 2 mM. O valor de Km
determinado na representagdo de Lineweaver-Burk foi de 0,1 mM e a velocidade maxima

(Vmax) foi de 0,2 pmol.min™ mg™' proteina, para a atividade PPasica

5.2.2. Atividade de transporte de prétons da H'-ATPase e da H'-PPase

As medidas de fluorescéncia revelam o ApH que, por sua vez reflete a atividade de
transporte das bombas de protons. Quanto maior a supressdo da fluorescéncia maior a
velocidade do transporte de protons. Quando ocorre supressdo de fluorescéncia, apds a
adi¢do de ATP ou PPi, isso indica que esta havendo transporte de prétons para o interior da
vesicula, protonando o ACMA, aumentando o ApH. As atividades de transporte de protons
da ATPase e a da PPase nas vesiculas de tonoplasto foram determinadas através dos

parametros a seguir:

a) Efeito da Temperatura

O efeito da temperatura (0 a 60°C) na atividade de transporte de protons da V-

ATPase e pirofosfatase de hipocotilo de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 apos 7
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Figura 16. Efeito da concentragdo de ATP na atividade de hidrdlise da V-ATPase (A)
e da concentragdo de PPi na atividade de hidrdlise da H*-PPase (B) de vesiculas de
tonoplastos de hipocotilos de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apds
7 dias de germinacdo. Nos insertos estdo as representagdes graficas de Lineweaver-
Burk. AE = Atividade Especifica.
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dias de semeadura estd expresso na Figura 17. A atividade de transporte de protons de
ambas as enzimas éumentou com o aumento da temperatura até atingir um maximo com a
temperatura em torno de 30°C. A partir dessa temperatura, a atividade de transporte de
protons das duas enzimas iniciou um processo de decréscimo até a perda total de atividade
com 60 °C para a V-ATPase e 50 °C para a H'-PPase. Observa-se que a atividade de ambas

enzimas apresentou um valor maximo a 30 %
b) Efeito do pH

A Figura 18 apresenta a atividade de transporte de protons da V-ATPase e da PPase de
tonoplastos de hipocétilos de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 apos 7 dias de
semeadura, em fungdo do pH. A atividade de transporte de protons da V-ATPase cresceu
com o aumento do pH, de 6,0 a 8,0 quando atingiu seu valor maximo. Acima do pH 8,0, a
atividade comegou a decrescer, cessando a pH 10. Por sua vez, a atividade de transporte de
protons da H'-PPase cresce entre os valores 6,0 ¢ 7,0 de pH, sendo 7 seu valor maximo;
comegou a decrescer no pH 8 até o pH 10 onde cessa. Comparando-se as curvas de
atividade de transporte de protons das duas enzimas, verifica-se que a V-ATPase apresenta
atividade superior a da H'-PPase em todos os valores de pH estudados, exceto em pH 10

quando as atividades das duas enzimas sdo iguais a zero.
¢) Efeitos de Ions

A Figura 19 (A) e (B) mostra o efeito de cations monovalentes, sobre a atividade de
transporte de protons da V-ATPase e da H'-PPase de plantulas de Vigna unguiculata cv
Vita 5 ap6s 7 dias de germinagdo. Na Figura 19 (A) observa-se que os cations
monovalentes apresentam um efeito estimulador do transporte de protons, até uma

concentragdo em torno de 100 mM. A partir dessa concentragdo nota-se que as atividades
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Figura 17. Efeito da temperatura na atividade de transporte de protons da V-
ATPase (B ) e da H'-PPase () em vesiculas vacuolares de hipocétilos de plantulas de
Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 com 7 dias apos a semeadura. A.E.: atividade

especifica.
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comegam a decrescer até a concentragdo maxima de 500 mM. Com uma concentragio de

70 mM de cations monovalentes ndo foram observadas diferengas significativas entre os
’ gt + + § -

estimulos provocados pelos cations Na*, Cs™ e Li*. No entanto, nessa mesma concentragdo,

o estimulo pelo K™ apresentou-se inferior-aos observados com os demais cations.

A Figura 19 (B) indica que o Na’ e o Li’ ndo apresentam efeito estimulador na
atividade de transporte de prétons pela H'-PPase em nenhuma das concentragdes

estudadas. O Cs" apresenta um efeito estimulador crescente até 100 mM. A partir dai, a
P

atividade atinge um valor maximo e mantém-se quase constante até¢ 300 mM. O efeito
estimulador do K na atividade de transporte de prétons da H'-PPase aumenta até 70 mM
atingindo, nessa concentragdo, o seu valor maximo. A partir dessa concentragdo Otima a
atividade sofre um decréscimo até 100 mM, quando entdo permance praticamente

constante até 300 mM.

A Figura 20 apresenta o efeito do Mg®>* na atividade de transporte de prétons da V-
ATPase em fungdo do pH. Os resultados foram obtidos com diferentes concentragdes de
Mg,SO;s (1, 4 e 10 mM) e uma concentragdo fixa de ATP de 1 mM. Nota-se que a
atividade de transporte diminui com o aumento da concentragdo de MgSO,4 de 1 a 10 mM.
O efeito do MgSO; foi também estudado com valores de pH entre 6,0 e 10,0. Observa-se
que, para as trés concentragdes de MgSO, estudadas, o pH 6timo para a atividade de

transporte da V-ATPase ficou em torno de 8.

A Figura 21 apresenta o efeito de diferentes concentragdes de MgSOyq (1, 2 € 3 mM) no
transporte de prétons da H'-PPase com uma concentragio fixa de PPi, de 0,1 mM em pH
7,0. Observa-se que o aumento da atividade de transporte € inversamente proporcional a

concentragdo de magnésio, nos valores estudados.
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Figura 20. Efeito do Magnésio na atividade de transporte de protons da V-ATPase de
de vesiculas de tonoplastos em hipocétilos de Vigna unguiculata cv. Vita 5 germinada
em condigdes controle durante 7 dias. Foram aplicadas diferentes concentragdes de
MgSOy: ( g ) ImM, (gg) 4 mM e (g ) 10 mM com uma concentragéo fixa de 1 mM de
ATP em fun¢do do pH. A figura mostra um grafico representativo de trés experimentos
usando diferentes preparagdes. AE = Atividade Especifica.
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Figura 21. Efeito do Magnésio na atividade de transporte de prétons da H'-PPase de
vesiculas de tonoplasto de hipocoétilo de Vigna unguiculata cv. Vita 5 germinada em
condigdes controle durante 7 dias. Foram aplicadas diferentes concentragdes de MgSO4
com uma concentragdo fixa de 0,1 mM de PPi. A figura mostra um grafico
representativo de trés experimentos usando diferentes preparagdes. AE = Atividade
Especifica.



e) Efeito de Inibidores do Transporte de Prétons pela H'-ATPase e pela H'-PPase

A Figura 22 mostra a inibi¢do do trahsporte de prétons da V-ATPase e da H'-PPase
por Nitrato, por Bafilomicina A e por Imidodifosfato (IPP). Pode-se observar 100% de
inbi¢do do transporte pela V-ATPase na presenga de 100 mM de nitrato e de 4 nM de
Bafilomicina e inibigdo do transporte de prétons da H'-PPase em presenga de
imidodifosfato (IPP) 100 uM. As vesiculas, apds observada a atividade de transporte de

protons, tiveram seus gradientes de préotons dissipados na presenga de gramicidina.
f) Propriedades Cinéticas (Km e Vmax)

