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RESUMO 

STEFANUTO, V. A. Respostas à acidez em células de tabaco (Nicotina 
tabacum) cv. BY-2 em diferentes estados de sensibilidade, 2006, 107f. Tese 
(Doutorado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São 
Paulo, Piracicaba, 2006. 
      

Os solos ácidos recobrem cerca de 40% da área terrestre, constituindo-se em 

um dos principais fatores limitantes à produção vegetal do planeta. No Brasil, os 

solos ácidos abrangem cerca de dois terços do território nacional. De um modo 

geral, a acidez do subsolo reduz a profundidade do sistema radicular, aumentando a 

susceptibilidade à seca e diminuindo o uso de nutrientes pelas plantas. Além da alta 

atividade do íon hidrogênio (H+), os solos ácidos geralmente apresentam níveis 

tóxicos de alumínio, sendo que a toxicidade por Al tem sido intensivamente 

investigado nos últimos anos. No entanto, a toxicidade por Al ocorre apenas a pH 

baixo e em condições onde a toxicidade por prótons geralmente também se 

manifesta. Apesar disto, trabalhos envolvendo a toxicidade por prótons são 

escassos.

A sensibilidade de células a pH baixo depende da fase de crescimento e 

desenvolvimento em que estas se encontram. Em raízes, as células mais sensíveis 

são as da região de alongamento e em suspensões celulares as células na fase log 

de crescimento são mais sensíveis do que as células na fase estacionária. Este 

trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que procura explorar as diferenças que 

existem entre células quanto à sensibilidade a pH baixo para melhor entender a 

toxicidade e tolerância a prótons. 

Foram utilizadas células da cultura de tabaco cv. BY-2, um sistema modelo 

que apresenta diversas vantagens sobre o uso de raízes para a realização deste 

trabalho. Os objetivos deste estudo foram de a) determinar condições apropriadas 



para a exposição destas células a acidez; b) caracterizar a resposta destas células a 

pH baixo, sob a influência de diferentes fatores ambientais, quando se encontram 

em estados distintos de sensibilidade ao pH baixo; e c) verificar se mudanças na 

sensibilidade das células a pH baixo podem ser decorrentes de alterações na 

composição da membrana plasmática ou na atividade das ATPases.

 Vários testes iniciais foram realizados com o intuito de se definir algumas 

condições experimentais – o tempo de exposição, a composição do meio e o 

tampão a ser empregado. Optou-se por lavar as células e depois incubá-las por 1h 

em meio simples com o pH desejado e contendo apenas CaCl2 2mM, KCl 10 mM, e 

o tampão MES ou biftalato (10 mM). O biftalato foi testado porque o tampão MES, 

usado normalmente no meio de cultura completo, não é tampão eficiente na faixa de 

pH abaixo de 5,0. O biftalato (pKa = 4,1) praticamente não afetou a viabilidade 

celular avaliada pela permeabilidade a trypan blue, mas inibiu o crescimento celular 

no meio de cultura completo. Mesmo assim, os dois tampões foram utilizados em 

paralelo em diversos experimentos e verificou-se que os resultados foram 

semelhantes.   

 A viabilidade das células na fase log (2 dias) foi reduzida quando se abaixou 

o pH de 5,6 a 3,8, sendo que caiu mais acentuadamente até o pH de 4,8. As células 

da fase estacionária (7d) foram insensíveis ao baixo pH.  

A um pH fixo de 4,2, aumentando-se a concentração de CaCl2 para cerca de 

8 a 16 mM praticamente aboliu o efeito deletério do pH baixo. Para se ter o mesmo 

efeito com a adição de KCl, foi necessário adicionar entre 80 e 160 mM. A adição de 

sacarose também amenizou os efeitos do pH, sendo praticamente revertido a uma 

concentração de 100 mM. Os resultados indicam a importância da força iônica e da 



osmolaridade da solução, mas o efeito do Ca não parece depender apenas destas 

duas propriedades.  

A inibição de ATPases, pelo uso de DCCD, não pareceu ter qualquer relação 

com a sensibilidade a pH baixo. Tanto células de tabaco na fase log quanto 

estacionária foram sensíveis à aplicação de ortovanadato de sódio. Em células da 

fase estacionária, este efeito foi mais acentuado a pH 4,2, sugerindo que nestas 

células, as H+-ATPases do tipo P da membrana plasmática podem ter algum papel 

na tolerância destas células ao baixo pH. 

Encontrou-se diferenças no perfil protéico de frações enriquecidas em membrana 

plasmática entre células da fase log e estacionária e entre células tratadas ou não a 

pH baixo. Estas diferenças precisam ser melhor estudadas.  

Palavras-chave: Nicotiana tabacum. Baixo pH. Suspensão celular. Sensibilidade 
diferencial. Membrana plasmática. Acidez. Tampões. 



ABSTRACT 

STEFANUTO, V. A. The response of tobacco (Nicotina tabacum) cv. BY-2 cells 
to low pH at different stages of sensitivity, 2006, 107f. Tese (Doutorado) – Centro 
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2006. 
      

Acid soils account for about 40 % of the surface area of the world and are one 

of the major factors limiting plant productivity. In Brazil, these soils comprise roughly 

two-thirds of its total territory. In general, soil acidity is detrimental because it limits 

the depth of the root system, increasing susceptibility to drought and decreasing the 

use of nutrients. In addition to the high levels of hydrogen ion activity, acid soils 

usually have Al toxicity hazards, a topic which has been intensely studied in the past 

years.  However, Al toxicity only occurs at low pH, under conditions in which proton 

toxicity is also a problem. Despite this, studies of proton toxicity are lacking. 

The sensitivity of cells to low pH depends on their growth and developmental 

status. In roots, the most sensitive cells are those of the elongation zone and in cell 

cultures, cells in the log phase are more sensitive than those of the stationary phase. 

This study is part of a larger attempt to explore the differences that exist between 

cells with respect to their sensitivity to low pH to further understand toxicity and 

tolerance to protons.  

 Cells of tobacco BY-2, a plant cell model system which has several 

advantages over the use of roots, was used in this study. The objectives were a) to 

determine the appropriate conditions to expose these cells to low pH; b) characterize 

the response of these cells to low pH, when different environmental factors are 

varied and at different stages of cellular sensitivity to acidity; and c) examine if 

changes in the sensitivity of cells to low pH are due to changes in the composition of 

plasma membranes or in the activity of ATPases.  



 Several preliminary tests were performed to define the experimental 

conditions to be used – the duration of exposure to low pH, the composition of the 

medium and the buffer to be used. A simple solution containing only CaCl2 2mM, KCl 

10 mM and MES or phthalate buffer (10 mM) was chosen to wash and incubate the 

cells at the pH of interest. Phthalate was tested because MES, the buffer normally 

used in the culture medium, is not effective at pH values below 5.0. Phthalate (pKa = 

4,1) had very little effects on cell viability as evaluated by membrane permeability to 

trypan blue, but it severely inhibited the growth of the cell culture in complete 

medium. Nevertheless, both buffers were used in several subsequent experiments,  

the results of which were found to be similar between both buffers.   

 The viability of log-phase cells (2 day-old) was reduced when the pH was 

lowered from pH 5,6 to 3.8, but this was sharper down to pH 4,8. Cells in stationary 

phase (7 day-old) were insensitive to low pH.    

 At a fixed pH of 4,2, increases in the concentration of CaCl2 up to 8 or 16 mM 

abolished most of the deleterious effects of low pH. To generate the same effect, 

KCl had to be added at concentrations between 80 and 160 mM. The addition of 

sucrose also alleviated the effects of low pH. The results suggest the importance of 

solution ionic strength and osmolarity on sensitivity to low pH, but the effects of Ca 

do not appear to depend only on these two properties.  

 The inhibition of ATPases, by DCCD, did not appear to bear any 

relation to cellular sensitivity to low pH. Both log-phase and stationary-phase cells 

were affected by the addition of sodium orthophosphate. In stationary-phase cells, 

this effect was more pronounced at pH 4,2, suggesting that in these cells, P-type H+-

ATPases of the plasma membrane may play a role in the tolerance of these cells to 

lo pH. 



Differences were found in the protein profile of enriched plasma membrane fractions 

both between log-phase and stationary-phase cells and between cells treated or not 

with low pH.  These differences, however, need to be better examined.  

Key words: Nicotiana tabacum. Low pH. Cell suspensions. Differential sensitivity. 
Plasma membrane. Acidity. pH buffers. 



1

1  INTRODUÇÃO 

Os solos ácidos recobrem cerca de 40% da área terrestre. São encontrados 

em regiões tropicais, subtropicais ou mesmo na zona temperada, constituindo-se  

em um dos princiapais fatores limitante à produção vegetal do planeta (VON 

UEXKÜLL; MUTERT, 1995; LEE, 1998; LYNCHE; CLAIR, 2004). No Brasil, os solos 

ácidos correspondem a aproximadamente a 70% do território, ou seja, pelo menos 

500 milhões de hectares (VITORELLO et al., 2005, apêndice 1).  

Segundo Larcher (2000), a acidificação do solo é geralmente resultante de 

causas naturais (lixiviação, liberação de ácidos orgânicos e percolação de ácidos 

húmicos e fúlvicos) mas nos últimos anos, as causas artificiais (ação antropogênica 

– fenômeno chuva ácida) tem contribuído em muito na aceleração desse processo.  

De uma maneira geral, a acidez do subsolo reduz a profundidade do sistema 

radicular, aumentando a susceptibilidade à seca e diminuindo o uso de nutrientes 

pelas plantas (FOY, 1978; EVER; HUTTI, 1990).  

Além da alta atividade de hidrogênio (H+), os solos ácidos geralmente 

apresentam níveis tóxicos de alumínio e manganês associados a baixos níveis de 

cátions como cálcio, magnésio e potássio (MARSCHNER, 1991).

O efeito tóxico do Al tem recebido muita atenção, sendo objeto de inúmeros 

estudos e revisões (KOCHIAN, 1995, 2004). A toxicidade por Al ocorre apenas a pH 

baixo e em condições onde a toxicidade por prótons geralmente também se 

manifesta. Por outro lado, trabalhos envolvendo a toxicidade por prótons são 

escassos (KIDD; PROCTOR, 2001; KOYAMA et al., 2001; VITORELLO; CAPALDI; 

STEFANUTO, 2005).   

O pH baixo afeta diretamente o metabolismo celular vegetal. Muitos 

processos bioquímicos ocorrem somente a uma estreita faixa de valores de pH, 



2

portanto, para a manutenção de uma condição intracelular favorável, o pH interno 

deve ser regulado. A célula realiza isto por diferentes mecanismos, sendo um deles 

o transporte contínuo de prótons para o meio externo, com um correspondente 

gasto de energia. Essa função é desempenhada pelas H+-ATPases presentes na 

membrana plasmatica (ARANGO et al, 2003), que sáo bombas de prótons cuja 

função mais importante talvez seja a de gerar um grandiente eletroquímico, 

necessário para processos como o transporte de íons e moléculas não carregadas 

para o interior da células (FELLE, 2001). 

Quando células são expostas a pH baixo ocorrem alterações na 

permeabilidade da membrana plasmática (YAN et al., 1992; KOYAMA et al., 1995 e 

2001; YOKOTA; OJIMA, 1995). Essas mudanças afetam principalmente o gradiente 

eletroquímico, as cargas elétricas, e a estrutura da plasmalema como um todo. 

(YAN et al., 1992; MARSCHNER, 1991). Existe uma possível relação entre 

toxicidade por Al e por prótons, e entre a absorção de Al e a permeabilidade da 

membrana plasmática em meio ácido (SASAKI et al., 1994; SOUZA, 2004).  

Alguns dos sintomas celulares desencadeados pela sensibilidade à acidez e 

ao Al são semelhantes e ambos são dependentes da fase de crescimento e/ou 

desenvolvimento em que as células se encontram (KOYAMA et al., 1995 e 2001; 

VITORELLO, 1996; VITORELLO; HAUG, 1996). Em raízes, as células mais 

sensíveis são as da região de alongamento (KOYAMA et al., 1995 e 2001; 

YOKOTA; OJIMA, 1995). Por outro lado, em suspensões celulares, as células na 

fase log de crescimento são mais sensíveis do que as células na fase estacionária 

(VITORELLO, 1996; VITORELLO; HAUG, 1996). 

Estes fatos são importantes, pois alterações relacionadas com mudanças na 

programação das células podem ser examinadas pela análise comparativa da 
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expressão de genes e proteínas (KOZIAN; KIRCHBAUM, 1999). Estas técnicas são 

poderosas, uma vez que permitem acompanhar e identificar mudanças na 

expressão de genes e proteínas em células (CHANG et al., 2000; KUNO et al., 

2000).  

A cultura de células de tabaco da cv. BY-2 foi utilizada como sistema modelo 

neste estudo por apresentar diversas vantagens: a) Existe grande quantidade de 

informações básicas sobre estas células – cerca de 500 artigos entre 1990 a 1999 

(NAGATA et al., 1992; SAMUELS et al., 1998; NAGATA et al, 2004; NAGATA, 

2004); b) Apresentam alta taxa de crescimento e homogeneidade, o que favorece a 

uniformidade das condições de exposição aos tratamentos; c) É possível obter alto 

grau de sincronização da cultura (> 80%) quanto ao ciclo celular; d) Pode-se 

manipular as células de maneira que cresçam predominantemente por divisão ou 

por expansão celular, proporcionando uma separação entre os estágios sensíveis e 

tolerantes, no tempo e no espaço. 

Embora as raízes constituam o alvo primário da ação da atividade de H+ neste 

órgão, a sensibilidade ao baixo pH  e ao Al ocorre em regiões distintas (YAN et al., 

1992), não satisfazendo a condições de estudo, uma vez que, torna-se inevitável a 

contaminação por células de outras regiões que não a de interesse. 

O presente trabalho propôs o aprimoramento de um sistema experimental 

utilizando-se de células de tabaco em cultura, onde mudanças na sensibilidade 

celular a pH baixo sejam induzidas Para tanto, uma abordagem proteômica 

(SANTONI et al, 1998) nos serivu como ferramenta acessória dentro do 

desenvolvimento desse trabalho. Assim, sob condições apropriadas, os mecanismos 

celulares e moleculares envolvidos com a sensibilidade diferencial a pH baixo foram 

examinados. 
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1.1 Hipóteses 

(a) O estresse causado pelo baixo pH altera a permeabilidade da membrana 

plasmática e esta alteração é dependente do estágio de crescimento e/ou 

desenvolvimento em que as células se encontram; 

(b) Mudanças na sensibilidade celular sob condições ácidas podem ser decorrentes 

de alterações na composição da membrana plasmática ou na atividade das 

ATPases.

1.2 Objetivos 

(a) Caracterizar a resposta de células de tabaco (Nicotiana tabacum) BY-2 a 

diferentes valores de pH e condições de força iônica; (BULTYNCK, et al., 1997). 

(b) Gerar mudanças na sensibilidade celular a pH baixo quando o crescimento ou 

desenvolvimento de células em cultura é manipulado, ou seja, induzir transições 

entre estados celulares sensíveis e tolerantes em células com o mesmo genótipo. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

2.1 A problemática da acidez dos solos

Os solos ácidos recobrem grandes extensões da superfície terrestre conforme 

pode ser visualizado na Figura 1. As estimativas da área abrangida por estes solos 

variam, e os números variam dependendo do pH considerado como sendo ácido e 

se são considerados solos apenas agricultáveis ou não. As principais regiões 

cobertas por estes solos, se localizam nas regiões tropicais e subtropicais, e o mais 

importante, engloba países pobres ou em desenvolvimento, da América latina, África 

central e Sudeste asiático, onde a produção agrícola pode ser crítica (LYNCHE; 

CLAIR, 2004). 

