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Unravelling the vacuolar H*-Pyrophosphatase and its role on plant biotechnology

Resumo As proteinas de membrana sao de fundamental
importancia para manter o funcionamento da célula e a
homeostase i6nica dos seres-vivos. Ha uma diversidade de
proteinas que ajudam a manter o gradiente i6nico entre o
meio intra e extracelular, entre as quais, a H*-ATPase e a
H*-pirofosfatase (H*-PPase) tem um importante destaque. A
H*-PPase esta presente na membrana do vactolo das células
das plantas e sua principal fungao é transportar H* para o
[imem, criando uma forca elétron-motriz que impulsiona o
transporte secundario de fons e compostos organicos. Esta
enzima é diferencialmente regulada em condices de stress
conferindo uma maior tolerancia das plantas aos fatores
bidticos e abidticos. Atualmente, sabe-se que o gene que
codifica a H*-PPase quando super-expressado, estimula
o crescimento vegetal via um maior desenvolvimento
radicular e, conseqlientemente, maior absorcao de agua e
nutrientes. Além disso, uma maior resisténcia ao stress salino
foi observada. Novos estudos sio realizados para elucidar
os processos fisiolégicos causados pela super-expressao da
H*-PPase objetivando uma possivel aplicacao na producio
vegetal, em solos com baixa fertilidade.

Palavras—-chave H*-PPase, pirofosfatase, AVPI, super-
expressao, estresse.

Abstract The membrane proteins are of fundamental
importance to maintain cell function and homeostasis of life
forms. There are a range of proteins that help to maintain
intra and extracellular ion gradient, among these has a strong
emphasis on the H*-ATPase and H* pyrophosphatase (H*-
PPase). The plant H*-PPase are present in cell vacuole
membrane, witch has the main function to transport H*
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into the lumen, this ensures the promotion of electro-motive
force for secondary transport of ions and organic compounds
through the membrane. This enzyme is differentially regulated
in conditions of stress. Such conditions were the basis for
applied studies in plant production. Up to know, the H*-PPase
when the gene codifying this enzyme is over-expressed, the
plant growth is stimulated by mean greater root development
and, consequently, higher absorption of water and nutrients,
which promote better resistance to salt stress. Thus, further
studies are required to elucidate the physiological processes
caused by its overexpression with possible applications in plant
production in soils with low fertility.

Keywords H*-PPase, pyrophosphatase, AVPI, over-
expression, stress.

Introducao

As células gastam aproximadamente 50% do seu total
de reserva energética intracelular para manter o gradiente
ionico transmembrana (Gaxiola et al. 2002). As proteinas que
desempenham funcdo em gradientes idnicos foram reveladas
por meio de estudos bioquimicos e biofisicos. As bombas
sao proteinas de membrana que realizam o transporte ativo
primario de ions como o H* ou Ca?* e podem também
ser caracterizadas como eletrogénicas ou eletroneutras.
O transporte eletrogénico se refere ao transporte do ions
transmembrana e envolve a movimentacao de cargas através
das membranas. Ao passo que, o transporte eletroneutro,
como diz o nome, nao envolve movimentagao de cargas
transmembrana. Por exemplo, a Na*/K*-ATPase de células
animais transportam trés fons Na* para cada dois fons K*
que entram na célula, e como resultado o meio exterior fica
positivamente carregado. Na membrana plasmatica de plantas,
fungos e bactérias, assim como no tonoplasto das plantas e
outras endomembranas de plantas e animais, o préton (H*)
é o principal ion que é transportado eletrogenicamente. A
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H*-ATPase da membrana plasmatica é um sistema que gera
um gradiente de potencial eletroquimico de H* através da
membrana plasmatica, enquanto a H*-ATPase vacuolar e
a H*-pirofosfatase (H*-PPase) geram o mesmo gradiente
transmembranar para o interior do limen do vactolo e
também cisternas do Golgi (Taiz & Zeiger, 2002).