As propriedades cinéticas da ATPase e da PPase foram estudadas em vesiculas de
tonoplasto de hipocoétilos de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apos 7
dias de semeadura (Figura 23) (A) e (B). Nessa Figura sdo mostradas as atividades de
transporte de protons da V-ATPase e H'-PPase em fungdo de diferentes concentragdes de
substrato. Observa-se que as curvas obedecem a cinética de Michaelis-Menten. A figura 23
(A) mostra que a atividade de transporte da ATPase cresce com o aumento de substrato até
a concentragdo de 1 mM. A partir desse valor, a atividade ATPasica atinge um patamar
permanecendo constante até 2 mM. Através do grafico de Lineweaver Burk determinamos
o valor de Km que foi de 0,6 mM e a velocidade maxima (Vmax) que foi 240 %F.min™".
mg"' proteina.A Figura 23 B mostra que a atividade PPasica cresce com o aumento do
substrato até a concentragdo de 0,03 mM, quando entdo atinge um patamar de atividade
maxima, permanecendo constante até a concentragdo 0,01 mM. O valor de Km
determinado na representag@o de Lineweaver-Burk foi de 0,03 mM e a velocidade maxima

(Vmax) foi de 110 %F.min T mg” proteina.
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Figura 22. Efeito de inibidores (A) bafilomicina A, (B) nitrato na atividade de
transporte de protons da V-ATPase e do inibidor (C) imidodifosfato na atividade de
transporte de H'-PPase de tonoplastos de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp
cv. Vita 5. G = 2,5 pg/ml de gramicidina.
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Figura 23. Efeito da concentragdo de ATP na atividade de transporte de protons da
V-ATPase (A) e da concentragdo de PPi na atividade de transporte de protons da H'-
PPase (B) de vesiculas de tonoplastos de hipocotilos de plantulas de Vigna
unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apds 7 dias de germinag¢do. Nos insertos estdo as
representagdes graficas de Lineweaver-Burk. AE = Atividade Especifica.

103




104

NaCl NaCl NaCl NaCl |
Controle | s50mM | 100mM | 150mM | 200mM |

Figura 24. Plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 (esquerda) € cv. Vita 3
(direita) em condig¢des controle e de diferentes concentragdes de NaCl, ap6s 7 dias de
semeadura.
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Controle Controle NaCl 100 mM NaCl 100 mM
3 dias 7 dias 3 dias 7 dias

Figura 25. Plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Vita 3 crescidas em condig¢des
controle e em presen¢a de NaCl 100 mM, apés 3 e 7 dias de semeadura.




Controle Controle NaCl100mM  NaCl 100 mM
3 dias 7 dias 3 dias 7 dias

Figura 26. Plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Vita 5 crescidas em condigdes
controle e em presenga de NaCl 100 mM, apés 3 e 7 dias de semeadura.
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5.3. Parimetros Indicativos do Estresse Salino em dois Cultivares de Vigna

unguiculata (L.) Walp (Vita 3 e Vita 5) com Diferentes Graus de Tolerancia ao NaCl.

Os parametros apresentados a seguir foram utilizados para avaliar os efeitos do NaCl

sobre as plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp.

5.3.1. Analise Visual dos Efeitos de Concentra¢des Crescentes de NaCl Sobre a o

Crescimento de Plantulas de Vigna unguiculata

Visando determinar uma concentragio de NaCl capaz de induzir uma situagdo de
estresse com repercussdo sobre o crescimento das plantulas de Vigna wunguiculata,
sementes dos dois cultivares, Vita 3 e Vita 5 em diferentes concentragdes de NaCl (50,
100, 150 e 200 mM) e em condigdes-controle foram postas a germinar. Na Figura 24,
pode-se notar que a germinagdo na presenga de 50 mM de NaCl ndo apresentou efeitos
significativos sobre o desenvolvimento da plantula. No entanto, as plantulas tiveram seu
crescimento reduzido em aproximadamente 40 % com o tratamento de NaCl 100 mM e em
mais de 90%, na presenga de NaCl 200 mM. Todas as medidas foram feitas ao fim de 7

dias de germinag@o.

5.3.2. Analise Visual dos Efeitos da Salinidade em dois Tempos apds a Semeadura

A concentragdo de 100 mM de NaCl, foi escolhida para o acompanhamento visual dos
efeitos causados pelo estresse nos cultivares Vita 3 (Figura 25) e Vita 5 (Figura 26) ao
longo do tempo. Nas Figuras 25 e 26 pode-se observar as plantulas de Vigna unguiculata
(L.) Walp cv. Vita 3 e Vita 5 durante 3 e 7 dias apds a semeadura em auséncia e presenga
de NaCl 100 mM. Pode-se observar que, mesmo com 7 dias de semeadura os cotilédones

permanecem ligados as plantulas.



5.3.3. Medidas de Crescimento e Relagcao Raiz/Parte Aérea

O efeito do NaCl sobre o crescimento das plantulas de Vigna unguiculata (L.) WALP.
foi estudado através da determinag@o das _medidas de comprimento das raizes e das partes
aéreas das mesmas, bem como através da determinagdo dos pesos frescos € secos apos 3 e
7 dias de germinagdo das sementes. Como foi mencionado anteriormente, a concentragio

de NaCl foi de 100 mM e as plantas-controle foram semeadas em agua destilada.
5.3.3.1. Determinacdo da Relacdo Raiz/Parte Aérea

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores dos comprimento do sistema radicular, do
hipocétilo e da parte aérea das plantulas nos diferentes tratamentos e a relag@o raiz/parte
aérea das mesmas. Pode-se observar que houve um aumento da relagdo raiz/parte aérea das
plantulas germinadas na presenga de NaCl 100 mM, sendo que a relagdo raiz/parte aérea
das plantulas de Vita 3 apresentou um valor superior ao encontrado nas plantulas de Vita 5.
Pode-se observar que, com 3 dias de germinagdo na presenga de NaCl 100 mM, a raiz € o
hipocotilo de Vita 3 sofreram uma redugdo de crescimento de 33% e 56%,
respectivamente, enquanto que em Vita 5 essa redugdo foi de 18% e de 49%,
respectivamente. Com 7 dias de semeadura, ocorreu um aumento no crescimento da raiz
em presenga de NaCl 100 mM de 19 % ¢ 7 % em Vita 3 e Vita 5, respectivamente. No
entanto, no hipocotilo de Vita 3 ocorreu uma diminui¢d@o do crescimento de 52 % em
presenga de NaCl 100 mM e ndo foi observada diferenga significativa no tamanho do

hipocétilo de Vita 5 em presenga de NaCl 100 mM.