No Brasil, a acidez é característica preponderante dos solos. Cerca de dois 

terços do território nacional são cobertos por solos naturalmente ácidos, o que 

corresponde a pelo menos 500 milhões de ha. Mesmo em termos de áreas 

atualmente cultivadas, os solos ácidos predominam. Os cerrados compõem a maior 

região brasileira de solos ácidos sob cultivo ou que possuem bom potencial agrícola, 

constituindo quase 200 milhões de ha. 

A acidez do solo causa danos às plantas reduzindo a profundidade do 

sistema radicular e aumentando, desta maneira, a suscetibilidade à seca e a 

diminuição da absorção de nutrientes pelas plantas (FOY et al., 1978; ANIOL, 1990). 

A problemática da correção da acidez dos solos envolvem diversos fatores. 

Dependendo do tamanho da propriedade e da cultura que se pretende implantar no 

solo, exige-se uma intensa correção gerando um produto final mais caro. A 

subcorreção é de ocorrência mundial, seja por problemas técnicos ou econômicos. 
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 Além disso, a eficiência do calcário na neutralização da acidez do solo é 

dependente do teor de CO3
2- e da granulométrica do material (GRASSI, et al, 2002). 

Entre os materiais mais utilizados na correção dos solos ácidos do Brasil o 

encontram-se o calcário dolomítico (CaCO3.MgCO3) e o calcítico (CaCO3). No 

entanto, devido à baixa solubilidade, e mobilidade no solo, não ultrapassam as 

camaradas superiores (OLIVEIRA; PAVAN, 1996), sendo de extrema importância 

em sistemas de plantio direto e em cultura perenes. Neste sentido, cultivares vêm 

sendo desenvolvidas e selecionadas para resistirem ao Al com fator de adaptação a 

solos ácidos, por meio de seleção melhoramento genético (PARENTONI et al, 1995).

Figura 1 Distribuição global dos solos ácidos no mundo. Fonte: LYNCHE; CLAIR, 

2004. 
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2.2 Aspectos gerais da ação do baixo pH em plantas

A acidez excessiva causa desordens fisiológicas na planta, particularmente na 

estrutura e funcionamento da membrana plasmática (ALVA, 1991). No entanto, 

algumas plantas possuem mecanismos adaptativos que lhes proporcionam um 

crescimento normal perante condições adversas de baixo pH. Muitas espécies de 

plantas selvagens, as quais mostram distribuição em solos ácidos, mostraram-se 

tolerantes tanto ao Al quanto ao pH baixo (RUNGE; RODE, 1991). 

Os mecanismos de proteção a pH baixo são essenciais para a sobrevivência. 

Para sobreviverem, as células necessitam manter o pH do citoplasma próximo ao 

neutro. O excesso de H+ (ou OH-) pode ser armazenado em vacúolos ou bombeado 

para fora da célula, ou ainda, tamponado por ácidos orgânicos (SMITH; RAVEN, 

1979). Existe pouca informação sobre o mecanismo de regulação do pH interno do 

citosol. No entanto, acredita-se que à medida que ocorre a acidificação do citosol a 

atividade das H+-ATPases do plasmalema vai aumentando, bem como a excreção 

de prótons, contribuindo para o aumento do pH do citosol (FELLE, 1996; YAN et al., 

1998).  

Embora o pH ácido iniba o crescimento radicular (LLUGANY et al., 1995; 

KOYAMA et al., 1995; SANZONIWICZ et al., 1998), sob certas condições 

experimentais, o pH ácido pode estimular o alongamento radicular (EDWARDS; 

SCOTT, 1974, MILLER; GOW, 1989). O efeito inibitório da alta concentração de H+

sob o alongamento radicular depende da espécie de planta (ISLAM et al., 1980) e da 

concentração de cálcio presente no meio de crescimento (LUND, 1970). 
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2.3 A membrana plasmática em ambiente ácido 

As membranas são provavelmente a primeira linha de defesa contra as 

mudanças adversas do ambiente. São compostas por lipídios e proteínas 

organizadas em uma configuração de bicamada. A percentagem de lipídios e 

proteínas varia com a organela e com a espécie de planta.  Atuam como sensores 

ambientais desencadeando mudanças internas que levam a respostas metabólicas 

que podem render à planta tolerância a alterações adversas do ambiente. O 

componente lipídico predominante na bicamada são os fosfolipídios (HALE; 

ORCUTT, 1987) podendo ter sua relação ácidos graxo saturado/insaturado alteradas 

pela ação do baixo pH (CORREIA; RIVAS; BARNEIX, 1999). 

Os aminoácidos (em especial a prolina), juntamente com os carboidratos 

solúveis totais contribuem para a proteção do sistema de biomembranas e proteínas 

contra possíveis danos decorrentes da alta concentração iônica (LARCHER, 2000). 

Mesmo na ausência de estresse abióticos, as plantas acumulam prolina. No 

entanto, a via de acumulação é diferente daquela durante a resposta ao estresse 

(STINES et al., 1999). 

 As proteínas são variáveis na sua estrutura e localização na membrana. Por 

exemplo, elas podem estar associadas à superfície da membrana, parcialmente ou 

totalmente inseridas na membrana ou ainda, podem atravessar a membrana de uma 

face à outra (HALE; ORCUTT, 1987; VIEIRA et al., 1991). 

Entre outras funções, a membrana plasmática das células vegetais atua como 

barreira de permeabilidade seletiva para compostos orgânicos e minerais (íons, 

açúcares, aminoácidos e peptídeos). Ressalta-se que existem transportadores 
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específicos para cada um destes compostos, sendo o sistema dependente da 

atividade da bomba de prótons (DELROT et al., 2001). 

Considerando que as H+-ATPases estão envolvidas na regulação do pH do 

citosol, acredita-se que o gene PMA4 desempenhe um importante papel na 

normalização do pH citossólico sob acidificação (ARANGO et al., 2003).  

Marsommme e Boutry (2000) esquematizaram a forma de regulação da enzima, 

onde sob baixa atividade ocorre autoinibição pelo domínio C- terminal. A partir do 

momento em que ocorre a fosforilação do penúltimo resíduo de treonina (Thr) da 

proteína a mesma torna-se ativa pela ligação do complexo de proteínas 14-3-3. 

O aumento de cálcio na solução externa pode estabilizar a estrutura da 

membrana celular, aliviando as desordens no crescimento causadas pela toxidez de 

H+ (ZSOLDOS et al., 1981; KINRAIDE et al., 1992; KINRAIDE, 1993; LLUGANY at 

al., 1995; LU et al., 2001). Este pode ter sido o mecanismo pelo qual duas espécies 

de gramíneas encontraram para tolerarem ambientes extremamente ácidos (YAN, et 

al, 1998). 

 O estado físico dos lipídios das membranas biológicas pode regular as 

proteínas de membranas (ZHAO et al., 2000).  

Alguns fatores como a deficiência hídrica, temperatura e pH alteram a 

constituição fosfolípidios (saturados/insaturados) e esteróis da membrana plasmática 

favorecendo o aumento na sua fluidez (LEBORGNE et al., 1992; NAVARI-IZZO, et 

al., 1993; CORREIA; RIVAS; BARNEIX, 1999). 

A composição de fosfolipídios da membrana plasmática de bactérias da 

espécie Mesorhizobium loti tem sua constituição alterada (aumento de ácidos graxos 

saturados/insaturados) após exposição ao baixo pH. Alem disso, essas bactérias 
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apresentam um aumento em sua hidrofobicidade o que as possibilita adaptação às 

condições ácidas do meio externo (CORREIA; RIVAS; BARNEIX, 1999). 

2.4 Atividade de H+- ATPases  

De acordo com os trabalho de Serrano (1989) e Arango et al. (2003), a 

liberação de H+ pela atividade das H+-ATPases é essencial para: (a) absorção de 

nutrientes, (b) geração de turgor celular, (c) acidificação externa para afrouxar a 

parede celular e (d) regulação do pH citoplasmático.  

O potencial de membrana provocado pelo fluxo de prótons fornece energia 

para o transporte de diversos íons. As ATPases associadas às biomembranas estão 

presentes no plasmalema e tonoplastos e em todas as membranas que delimitam os 

diferentes compartimentos da célula onde ocorre transporte iônico (LARCHER, 

2000).  

A atividade das ATPases do tipo H+ pode ser regulada por meio de diferentes 

compostos químicos, tanto in vivo como in vitro (SZE; LI; PALMGREN, 1999; 

ASTOLFI, et al, 2003; BUCKER, SOUZA, FERNANDES, 2006).  

Entre os ativados da bomba prótons presentes na membrana plasmática 

destacamos a fusicocina (FC). Essa fitotoxina extraída de fungo estimula a extrusão 

H+ e a absorção de K+ pelas células (MARRÉ, 1979; TODE; LÜTHEN, 2001; BUCH-

PEDERSEN, PALMGREN, 2003; BUCKER, SOUZA, FERNANDES, 2006) por meio 

de fosforilação das proteínas do complexo 14-3-3. 

O dicicloexilcarbodiimida (DCCD), juntamente com o Ortavadato de sódio 

(Na3VO4) fazem parte do grupo inibidores de ATPases da plasmalema (FURLA, P, et 

al., 2000; TSUTSUI, I; OHKAWA, TAKA-AKI, 2001; FAÇANHA et al.,2002). 
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 Células de levedura na fase estacionária de crescimento/desenvolvimento são 

tolerantes a variações nas concentrações de H+ no meio de cultura. Esse 

comportamento está relacionado com o aumento na atividade da ATPase das 

membranas plasmática que auxiliam na manutenção do pH citoplasmático constante 

(ERASO; GANCEDO, 1987; VALLI, et al, 2005), mesmo sob condições de alta 

concentração de prótons - comum no inicio do crescimento dessa cultura. Por outro 

lado, o crescimento de células de levedura sob baixo pH pode acarretar na 

instabilidade das ATPases de membrana (CARMELO; BOGAERTS; SÁ-CORREIA, 

1996). Este padrão de resposta pode ser observado em raízes de milhos quando 

adaptadas gradativamente ao baixo pH. Passam a ter seu mecanismo de extrusão 

de prótons aumentado via ativação das ATPases  do tipo P presentes na membrana 

plasmática (YAN et al,1998). Experimentos realizados com membrana plasmática de 

Lupinus pinosus sob restrição de fósforo demonstraram comportamento similar, ou 

seja, houve liberação de citrato pelas raízes, acarretando numa diminuição do pH da 

rizosfera  gerando um aumento na atividade das H+- ATPases (LIGABA et a., 2004).  

Assim sendo, parece existir uma extreita correlação entre a ativação das H+-

ATPases da membrana plasmática e a acidificação do apoplasto, o pode acarretar 

no aumento da plasticidade da parece celular das plantas (FAÇANHA et al, 2002). 

2.5 Diferenças de sensibilidade ao pH baixo entre células 

Tudo indica que a sensibilidade a pH baixo pode depender do “status celular”, 

havendo coincidências intrigantes com a sensibilidade celular ao Al. Como ocorre 

com o Al, uma maior sensibilidade à acidez é observada nos pêlos radicular e em 

uma região localizada depois da região meristemática, e que se estende por alguns 
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milímetros (KOYAMA et al., 1995). As raízes de uma planta normalmente 

apresentam zonas especializadas no desenvolvimento e conseqüentemente com 

respostas fisiológicas diferentes (ISHIKAWA; EVANS, 1995). Por exemplo, a zona 

de transição zona (DEZ) apresenta células com propriedades fisiológicas 

responsáveis por respostas a uma variedade de sinais ambientais como, por 

exemplo, o efeito tóxico do Alumínio e do baixo pH (SIVAGURU; HORST, 1998; 

SIVAGURU et al. 1999).  

Além do fato de apresentarem zonas especializadas, as raízes apresentam 

outro ponto negativo – zoneamento longitudinal, diferenças quanto a estruturação 

das células da epiderme e do córtex.  De acordo com Celedón et al. (2000), por 

intermédio dessa integração entre os tecidos fica praticamente impossibilita a 

separação das respostas dos diferentes estímulos dificultando a interpretação dos 

mecanismos envolvidos nesses sistemas. 

Yan et al. (1992), encontraram indícios morfológicos de que a alta 

concentração de H+ afeta mais a região de alongamento do que a região 

meristemática de raízes de Zea mays e Vicia faba, indicando diferenças quanto a 

sensibilidade à acidez ao longo da raiz. Resposta semelhante foi encontrada por 

Koyama et al. (1995) e Yokota e Ojima (1995), que a partir do uso de corantes 

fluorescentes, observaram aumento da permeabilidade da membrana plasmática 

nas células da região de alongamento. Por meio de análise de efluxo de K, Souza 

(1999), também constatou que a região mais distal da raiz apresentava maior 

permeabilidade da membrana plasmática quando submetida a pH baixo. 

Balsbergpahlsson (1995) observou que a fase de desenvolvimento de pêlos 

radicular em uma gramínea (Deschampsia flexuosa (L.) Trin.) era mais sensíveis do 

que o alongamento radicular sob baixo pH. Já Inoue et al. (2000), notificaram que pH 
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baixo induziu a formação de pêlos radiculares em alface, em uma porção da raiz de 

1,5 a 2,5 mm do ápice radicular.  

Pelo uso da técnica de monitoramento da sensibilidade do pH através do gene 

repórter - GFP (proteína verde fluorescente) em plantas transgênicas de Arabidopis 

thaliana e tabacco, Moseyko e Feldman (2001), mostraram pela primeira vez a 

existência de um gradiente de pH diferenciado entre as regiões de desenvolvimento 

da raiz de A. thaliana. 

Pouco se conhece a respeito do crescimento de células em suspensão sob pH 

baixo. Evidências têm comprovado que células de tabaco BY-2 apresentam um 

aumento no crescimento em função da acidez decorrente do uso de fusicocina 

(proteína fúngica que ativa as H+-ATPases). As culturas de células são conhecidas 

por serem muito sensíveis aos ambientes externos. O pH externo afeta a absorção 

de auxinas e nutrientes, podendo mudar o pH interno da célula e afetando ainda a 

concentração de cálcio na parede celular. Alguns dos fatores acima mencionados 

podem alterar o crescimento celular em longo prazo, através da acidificação da 

parede celular (LINK; COSGROVE 1998). 

Em suspensões celulares a sensibilidade a pH baixo, avaliada pela maior 

permeabilidade da membrana plasmática, também é maior nas células na fase de 

crescimento log (VITORELLO; HAUG, 1996). Nestes experimentos, os fatores que 

afetaram a permeabilidade da membrana plasmática também afetaram a absorção 

de Al de forma idêntica (VITORELLO, 1996). 

A fucisocina (FC) é uma ferramenta eficiente na formação do complexo H+-

ATPases + proteínas 14-3-3. Células de tabaco BY-2 apresentam aumento no nível 

da formação desse complexo quando estão na fase exponencial de crescimento em 

relação a fase estacionária.  Sua ação estimuladora e ativadora do complexo H+-
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ATPase -14-3-3 foi demostrada por Kanczewshka et al. (2005), tanto em células de 

tabaco BY-2 in vivo quanto in vitro.