Na membrana plasmatica das plantas, as mais
importantes bombas sdo as H* e Ca?*-ATPases e bombeam o
fon para o meio exterior, ou apoplasto. Conseqlientemente,
outro mecanismo é necessario para direcionar a absorcao
ativa da maioria dos nutrientes, chamado transporte
secundario de H*. Nele os solutos podem ser transportados
pela membrana, a favor de um gradiente eletroquimico,
por meio da combinacao do H* com o ion. Este tipo de
co-transporte é denominado de transporte secundario de
H*. Existem dois tipos de transporte secundario, o simporte
onde as duas substancias se movem na mesma direcao e a
fvor de um gradiente de concnetracao, e o antiporte em que
os ions se movimentam em direcdes opostas. Entretanto,
a energia que dirige esse transporte é proveniente da forca
préton-motriz, gerada pela hidrélise do ATP (Morsomme
& Boutry, 1999). Tipicamente, o transporte pela membrana
bioldgica é energizado por um sistema de transporte ativo
primario acoplado a hidrdlise de ATP.

As H*-ATPases e sua regulacao

A H*-ATPase da membrana plasmatica possui diversos
dominios funcionais. O transporte de H* para através da
membrana plasmatica gera um gradiente de pH e potencial
elétrico, que impulsiona o transporte de muitas outras
substancias (jons e moléculas) através do sistema secundario
de transporte de H*. A H*-ATPases e Ca’*-ATPases da
membrana plasmatica de plantas e fungos sio membros
de uma classe conhecida como ATPases tipo B as quais
sao fosforiladas em parte do ciclo catalitico (Taiz, 2002).
Em plantas, essas proteinas desempenham outras funcées
essenciais para o crescimento normal do vegetal como
tolerancia a sal, regulacao do pH intracelular e expansao
celular (Morsomme & Boutry, 1999).

Estas H*-ATPases sao codificadas em uma familia
multigénica. Cada gene codifica uma isoforma da enzima.
Assim como outras enzimas, a H*-ATPase é regulada pela
concentracao de substrato (ATP), pH, temperatura, e outros
fatores. Além disso, podem ser reguladas por sinais especificos,
tais como luz, horménios e ataques de patégenos. Esse tipo
de regulacao é mediado por um dominio auto-inibitério
especializado. Se o dominio auto-inibitério é removido através
da acdo de proteases, a enzima se torna irreversivelmente
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ativada como demonstrado por Palmgren et al. (1991). Estes
autores, utilizando anticorpos especificos, mostraram que o
dominio auto-inibitério da proteina encontra-se na regiao
C-terminal. Jahn et al. (1997), relataram que a proteina
[4-3-3 interage diretamente com a regiao C-terminal e,
consequientemente, com a H*-ATPase. Ja a fucoccina induz
uma interacao entre a proteina |4-3-3 e o dominio C-terminal
da H*-ATPase estimulando a enzima (Sze et al. 1999).

O tonoplasto regula o trafego de ions e metabdlitos entre
o citosol e o vactolo, assim como a membrana plasmatica
regula a entrada de substancias na célula. A H*-ATPase vacuolar
(também chamada de V-ATPase) difere tanto estruturalmente
como funcionalmente da H*-ATPase da membrana plasmatica.
Ahidrdlise do ATP pela ATPase vacuolar nao envolve a formagao
de um intermediario fosforilado. Devido a este processo de
fosforilacao da ATPase de membrana plasmatica, estas enzimas
sdo altamente inibidas pelo ortovanadato (HVO4?%), um analogo
do fosfato (HPO4%), que compete com o fosfato para a
fosforilacao do acido aspartico no sitio catalitico da enzima, ou
seja o ortovanadato se liga no sitio do fosfato, inibindo a enzima.
A alta afinidade da enzima pelo vanadato ¢ atribuida ao fato do
ion se assemelhar a estrutura do fosfato. Ja as ATPases vacuolares
pertencem auma classe geral de ATPases que estao presentes no
sistema de endomembranas de todos os eucariéticos. Sdo grandes
complexos enzimaticos de aproximadamente 750 kDa, formados
por diferentes subunidades e organizadas no complexo periférico
catalitico, VI, e no complexo de canal integrado a membrana,
V0. O complexo enzimatico opera como pequenos motores
rotatorios e sao, especificamente, inibidas pela bafilomicina Al
e altas concentracdes de nitrato. Entretanto, nenhum destes
compostos inibem a ATPase da membrana plasmatica (Palmgren
etal., 1991; Sze et al. 1999; Taiz & Zeiger, 2002).