Cultivar |Tratamento| Parte | Hipocétilo | Raiz Raiz/
Aérea (cm) (cm) Parte
(cm) Aérea
C—-3d |2,81+1,27|2,81+1,27| 9,18+2,63 3,27
C—-7d |19,81+£3,97(10,99+1,50|12,13+2,13 0,61
V3 S—-3d 1,23+0,50 | 1,23+0,50 | 6,17+0,89 5,02
S—7d |5,33+1,11 | 5,33+1,11 | 14,41+1,65 2,70
C—-3d | 6,27+1,58 | 6,54+0,36 | 3,85+1,24 0,61
C-7d |20,99+3,03| 6,54+0,79 | 5,66+2,06 0,27
V5 S—-3d | 3,35+0,71 | 3,35+0,71 | 3,17+0,99 0,95
S—7d | 9,49+2,96 | 6,51+0,76 | 6,04+2.,64 0,64

Tabela 4. Parametros de crescimento de plantulas de Vigna unguiculata (L.) WALP. cv.

Vita3 e Vita 5 apos 3 e 7 dias de semeadura no controle e em presenga de NaCl

100 mM.
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5.3.3.2. Crescimento das Raizes

A Figura 27 mostra o crescimento da raiz de plantulas de Vita 3 e Vita 5 semeadas
durante 3 e 7 dias, na presenga € ausénqia de 100 mM de NaCl. Pode-se observar que a
taxa de crescimento da raiz de Vita 5 no estresse salino € semelhante a taxa de crescimento
da raiz no controle. No entanto, observa-se um aumento na taxa de crescimento da raiz de

Vita 3, na presenga de NaCl 100 mM.

5.3.3.4. Determinacio do incremento da relacio raiz/parte aérea

Comparando o incremento da relagdo raiz/parte aérea com 3 e 7 dias de semeadura, no
controle e em presenga de NaCl 100 mM, observa-se que, com os cultivares Vita 3 e Vita
5, na presenga de NaCl ocorre um aumento de 1,5 vezes em relagdo ao controle. No
entanto, esse incremento apresenta valores diferentes para os dois cultivares, apos 7 dias de
germinagdo, onde ela passa para 4,4 vezes em relagdo ao controle no cultivar Vita 3 € 2,3
vezes, também em relagdo ao controle, no cultivar Vita 5 (Figura 28). O aumento no
incremento da relagdo raiz/parte aérea € 90% maior em Vita 3 do que em Vita 5 ao cabo de

7 dias de semeadura.

5.3.3.5. Determinaciio das Massas Seca e Fresca e do Teor de Agua das Plantulas, dos

Hipocoétilos e das Raizes

Nas tabelas 5 e 6 sdo apresentados os valores dos pesos frescos do sistema radicular,
da parte aérea e do hipocotilo de plantulas de Vita 3 (Tabela 5) e de Vita 5 (Tabela 6) com
3 e 7 dia de germinagdo, em presenga e auséncia de 100 mM de NaCl. Na tabela V, com

relagdo ao peso fresco do sistema radicular, observa-se uma diminui¢do de 35% do peso

fresco em presenga de NaCl 100 mM, enquanto que com 7 dias ndo foi observado
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Figura 27. Comprimento das raizes de Vita 5 em condi¢des controle (@
presen¢a de NaCl 100 mM @ ) das raizes de Vita 3 em condigdes controle
em presenga de NaCl 100 mM ( @).
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Figura 28. Incremento da relagdo raiz/parte acrea de plantulas de Vigna unguiculata
(L.) Walp. cv. Vita 3 (Q ye Vita 5 ( - ) apds 3 e 7 dias de semeadura em presenga de
NaCl 100 mM.




Tratamento Matéria Fresca (g) Matéria Seca(g) Teor de agua (%)
Controle — 3d 0,095 £ 0,028 0,005 £ 0,001 947
Controle — 7d 0,247 + 0,0.17 0,011 £0,001 99.5
Sistema
Radicular  Estresse — 3d 0,062 £0,016 0,005 £ 0,002 92.0
Estresse — 7d 0,249 + 0,028 0,012 £ 0,001 95,2
Controle — 3d 0,205 £ 0,047 0,019 + 0,003 91,0
Controle — 7d 0,728 + 0,137 0,044 + 0,008 940
Hipocatilo
Estresse — 3d 0,033+0,014 0,005 + 0,002 84.8
Estresse — 7d 0,636 + 0,127 0,048 + 0,008 92.5
Controle — 3d - - -
Controle — 7d 0,279 £ 0,087 0,018 + 0,005 95,0
Plantula
Estresse — 3d - - -
Estresse — 7d - - -
Controle — 3d E - -
Controle — 7d 0,036 = 0,007 0,006 + 0,001 933
Folha
Estresse — 3d - - -
Estresse — 7d 0,029 + 0,005 0,004 + 0,001 86,2

2

Tabela 5. Matéria fresca, matéria seca e teor de agua da raiz, hipocotilo, epicétilo e

folha de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Vita 3 apés 3 e 7 dias de

semeadura em condigdes controle € em presenga de NaCl 100 mM.




Tratamento

Matéria Fresca (g) Matéria Seca (g)

Teor de agua (%)

Controle — 3d 0,105+£0,014 0,007 £ 0,001 933
Controle — 7d 0,139+ 0,026 0,010 £ 0,001 92.8
Sistema
Radicular Estresse — 3d 0,069 £ 0,014 0,005 £ 0,001 92.8
Estresse — 7d 0,137 £ 0,026 0,009 + 0,001 93,4
Controle — 3d 0,230 £ 0,063 0,018 £ 0,002 922
Controle — 7d 0,299 + 0,059 0,022 £ 0,004 92,6
Hipocaétilo
Estresse — 3d 0,069 £ 0,014 0,005 +£ 0,001 92.8
Estresse — 7d 0,349 £ 0,043 0,025 £ 0,004 92,8
Controle — 3d - - -
Controle — 7d 0,321 £ 0,041 0,024 + 0,003 92.5
Epicétilo
Estresse — 3d - - -
Estresse — 7d 0,264 + 0,066 0,019 £ 0,004 92.8
Controle — 3d 0,012 £ 0,002 0,002 + 0,000 83,3
Controle — 7d 0,016 £ 0,001 0,003 + 0,000 81,3
Folha
Estresse — 3d 0,008 £ 0,001 0,001 £ 0,000 87,5
Estresse — 7d 0,013 £0,004 0,002 + 0,000 84.6

-

Tabela 6. Matéria fresca, matéria seca e teor de agua da raiz, hipocétilo, epicétilo e

folha de plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. Vita 5 apdés 3 e 7 dias de

semeadura em condigdes controle e em presenga de NaCl 100 mM.
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nenhuma alteragdo em presenga de NaCl. O hipocétilo, com 3 dias de germminagio em
presenga de NaCl, apresentou um diminuig@o do seu peso fresco em torno de 80% e com 7
dias de germinagdo essa diminui¢do do peso fresco foi de 13%. No Epicoétilo ndo foi
possivel analisar o efeito do NaCl, pois ocorreu o aparecimento desse tecido somente com
7 dias em condigdes controle. Nas folhas essa analise foi feita somente com 7 dias de
germinagdo e observa-se um decréscimo do peso fresco em torno de 20% na presenga de
NaCl 100 mM. Com relag@o aos resultados com peso seco, observa-se que essas medidas
sdo concordantes com os obtidos com os pesos frescos. Os resultados obtidos para o teor d

e agua em todos os tratamentos apresentaram pequenas variagoes.