A sincronização celular e uma ferramenta acessória indispensável no estudo 

de eventos moleculares e celulares que freqüentemente ocorram durante o ciclo 

celular (SALA et al, 1986). 

Nagata (1992) e Souza (2004) trabalhando com cultura de células de tabaco 

deixaram evidente a importância do uso de drogas reversíveis como: Afidicolina 

(bloqueio G1 – S ) e Propizamida (bloqueio na prometafase) na sincronização dessas 

células. Grande parte do sucesso na sincronização é atribuída tanto ao uso quanto a 

retiradas desses inibidores do contato com as células (SAMUELS et al, 1998).  

Através da aplicação dessa técnica Souza (2004) conseguiu comprovar a 

existência da diferença na sensibilidade para células de Nicotiana tabacum cv BY-2 

ao longo do ciclo celular (14 horas aprox.) quanto ao acúmulo de alumínio. Tudo 

indica que a sensibilidade dessas células sob condições de alta concentração de 

hidrogênio exiba perfil parecidos à sensibilidade ao Al. 

Lorca e Valdez (2001), também observaram mudanças na expressão 

diferencial de proteínas em células de bactérias (Lactobacillus acidophilus)

tolerantes ao baixo pH, provando que há uma modificação na expressão gênica ao 

longo do ciclo celular.  

2.6 Problemas no estudo da toxicidade por acidez 

Soares, Duarte e Soares (2000) afirmaram que quando se expõem sistemas 

biológicos ao baixo pH na presença de metais, tem-se o problema da competição 

entre os íons hidrogênio com os cátions metálicos que se ligam em locais da parede 

celular. Desta forma, uma das principais dificuldades encontradas ao se trabalhar 



15

organismo vivos sob condições de baixo pH sem dúvida a escolha de um tampão 

biológico que não interfira na resposta biológica.  Embora saibamos que nenhum 

tampão é totalmente inerte as condições de estudo (FERGUNSON et al., 1980). 

Poucos trabalhos relatam o uso do tampão bifitalato de potássio (BIF) em 

células de plantas ou fungos sob condições ácidas (MOORE JÚNIOR; MILLER, 

1972; BRANCCINI et al., 2000; SOARES et al., 2000). Consequentemente poucas 

informações dos efeitos fisiológicos deste tampão nos sistemas biológicos são 

encontrados na literatura científica. 

Sabe-se que o biftalato de pótassio faz parte de uma classe de tampões 

chamados de não-zwiteriônico, ou seja, há a predominância de um tipo de carga, no 

caso, negativas.  Quanto a dissociação química,  a uma temperatura de 25°C temos 

dois valores de pKa (pK1 bif 2,89 e pK2 bif 5,51) para o composto em questão.  

Por outro lado, inúmeros são os trabalhos científicos envolvendo o tampão 

MES – ácido-2-morfolinoetanosulfônico (BIBIKOVA et al., 1998; SOARES et al., 

2000; KOYAMA, 2001; SOUZA, 2004., MERSSELI, et al, 2005). No geral todos 

retratam a exposição de sistema vivo (plantas, animais ou fungos) ao baixo pH 

externo e, ou estudos de mecanismos de adaptação a toxidez por metais, como é o 

caso de  Souza (2004) e Gratão (2004).  Essa substância tamponante faz parte da 

classe de tampões conhecidos com “Good´s buffer” do tipo ziteriônico, apresentando 

um balanço entre cargas negativas e positivas em sua molécula. Entre os tampões 

do tipo “Good Buffers”, o MES tem sido considerado o mais estável na faixa entre 

5,5 e 6.7 (SIGMA, 1999).  De acordo com o trabalho de Bagoslavsky (1998), a uma 

temperatura de 25°C  seu pKa  fica próximo de 6,1. 



16

3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Material vegetal 

A manutenção da cultura de Nicotiana tabacum cv. BY-2 foi realizada de 

acordo com o protocolo descrito por Nagata et al. (1992) e Vitorello e Haug (1996). O 

meio de cultura foi composto dos sais básicos MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 

(apêndice 1), acrescidos de tiamina-HCl (1mg/L); mio-inositol (100mg/L); 2,4-D 

(0,22mg/L); KH2PO4 (180mg/L), sacarose (3%) e MES (0,5g/L), tendo o seu pH final 

ajustado para 5,6 com KOH 1M antes da autoclavagem. A autoclavagem do meio de 

cultura foi realizada a 120°C por 20 min. Houve redução no valor do pH do meio de 

cultura em cerca de 0,1 unidade após a autoclavagem (dados não mostrados). A 

redução do pH do meio de cultura após autoclavagem é considerada normal 

(PASQUAL et al, 1992).  

As células foram cultivadas em incubadoras sob agitação orbital de 160rpm a 

uma temperatura de 27°C, no escuro. A manutenção da cultura foi realizada através 

de subcultivos semanais a uma diluição de 2mL de cultura na fase estacionária (7 

dias de idade) em 50mL de meio de cultura novo, acondicionado em erlenmeyer de 

250mL.  

O crescimento da cultura foi monitorado periodicamente por meio de coleta 

diária de 4,5mL da suspensão, ao longo de 7 dias. A alíquota coletada foi 

centrifugada a 200g por 5 min e a partir do volume de células compactadas foi 

calculado o ICC (índice de células compactadas). A viabilidade da cultura foi 

avaliada pelo método de exclusão, contando-se as células mortas, indicadas pela 

coloração azulada do núcleo, demonstrando a perda da permeabilidade seletiva da 
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membrana plasmática sob microscopia óptica (Zeiss) convencional de luz 

transmitida (ver item 3.2.2). 

3.2 Caracterização da resposta de células BY- 2 a pH baixo 

A sensibilidade das células da cultura de tabaco BY-2 ao baixo pH varia 

conforme o estágio da cultura, sendo sensíveis na fase log de crescimento (2-3 dias 

de idade) e tolerantes na fase estacionária (a partir de 5-6 dias). Portanto, quase 

todos os experimentos foram realizados com células da cultura com 2 dias de idade 

(fase log, sensíveis) e com 7 dias de idade (fase estacionária, tolerante).  

A B
Figura 2 Microfotografias ilustrativas de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. 
BY-2. A – células na fase log; B – células na fase estacionária. Imagens geradas a 
partir de câmera digital (Axioshop 40), acoplada ao microscópio (Zeiss). 

No entanto, não se conhece bem a resposta dessas células a baixo pH, 

principalmente quanto aos diversos fatores que possam afetar esta resposta.  Sabe-

se que a concentração de cátions e a força iônica da solução externa podem 

influenciar na sensibilidade celular. Portanto, foram realizados experimentos 

envolvendo concentrações diferentes de íons mono (K+) e divalentes (Ca2+).  
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 Assim, células de tabaco BY-2 na fase log e estacionária foram coletadas e 

expostas sob condições de acidez. O procedimento foi semelhante ao descrito para 

a exposição de células a Al (VITORELLO e HAUG, 1996), com exceção feita ao Al, 

que nesse caso, esteve ausente. Para todos os ensaios utilizou-se de 0,5 mL de 

células compactadas. 

Independente do estágio de crescimento/desenvolvimento em que as células 

se encontravam (log ou estacionária) passou por três lavagens sucessivas em 

soluções de pré-tratamento (lavagens) por um tempo de 10 min, antes de serem 

incubadas em soluções de tratamento (incubação) por tempos variáveis.  

Em experimentos iniciais a incubação durou 30 min, sendo alterada no decorrer 

da pesquisa. O tempo final de exposição ao baixo pH foi fixado em 60 min 

desconsiderando o pré-tratamento (período que compreende 3 lavagens sucessivas 

nas mesmas soluções a serem tratadas). O material vegetal fresco foi coletado 

diariamente para a montagem da curva de acúmulo de material fresco para células 

em meio MS na presença dos tampões MES e biftalato.  

(A) (B)

Figura 3 Fórmula molecular dos 2 compostos usados como tampões do meio de 
cultura MS e das soluções de lavagens e tratamento. (A) biftalato de potássio - BIF, 
(B) Ácido-2-(N- morfolino) etanosulfônico - MES (Sigma-aldrich, 2006). 
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3.2.1 Soluções de tratamento 

As soluções de tratamento foram compostas pelos tampões: biftalato de 

potássio (BIF) ou - (MES)  e concentrações variáveis de Ca (0; 0,2; 2; 4; 8; 16 e 20 

mM) e K (0; 10; 20; 40; 80; 100; 125 e 200 mM).   

Uma vez fixada as condições acima descritas, as células com 2 dias e 7 dias, 

respectivamente fase log e estacionária foram submetidas a diferentes valores de pH 

(3,8; 4,0; 4,5; 4,8; 5,2; 5,7). Eventuais diluições no meio de cultura (1/2) e na 

quantidade de sacarose (11mM) foram testadas. O controle em todos os 

experimento foi baseado em lavagens (pré-incubação) com solução 2:10:10 mM de 

cálcio, potássio e biftalato ou MES, respectivamente. Uma vez que o nível de 

potássio era variado, cálcio era mantido constante e vice-versa. A combinação entre 

os tampões utilizado MES e BIF (MESBIF 10mM; BIF 10mM  ou BIF 20mM) também 

foram empregadas na composição das soluções de tratamento ou incubação. 

3.2.2 Avaliação da viabilidade celular pelo uso de trypan blue 

Para avaliar o efeito da acidez sobre as células, foi verificada a 

permeabilidade da membrana plasmática a trypan blue após a exposição das células 

às soluções ácidas e controle. O uso do corante trypan blue foi baseado no trabalho 

de Vanková et al. (2001), com as modificações abaixo descritas. O corante trypan 

blue (0,4%) foi adicionado às células na proporção de 1:1 (v/v) na suspensão celular 

por 5 min, lavando-se o excesso do corante em água corrente. Examinou-se pelo 

menos 500 células, por repetição/amostra. Para cada amostra, foram examinadas as 

células visíveis em nove campos de visão aleatórios, em locais diferentes em três 
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diferentes lâminas.  As contagens foram realizadas com auxílio de microscopia 

óptica de luz transmitida. 

3.2.3 Recrescimento celular 

Células na fase log (2d) foram submetidas ao procedimento padrão de 

tratamento (3 lavagens sucessivas de 10 min, seguida de exposição as soluções de 

tratamento por 1h) nas seguintes soluções (2:10:10):  (1) pH 5,6; (2) pH 4,8; (3) pH 

4,2 e (4) pH 4,2 + sac 3%, sob condições assépticas as células. Na seqüência as 

células foi re-inoculadas em meio de cultura MS normal de crescimento.  

O recrescimento celular foi calculado a partir do volume de células 

compactadas ao longo de 7 dias. A viabilidade foi calculada em função do número 

de células com a membrana plasmática permeável ao corante trypan blue através de 

contagem em microscopia óptica. 

3.2.4 Determinação de proteínas solúveis totais 

Para análise de proteínas solúveis totais, cerca de 10g de material vegetal fresco de 

células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na fase log e estacionária que 

passaram pelo tratamento de exposição convencional (pH 4,2 e pH 5,6) foram 

maceradas em gral, na presença de 10 mL do tampão de extração (sacrose 250mM, 

glicerol, 10%, Tris-base 10mM, KCl 100mM, EDTA 5mM) a pH 8, acrescido de DTT 

(5mM)  e PMSF (1mM) sob banho de gelo. O material foi homogeneizado por meio 

de centrifugação a 3000g, por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e 

utilizado na quantificação protéica. 
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 A quantificação do conteúdo de proteínas solúveis totais em células de tabaco 

(Nicotina tabacum) cv. BY-2 em todos os experimentos seguiram o procedimento 

estabelecido por Bradford (1976), tenho como parâmetro uma curva de calibração 

em ug/mL de soro albumina. A leitura das amostras deu-se a absorbância de 560nm. 

3.2.5 Determinação de aminoácidos solúveis totais 

 A quantificação de aminoácidos solúveis foi adaptada da metodologia de 

Passos, (1996). 

 Aproximadamente 1g de material vegetal fresco de células de tabaco 

(Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na fase log e estacionária que passaram pelo 

tratamento de exposição convencional (pH 4,2 e pH 5,6) foram maceradas em gral 

de porcelana contendo 10mL do extrator – MCA: metanol/clorofórmio/água - 12:5:3. 

O material extraído foi submetido à centrifugação por 20 min a uma velocidade de 

3.900g. Depois da separação das fases, a fase aquosa foi coletada e a camada mais 

densa (clorofórmio) foi descartada.  

Reagentes: 

A. Tampão citrato (0,2M): os componentes foram preparados separadamente: (1) 

Àcido cítrico 9,6g/250mL de água; (2) citrato de sódio 14,7g/250 mL de água. O pH 

foi ajustado para 5 com ácido cítrico. 

B. Solução estoque KCN (0,002M): A partir de uma solução estoque 0,01M de KCN 

coletou-se 1mL e acrescentou-se a 40mL de etilglicol. 
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C. Solução de ninidrina 5%: Fez-se a mistura de 1g de ninidrina ácida a 20 mL de 

etilglicol. 

Procedimentos: 

 Alíquotas de 100µL das amostras foram adicionadas a 900µL de água, ou 

seja, as amostras forma iniciamente diluídas 10 vezes. Para cada tratamento foi 

adicionado: 1 mL da amostra diluída; 500 µL do tampão citrato; 200 µL da solução 

de ninidrina 5%  e 1 mL de KCN 0,002M.   

 Na seqüência os tubos tapados com bolas de vidros e colocando em banho-

maria a 100°C por 20 min.  

 Em seguida, os tubos foram resfriados em banho de gelo e agitados 

manualmente e acrescentado a mistura 1,3mL de etanol 60%, totalizando um 

volume de 4mL em cada repetição por tratamento. A leitura da absorbância foi feita a 

570nm em espectrofotômetro (Perkin-Elmer Lambda 40) baseada na curva de 

calibração realizada com leucina.  

3.2.6 Determinação dos níveis de prolina 

Cerca de 10g de material vegetal fresco de células de tabaco (Nicotiana 

tabacum) cv. BY-2 tratadas com a solução de tratamento (pH 4,2 e pH 5,6) foram 

maceradas em gral de porcelana contendo 10mL do extrator - ácido sulfosalissílico a 

3%.  Os extratos foram centrifugados por 10 min a uma velocidade de 3.500g para 

sedimentação do pellet. 
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Reagentes: 

A – Reagente de ninidrina: em um béquer foram adicionados 1,25g de 

ninidrina, 30mL de ácido acético glacial e 20mL de ácido fosfórico 6M, sob agitação, 

até a dissolução e homogeneização completa da solução (amarelo transparente). 

B – Ácido acétido glacial P.A 

Procedimentos: 

 Em cada uma das triplicatas de cada tratamento, pipetou-se 1mL da amostra; 

1mL de ninidrina ácida; e 1mL de acético glacial.  Os tubos foram tapados com 

esferas de vidro e mantidos em banho fervente por 1 hora sendo posteriormente 

resfriados em banho de gelo. Prosseguiu-se então à leitura a 520nm em 

espectrofotômetro (Perkin-Elmer Lambda 40) obtendo-se a concentração de prolina 

em g de material vegetal fresco (BATES et al., 1973). A curva de calibração foi 

realizada com concentrações conhecidas de prolina. 

3.3 Sincronização do ciclo celular 

A sincronização do ciclo celular foi realizada pelo uso de duplo bloqueio com 

drogas de ação reversíveis. Inicialmente, utilizou-se de um inibidor da síntese de 

DNA, a hidroxiuréia (HU 10mM) (SIGMA, 1999). O duplo bloqueio foi obtido pelo 

retirada da HU, lavagens e subseqüente aplicação da propizamida (PZ 6µM) (Riedl – 

de Haën), a qual atua diretamente no microtúbulo celular, bloqueando a mitose.  O 

protocolo foi adaptado de acordo com o trabalho de Kakimoto e Shibaoka (1998) e 

as condições otimizadas por Samuels et al. (1998) e Souza (2004).  

As drogas foram diluídas em dimetil sulfóxido (DMSO) e armazenadas a baixa 

temperatura (-20°C). 
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Antes de realizarmos a sincronização das células, alguns cuidados foram 

devidamente tomados: (a) diluição da droga HU ou PZ partindo do estoque para a 

concentração do meio de cultura; (b) homogeneização do meio contendo a droga 

antes da inoculação das células; (c) Adição das células no meio contendo a droga; 

(d) manutenção das células por 24 horas com hidroxiuréia; (e) lavagens sucessivas 

para a liberação da droga em 10mL de solução de lavagem para cada 1mL da 

suspensão) com meio de cultura completo  ou com a solução de lavagem SAC 3 % 

(sacarose 3 % + CaCl2  2mM + KCl 10mM + MES 2,5mM a pH 5,7 ) ; (f) 

ressuspensão das células em meio de cultura completo.  

O processo de lavagem e escoamento do meio de cultura com as  respectivas 

drogas foi realizado em filtros autoclaváveis (Sartorius ou Nalgene) onde a presença 

de uma membrana de nylon foi indispensável para retenção das células e  

escoamento natural do meio de cultura. 

As células de tabaco foram mantidas em hidroxiuréia por 24 horas. Após esse 

período foram lavadas em solução sac 3% para retirada da droga.  Na fase seguinte 

aplicou-se propizamida por 9 h. A partir desse ponto fez-se a coleta de amostras 

para análise do índice mitótico (aproximadamente de 2 em duas horas) e exposição 

ao baixo pH mediante a aplicação da solução padrão. 

 O grau de sincronização alcançado foi avaliado através do índice mitótico, 

com uso de corante orceína lactopropiônico (4’,6’-diamino-2phenylindole) de acordo 

com Nagata et al., (1992) e Samuels et al. (1998).   

 O tempo zero (T= 0) no processo de sincronização celular foi adotado como o 

momento em que as células foram adicionadas ao meio contendo hidroxiuréia. 

Foram coletadas alíquotas de 500µL de suspensão para contagem do índice mitótico 
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de culturas com idades: 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 36, 38 e 39 horas, observando-as 

em microscopia óptica.

As células de tabaco BY-2 com 32, 34 e 36 horas que foram sincronizadas  e 

submetidas a soluções de tratamento 2:10:10 (BIF:MES) com baixo pH (4 e 4,5) e 

em condições controle (pH 5,6).  

3.4 Uso de inibidores e ativadores de H+- ATPases  in vivo

3.4.1 Ortovanadato de sódio (Na3VO4)

Com o objetivo constatarmos possíveis efeitos do inibidor específico de 

ATPases de membrana plasmática o ortovanadato de sódio (Na3VO4) em células de 

tabaco BY-2. Os testes foram realizados utilizando-se da solução padrão 2:10:10 

(Ca2+ , K+ e MES) mM em três pré-lavagens (10min) em tratamentos com baixo pH 

(4,2) e pH 5,6 (condição controle) em células na fase estacionária e log de 

crescimento. Essas soluções sofreram acréscimos de ortovanadato de sódio na 

ordem de 0,5; 1; 5 e 10 mM. Partiu-se de uma estoque 500 mM de Na3VO4 em água 

(preparado antes do uso) para o preparo de cada uma das soluções utilizadas no 

ensaio. 

Quando se trabalha com ortovanadato de sódio uma das dificuldades 

encontradas é a de determinar a concentração de decavanadato encontrada sob 

condições de ensaio.  Sabe-se que quando se utiliza concentrações acima de 100 

uM e a uma faixa de pH entre 4 – 8, a principal espécie de vanadato encontrada é 

forma H2VO4
-. A medida que ocorre o aumento na concentrações de vanadato sob 

baixo pH favorece o predomínio de decavanadato de sódio. (GALLAGHER; 
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LEONARD, 1982). Pelo uso do programa de especiação química minteq 

(http://www.lwr.kth.se/English/OurSoftware/vminteq/) verificou-se o balanço entre 

todos os compenentes do meio de pré-lavagem e tratamento na presença do 

vanadato. 

3.4.2 Dicicloexilcarbodiimida (DCCD) 

Além do Na3VO4, o dicicloexilcarbodiimida (DCCD) também foi usado para 

inibir a atividade das H+ ATPases in vivo. Neste caso, partiu-se de uma solução 

estoque de DCCD 100mM preparado em etanol e tomou-se o devido cuidado para 

que a concentração final de etanol nas soluções de tratamento não ultrapassasse 

0,15% (NAKASHIMA, 1982; TSUTSUI; OHKAWA, 2001). Com a finalidade de se 

verificar o efeito do etanol nos experimentos com esse inibidor, um controle com o 

volume máximo de etanol foi usado nos tratamento (160 µL). As soluções padrão de 

pré-tratamento e tratamento foram acrescidas de 20; 40; 80 e 160µM de DCCD  e 

seus pHs corridos para 4,2 e 5,6  para células na fase log e estacionária. 

3.4.3 Fusicocina (FC) 

No caso do ativador das ATPases do tipo P - fusicocina (FC), iniciou-se o 

processo a partir de 20mL de células em suspensão de Nicotiana tabacum cv. BY-2 

na fase log e estacionaria de crescimento acondicionadas em erlemmayer com 

capacidade de 125mL. Após repouso de 10 min foi coletado o sobrenadante da 

cultura em cada f ase de crescimento e acrescentado 20µL de um estoque 

previamente preparado de fusicocina em isopropanol na concentração de 0,5mM, 
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resultando num estoque final de fusicocina de 500nM. Levou-se em conta que a 

quantidade máxima de isopropanol exigida para que não haja efeito no crescimento 

celular é de 0,5% (TODE; LÜTHEN, 2001). 

O processo de coleta de parte meio de cultura, aplicação da fusicocina e 

reposição ao frasco evita que a droga aja de forma pontual.  

 As células expostas ao tratamento com fusicocina por 4h e na seqüência 

expostas as soluções padrão a baixo pH (4,2) e pH controle (5,6).  

Ao longo do período de experimento foram realizados controles: (1) apenas 

na presença de isopropanol (10µL) no meio de cultura; (2) manipulação do meio de 

cultura e reposição do meio com o intuito de verificar possível efeito da manipulação 

da cultura. 

 Os tratamentos foram avaliados quanto a sua permeabilidade ao trypan blue,

variação do pH do meio de cultura e das soluções de pré-incubação e tratamento e 

visualização das células em microscópio óptico. 

3.5 Microscopia óptica e captação de imagens digitais 

 A maioria das fotos foi gerada a partir da montagem das lâminas com o 

material exposto a condições de tratamento.  Para isso, utilizou-se do microscópio 

Zeiss, Modelo Axioshop 40, localizado nas dependências do Laboratório de Carbono 

C14, CENA-USP, Piracicaba. A captação e ajustes das imagens deram-se através do 

uso do software Axion Vision, versão 4.5. 
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3.6 Microscopia Eletrônica 

3.6.1 Transmissão  

Amostras de suspensão de células tratadas com soluções padrão (2:10:10) a 

pH 4,2 e 5,6 na fase log e estacionária de crescimento foram fixadas em solução de 

Karnovsky modificado: glutaraldeído 2%, paraformaldeído 4%, cloreto de cálcio 5mM 

em tampão cacodilato de sódio 0,2M, PH 7,2 por 1 hora a 4ºC, lavadas em tampão 

cacoditato de sódio 0,1M e pós fixadas por 1 hora com tetróxido de ósmio 1% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M. Após rápidas lavagens em solução salina 0,9%, 

as amostras foram  embebidas em uma suspensão de ágar em água a 2% para que 

pudessemos formar os "blocos" e dar continuidade ao processamento. Em seguida 

cada amostra de cada tratamento foi corada "in bloco" com acetato de uranila 2,5% 

em água over-night a uma teperatura de 4°C. 

Na fase seguinte as amostras passaram por um séries crescentes de 

desidratação em acetona em água (25,50,75%, 90% e 100%) e incluídas em resina 

Spurr por cerca de 48h a 70ºC.  Para a visualização em microscópio eletrônica de 

transmissão de elétrons os cortes ultrafinos (50-70 nm) foram depositados sobre 

telas de cobre recobertas com colódio, contrastados com acetato de uranila 2,5% e 

citrato de chumbo segundo Reynolds. Anteriormente esses cortes foram examinados 

ao microscópio eletrônico Zeiss EM-900 operando a 50KV e fotografias digitalizadas 

foram obtidas. 
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3.7 Análise do perfil protéico de frações enriquecidas da membrana plasmática 

3.7.1 Isolamento e extração de proteínas de frações enriquecidas de membrana  

plasmática 

A determinação da quantidade de material vegetal a ser usado foi de extrema 

importância para o desenvolvimento do protocolo. Para tanto, fez-se o uso de cerca 

de 90g de material vegetal fresco na fase estacionária e log. Todo o processo de 

extração foi realizado em banho de gelo (4°C) utilizando-se de nitrogênio líquido. 

Para cada 6g de material vegetal 6mL do tampão de extração (sacrose 250mM, 

glicerol, 10%, Tris-base 10mM, KCl 100mM, EDTA 5mM  e pH 8) foi adicionado. 

Uma vez extraídas, as amostras foram centrifugadas a 1500g por 10 min a 4°C 

(Sorval Beckman - L8 M). O sobrenadante foi coletado, aliquotado e 

ultracentrifugado a 100.000g por 30 min a 4°C (Sorvall Beckman, rotor tipo 40). Após 

a ultracentrifugação o pellet foi ressuspendido em 3mL do tampão contendo: glicerol  

10%, Tris-HCl pH 7,6 100mM e EDTA  5mM e aplicado sobre um gradiente de 

sacarose de 45 e 25% previamente preparado (sacarose 45 e 25 %, Tris-HCl pH 7,6 

100mM e EDTA 5mM) e posteriormente levados a ultracentrigação por 100.000 g a 

4°C por 90 min (Sorvall Beckman, rotor tipo SW– 40). 

  Em seguida pode-se observar a formação de uma interface entre os 

gradientes 45 e 25%. Esse material correspondente a frações enriquecidas com 

membranas plasmáticas, foi coletado com o auxílio de pipeta Pasteur (LEHNER, et 

al, 2003). 



30

 Em todo o processo de isolamento e extração de proteínas de membrana fez-

se o uso de DTT (5mM) e PMSF (1mM).  

O processo final de preparação das frações enriquecidas com membrana 

compreendeu a precipitação das proteínas em etanol e acetona (1:1:3). Essa mistura 

foi centrifugação a 15.000g a 4°C por 30 minutos onde o sobrenadante foi retirado e 

deixado over-night a –20°C. Na seqüência fez-se a adição 50 L de tampão tris 8,7 

dando continuidade a  eletrofose bidimencional. 

3.7.2 Eletroforese bidimensional  

Inicialmente, a solubilização das proteínas foi realizada na presença de Uréia 

(8 M), CHAPS (5%), DTT (70mM), IPG Buffer (0,8%) e bromofenol blue (0,5%).  As 

proteínas contidas na amostra foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), 

de forma que 75 g de proteínas fossem aplicadas em cada fita linear (18cm) com 

gradiente de pH fixado em  3-10. Com o objetivo de aumentarmos a solubilização de 

proteínas integrais e periféricas presentes nas membranas, reduzimos a 

concentração de uréia (8 – 7M), acrescentamos 2M de tiouréia, 2% ASB –14 

(CHEVALLET et al., 1998) e retiramos o CHAPS da solução de solubilização. 

 A focalização ocorreu sob uma programação pré-definida no qual a soma 

total de horas fosse igual a 59,800 Vh (fase log) e 55,000 Vh (fase estacionária) a 

uma corrente de 50 A.

Antes de ser realizada a separação pelo peso molecular fez-se o equilíbrio 

(hidratação) da fita em 2etapas. Na primeira etapa, a fita foi encubada por 12 min em 

uma solução contendo Tris-HCl 50mM pH 8,4,Uréia (6M), Glicerol 30% , SDS (2%) e 

DTT (2%). Na segunda etapa, iodoacetamida (2,5%) e azul de bromofenol (0,5%) 
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foram adicionados aos componentes da primeira etapa. Nessa fase a fita 

permaneceu por um período de 10 min. A iodoacetamida é utilizada nessa etapa 

para alquilar o DTT restante no processo. 

 Após o equilíbrio, a fita foi colocada sob um gel de gradiente (8-18%) de 

poliacrilamida. Para a visualização dos “spots” o gel foi corado com solução de 

nitrato de prata. Tanto o processo de eletroforese quanto o de coloração do gel 

foram baseados no trabalho de Di Ciero et al. (2004), seguido de pequenas 

modificações. 

Os géis foram lidos em "scanner", digitalizados e analisados por software 

específico para encontrar “spots” diferentes. A massa e o PI (ponto isoelétrico) dos 

“spots” diferentes serão submetidos a um banco de dados (SWISSPROT) para 

identificação de possíveis proteínas candidatas (WILKINS et al., 1997). Não havendo 

outras informações, os “spots” com diferenças consistentes poderão ser excisados e 

enviados para sequenciamento, por espectrometria de massa ou  das extremidades 

N-terminais. A partir destas seqüências, serão feitas comparações com seqüências 

depositadas em banco de dado (BLASTP). 

Salienta-se, no entanto que para efeito de futuras comparações, já existe um 

diretório com as principais proteínas da membrana de Nicotiana tabacum (ROUQUIÉ 

et al., 1997). 

3.8 Atividade das H+ ATPases em vesículas de membrana plasmática 

Os ensaios enzimáticos da Atividade H+ ATPásica para comprovação da 

metodologia de purificação de membrana plasmática foi desenvolvido a partir dos 

trabalhos de Yan et al., (1998) e Zörb et al., (2005), onde  o ortovanadato de sódio 
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foi usado como inibidor específico da atividade H+ ATPases e encontra-se em fase 

de adaptação no laboratório. 

A atividade ATPásica foi determinada colorimétricamente mediante a 

quantificação do fósforo inorgânico (Pi) liberado da hidrólise de ATP exógeno. A 

reação foi disparada pela adição de 0,05 mg da proteína enzimática a 0,5 mL de 

tampão MES (pH 6,5) contendo sulfato de magnésio 5mM, cloreto de potássio 

50mM, Brij 58 0,02% e 5mM de ATP, na ausência e na presença da Na3VO4. A 

hidrólise de ATP representa a atividade sensível a 0,2 mM de vanadato. A reação foi 

interrompida, após 30 min de incubação a 30°C, pela adição de 1mL de ácido 

tricloroacético (TCA) 10% (v/v) gelado (FAÇANHA et al, 2002; ZÖRB et al, 2005). O 

produto obtido foi quantificado por leitura espectrofotométrica a 750nm (FISKE e 

SUBBAROW, 1925). A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente de 

extinção do Pi, ou seja, pela diferença entre tratamentos com e sem ortovanadato de 

sódio (0,2 mM).  