Na tabela 6, sdo apresentados os valores de peso fresco, de peso seco e do teor de agua
para os diferentes tecidos de Vita 5 apds 3 e 7 dias de germinagdo. O sistema radicular
apresentou um decréscimo de 34% com 3 dias de germinagdo em presenga de NaCl 100
mM enquanto que com 7 dias de germinagdo esse decréscimo ndo foi significativo (2%). O
hipocotilo apresentou um decréscimo de 70% do seu peso fresco com 3 dias de tratamento
salino, enquanto que, com 7 dias de germinagdo ndo houve diminui¢do do peso fresco, mas
um pequeno aumento de 16%. Com relag@o ao epicotilo, ndo foi possivel analisar o efeito
do NaCl com 3 dias de germinagdo poi ndo ocorreu o aparecimento desse tecido.
Entretanto, com 7 dias de germinag@o observou-se um decréscimo do peso fresco de 20%
em condigdes de estresse salino. A folha apresentou um decréscimo de 33% e de 20% com
3 e 7 dias de germinagdo, respectivamente, em condigdes de estresse salino. O peso seco

apresentou medidas concordantes com os obtidos para o peso fresco. Os resultados obtidos

para o teor de 4gua em todos os tratamento apresentaram pequenas diferengas.




5.3.4. Dosagem de Elementos Minerais (Na" e K")

A distribuigdio dos ions Na' e K* foi investigada em diferentes orgdos das plantulas de
Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, com 7 dias de germinagdo, no controle € em

presenga de NaCl 100 mM.

A Figura 29 mostra a distribuigio de Na" no sistema radicular, hipocétilo e epicétilo.
Neste grafico pode-se observar que, em condigdes de estresse salino, o contetido de Na* ¢
maior na raiz de Vita 3 do que na raiz de Vita 5. No entanto, no hipocétilo, a concentragéo
de Na®, é maior em Vita 5 do que em Vita 3. No epicétilo pode-se observar baixas

e - .
concentragdes de Na' em ambos os cultivares.

A Figura 30 mostra a relagio K'/Na" no sistema radicular, no hipocétlio e no epicétilo.
A relagio K'/Na" , no controle, foi maior em Vita 3 quando comparada a de Vita 5 em
todas as partes estudadas da plantula. Em presenga de 100 mM de NaCl, essa relagdo
decresce a valores menores do que 1 na raiz de ambos os cultivares. Na parte aérea a
relagio K'/Na* dos dois cultivares foi mais fortemente diferenciada: Vita 3 foi capaz de

manter um valor do que Vita 5.

5.4. Funcionamento das Bombas de Protons Durante o Estabelecimento da Plantula

5.4.1. A Atividade de Hidroélise da V-ATPase e da H'-PPase de Tonoplastos de

Hipocotilo.

As atividades de hidrolise da V-ATPase de hipocotilos de Vigna unguiculata cv. Vita 3

e Vita 5 foram medidas com 3, 4, 5, 6 e 7 dias de germinagdo. A Figura 31A mostra a

atividade de hidrdlise da ATPase de hipocdtilos de Vita 3 e de Vita 5 ao longo do tempo de
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Figura 29. Teor de Na" em raizes, epicotilos e hipocotilos de Vigna unguiculata
(L.) Walp, cv. Vita 3 em condig¢des controle @ ) ou em presenga de NaCl 100 mM
(@) e do cv. Vita 5 em condigdes controle ([E ) ou em presenga de NaCl 100 mM

().




K'/Na"

Figura 30. Relagio K'/Na" em raizes, epicotilos e hipocotilos de Vigna
unguiculata (L.) Walp, cv. Vita 3 em condigdes controle (@ ) ou em
presenga de NaCl 100 mM (g ) € do cv. Vita 5 em condigdes controle (g )
ou em presenga de NaCl 100 mM ( o).
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Figura 31. Atividade de hidrolise da (A) V-ATPase e da (B) H'-PPase de tonoplasto de
Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 3 (8 ) e Vita 5 () germinadas em agua. O
resultado mostra um experimento representativo de trés repetigdes.
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germinagdo. Pode-se observar que, com 3 e 4 dias de germinagdo as atividades sdo
semelhantes. No entanto, a partir do quinto dia observa-se uma diminui¢do da atividade até
0 sétimo dia de germinagdo em ambos os cultivares. Um outro fato observado foi que a
atividade ATPasica em Vita 3 foi maior 67 % do que em Vita 5 em todos os dias de

germinagao.

A Figura 31B mostra a atividade PPasica de hipocétilos de Vigna unguiculata cv. Vita
3 e Vita 5 ao longo da germinagdo (3, 4, 5, 6 e 7 dias). Pode-se observar, que a atividade de
hidrélise da PPase em Vita 3 e Vita 5 aumenta no quarto dia de germinagdo quando
comparada aquela do terceiro dia. No entanto, a partir do quarto dia de germinagio
observa-se uma diminuigdo da atividade de hidrélise até o sétimo dia em ambos os
cultivares. Em Vita 3 essa atividade foi superior a encontrada em Vita 5, em todos os dias

de germinag@o.

5.4.2. A Atividade Hidrolitica da ATPase Mitocondrial, da V-ATPase e da H -PPase

de Tonoplastos

A cinética da atividade hidrolitica da ATPase mitocondrial, da V-ATPase e da H -
PPase de tonoplastos de diferentes tecidos (hipocotilo e epicotilo) de plantulas de Vigna
unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 for determinada com 3 e 7 dias de germinagdo em agua.
Na Figura 32 podemos observar que a atividade da ATPase vacuolar do hipocotilo
decresce no sétimo dia de germinagdo em comparagdo a do terceiro dia. A atividade
ATPasica mitocondrial também decai no sétimo dia de germinagdo, acompanhando o
decréscimo ocorrido com a atividade ATPasica vacuolar. Essas atividades ATPasicas

caminham paralelamente também no epicétilo, onde igualmente ocorre um decréscimo de

ambas as enzimas, no sétimo dia de germinagdo. Embora, a atividade PPasica do
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Figura 32. Atividade de hidrolise da ATPase mitocondrial, V-ATPase e H'-PPase de
tonoplastos de hipocotilos de plantulas de Vigna unuiculata (L.) Walp cv. Vita 5 apos 3
( @)e7dias( @) de semeadura e de epicotilo de plantulas com 7 dias ([J ) de
semeadura em agua. Os resultados mostram um experimento representativo de trés
repetigdes.
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hipocétilo, tenha decaido no sétimo dia de germinagdo em relagdo ao terceiro dia, no
epicotilo observa-se um aumento da atividade PPasica de 103 % em relag@o ao hipocétilo

com 7 dias de germinagao.