A formação do gradiente de prótons através da membrana plasmática de 

vesículas com a membrana invertida foi medida pela corante acridina orange (AO) 

pela leitura a 492nm. A excitação foi monitorada constantemente usando um 

espectrofotômetro (Perkin Elmer – mod. Lambda Bio). O meio reacional de ensaio foi 

composto por: 5mM de MES (pH 6,5), 7,5µM de acridina orange, 100mM de KCl, 

1mM sacarose (ajustado para pH 6,5 com MES), Brij 58 0,05%, e 50 µg de proteínas 

de membrana de células, finalizando um volume final de 1,5 mL. Após o equilíbrio 

das vesículas com o meio reacional (aproximadamente 20 minutos), a reação foi 

iniciada pela adição de Mg-ATP (mistura de sulfato de magnésio e ATP-dissódico, 

com pH ajustado para 6.5 com MES) dando uma concentração final de 5mM. A 

reação ocorreu a uma temperatura de 25°C.  
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3.9 Delineamento Experimental 

O delineamento experimental será realizado por blocos inteiramente 

casualisado, usando pelo menos três repetições. Para cada tratamento diferente, 

células testemunhas (controle) foram tratadas da maneira idêntica, mas sem o 

tratamento em questão. 



34

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO   

4.1 Determinação das condições de exposição das células a pH baixo 

Sabe-se que diversos fatores podem influenciar na resposta de células 

vegetais a pH baixo. Portanto, inicialmente procurou-se examinar quais condições 

experimentais seriam mais adequadas para se expor às células a acidez. 

Idealmente, buscou-se um procedimento e condições que fossem simples e que não 

causassem excessivamente severos às células e onde o pH do meio externo fosse 

bem controlado.  

A princípio, o modo mais simples de expor as células a ambiente ácido seria 

trocar o meio de cultura por outro a pH baixo. Além da simplicidade, este sistema 

possui a vantagem de não se precisar lavar as células antes do tratamento, evitando 

assim manipulações desnecessárias das células, e porque garantiria que as células 

permaneceriam em um meio onde as demais condições fossem favoráveis ao seu 

crescimento. Assim, os primeiros testes de exposição das células ao baixo pH foram 

conduzidos por meio da incubação das células de tabaco na fase log (2d) e 

estacionária (7d) de crescimento no meio de cultura completo apenas com variação 

do pH (4,0; 4,5 e 5,7). No entanto, sabe-se que a composição do meio pode afetar a 

sensibilidade das células à acidez, principalmente a presença de cátions. Quando se 

expôs as células a pH baixo em meio de cultura completo, os resultados foram 

erráticos, provavelmente devido ao fato de ser um meio relativamente rico, contendo 

diversos íons que poderiam influenciar no efeito do pH baixo sobre as células ou 

mesmo na alteração do pH pelas próprias células (exemplo: K+ 20mM; Ca2+ 3Mm; 

NH4
+ 20,6mM; NO3

- 39,4mM). Um exemplo destes testes está ilustrado na Figura 

4A, onde se acompanhou as células por três horas.  
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O pH do meio de cultura mudou em todos os tratamentos e houve a tendência 

de se aproximar de um mesmo valor ao final de 3 horas de exposição da cultura 

(Figura 4B). Os valores finais de pH foram de 4,85; 4,83 e 4,89 para os tratamentos 

com pH ajustado inicialmente para 4,0; 4,5 e 5,6 respectivamente, evidenciando a 

capacidade de tamponamento das células dentro do meio de cultura completo e 

levantando dúvidas quanto ao uso do tampão em questão (MÊS, pKa = 6,1), já que o 

MES tem por finalidade manter o pH do meio de cultura entre 6,2-6,3 (OHAWAI. 

SUGAHARA, 1997). 
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Figura 4 Tratamento (testes iniciais) de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 na 
fase log da cultura (2 dias) em meio de cultura completo com variações no pH. (A) 
Viabilidade celular; (B) pH do meio de cultura ao longo do tratamento. Células na 
fase estacionária mostraram-se insensíveis com viabilidade próxima a 90% (dados 
não mostrados). As barras representam o erro padrão (n=3).
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4.1.1 Exposição das células a pH baixo em soluções simples com baixa força 

iônica

Outro teste realizado, na busca de uma solução de tratamento adequado para 

a exposição de células de tabaco ao baixo pH, foi a diluição do meio de cultura pela 

metade (1/2) e redução na concentração de sacarose de 88mM para 11mM (1/8). Na 

literatura, a composição das soluções de tratamento a pH baixo tem sido variada de 

acordo com a cultura em questão (TODE; LÜTHEN; 2000; KOYAMA, 2001; EL-

KHAWAS, 2004). Um  

As Figuras 5A e B exemplificam estes testes, onde se acompanhou a 

viabilidade celular e o pH da solução por duas horas. A viabilidade das células 

sofreu ligeira redução em todos os tratamentos, enquanto o pH das soluções 

novamente se alterou, apresentando a tendência de convergirem para um mesmo 

valor. O pH das soluções ficou relativamente estável após 60 minutos de exposição 

(Figura 5 A e B).   

Além disto, as células não se mostraram muito sensíveis ao pH baixo nestas 

condições. Possivelmente os efeitos da alta concentração de íons presentes na 

solução de tratamento contribuíram para valores ainda altos de viabilidade. 
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Figura 5 Tratamento (primeiro teste) de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 na 

fase log da cultura (2 dias) em meio de cultura diluído com diferentes valores de pH. 

Os sais inorgânicos do meio foram diluídos à metade da concentração original e a 

sacarose a 1/8 (concentração final de 11mM). (A) Viabilidade celular; (B) pH do 

meio de cultura ao longo do tratamento. As barras representam o erro padrão (n=3). 
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Uma vez que os resultados não foram satisfatórios partiu-se para o uso de 

soluções de composição mais simples, contendo apenas Ca, K e um tampão. 

Tomou-se como base solução utilizada anteriormente para tratar células de BY-2 a 

pH baixo e alumínio (SOUZA, 2004). Com exceção da ausência de Al, a composição 

da solução foi a mesma e consistia de CaCl2, KCl e tampão MES, nas 

concentrações de 2, 10 e 10mM, respectivamente. Outra alteração em relação ao 

trabalho de Souza (2004) foi o tempo de exposição, que foi reduzido pela metade 

(60 minutos). 

O aumento no tempo de exposição da cultura ao baixo pH (30  60 min) sob 

influência das soluções simples fez com que a viabilidade celular fosse diminuída 

nos tratamento com células na fase log quando comparadas com o controle a pH 5,6 

(Figura 6).   

Após 30 e 60 minutos de exposição os valores de pH foram constantes 

(Figura 6). O teste realizado com células na fase estacionária sob as mesmas 

condições acima citada mostrou-se insensíveis ao baixo pH (viabilidade próxima a 

98%). O aumento no tempo de exposição da cultura ao baixo pH reflete num maior 

efeito nocivo às funções fisiológicas das plantas (LU; SUCOFF, 2001; KOYAMA, 

2001), desde que o nível de cálcio e potássio presente na solução seja mantido 

constante sob baixa concentração (KOYAMA, 2001). O aumento no tempo de 

exposição das plântulas de A. thaliana ao baixo pH (4,8) em soluções contendo 

apenas Ca2+ propiciaram menores danos a raízes quando comparados aos 

tratamentos com a presença de cátions monovalente (K+).  
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Figura 6 Exposição da cultura de células Nicotiana tabacum cv. BY-2 a soluções 
padrão de tratamento: Ca2+ (2mM); K+ (10mM) e tampão MES (10mM) sob 
diferentes pH ao longo de 60 min.  As barras representam o erro padrão (n=3). 

4.1.2 Uso de diferentes tampões de pH nas soluções de tratamento 

Na tentativa de manter o pH da solução de tratamento constante durante todo 

o período de exposição das células de tabaco cv. BY-2, procurou-se outro tampão 

com pKa mais apropriado do que o MES. O uso de tampões em células vivas nesta 

faixa de pH é problemático, pois a maioria dos tampões com pKa adequado são 

ácidos orgânicos (tais como citrato, acetato e succinato), podendo ser metabolizados 

ou ainda afetar a permeabilidade da membrana plasmática direta ou indiretamente 

(JACKSON; ST-JOHN; 1980). De fato, dos tampões biológicos conhecidos e usados, 

o que apresenta pKa mais baixo é o MES.  

Resolveu-se testar o tampão biftalato de potássio (BIF) que apresenta um pKa

de 4,1. Desta forma, duas concentrações deste tampão (10 e 20 mM) e uma 

combinação de biftalato e MES foram inicialmente testadas (Figura 7) utilizando-se 

das soluções simples, contendo apenas CaCl2 e KCl (além do tampão).  
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Houve um pequeno efeito do biftalato sobre a viabilidade das células. Mesmo 

sob pH controle (pH 5,6), a presença de 10mM de biftalato diminuiu a viabilidade 

para cerca de 85% (Figura 7) em relação do uso de MES (95%). 

Por outro lado, o tamponamento das soluções foi bastante eficiente, pois os 

valores de pH das soluções de tratamento mantiveram-se constantes (Figura 8) 

independente da concentração ou combinação do tampão utilizada (MES/BIF 10mM; 

BIF 10 mM  ou BIF 20 mM). 
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Figura 7 Viabilidade de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 na fase log expostas 
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As barras representam o erro padrão (n=3). 
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cultura de células Nicotiana tabacum cv. BY-2 na fase log, sob diferentes 
combinações de tampões: MES/BIF 10mM; BIF 10 mM ou BIF 20 MES. As barras 
representam o erro padrão (n=3). 

4.1.2.1 Crescimento da cultura de tabaco na presença dos dois tampões 

Diante dos resultados obtidos, o biftalato pareceu ser um bom candidato a 

tampão para nossos experimentos, pois o pH foi efetivamente tamponado sem 

mostrar grandes conseqüências para as células. A pequena redução na viabilidade 

parecia aceitável. Kinraide e Sweeney (2001) relatam que o homopipes, tampão 

usado algumas vezes para estudos em plantas na faixa de pH de 4 ao 5, inibiu o 

alongamento das raízes um pouco.  

No entanto, havia necessidade de confirmar que o biftalato não afetava 

negativamente as células. Para isto, foi examinado o crescimento da cultura na 

presença dos dois tampões (MES e BIF) (Figura 9). Observou-se um aumento no 

volume de células de tabaco BY-2 ao longo do tempo (Figura 9 – foto A) quando 

colocadas para crescer em meio de cultura completo com tampão MES e sob 
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condições normais de crescimento. De contrapartida, a presença do tampão biftalato 

inibiu o aumento do volume de células compactadas ao longo do mesmo período 

analisado (Figura 9 – foto B). 

A curva de crescimento da cultura em meio completo representada na Figura 

9 retrata a mesma tendência no crescimento descrita por outros autores (SEALS; 

RANDAL, 1997; MATSUOKA, et al, 2004; GEMPERLOVÁ, et al, 2005) onde 

verificamos dois pontos marcantes: (1) entrada na fase log de crescimento aos 2 

dias após o sub-cultivo em meio novo e (2) estabilidade no índice de células 

compactadas caracterizando a fase estacionária a partir do 5°- 7° dia de cultivo.   

 Por meio da comparação do índice de células compactadas ao longo do 

período de crescimento (1 semana) verificou-se efeitos nocivos do tampão biftalato 

sobre o crescimento celular (Figura 9). Por algum motivo não houve crescimento da 

cultura durante os 7 dias de análise. O crescimento ficou estagnado a partir do 3° dia 

de cultivo, sendo praticamente nulo durante o restante do período.  

A presença do tampão biftalato diminuiu a variação do pH da cultura ao longo 

do período de cultivo (Figura 9). Conseqüentemente, seu dano celular foi maior, uma 

vez que os valores de viabilidade celular observados foram diminuindo ao longo do 

tempo. Esse efeito negativo sobre a viabilidade pode estar relacionado com baixa 

absorção de íons ou mesmo competição iônica existente no meio de cultura 

(MARCHENER, 1995) onde o biftalato esteve presente.  

 Apesar dos resultados indicarem que o biftalato inibiu o crescimento das 

células em meio completo, continuou-se utilizando os dois tampões, biftalato e MES, 

para efeito de comparação, pois se por um lado o biftalato foi capaz de manter o pH 

estável durante o tratamento, por outro lado, sabe-se que o MES não apresenta 

efeitos negativos sobre as células. Além disto, o biftalato, não afetou a viabilidade 
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das células. Portanto, se os resultados com ambos os tampões forem semelhantes, 

pelos menos durante o tempo de exposição da cultura a baixo pH, pode-se 

considerar que sejam representativos da realidade durante os períodos amostrados.  
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Figura 9 Crescimento da cultura de Nicotiana tabacum cv. BY-2 em meio de cultura 
MS suplementado com tampão MES ou biftalato de potássio.  Avaliação do número 
de celular compactas (7d) e flutuações no pH do meio durante o período (7d). As 
fotos exemplificam o volume de células compactadas da cultura na presença do 
tampão MES (A) e biftalato (B) a partir da coleta diária de 4,5mL de suspensão em 
cada tratamento. As barras representam o erro padrão (n=3). 
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4.2. Caracterização da sensibilidade das células de tabaco cv. BY-2 a pH baixo 

Antes de prosseguidos nas investigações dos possíveis efeitos do baixo pH e 

dos tampões sobre a cultura de células de tabaco BY-2, fizemos a exposição dessas 

ao longo do tempo (7dias) à solução padrão de Ca2+ (2mM); K+ (10mM) e tampão 

MES (10mM), mantendo-se o pH constante (4,2) ao longo de 60 min. Observamos o 

comportamento padrão de sensibilidade normal da cultura de células de tabaco 

(Nicotiana tabacum) cv. BY-2 mediante a submissão das mesmas em ambientes 

ácidos. 

A curva de sensibilidade da cultura em condições normais de crescimento 

(Figura 10) demonstra que a sensibilidade dessas células ao baixo pH ocorre 

realmente na fase log (2-3d) e que a partir do 4º dia essas células tornam-se 

tolerantes à alta concentração de prótons. Pode-se verificar o tamponamento do pH 

do meio da cultura no decorrer das coletas diárias. Esse comportamento também foi 

verificado por Pasqua et al. (2002), ao trabalhar com cultura de tecidos de tabaco (cv 

Samsun) na presença do meio MS com diferentes valores de pH iniciais (3, 4, 5, 6, e 

7). No final do cultivo, o pH do meio de cultura em que as células se encontravam foi 

próximo ao inicial para células cultivadas em meio MS com tampão MES (5,6 ± 0,1).  
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Figura 10 Viabilidade de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 oriunda de cultura 
normal (meio MS suplementado com tampão MES) e alterado (presença do tampão 
BIF) em função do tempo (curva de sensibilidade). Dados de viabilidade obtidos 
após 1 h de exposição à soluções padrão contendo: Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e 
tampão MES (10mM) a pH constante (4,2).  As barras representam o erro padrão 
(n=3). 

4.2.1 Variação do pH das soluções de tratamento 

Conforme descrito antes, optou-se pelo usar uma solução simples composta 

por CaCl2 (2mM), KCl (10mM) e tampão MES ou biftalato (10mM). Em todos os 

controles foram utilizadas soluções com o uso do tampão MES para efeito de 

comparação.  

Uma vez definido a questão dos tampões e o tempo de exposição ao pH baixo, 

realizaram-se experimentos em que o pH foi variado, enquanto que os demais 

fatores permaneceram constantes. Nessas condições, os valores de pH das 

soluções não se mantiveram constantes ao final dos experimentos com o uso de 

MES, como demonstrado anteriormente, entretanto a viabilidade celular sofreu um 

aumento gradativo diretamente proporcional ao aumento do pH das soluções, 
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demonstrando que a ação do baixo pH, mesmo que inicial, causa danos nas 

estruturas celulares (Figura 11A e B), independente do tampão usado.  

Estes resultados são um pouco diferentes do esperado, que era de uma curva 

sigmóide, onde haveria uma queda mais acentuada na permeabilidade da 

membrana a trypan blue quando o pH fosse sendo abaixado em torno de 4,8 a 4,5.  

A manutenção do pH das soluções pelo biftalato resultou em viabilidades 

celulares apenas um pouco mais baixos nos tratamentos sob pH mais ácidos (3,8 – 

4,8), como mostra a Figura 11B. Assim verifica-se que a manutenção do pH 

interfere, mas não sobremaneira, na viabilidade celular, ou seja, os efeitos do pH 

baixo talvez ocorram nos primeiros minutos de exposição. 

Testes com células na fase estacionária mostram a tolerância da cultura a 

baixo pH, visto que a viabilidade da cultura alcançou valores próximos a 95% em 

todas as condições (dados não mostrados). 

Os danos causados pelo baixo pH podem ter alterado o atividade das ATPases 

e a  composição lipídica da membrana plasmática (CARMELO et al, 1996; 

CORREIA; RIVAS; BARNEIX, 1999) das células de tabaco na fase log, o que refletiu 

na redução da viabilidade da cultura.  

Sabe-se, no entanto, que a manutenção do pH citoplasmático para a 

sobrevivência das espécies é em torno de neutro e que isso só é possível graças ao 

armazenamento ou liberação dos H+ pela ATPases de membrana (YAN et al., 1998).     
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Figura 11 Exposição de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 ao baixo pH 
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4.2.2 Variação na concentração de Ca nas soluções de tratamento 

O nível de cálcio em soluções onde o pH foi fixado em 4,2 foi variado tanto na 

presença do tampão MES quanto na presença do tampão biftalato. A Figura 12A e B 

mostram claramente que quando o nível de cálcio nas soluções de tratamento foi 

aumentado, a viabilidade celular sofreu um incremente proporcional ao aumento dos 

níveis desses íons. Esse aumento foi pronunciado a partir de 2mM (50% viabilidade) 

atingindo valor máximo de viabilidade (92%) com 20mM de cálcio em solução. O 

aumento na viabilidade celular em função do aumento do número de cátions 

divalentes presentes na solução de tratamento sob baixo pH também foram 

observados por Koyama et al., (2001) ao exporem raízes de plântulas de 

Arabidopsis thaliana há tempos curtos (0,5 e 2 h).  O pH médio das soluções após a 

exposição de 60 minutos foi superior ao inicial (4,2) atingindo um valor médio de 4,6 

ao final do experimento (Figura 12 A).  

O uso do biftalato de potássio sob as mesmas condições de tratamento acima 

(variação de cálcio) novamente favoreceu a manutenção do pH das soluções de 

tratamento. No entanto, assim como no tratamento com tampão MES, o aumento 

nos níveis de cálcio contribuiu para o aumento no número de células viáveis. Um 

percentual de 50% de células viáveis também foi atingida com o nível de 8mM de 

cálcio para este tratamento. Um aumento na concentração de cálcio para 20mM fez 

com que a viabilidade da cultura atingisse níveis próximo aos do controle (94%) 

mesmo sob condições de alta concentração de prótons – pH 4,2 (Figura 13B). 

Possivelmente esse resultados tenham sido obtidos devido ao controle do pH 
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citossólico decorrente do aumento da atividade das ATPases (H+) visto que o íons 

Ca2+  e H+ atuam como mensageiros secundários (FELLE, 2001). 
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Figura 12 Exposição de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 ao baixo pH 
por 1 h. Variações da concentração de CaCl2 presente na solução de incubação e 
tratamento.  Testes realizados na presença do tampão MES e biftalato de potássio. 
A – valores de viabilidade; B – variações no pH final após exposição. As barras 
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4.2.3 Variação na concentração de K nas soluções de tratamento  

Aumentos na concentração de potássio nas soluções de tratamento também 

contribuíram de forma positiva na viabilidade celular, mas foram necessárias 

concentrações bem mais altas do que as de Ca. Esta diferença foi aproximadamente 

de uma ordem de magnitude. Deve-se a isso a capacidade desses cátions de se 

ligaram à parede celular das células. Sabe-se que o potássio é assimilado pela 

planta com maior rapidez do que o cálcio, pois é um íon monovalente 

(MARSCHENER, 1995). A viabilidade atingiu um valor máximo para a concentração 

de 80mM de K com o uso do tampão MES (Figura 13A). Níveis de íons K acima 

desse patamar resultaram no declínio de viabilidade, talvez decorrente de plasmólise 

insipiente observada em microscopia óptica. Assim como observado nos tratamentos 

com soluções de Ca2+ o pH das soluções de K+ também se manteve ao redor de 4,6 

ao final do período de tratamento (Figura 13A). O controle para este tratamento 

alcançou valores de pH 5,6 e viabilidade de 87,1% ao final do tratamento (MES). 

Desta maneira os resultados obtidos são suportados por diversos estudos que 

demonstram que o uso de soluções simples contendo apenas CaCl2, com baixa 

força iônica melhoram os efeitos agressivos da alta concentração de prótons em 

raízes (KOYANA ET AL, 1995; YOKOTA; OJIMA, 1995). Quase sempre os efeitos 

do baixo pH são amenizados por doses crescentes de cátions (KOYAMA, 2001). 

 A substituição do tampão MES por biftalato nas soluções de incubação e 

tratamento acarretou numa redução do pH médio (4,6 – 4,3) ao longo do período 

analisado para as soluções de potássio. Essa redução de 0,3 pontos foi suficiente 

para reduzir visivelmente o nível de viabilidade celular ao longo dos tratamentos em 
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relação ao uso do tampão MES. A viabilidade celular sofreu declínio somente no 

tratamento onde a concentração de potássio foi de 200mM (Figura 13B). 
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Figura 13 Exposição de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 ao baixo pH 
por 1 h. Variações da concentração de KCl presente na solução de incubação e 
tratamento.  Testes realizados na presença do tampão MES e biftalato de potássio. 
A – valores de viabilidade; B – variações no pH final após exposição. As barras 
representam o erro padrão (n=3).
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4.2.4 Acréscimo de sacarose na solução de tratamento 

Quando se adicionou sacarose à solução de tratamento, houve um aumento 

na viabilidade celular diretamente proporcional ao aumento na concentração de 

sacarose na solução de pré-tratamento e tratamento (Figura 14).  O pH final das 

soluções de tratamento sob pH baixo (4,2) sofreu pequena variação (± 0,2).  

Os efeitos protetores da alta concentração de sacarose no meio de pré-

tratamento sob baixo pH ainda não estão totalmente elucidados. Ao que tudo indica 

parece haver uma proteção mecânica a membrana plasmática.  

Evidências indicam uma maior estabilidade na bicamada lipídica (proteção 

física) em função de alterações no número de ácidos graxos saturados/insaturados, 

(NAVARI-IZZO, et al, 1993) no entanto para afirmarmos necessitaríamos de maiores 

investigações. 

Embora esse aumento na viabilidade fosse obtido pela adição de sacarose 

nas soluções, nenhuma das concentrações testas foram suficientes para que a 

viabilidade fosse próxima ao controle (97 %).  Uma percentagem de viabilidade ao 

redor de 90 % foi obtido  com a concentração de 100 mM.  
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Figura 14 Efeito de doses crescentes de sacarose às soluções de tratamento a baixo 
pH (1h) sobre a viabilidade de células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na 
fase log.  A adição de sacarose às soluções de tratamento foi feita na presença do 
tampão MES. As barras representam o erro padrão (n=3). 

4.2.5 Conteúdo de proteínas solúveis totais, aminoácidos solúveis totais e 

prolina em células de tabaco (Nicotiana tabacum) BY-2 tratadas a pH baixo 

A maioria dos trabalhos consultados na literatura deixa claro o papel dos 

osmólitos compativeis (prolina, açúcares solúveis e aminoácidos solúveis) na 

regulação do metabolismo celular  principalmente mediante a situações de estresse 

hídrico e salino (STINES et al., 1999; PIZA et al., 2003; YANAMINE, et al., 2004)  

como forma de proteção da membrana plasmática, principalmente em plantas 

adaptadas (NAKAYAMA et al, 2000). 

Com relação ao conteúdo de proteínas solúveis totais extraídos do material 

vegetal fresco notamos que os maiores valores foram obtidos em células na fase 

estacionária de crescimento (Figura 15), independente dos valores de pH em que foi 

exposta a cultura (5,6 ou 4,2) na presença da solução padrão de crescimento.  

Esses resultados são esperados visto que células na fase log apresentam um 
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aumento constante na sua divisão celular em relação a células na fase estacionária 

de crescimento. Isso consequentemente reflete num elevado índice mitótico 

(MATSUOKA, et al., 2004) levando a um possível aumento na síntese de proteínas. 
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Figura 15 Conteúdo de proteínas solúveis totais em células de tabaco (Nicotiana 
tabacum) cv. BY-2, após exposição ao tratamento com soluções simples contendo 
Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e tampão MES (10mM) a pH baixo (4,2) e controle (5,6). 
Tempo de exposição igual a 1 h. As barras representam o erro padrão (n=3).  

        O conteúdo de aminoácidos solúveis totais em suspensões celulares de 

Nicotiana tabacum cv BY-2 são diferentes nas duas fases de crescimento estudas 

(log e estacionária). A exposição da cultura ao baixo pH (4,2) não afetou a resposta 

para células na fase log. Já células na fase estacionária apresentam-se com níveis 

distintos de aminoácidos quando expostas ao baixo pH e tratamento padrão (Figura 

16). 
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Figura 16 Conteúdo de aminoácidos soluveis totais encontrado em células de 
tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 após exposição ao tratamento com soluções 
simples contendo Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e tampão MES (10mM) a pH baixo (4,2) 
e controle (5,6). Tempo de exposição igual a 1 h. As barras representam o erro 
padrão (n=3).  

A tendência geral dos níveis de prolina parecem obedecer o mesmo 

comportamento acima descrito,  ou seja, células na fase estacionária  independente 

do tratamento, apresentam elevados conteúdos de prolina (Figura 17). Houve um 

aumento nos níveis de prolina nas células estacionárias quando submetidas ao 

tratamento com baixo pH.  Desta forma, parece haver uma correlação positiva entre 

os níveis de aminoácidos solúveis e prolina nessa sistema celular.   

Ao compararmos as Figuras 16 e 17 verificamos que a prolina constitui 

grande parte dos aminoácidos solúveis com células que se encontram na fase 

estacionária de crescimento. Podemos atribuir esses valores principalmente ao 

próprio esgotamento natural do meio de cultura e o aumento no volume de células 

por mL, caracterizando o cultivo na células estacionária (7 dias). Análise do 

conteúdo total de proteínas liberadas no meio de cultura por células de Nicotiana 

tabacum cv. BY-2 demonstram a presença de aproximadamente 100 proteínas 
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diferentes (glicoproteínas na sua maioria) presentes no meio de cultura (OKUSHIMA, 

2000). 
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Figura 17 Conteúdo de prolina encontrado em células de tabaco (Nicotiana 
tabacum) cv. BY-2 após exposição ao tratamento com soluções simples contendo 
Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e tampão MES (10mM) a pH baixo (4,2) e controle (5,6). 
Tempo de exposição igual a 1 h. As barras representam o erro padrão (n=3). 

De acordo com os dados apresentados para proteínas solúveis totais, 

aminoácidos solúveis e prolina, a pré – incubação das células a baixo pH não foi 

suficiente para diminuir os níveis desses osmólitos compatíveis. Esses dados são 

discordantes com os obtidos  por El-Khawas (2004), que verificou que sementes 

(Triticum vulgaris L. Cv. Sids) de trigo quando pré-incubados sob condições de baixo 

pH (4,5) tiveram seus valores de proteínas solúveis totais, prolina e aminoácidos 

diminuído sob essas condições. 
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4.2.6 Recrescimento da cultura de tabaco após exposição a baixo pH 

Não houve recrescimento nos tratamentos envolvendo baixo pH (4,2 e 4,8) 

por outro lado, a presença de sacarose (88mM) na solução com baixo pH (4,2) 

favoreceu a manutenção da viabilidade celular e o aumento no índice de 

compactação das células ao longo de todo o período (Figura 18). 

A partir do 2° dia de recrescimento nota-se aumento na viabilidade celular da 

cultura sob condições normais (CT) e no tratamento a baixo pH onde foi suprido de 

sacarose. Possivelmente devido à proteção física desse componente às membranas 

celulares. Esse aumento na viabilidade também pode ser acompanhado através do 

índice de células compactadas no mesmo período de análise (dados não 

mostrados).  

Com base nos resultados acima apresentados a caracterização inicial da 

cultura quanto ao baixo pH foi padronizada. Essa etapa foi crucial para o 

desenvolvimento final do trabalho. 
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Figura 18 Recrescimento de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2 na fase log, 
após exposição (1h) ao tratamento com soluções simples contendo Ca2+ (2 mM); K+

(10mM) e tampão MES (10mM) em pH baixo (4,2; 4,8), pH 4,2 acrescido de 3% de 
sacarose e  pH controle (5,6). As barras representam o erro padrão (n=3). 

4.3 Avaliação do possível papel das ATPases na sensibilidade celular a pH 

baixo

4.3.1 Adição de dicicloexilcarbodiimida (DCCD) nas soluções de tratamento

A dicicloexilcarbodiimida (DCCD) é um inibidor da atividade H+-ATPásica. 

Para examinar se uma inibição de ATPases teria algum efeito sobre a sensibilidade 

a pH baixo, o DCCD foi adicionado na solução padrão de lavagem e tratamento. 

 A presença de DCCD nas soluções de tratamento, tanto a pH 4,2 quanto a 

5,6, praticamente não alterou a viabilidade das células de BY-2 (Figura 19A) que 

estavam na fase estacionária de crescimento (7d). Por outro lado, a adição de 

DCCD às soluções de lavagem e tratamento levou a uma redução na viabilidade das 

células da fase log (2d), tanto nas soluções a pH 4,2 quanto a pH 5,6.  

Curiosamente, a presença de 160µM de DCCD parece não ter afetado muito a 
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viabilidade em qualquer dos tratamentos, tanto nas células da fase log quanto da 

fase estacionária.  

Como o DCCD é solubilizado em etanol, foram realizados controles com o 

objetivo de verificar possíveis efeitos do etanol sobre a viabilidade celular. Para 

tanto, foi usado a concentração máxima de etanol, correspondente ao tratamento de 

DCCD a 160µM, diluído às soluções de lavagem e tratamento (Figura 19A).  