5.5. Participacio das Bombas de Prétons Vacuolares (V-ATPase e H'-PPase) no

Estresse Salino

5.5.1. Atividade Hidrolitica da V-ATPase e da PPase de Hipocétilos de Plantulas de

Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 ap6s 3 e 7 dias de semeadura, em Presenca de

NaCl 100 mM

A Figura 33 mostra as das atividades de hidrolise da ATPase e da PPase de Vita 5 em
condig¢des controle e de estresse salino (NaCl 100mM) com 3 e 7 dias de semeadura.
Observa-se que, em condigdes controle ocorre uma diminuigdo de 60 % da atividade da
ATPase no sétimo dia de germinagdo quando comparada ao terceiro. Contudo, em
condi¢des de estresse salino (NaCl 100 mM) a atividade ATPasica aumenta 30 % no
sétimo dia de germinagdo quando comparada a do terceiro dia. Ja a atividade PPasica no
controle, apresenta um decréscimo de 70 % no sétimo dia de semeadura em relagéo ao
terceiro. No entanto, em presenga de NaCl 100 mM, a atividade PPasica apresenta um

decréscimo de 30 % no sétimo dia quando comparada a atividade do terceiro dia de

germinagao.
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Figura 33. Atividade de hidrélise da (@ ) V-ATPase e ( M) H'-PPase de tonoplastos
de hipocotilos de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 germinadas em condi¢des
controle e de estresse salino (NaCl 100 mM) durante 3 e 7 dias. A figura mostra um
grafico representativo de trés experimentos usando diferentes preparagdes.
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5.5.2. Atividade de Transporte de Prétons da V-ATPase e da PPase de Hipocétilos de
Plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita S com 3 e 7 dias de Semeadura, em Presenca

de NaCl 100 mM

A Figura 34 mostra as atividades de transporte de prétons da V-ATPase e H' -PPase
de hipocdtilos de Vita S com 3 e 7 dias de germinagdo na presenca € auséncia de 100 mM
de NaCl. Pode-se observar que, no controle a atividade de transporte de protons de ambas
as enzimas decaem no sétimo dia de germinacgdo. Calculado em percentagem de
decréscimo da atividade de transporte de protons, tem-se os seguintes valores: 18 % e 67 %
para a ATPase e a PPase, respectivamente. Em condigdes salinas (NaCl 100 mM), a
atividade de transporte de protons da ATPase aumentou 72% no sétimo dia em relagdo ao
terceiro, no entanto para a PPase ocorreu um decréscimo de 54 % da atividade de

transporte de protons no sétimo dia em comparagao a do terceiro dia de germinagao.

5.5.3. Determinac¢ido da Quantidade Relativa de Proteinas das Subunidades A e B da
V-ATPase e da Pirofosfatase de Membranas Vacuolares de Hipocétilos de Plantulas
de Vigna unguiculata cv. Vita 5 com 3 e 7 dias de Semeadura, em Presenca de NaCl

100 mM

Observa-se na Figura 35 A a presenga das proteinas de tonoplastos de hipocotilos
de Vita 5 com 3 e 7 dias de germinagdo na presenca ¢ auséncia de 100 mM de NaCl,
detectadas imunologicamente através de Western blot com anticorpos contra a subunidade
A da V-ATPase de Vigna radiata. A Figura 35B apresenta a analise do teor protéico dessas
amostras feita por densitometria. No controle, a quantidade de proteina da subunidade A da

V-ATPase de hipocétilos de Vita 5 decresceu 30 % no sétimo dia de germinagdo em

relagdo ao terceiro dia. Pode-se observar que, em presenga de NaCl 100 mM a quantidade
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Figura 34. Transporte de protons da V-ATPase @ ) e da H'-PPase (8 ) de vesiculas de
; tonoplasto de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 em condigdes de controle e em
| presenga de NaCl 100 mM, apos 3 e 7 dias de semeadura.
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Figura 35. Quantidade relativa da subunidade A da V-ATPase, em membranas
vacuolares de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 em condi¢Ges
controle e em presenga de NaCl 100 mM, apés 3 e 7 dias de semeadura,
imunodetectadas com anticorpos produzidos contra a subunidade A da V-ATPase de
Vigna radiata.
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de proteina aumenta ca. 40 % no sétimo dia em relagdo a do terceiro dia de germinagio

com 0 mesmo tratamento.

Na Figura 36 A observa-se a presenga das proteinas de tonoplastos de hipocétilos
de Vita 5 com 3 e 7 dias de germinag@o na presenga e auséncia de 100 mM de NaCl,
detectadas imunologicamente através de Western blot com anticorpos contra a subunidade
B da V-ATPase de Vigna radiat. A analise do teor protéico dessas amostras, feita por
densitometria através do Programa NIH-Image, estd mostrada na Figura 36 B. Observa-se
um decréscimo de 35 % no teor de proteina da subunidade B da V-ATPase de hipocotilos
de Vita 5 geminadas em condi¢des controle durante sete dias. Em presenga de NaCl 100
| mM, a quantidade de proteina aumenta 51 % no sétimo dia em relagdo a do terceiro dia de

semeadura.

Na Figura 37 A observa-se a presenga das proteinas de tonoplastos de hipocotilos
de Vita 5 com 3 e 7 dias de germinagdo na presenca ¢ auséncia de 100 mM de NaCl,
detectadas imunologicamente através de Western blot com anticorpos contra a PPase de
Vigna radiata. A analise do teor prot€ico dessas amostras, feita por densitometria, esta
mostrada na Figura 37 B. No controle, a quantidade de proteina da H'-PPase de hipocotilos
de Vita 5 decresceu 33 % no sétimo dia de germinagdo em relagdo a do terceiro dia. No

entanto, pode-se observar que, em presenga de NaCl 100 mM a quantidade de proteina

detectada no sétimo dia ¢ semelhante a encontrada no terceiro dia de germinagio.
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Figura 36. Quantidade relativa da subunidade B da V-ATPase em membranas
vacuolares de hipocétilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 em condigbes
controle e em presenga de NaCl 100 mM, apés 3 e 7 dias de semeadura,
imunodetectadas com anticorpos produzidos contra a subunidade B da V-ATPase de
Vigna radiata.
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Figura 37. Quantidade relativa da PPase em membranas vacuolares de hipocétilos de
Vigna unguiculata (L.) Walp cv. Vita 5 em condi¢des controle e em presen¢a de NaCl
100 mM, ap6s 3 e 7 dias de semeadura, imunodetectadas com anticorpos produzidos
contra a PPase de Vigna radiata.
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5.5.4. Determinacio do Teor de Malondialdeido nas Fracoes de Membranas
Vacuolares de Hipocétilos de Plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita S com 3 e 7 dias

de Semeadura, em Presenca de NaCl 100 mM

A quantidade de malondialdeido, o principal produto da lipoperoxidagdo de
membrana, foi determinada em tonoplastos de hipocdtilos de Vita S com 3 e 7 dias de
germinagdo, na presenga € auséncia de 100 mM de NaCl e estd mostrada na Tabela 7. Os

resultados obtidos ndo mostraram variagdo significativa no teor de malondialdeido das

membranas de tonoplasto.
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Condi¢des de Germinagdo

Malondialdeido

pumol / pug Prot
Controle — 3d 0.70
Controle — 7d 0.62
Estresse — 3d 0.68
Estresse — 7d 0.63

Tabela 7. Teor de Malondialdeido nas fragdes de membranas vacuolares de hipocétilos

de plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 apés 3 e 7 dias de germinagdo. Os

resultados mostram a média de trés experimentos. As diferencas dos resultados de 3 dias

no controle para 3 dias no estresse e de 7 dias no controle para 7 dias no estresse ndo

foram significativas considerando P < 0,005 de acordo com o teste PLSD de Fisher.
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6. DISCUSSAO

O papel das bombas de prétons transmembranares, H'-ATPase e H'-PPase,
funcionando como mecanismos de transporte primario nas células vegetais, esta
atualmente bem estabelecido. Ambas enzimas, geram uma diferenga de potencial
eletroquimico de prdtons através da membrana vacuolar e alguns sistemas de transporte
ativo dessa membrana funcionam pelo mecanismo de contra-transporte, H'/substrato

(Maeshima & Yoshida, 1989).