Como já discutido, as células de tabaco BY-2 são insensíveis ao baixo pH na 

fase estacionária de crescimento (VITORELLO et al, 2005). No entanto, pelo uso de 

inibidores de ATPases objetivou-se alterar esse padrão de resposta, ou seja, torná-

las sensíveis à alta concentração de prótons, uma vez que a inibição das ATPases 

poderia levar estas células a tornaram-se sensíveis ao baixo pH. No entanto, isto 

não ocorreu.  

A inibição de ATPases, pelo uso de DCCD, não pareceu ter qualquer relação 

com a sensibilidade a pH baixo. Em células na fase estacionária, a aplicação de 

DCCD não teve efeito sobre a viabilidade das células tratadas tanto a pH 4,2 quanto 

a pH 5,6. A única exceção talvez foi nas células tratadas com 160 M de DCCD e pH 

4,2, onde observou-se pequena queda na viabilidade das células da fase 

estacionária.  

Já nas células da fase log, a aplicação de DCCD reduziu a viabilidade das 

células tratadas tanto a pH 4,2 quanto a pH 5,6, indicando que estas células, ao 

contrário das células da fase estacionária, são sensíveis à inibição de ATPases, mas 

que isto ocorre por motivos não relacionados ao pH externo. Não se conhece o 

motivo da recuperação da viabilidade celular quando o DCCD foi aplicado na 

concentração de 160 M nestas células. 
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Células internodais de algas (Chara corallina) expostas à concentração de 

75 M de DCCD tiveram sua atividade de bombeamento de prótons da membrana 

plasmática diminuída para zero (TSTSUI; OHKAWA, 2001), possivelmente devido à 

ligação covalente do DCCD ao grupo carboxil dos resíduos de aminoácidos em 

domínios hidrofóbicos de várias proteínas de membranas (RUBAN, et al, 1998), 

através de mudanças conformacionais, levando indiretamente a inibição da hidrolise 

de ATP (HAROLD., BAARDA, 1969).  Esses resultados são concordantes com os 

obtidos com células de tabaco cv BY-2 na fase log de crescimento (Figura 19A e B). 

Os movimentos nictináticos das folhas de Phaseolus coccineus L. foram estudados 

por Bialczyr e Lechowshy (1990) através do bloqueio dos canais de cálcio e pelo uso 

do DCCD, inibidor não específico das H+-ATPases. O uso do DCCD na 

concentração final de 20 M foi suficiente para que houvesse uma diminuição de K+ e 

malato nas folhas dessa leguminosa, justificando assim,  o uso desse composto em 

estudos in vivo.  
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Figura 19 Efeito do DCCD sobre a viabilidade da cultura de células de tabaco BY-2 
em diferentes fases de crescimento, log (2d) e estacionária (7d). Os acréscimos de 
DCCD foram realizados em soluções padrão de tratamento composta por CaCl2;
KCl+ e MES (2:10:10 mM) com o pH inicial de tratamento ajustado para 5,6 (A) e 4,2 
(B). A viabilidade na presença de 0,1% de etanol foi próxima ao tratamento sem a 
presença do inibidor, tanto a pH 4,2 (log 37,9% e estacionária 95,2%) quanto a pH 
5,6 (log 82% e estacionária 95,1%), dados não apresentados. As barras 
representam o erro padrão (n=3). 
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4.3.2 Adição de ortovanadato de sódio (Na3VO4) nas soluções de tratamento 

O ortovanadato de sódio é utilizado com frequência in vitro e in vivo como 

inativador da atividade ATPásica da membrana plasmática. As concentrações de 

ortovanadato utilizadas nos tratamentos (0,5, 1, 5 e  10 mM) foram maiores do que 

as usadas convencionalmente.  

Na Figura 20A pode-se notar um decréscimo acentuado na viabilidade celular 

da cultura na fase log e estacionária que foram submetidas ao tratamento padrão 

convencional acrescidos de 1mM de ortovanadato de sódio a pH 5,6. Os efeitos 

nocivos sob a viabilidade da cultura foram mais severos nas células na fase log, 

como esperado, uma vez que as mesmas são sensíveis ao baixo pH.  Assim, tornou-

se evidente a ação do vanadato sobre a atividade ATPásica. Os aumentos na 

viabilidade da cultura em concentrações acima de 1mM podem estar relacionadas 

diretamente com a especiação do vanadato em soluções em função do pH do meio 

de tratamento. 

O efeito inibitório do ortovanadato é dependente de diversos fatores. O 

ortovanadato pode formar espécies monoméricas, pentâmeros, e até decâmeros 

(WELCH, 1973; MESSMORE; RAINES, 2000) - favorecidos principalmente pela alta 

concentração do componente na presença de baixo pH.  

 No entanto, seu feito inibitório sobre as ATPases tem sido controvertido. 

Assim, fez-se necessário a avaliação das possíveis especiações desse componente 

dentro de cada uma das diferentes concentrações utilizada, bem como a interação 

com os outros componentes das soluções de pré-incubação e tratamento (VISUAL 

MINTEQ, 1998). O uso de soluções ácidas (pH 4,2) normalmente não afeta a 

viabilidade da cultura de BY-2 na fase estacionária de crescimento (SOUZA, 2004, 
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VITORELLO et al, 2005), no entanto, o acréscimo de 0,5, 1, 5 e 10mM de 

ortovanadato de sódio,  diminuíram gradativamente a viabilidade da cultura nessa 

fase de crescimento, possivelmente relacionada ao efeitos inibitórios do 

ortovanadato na atividade das ATPases da membrana (Figura 20A).  Os resultados 

indicam que células de tabaco (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na fase estacionaria de 

crescimento apresentam mecanismo adaptativo para suportar alta concentração de 

prótons. Isso se confirma a partir do memento que foi usado o inibidor de ATPases 

do tipo P, ortovanadato de sódio, também relacionado com acidificação da parede 

celular (BOGOSLAVSKY; NEWMANN, 1998). Através de mecanismo semelhante, 

células de leveduras na fase estacionária suportam acidez do meio externo, 

mantendo seu pH estável por meio de extrusão de prótons (WACH; GRÄUBER, 

1991; CARMELO, et al, 1996; VALLI et al., 2005). No entanto, os valores de 

ortovanadato utilizadas nos trabalhos acima citados foram na ordem de 0,1 – 1 mM. 

 Segundo Wach e Gräuber (1991) o vanadato atua como uma espécie de 

enzima depois da liberação do Pi não inibindo a protonação da enzima, assim o ATP 

é quebrado sendo o ADP + Pi liberados. Possivelmente o vanadato se liga 

estabilizando formas não protonadas da enzima. Estudos in vivo indicam o seu efeito 

sob o potencial da membrana plasmática (ex. Nitella translucens) por meio da 

despolarização permanente da mesma. No entanto, o vanadato não é permeável a 

algumas membranas biológicas, ou então, algumas espécies de plantas possuem 

mecanismos de desintoxição desse elemento químico (CRUZ-MEIRELES, 

ORTEGA-BLAKE, 1991). A presença de Ca2+ favorece a absorção de vanádio pelas 

células, uma vez que o cálcio mantêm a integridade das membranas (WELCH, 

1973). 
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 Quando células na fase log de crescimento foram expostas sob as mesmas 

soluções de tratamento, a resposta foi semelhante, exceto para soluções com 

concentração de 5mM de ortovanadato de sódio, onde a viabilidade foi aumentada.  
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Figura 20 Efeito do ortovanadato de sódio (Na3VO4) sobre a viabilidade da cultura 
de células de tabaco BY-2 em diferentes fases de crescimento: log (2d) e 
estacionária (7d). Os acréscimos de Na3VO4 foram realizados em soluções padrão 
de tratamento composta por CaCl2; KCl+ e MES (2:10:10 mM) com o pH inicial de 
tratamento ajustado para 5,6 (A) e 4,2 (B). A exposição ocorreu por um período de 1 
h. As barras representam o erro padrão (n=3). 
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 B 
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4.3.3 Pré-tratamento das células com fusicocina (FC)  

A fusicocina é conhecida por estimular a extrusão de H+ e absorção de K+ em 

células vegetais. Essa fitotoxina exerce influência no transporte de solutos, 

crescimento, transpiração, germinação de sementes e metabolismo, tendo como 

conseqüência secundária ativação das ATPases da membrana plasmática (MARRE, 

1979), através da formação do complexo H+-ATPase-14-3-3 (KANCZEWSKA, et al., 

2005). Além disso, a presença de fusicocina (FC) na concentração de 20 M

estimula um rápido e significativo aumento no nível de proteína regulatória das 

ATPases (14-3-3) no citoplasma celular, no entanto, esse aumento pode não estar 

ligado a ativação da ATPases. Essas mudanças acarretam alterações no nível de 

Ca2+ e ATP das células ( TODE; LÜTHEN, 2001;MALERBA, et al, 2003; MALERBA, 

et al., 2004).  Ao que tudo indica, também existe uma estreita correlação entre ação 

da fusicocina no estímulo do crescimento e a concentração de íons potássio 

presente na solução de tratamento (TODE; LÜTHEN, 2001). 

Em nossos experimentos, a adição de FC ao meio de cultura por um tempo 

de 2 ou 4 horas parece não ter afetado a viabilidade celular das células de tabaco 

(Figura 21), exceto em células no estágio log de crescimento. Essa diminuição na 

viabilidade foi verificada no tempo final de exposição (4 horas). Os tratamentos 

controles compostos por apenas: (1) isopropanol 0,1% (ISO); (2) culturas 

manipuladas sob as mesmas condições de tratamento, permaneceram com a 

viabilidade celular praticamente inalterada, independente do estágio de crescimento 

da cultura. 
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Figura 21 Adição de fusicocina (0,5 M) e isopropanol (0,1%)  diretamente ao meio de 
crescimento com células de tabaco (Nicotina tabacum) BY-2. Ao longo do tempo 
exposição foram realizadas 2 coletas de dados (2 e 4 horas) de viabilidade. O 
tratamento controle para células log e estacionária é representado por células sob 
condições normais de crescimento, somente com manipulação da cultura. As barras 
representam o erro padrão (n=3). 

Após o período de exposição a fusicocina fez-se a exposição desse mesmo 

grupo de células tratadas ao procedimento convencional de exposição a solução de 

baixo pH. Durante este período verificou-se que o pH nas soluções 4,2 variou 

(4,91  5,2) no final do tempo da exposição. Diferente disso, nas soluções onde o 

pH inicial era de 5,6 a variação foi menor (5,7  5,88) - (Figura 22). Esses resultados 

são discordantes dos obtidos por Kanczewska et al (2005), onde a acidificação do 

meio extracelular (7,0  4,2) foi observada a partir do momento em que se expôs a 

cultura de Nicotiana tabacum BY-2 na fase estacionária (7 dias) na presença desse 

ativador das ATPases de membrana. No entanto, sabe-se a ativação do complexo 

H+-ATPase-14-3-3, dependente da fosforilação protéica (WÜRTELE et al, 2003). A 

log estacionária 
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ativação é irreversível, independentes do domínio terminal a que a FC se liga - C ou 

R (BUCKER et al, 2006). 
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Figura 22 Valores de pH final das soluções de tratamento de células de tabaco 
(Nicotiana tabacum) cv. BY-2. Os dados de variação do pH são provenientes de 
células previamente expostas por 4 horas na presença de fusicocina (0,5 M) ou 
isopronol (0,1). As barras representam o erro padrão (n=3). 

A exposição de células de tabaco na fase log de crescimento a fusicocina por 

4 horas afetou a permeabilidade da membrana plasmática de forma negativa, seus 

efeitos podem ser constatados na Figura 23, onde a viabilidade da cultura foi 

reduzida de aproximadamente 98 % para 67% após exposição a solução padrão a 

pH (5,6). Por outro lado, o uso de solução simples sob alta concentração de íons 

hidrogênio (pH 4,2) não surtiu efeito sob as células que vieram da fase log e 

expostas à fusicocina, revelando um possível efeito da droga na ativação das 

ATPases de membrana plasmática.  Raízes de milhos intactas quando submetidas 

ao tratamento com 1 M de FC apresentaram crescimento estimulado. Esses 

resultados são decorrentes de alterações na corrente de prótons regulados pela 

acidificação do pH ou FC e restringidos pelo aumento no pH e na concentração de 
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AIA, podendo ser decorrente de outros componentes presentes no meio de cultura 

(MILLER; GOW, 1989; BUCKER et al, 2006).  Os resultados são concordantes com 

os obtidos por Olivari et al. (1998) que expuseram sementes de rabanete (Raphanus 

sativus C. cv. Tondo Rosso) com fusicocina (5 M) por 3h e apresentaram aumento 

na atividade das  ATPases de membrana plasmática.  Além disso, a embebição de 

sementes de sorgo por 1 h na presença de 5 M de FC aumentou o conteúdo de 

água nas sementes e estimulou a protusão, proliferação e o crescimento radicular 

(LUTSENKO et al., 2005). 

O contrário foi verificado nos tratamentos controle, que não passaram pela 

adição da droga (Figura 23). Células na fase estacionaria não tiveram seu padrão de 

sensibilidade alterada após a aplicação do tratamento com soluções simples sob 

baixo pH ou pH controle (5,6). 
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Figura 23 Percentagem de células (Nicotiana tabacum) cv. BY-2 na fase log e 
estacionária. Dados de viabilidade obtidos após 1 h de exposição à soluções padrão 
contendo: Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e tampão MES (10mM) a pH constante (4,2).
Células provenientes de tratamento prévio com fusicocina (0,5 M); isopropanol 
(0,1%). As barras representam o erro padrão (n=3). 

4.4 Sensibilidade ao pH baixo em fases do ciclo celular em células 

sincronizadas de BY-2  

Altos índices mitóticos tem sido obtidos em células de ponta de raiz de 

diversas espécies por meio da sincronização do ciclo celular com hidroxiuréia (HU). 

Esse composto inibe de forma reversível a produção de desoxiribonucleotídeos, 

bloqueando a síntese de DNA (FREEMAN, et al., 2003) e, portanto, mantendo o 

ciclo celular na interfase. Uma vez que a HU é retirada, o ciclo prossegue 

normalmente, com um elevando taxa de sincronia (PAN et al., 1993). 

log estacionária 
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Logo após a retirada da propizamida o indice mitótico permaneceu próximo a 

zero (Figura 24A (34h)), acredita-se que a maioria das células estavam entre as fase 

G1/S do ciclo celular (PANCHAIS et al., 2000), no entanto, sabe-se que nem todas 

as células de tabaco amostradas no periodo após a retirada da propizamida (33-39h) 

estavam na metáfase (SAMUELS, et al., 1998). 

Um maior número de células em mitose foi verificado em células com 39 

horas de idades que passaram pela sincronização, ou seja, após a retirada da 

propizamida (que mantem a maioria das células em metáfase, devido a sua ação na 

despolimeração dos microtúbolos, PANCHAIS et al., 2000), resultando na entrada 

das células em mitose (34h), demonstrado na Figura 24A.  

 Por outro lado, informações coletadas por Gemperlová et al. (2005), através 

do levantamento do índice mitótico ao longo da ciclo de cultivo das células (7 dias) 

revela que no período correspondente a fase log (2 dias após a inoculação da 

cultura ao meio novo) tem-se os maiores índices mitóticos, que no caso de células 

de tabaco BY-2 chega a 10 %.  Uma vez que o maior pico de mitose foi verificado 

em células com 38 e 39 horas de idade (Figura 24A) deveria ter sido feita 

amostragem para conferencia dos índices mitóticos por uma período maior que o 

observado (ex. 40, 41, e 42 horas).  