As bombas de prétons mais profundamente estudadas sdo as H'-ATPases, que
utilizam a energia de hidrolise do MgATP para transportar protons atraves da bicamada
lipidica. As H'-ATPases, bombeadoras de protons, foram identificadas na membrana
plasmatica, no tonoplasto € nas membranas de Golgi de varios tecidos vegetais. Foi
também mostrado, que a atividade da H'-PPase estava presente no tonoplasto. Contudo,
estudos recentes evidenciaram que a H'-PPase tem uma dupla localizagio e para tal
demonstragdo foram utilizados anticorpos ouro-conjugados contra a H'-PPase vacuolar.
Nesse caso, tonoplasto € membrana plasmatica apresentaram-se completamente marcados,
confirmando a dupla localizagdo da H'-PPase. Assim, ambas enzimas, ATPase e PPase nio

sdo mais reconhecidas como marcadoras apenas de vacuolo, como era anteriormente

admitido.
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Na Figura 10 detectamos as atividade de hidrélise e as atividades associadas ao
transporte de H' da V-ATPase e da PPase, além do tonoplasto, nas fragdes admitidas como
correspondentes as membranas do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico, por
sua localizag@o no gradiente. Nao foi possivel avaliar a pureza, isto €, a presenga de mais
de um tipo de membrana em cada fragdo, por intermédio de enzimas marcadoras. Contudo,
as presengas da V-ATPase e da PPase foram reconhecidas e admitidas como localizadas
nas fragdes correspondentes aos tonoplastos, as membranas do complexo de Golgi e do
reticulo endoplasmético, tomando como base os achados de gradientes usados na separagdo
dessas fragdes em outros trabalhos. Em células de raiz de aveia, Herman et al.(1994)
encontraram a V-ATPase associada as membranas vacuolares na fragdo entre 20 e 22% de
sacarose € ao complexo de Golgi, na fragdo entre 31 e 34% de sacarose do gradiente o que
corresponde as fragdes obtidas com as endomembranas equivalentes de V. unguiculata.
Houve somente, uma discrepancia em relagdo a fragdo do reticulo endoplasmatico,
encontrado por Herman et al. (1994) na fragdo do gradiente entre 28 e 31% de sacarose
enquanto a fragdo equivalente de V. unguiculata foi encontrado na frag@o entre 40 e 50%

de sacarose do gradiente.

As atividades de hidrolise da ATPase sensivel ao nitrato (V-ATPase) e da
pirofosfatase dependente de K (H™-PPase) foram detectadas tanto em tonoplasto quanto
em complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. No entanto, o transporte de protons foi
detectado somente em tonoplasto € membranas de Golgi. As medidas das atividades foram
realizadas em hipocotilos com 7 dias de semeadura, portanto, a atividade ATPasica €
esperada ser maior do que a PPasica (Nakanishi & Maeshima, 1998). Contudo, nas
membranas de Golgi a proporgdo de ATPase e PPase ndo ¢ a mesma encontrada no
vacuolo o que sugere ndo se tratar de uma contaminagdo mas da presenca de outro tipo de

membrana.
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Os demais resultados do presente trabalho foram obtidos com as bombas de prétons
situadas na fragdo identificada como tonoplasto e separada usando-se um gradiente de
25% de sacarose, uma vez que ela foi também identificada a 25% de sacarose por Hsu ez

al. (1993) trabalhando com raiz de milho.

As propriedades funcionais e de regulagdo das bombas de protons (ATPase e
PPase) vacuolares foram determinadas avaliando-as sob os aspectos de hidrdlise e

transporte de protons catalisados por essas mesmas enzimas (Figuras 11 a 23).

As condigdes 6timas de funcionamento dessas bombas (temperatura, pH, sensibilidade
a ions, a inibidores e a concentragdo de substrato) variam entre as mesmas € ‘entre as
diversas espécies vegetais (Colombo & Cerana, 1993; Wang ef al., 1986). No presente
trabalho, as atividades das bombas de protons foram medidas tanto com relagdo a hidrolise
de ATP e PPi quanto em relagdo ao transporte de protons através da membrana. O efeito da
temperatura sobre as atividades hidroliticas da ATPase e da PPase (Figura 11) e sobre as
atividades de transporte igualmente da ATPase e da PPase (Figura 17) de tonoplastos de
Vigna unguiculata foi determinado e ao que se saiba ndo foram encontrados outros estudos
com relagdo a esse parametro com as bombas de prétons dessa espécie vegetal. Na Figura
11 verifica-se que o aumento de temperatura tem um efeito mais pronunciado sobre a
ATPase até um limite de 50 °C a partir da qual a temperatura passa a ter maior influéncia
sobre a PPase o que ¢ sugerido ser uma fungdo compensadora dessas duas enzimas quando
as plantas estdo submetidas a condi¢des adversas (Sze et al., 1999). Na Figura 17 o efeito
divergente da temperatura ndo ¢ observado sobre o transporte de prétons catalisados pelas
duas enzimas. Aparentemente, isso poderia ser explicado porque o transporte ¢ executado
através da propria membrana que estaria igualmente afetado para ambas as enzimas e nédo

um efeito enzima-dependente como seria o caso das atividades de hidrolise.
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Os resultados obtidos com o estudo do efeito do pH (Figura 12 A e B e Figura 18), dos
ions (Figura 13, Figura 14, Figura 15 e Figura 19, Figura 20 e Figura 21) dos inibidores
(Figura 22) e com a determina¢@o dos pardmetros cinéticos, Vmax ¢ Km (Figura 16 e
Figura 23) nas atividade de hidrolise e de transporte de prétons da V-ATPase e da PPase
mostraram que, o funcionamento dessas bombas de prétons nos tonoplastos de hipocétilos
de V. wunguiculata ndo diferem sugnificativamente dos resultados obtidos em outras

espécies vegetais ( Ballesteros et al., 1996).

Altas concentracdes de NaCl tém-se mostrado prejudiciais ao crescimento das
plantas, entretanto, seus efeitos variam com as diferentes espécies vegetais. Vigna
unguiculata, assim como outros feijdes, ¢ capaz de excluir de maneira eficiente os fons Na*
e as espécies tolerantes parecem impedir o transporte de Na* para a parte aérea evitando o
efeito prejudicial do sal no metabolismo vegetal (Marschner, 1986, Fernandes de Melo et

al, 1994).

Apesar da pesquisa sobre o efeito da salinidade em plantas ja haver completado
varias décadas, a causa da toxicidade pelo sddio ainda permanece controvertida
(Davenport et al., 1997). Os sintomas especificos da toxicidade pelo sodio inclui alta
concentragdo de Na * e baixa relagio K'/Na' nos tecidos, inibigio do crescimento da raiz e

deficiéncia de Ca ** na parte aérea (Maas & Grieve, 1987).

Nesse estudo, retomamos alguns parametros de caracterizagdo do estresse salino
com os cultivares Vita 3, mais tolerante e Vita 5, menos tolerante ao sal, para fazermos um

estudo mais detalhado sobre a participagdo das bombas de prdétons nos mecanismos de

ajustamento desses cultivares as condigdes de estresse salino.
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As Figuras 24, 25 e 26, mostram uma caracterizag@o visual dos efeitos de diferentes
concentragdes de NaCl sobre o crescimento de plantulas dos cultivares Vita 3 e Vita 5, ao
longo do tempo, deixando ver as diferengas de tolerancia ao efeito do NaCl que foram
maiores no cultivar Vita 5 (menos tolerante). que no cultivar Vita 3 (mais tolerante) ao sal.
A Figura 24 mostra que as plantulas dos cultivares Vita 3 e Vita 5 tiveram o crescimento
da parte aérea reduzido em aproximadamente 60 % com o tratamento com NaCl 100 mM e
mais de 90% com NaCl 200 mM apos 7 dias de semeadura. Selecionamos trabalhar com
um estresse salino de 100 mM de NaCl, por ter sido a concentragdo minima de NaCl que
melhor evidenciou a redugdo de crescimento nas plantulas em ambos os cultivares. Nas
Figuras 25 e 26 pode-se observar as boas condigdes em que se apresentam as plantulas de

Vita 3 e de Vita 5 e a presenga dos cotilédones ainda no 7° dia de semeadura.

Na procura de um parametro que pudesse servir ao estabelecimento de condigdes
uniformes no estudo da participagdo das bombas de proton no estresse salino,
determinamos parametros de crescimento, como podem ser vistos na Tabelas 4
(determinagdo da relagdo raiz/parte aérea). Podemos observar que, com 3 dias de
germinagdo, a raiz e o hipocotilo de Vita 3 sofreram uma redugdo de crescimento de 33% e
56%, respectivamente, enquanto que em Vita 5 essa redugdo foi de 18% e 49%. Esses
resultados indicam que o hipocotilo € o orgdo mais severamente afetado pela exposi¢do ao
sal. As caracteristicas de crescimento (raiz/parte aérea), apresentadas na Tabela 4 sugerem

que Vita 3 seja o cultivar mais tolerante a presenga de NaCl 100 mM do que Vita 5.

Outro parametro de crescimento foi o da determinagdo da curva de crescimento da
raiz, como ¢ mostrado na Figura 27. Nota-se ai que a taxa de crescimento da raiz de Vita 3,

na presenga de NaCl 100 mM, ¢ maior do que em Vita 5, evidenciando que Vita 3

apresenta caracteristicas de maior adaptabilidade ao estresse salino do que Vita 5. A
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capacidade da raiz de crescer em condig¢des de estresse salino € considerada um importante

parametro para auxiliar as plantas glicofitas a sobreviver em meios salinos (Kafkafi, 1991).

Analisando a relagdo raiz/parte aérea com 3 dias de semeadura (Tabela 4), no
controle e em presenga de NaCl 100 mM, observamos que na presenga de NaCl ocorre um
aumento de 1,5 vezes na relagdo raiz/parte aérea em relagdo ao controle. Esse aumento de
1,5 vezes € o mesmo com 3 dias de germinagdo para ambos os cultivares. Contudo,
observamos que esse aumento na relagdo raiz/parte aérea ¢ 81% maior em Vita 3 do que
em Vita 5. Esses resultados do incremento da relag@o raiz/parte aérea sugerem que no
inicio do estabelecimento da plantula (3dias) ndo € revelada a diferenga entre os cultivares
Vita 3 e Vita 5 com relagé@o a adaptabilidade ao estresse salino, que somente com 7 dias de
semeadura, torna-se mais evidente (Figura 28). De acordo com os resultados, podemos
dizer que somente com 7 dias de germinagdo, o uso desses parametros podem distinguir os

cultivares de Vigna unguiculata com relagdo a sua tolerancia ao estresse salino.

Com os dados das Tabelas 5 e 6 ficam reforcados os argumentos em favor da
escolha do hipocotilo para o presente estudo porque ele € o 6rgdo que mais parece perder

massa fresco em condigdes de estresse salino.

A distribuigdo dos ions Na* e K™ foi investigada em diferentes orgdos de plantulas
de Vigna unguiculata, Vita 3 e Vita 5, com 7 dias de germinag@o, no controle € em
presenga de NaCl 100 mM. Na raiz, foram encontradas altas concentragdes de Na”, sendo
essas concentragdes maiores em Vita 3 do que em Vita 5. Ja nos hipocétilos, a
concentragio de Na' é maior em Vita 5 do que em Vita 3 (Figura 29). Esses resultados

. . . ’ + o . - . .
indicam que, em Vita 3 os ions Na'  s3o mantidos principalmente na raiz e parte no

hipocétilo, protegendo a parte superior dos efeitos do sal. Vita 5, no entanto, retém menos
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Na' na raiz, deixando passar mais Na' para o hipocétilo. Em ambos os casos o hipocétilo
parece funcionar como barreira (essa barreira sendo mais efetiva em Vita 3 que em Vita 5)
contra a passagem de Na' para a parte superior da planta, dessa forma protegendo as folhas
dos danos causados pelo Na'. Esses resultados concordam com aqueles encontrados por
Jacob (1964) ¢ Fernandes de Melo et al.(1994) com hipocoétilos ndo estiolados de Vigna
unguiculata. A Figura 30 mostra os valores da relagdo Na'’/K™ nos 2 cultivares, Vita 3 e
Vita 5 e confirma os valores mais elevados dessa relagdo no cultivar Vita 3 indicando sua

maior tolerdncia ao sal (Fernandes de Melo ef al., 1994).

O desempenho das bombas de prétons do tonoplasto dos cultivares Vita 3 e Vita 5
(V-ATPase e PPase) foi analisado ao longo do estabelecimento da plantula e a Figura 31
mostra que o cultivar Vita 5 tem uma atividade de ambas as bombas mais baixa do que o
cultivar Vita 3. Aparentemente, essa diferenga poderia ser invocada na fundamentagdo da
menor capacidade de Vita 5 de resistir as condigdes de estresse salino, isto €, haveria um
menor funcionamento das bombas no cultivar menos tolerante ao estresse. Ainda pode ser
observado que, a diferenga de atividade da V-ATPase entre os dois cultivares ¢ maior do

que a diferenga da PPase.