 Os índices de sincronização alcançado neste trabalho estão relativamente 

baixo (26%) quando comparados com outros trabalhos. Nagata et. al (1992) e Sorrel 

et al (2001) obtiveram um índice próximo de 45-50%, utilizando-se de afidicolina ao 

invez de Hidroxiuréia como bloqueio das células na fase G1/S do ciclo celular.  

 Embora a hidroxiuréia tenha sido utilizada com freqüência na sincronização 

de células meristemática de raiz, seu efeito sobre suspensão celular de tabaco (BY-

2) parece não ter sido tão pronunciada (Figura 24B), uma vez que índice mitótico 
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nessa cultura chegou apenas a 26%.  Torres et al. (2003) ao exporem raízes de uma 

espécie de cerrado - Baru (Dipteryx alata Vog) a 3,5 mM de HU obtiveram índices 

altamente satisfatório na sincronização do ciclo celular. 

Ao compararmos os índices de sincronização em células de tabaco BY-2 

obtidos por Jang  et al. (2005) e Kodata et al. (2004) verificamos que a substituição 

da afidicolina (4ug/mL) pela hidroxiuréia (20mM) favoreceu o deslocamento do índice 

mitótico ao longo do tempo. O pico mitótico ápos remoção da droga que antes ficava 

entre 6 e12 horas, foi deslocado para 10 e 15 horas após a remoção da hidroxiuréia.   

Na Figura 24B não se nota diferença na sensibilidade ao baixo pH entre 

células que passaram pela sincronização (HU e PZ).  A presença de propizamida 

não afetou a sensibilidade da cultura quando exposta a solução 2:10:10 a baixo pH 

sob condição controle a pH 5,6 (Figura 24B – 32 horas). 
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Figura 24 (A) Representa o índice de células sincronizadas ao longo do período. 
Setas indicam a remoção (-) ou presença (+) de Hidroxiuréia (Hu) ou Propizamida 
(PZ). (B) Representa a viabilidade celular de células de tabaco Nicotiana tabacum
cv. BY-2 que passaram pelo protocolo de sincronização na presença de hidroxiuréia 
(20 mM) por 24 horas e Propizamida (6 µM) por 9 horas e em seguidas foram 
expostas por 1 h à soluções padrão contendo: Ca2+ (2 mM); K+ (10mM) e tampão 
MES (10mM) a pH constante (4,2). As barras representam o erro padrão (n=3). 
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4.5 Possíveis alterações estruturais decorrentes da exposição a pH baixo 

4.5.1 Microscopia de luz convencional: cortes semi-finos 

Por meio da análise dos cortes semi-finos realizados no material previamente 

fixado em resina Sprum (apresenta baixa viscosidade, alto poder de infiltração e 

preservação do material biológico – BALDINI, et al., 1998) podemos observar 

algumas diferenças quanto à estruturação de alguns componentes celulares entre os 

diferentes tratamentos. 

 Ao compararmos o formato das células na fase log com estacionária, notamos 

nessas últimas um formato regular, possivelmente devido a uma maior 

reestruturação da parede celular (Figura 25A e B x C e D) aumentando assim o 

suporte das células ao baixo pH possivelmente devido a uma maior concentração de 

cálcio (MARCHENER, 1995; LU; SUCOFF, 2001). Células na fase estacionária 

parecem não ter sofrido efeito da alta concentração de prótons, uma vez que seu 

componente nuclear apresenta-se totalmente regular nas condições de baixo pH 

(4,2), como mostrado na Figura 25C. Já por outro lado, ao compararmos as Figuras 

25A e B observamos a ocorrência de distorções no padrão nuclear, principalmente 

no nucléolo.  
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Figura 25 Microscopia óptica convencional de célula de tabaco cv. BY-2 em diferentes fases 
de crescimento e desenvolvimento (log e estacionária) submetidas a pré-lavagem e 
tratamento a soluções simples (2:10:10) a pH 4,2 e 5,6.  A e B corresponde a células na 
fase log de crescimento submetidas respectivamente a pH 4,2 e 5,6. C e D corresponde a 
células na fase estacionária de crescimento submetidas respectivamente a pH 4,2 e 5,6. 
Aumento 1000 vezes.  Setas indicam o núcleo celular. 

A
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4.5.2 Microscopia eletrônica de transmissão 

Os resultados obtidos são consistentes com os observados em microscopia 

de luz, e confirmam os efeitos nocivos da alta concentração de prótons em células 

na fase log de crescimento, principalmente quanto a sua organização nuclear (Figura 

26 A).  O núcleo das células na fase log (pH 5,6) e estacionária sob as diferentes 

condições de pH testada, (4,2 e 5,6) não foi afetado. Essa confirmação foi feita a 

partir do memento que as micrografias geradas foram comparadas com as obtidas 

por Takatsuka et al. (2004) em células de tabaco cv. BY-2 com 4 dias de idade sob 

condições de tratamento controle.  

Ao que tudo indica, células na fase estacionária parecem possuir um maior 

número de vacúolos ao redor do núcleo (Figura 26C), o que poderia estar associado 

ao maior acúmulo de H+ no seu interior. No entanto, maiores detalhes deveram 

investigados, para tanto, sugeríamos um estudo mais detalhada, com a realização 

de novas micrografias eletrônica de varredura do material sob as mesmas condições 

de estudo. 

As informações geradas foram obtidas principalmente através da observação 

dos trabalhos das micrografias contidas nos trabalho de Olmos et al, (2003); Winicur 

et al, (1998) e Blee et al (2001). 
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C  D  
Figura 26 Micrografias de célula de tabaco cv. BY-2 em diferentes fases de crescimento 
e desenvolvimento (log e estacionária) submetidas a pré-lavagem e tratamento a 
soluções simples (2:10:10) a pH 4,2 e 5,6.  A e B corresponde a células na fase log de 
crescimento submetidas respectivamente a pH 4,2 e 5,6. C e D corresponde a células na 
fase estacionária de crescimento submetidas respectivamente a pH 4,2 e 5,6.  cit = 
citoplasma; v = vacúolo; Nc nucléolo; mt = mitocôndria; t = tonoplasto, Lm = Lamédia 
média. Aumento 3000 vezes. Barras representam 20 m.
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4.6 Perfil protéico da membrana plasmática de células sensíveis e tolerantes 

expostas ou não a pH baixo  

Os dados obtidos com a eletroforese bidimensional de frações enriquecidas 

de membrana plasmática nos permitem inferir que existe uma diferença no número e 

na localização dos spots ao longo dos géis de poliacrilamida (Figuras 27 e 28A e B) 

nos diferentes períodos de crescimento analisado. 

A exposição de células na log ao tratamento sob alta concentração de íons 

hidrogênio resulta na omissão de algumas proteínas de baixo peso molecular 

(abaixo de 50 KDa), quando comparada ao controle (pH 5,6), apresentado na Figura 

27B. Além disso, proteínas que estão sendo expressas na fase log sob condições 

controle (pH 5,6) não são expressas sob condições de baixo pH.  

Nas Figuras 28A e B estão presentes os spots obtidos das frações 

enriquecidas com membrana plasmática de células de Nicotiana tabacum cv. BY-2, 

na fase estacionária que passaram pelo tratamento com baixo pH e tratamento 

controle (pH 5,6) respectivamente. Ao compararmos esses géis com os da fase log 

de crescimento, observamos a redução no número de proteínas (Figura 27 A e B). 

Acredita-se que esta resposta tenha sido obtida em função do próprio metabolismo 

celular da cultura nesse período, que se torna mais lento. Células na fase log de 

crescimento apresentam elevado indice mitótico (MATSUOKA, et al., 2004) o que 

possivelmente acarretaria num aumento na síntese de proteínas.  

A redução no número de spots foi observado principalmente no lado ácido do 

gel sob condições de baixo pH (pH 4,2) e controle (pH 5,6) nas células na fase 

estacionária. De contrapartida, células de tabaco BY-2 ao longo do ciclo celular 

(7dias) secretam mais de 100 proteínas no meio de cultura. Constituindo-se na sua 
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maioria de glicoproteínas ligadas fracamente à parede celular.  Ao que tudo indica é 

exatamente na fase estacionaria de crescimento que ocorre a regulação da síntese 

e degradacão protéica nessa cultura de células (Okushima et al, 2000). No entanto, 

para traçarmos qualquer tipo de similaridade teríamos que fazer a digestão e o 

sequenciamento dos spots em questão. 

 Por outro lado, o maior número de proteínas foram expressas sob condições 

de pH 5,6 em frações enriquecidas com membrana plasmática de células que se 

encontravam na fase log de crescimento (Figura 27 B).

Já o efeito do tratamento com baixo pH também influenciou negativamente a 

resolução, refletindo na revelação dos géis, necessitado ser melhor compreendido 

para uma futura descrição dos resultados.  

Vale ressaltar que a substituição do CHAPS (detergente desenvolvido 

especialmente para solubilização de proteínas de membranas pelo ASB14 - 

CHEVALLET, et al., 1998; SANTONI, et al., 1999) aumentou o número de spots 

(proteínas hidrofóbicas) ao longo de processo de ajuste de metodologia para 

adequação da metodologia (dados não mostrados). No protocolo desenvolvido por 

Laukens et al. (2004), para células de tabaco cv. BY-2 foram descritas mais de 1000 

proteínas totais num único gel para células na fase exponencial de crescimento. No 

entanto, os autores não se utilizaram de detergentes ziteriônico, como no nosso 

caso, ASB14 que poderia ter elevado ainda mais o número de proteínas 

solubilizadas.  Ao compararmos o gel de referência obtido por Laukens et al (2004) 

para células de tabaco BY-2 com os nossos géis, verificamos o aparecimento de 

proteínas na região básica dos géis obtidos com frações enriquecidas com 

membrana plasmática. 
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  Em síntese, a análise proteômica reflete a expressão dos genes expressos na 

forma de proteínas em função de uma determinada mudança ambiental. O estudo 

das proteínas de membrana é de extrema importância para conhecermos como os 

nutrientes são transportados para dentro das células, como as moléculas tóxicas são 

exportadas e os mecanismos energéticos e fotossintéticos envolvidos no processo. 

Independente disso, antes de qualquer coisa, faz-se necessário o processo de 

isolamento das proteínas de membrana (AIVALIOTIS, et al, 2004). 
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 A

 B 
Figura 27 Eletroforese bidimensional de frações enriquecidas com membrana 
plasmática de células de tabaco cv. BY-2. A = Frações enriquecidas de células de 
tabaco na fase log, submetidas ao tratamento padrão com pH 4,2; B= Frações 
enriquecidas de células de tabaco na fase log submetidas ao tratamento padrão 
com pH 5,6. . Fita carregada em 75 g de proteínas. 
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 A

 B
Figura 28 Eletroforese bidimensional de frações enriquecidas com membrana 
plasmática de células de tabaco cv. BY-2. A = Frações enriquecidas de células de 
tabaco na fase estacionária, submetidas ao tratamento padrão com pH 4,2; B= 
Frações enriquecidas de células de tabaco na fase estacionária submetidas ao 
tratamento padrão com pH 5,6. Fita carregada em 75 g de proteínas. 
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5  CONCLUSÕES 

1. Células de tabaco (Nicotiana tabacum ) cv. BY-2 na fase log da cultura são 

sensíveis a pH baixo enquanto células na fase estacionária são tolerantes; 

2. O período inicial de exposição a altas concentrações de íons hidrogênio 

parece ser o mais importante, pois mesmo havendo aumentos no pH ao longo 

do período de exposição (1h) na presença do tampão MES, a viabilidade 

celular foi semelhante aos tratamentos realizados na presença do tampão 

biftalato que foi eficaz na manutenção do pH.  

3. Não houve redução na viabilidade quando o biftalato foi usado, mas a 

presença deste tampão inibiu o crescimento da cultura. Esse evento merece 

ser melhor estudado em experimentos futuros; 

4. Aumentos nas concentrações de Ca2+ e de K+ amenizaram o efeito do pH 

baixo sobre a viabilidade celular; 

5. Também existe um relação positiva entre os aumentos na concentração de 

sacarose na solução de tratamento ao baixo pH e a viabilidade celular, 

necessitando ser melhor estudado. O efeito protetor da sacarose pôde ser 

observado nos experimento de recrescimento celular; 

6.  A inibição de ATPases, pelo uso de DCCD, não pareceu ter qualquer relação 

com a sensibilidade a pH baixo. 

7.  Tanto células de tabaco na fase log quanto estacionária foram sensíveis à 

aplicação de ortovanadato de sódio. Em células da fase estacionária, este 
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efeito foi mais acentuado a pH 4,2, sugerindo que nestas células, as H+-

ATPases do tipo P da membrana plasmática podem ter algum papel na 

tolerância destas células ao baixo pH.  

8. Os resultados do pré-tratamento das células com fusicocina antes de serem 

tratadas com as soluções com diferentes valores de pH ainda não permitem 

conclusões, pois não foi possível determinar se as ATPases foram ativadas 

pela aplicação da fusicoccina .   

9. Os cortes anatômicos juntamente com o detalhamento ultra-estrutural 

denotam os efeitos nocivos da alta concentração de íons H+ sob o núcleo, 

celular, mais precisamente, sob o nucléolo, isso tudo decorrente de possível 

alteração na estruturação da membrana plasmática (merece melhor 

detalhamento). 

10. Ao que tudo indica existe uma padrão diferencial entre as proteínas presentes 

na membrana plasmática de células de tabaco BY-2 na fase log e 

estacionária (eletroforese bidimensional). De acordo com a literatura, enzimas 

do tipo ATPases estão envolvidas nesse processo, para tanto faz-se 

necessário um estudo detalhado dessas proteínas em especial. Além disso, o 

estudo proteômico funcional pode servir de ferramenta adicional no 

acompanhamento de problemas relacionados ao estresse ambiental 

(ROSSIGNOL, 2001). 
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APÊNDICE A - Tabela 1 

Tabela 1. Composição do meio de cultura MS 

SAIS mg/L PM - g Estoque 
0,1 M

     Vol-mL/L  Molar 

1 KNO3 1900.000 101.110 10,111g/L 187.914     0.0187914153
2 NH4NO3 1650.000 80.040 8,004g/L 206.147 0.0412293853
3 CaCl.2H2O 439.780 147.020 14,702g/L 29.913 0.0029912937
4 MgSO4.7H2O 370.017 246.480 24,648g/L 15.012 0.0015012050
5 KH2PO4 170.000 136.090 13,609g/L 12.492 0.0012491733
6 MnSO4.H2O 16.900 169.020 1,690g/0,1L 1.000 0.0000999882
7 H3BO3 6.200 61.830 0,618g/0,1L 1.003 0.0001002749
8 ZnSO2.7H2O 8.600 287.540 2,875g/0,1L 0.299 0.0000299089
9 KI 0.830 166.010 1,660g/0,1L 0.050 0.0000049997

10 Na2MoO4.2H2O 0.250 241.950 2,420g/0,1L 0.010 0.0000010333
11 CuSO4.5H2O 0.025 249.680 2,500g/0,1L 0.001 0.0000001001
12 CoCl2.6H2O 0.026 237.930 2,380g/0,1L 0.001 0.0000001093
13 FeSO4 28.700 287.000 2,87g/0,1L 1.000 0.0001000000
14 Na2-EDTA 37.520 375.200 3,752g/0,1L 1.000 0.0001000000

Murashige e Skoog (1962) 
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