O crescimento dos hipocétilos € impossivel sem a expansdo do vacuolo, pois ele
ocupa mais de 80% do volume da célula madura. Para manter uma alta pressdo osmética
no vacuolo em expansdo, ele deve incorporar solutos como agucares € ions inorganicos
(Nakanishi & Maeshima, 1998). A ATPase e a PPase vacuolares fornecem a energia para
os transportadores ativos secundarios. Portanto, as bombas de protons vacuolares sdo
essenciais para o aumento do vactiolo e consequentemente para a elongagdo celular e o

crescimento dos tecidos. O substrato para a PPase, o PPi1, € produzido como um subproduto

de varios processos metabolicos, como a polimerizagdo do DNA e do RNA como a sintese




139

de aminoacil-tRNA (sintese de proteina), a sintese de amido, a sintese da celulose, e a B-
oxidag¢do de acidos graxos. Esses processos sdo bastante ativos nas células em crescimento
e grandes quantidades de PPi sdo produzidas. O PP1 acumulado no citossol em altas
concentragdes inibe a biossintese das macromoléculas. Nas plantas, o PPi € removido pela
H'-PPase de vacuiolo que utiliza como fonte de energia para o transporte ativo de protons
para o vacuolo. Na célula madura a atividade metabdlica decresce € o PPi ndo € mais
disponivel em grandes quantidades. Como consequéncia, a expressio génica da H'-PPase ¢
suspensa apds a maturagdo celular (Nakanishi & Maeshima, 1998). Os resultados
mostrados na Figura 31 B obtidos com a H'-PPase de Vigna unguiculata foram
semelhantes aos apresentados por Nakanishi & Maeshima (1998) trabalhando com
hipocétilos de Vigna radiata. Eles mostraram que, as atividades de hidrdlise e de
transporte de protons da V-ATPase eram constantes durante o crescimento de hipocotilos e
que a atividade de hidrdlise de PPi e de transporte dependente de PPi nas membranas

vacuolares decresceram durante a elongagéo do tecido.

O fato de existir uma diferenga entre as atividades V-ATPasicas dos cultivares Vita
3 e Vita 5 (Figura 31) foi correlacionado com o que ja fora observado com a atividade da
ATPase mitocondrial, mostrada anteriormente ser maior em Vita 3 do que em Vita 5
(Fernandes de Melo ef al., 1994). Assim, foi feita uma exploragdo conjunta das bombas de
protons da mitocondria € do tonoplasto de hipocotilos e de epicétilos do cultivar Vita 5
(Figura 32). Como se pode ver, as atividades da ATPase mitocondrial e da V-ATPase
decrescem ao longo do tempo no hipocotilo € ao cabo de 7 dias no epicotilo.
Contrariamente a0 que ocorre com a atividade da PPase no hipocoétilo que decresce em
fungdo do tempo, a atividade da PPase no epicotilo, aumenta (Figura 31). Os resultados da
Figura 32 sugerem que, a regulagdo dessas bombas (V-ATPase e PPase) estd relacionada

com o crescimento do tecido e suprimento de substrato. O decaimento da atividade da V-
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ATPase, ao longo do tempo, estaria ligado ao decaimento da atividade ATPasica
mitocondrial no hipocétilo e no epicétilo. O epicdtilo sendo o tecido em crescimento (7
dias) utiliza a PPase que ¢ a enzima chave dos processos de crescimento dos tecidos

(Nakanishi & Mashima, 1998).

O grau de tolerancia das plantas ao estresse salino depende da possibilidade de uma
osmorregulagdo e da exclusdo de ions toxicos do citoplasma pela saida desses ions através
da membrana plasmatica e/ou da compartimentalizagdo desses ions no vacuolo (Colombo
& Cerana, 1993). Ja ¢ um conhecimento amplamente admitido o de que o gradiente
eletroquimico de prétons, AuH' gerado pelo transporte de H™ através do tonoplsto é
responsavel por facilitar a entrada dos ions Na* e CI” no vacuolo (Reuveni ez al. 1990). A
membrana vacuolar parece participar em tais mecanismos através do controle do fluxo de
ions e solutos dependente de energia (Blumwald & Poole, 1987). Esses processos
dependem do estabelecimento, no tonoplasto, de um gradiente eletroquimico gerado pelas
duas enzimas translocadoras de protons distintas que trabalham em paralelo: a V-H'-
ATPase (Sze et al., 1992) e a H'-PPase (Rea & Poole, 1993). Os resultados apresentados
nas Figuras 33 a 37 mostram um estudo do efeito do estresse salino sobre as bombas de
protons vacuolares (V-H'ATPase e H'-PPase) em hipocétilos de plantulas de V.
unguiculata cv. Vita 5, escolhido por ser um cultivar menos tolerante aos efeitos do
estresse salino. Os efeitos foram observados com NaCl 100 mM e apds 3 e 7 dias de
semeadura. Em presencga de NaCl 100 mM, as atividades de hidrolise e de transporte de
protons da V-ATPase (Figuras 33 e 34) aumentam apds 7 dias de semeadura, quando
comparadas ao controle e as atividades de hidrolise e transporte de protons da PPase, nas
mesmas condi¢des, decrescem. Esses resultados sugerem uma participagdo efetiva da V-

ATPase no mecanismo de contraposi¢do aos efeitos deletérios do sal o que ndo parece

ocorrer com a PPase (Lehr ez al, 1999).
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Com a quantificagdo do teor de proteinas referente as subunidades A e B da V-
ATPése (Figuras 35 e 36) e da PPase (Figura 37) procurou-se determinar uma
correspondéncia com as atividades enzimaticas. Os resultados referentes a V-ATPase
indicam que ndo ocorreu inativagdo ou supressdo da V-ATPase na membrana e 0 aumento
da atividade ATPasica (Figuras 33 e 34) talvez seja devido ao aumento do conteudo
protéico da V-ATPase ocorrido nas membranas vacuolar em condig¢des de estresse salino
(Figuras 35 e 36). Quanto a PPase (Figura 37), o nivel de proteina muda em paralelo com
sua atividade sendo maior com 3 dias em comparagdo ao que ocorre com 7 dias de
germinagdo no controle. Em condigdes de estresse, o nivel de proteinas foi constante,
embora ambas as atividades de transporte € de hidrolise da PPase tenham decrescido
(Figuras 33 e 34). Os resultados sugerem uma inativag@o do transporte de prétons da PPase
apds o tratamento com sal o que poderia ter resultado do efeito deletério do tratamento
salino sobre a membrana vacuolar. Contudo, essa possibilidade foi descartada pelo
aumento da atividade de transporte da V-ATPase em membranas vacuolares de plantas

1gualmente submetidas ao tratamento salino.

Com o objetivo de verificar uma possivel mudanga na composigdo lipidica da
membrana vacuolar durante o estresse salino, foi determinada a presenga de
malondialdeido, principal produto da peroxidagdo de lipidios nessas membranas isoladas
de V.unguiculata. Como pode ser visto na Tabela 7 o tratamento com NaCl 100 mM nido

teve influéncia na peroxidagdo dos lipidios.

O resultado do estudo sobre a participagdo das bombas de prétons vacuolares (V-

ATPase e H'-PPase) no estresse salino sugere que tal condigio de estresse induz uma

regulagdo distinta nas mencionadas bombas durante a elongagdo do tecido quando
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comparada ao controle. Além disso, a V-ATPase ¢ a PPase sio reguladas de maneira

independente quer em condigdes de estresse salino quer no controle.
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7. CONCLUSAQO

O resultado do estudo sobre a participagdo das bombas de protons vacuolares (V-
ATPase e PPase) no estresse salino sugere que tal condi¢gdo de estresse induz uma
regulagdo distinta nas mencionadas bombas durante a elonga¢do do tecido quando

comparada ao controle. Além disso, a V-ATPase ¢ a PPase sdo reguladas de maneira

independente quer em condigdes de estresse salino quer em condigdes controle
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