Estudos realizados por Morial, et al. (1999), mostraram
elevada expressao da H*-ATPase nos pélos radiculares de
Nicotiana plumbaginifolia, o que indica ser esta regiao,
o principal local da nutricaio mineral. Além disto elevada
expressao de genes relacionados a H*-ATPase também foi
observada na epiderme, no cértex e na endoderme.

Canellas et al. (2002) e Zandonadi et al. (2006), em
estudo com acidos himicos (AH), mostraram que estes
estimulam o desenvolvimento de raizes de Zea mays,
além de estimular a atividade da H*-ATPase de membrana
plasmatica, aparentemente associado com uma abilidade do
AH de promover uma expressao desta enzima. Faganha et al.
(2001), relataram a bioatividade de AH isolados de estacao
de tratamento de esgoto e de vermicomposto, onde ambos
estimularam a H*ATPase de membrana plasmatica das raizes
de milho e café. Além disto mostraram que a interagao planta-
AH promoveu uma redistribuicio das massas moleculares
dessas substancias, sugerindo uma dindmica de mobilizacao de
subunidades funcionais dos AH por exsudatos das raizes.



Siqueira AF et al.
H*-Pirofosfatase vacuolar na biotecnologia vegetal

Regulacao da H*-Pirofosfatase vacuolar: o futuro do
desenvolvimento vegetal

A pirofosfatase (H*-PPase) é uma bomba de préton
eletrogénica que acidifica o ltmen do vactolo nas células de
plantas (Rea & Poole, 1993). Ela é uma estrutura Gnica que
possui trés caracteristicas principais. Primeira: consiste de
um Unico polipeptidio com massa molecular em torno de 80
kDa. Segunda: a enzima utiliza um substrato de baixo custo
denominado pirofosfato ou fosfato inorganico (PPi). Terceira:
essa eficiente bomba de prétons coexiste com a V-ATPase
em células de plantas (Taiz, 1992). Esta propriedade é
relacionada a funcao fisiolégica da H*-PPase. As PPases
podem ser divididas em trés classes: PPase sollveis, PPase
associada a membrana e H*-PPase. Somente a H*-PPase
possui habilidade para transportar prétons através de
membranas bioldgicas (Kieber et al. 1991).

Um estudo sobre o desenvolvimento de frutos de péra
indicou altos niveis de proteina com atividade da H*-PPase do
tipo |, tanto em frutos jovens como naqueles em estagio de
divisao celular (Gaxiola et al. 2007). A localizagao especifica
da H*-PPase na membrana do vactolo foi demonstrada em
varias espécies de plantas (Rea & Poole, 1993). Ela também
foi detectada na membrana plasmatica de Chlamydomonas
(Robinson et al. 1998), mas sua significancia fisiologica ainda é
incerta. Entretando, em Chlamydomonas existe a possibilidade
de que a H*-PPase localizada na membrana plasmatica seja
resultado da fusao da membrana do vactiolo contratil com
a membrana plasmatica (Robinson et al. 1998). Além disto,
as H*-PPases foram identificadas em procariotos, plastidios
e mitocondria de diversos eucariotos e no citosol de células
animais e fingicas. A ocorréncia de H*-PPases em diferentes
grupos de eubactérias e achaeas, nas membranas internas
(vactolo e lisossomo) de plantas superiores e em diversos
protistas fotossintéticos e nao-fotossintéticos foram relatadas
por Drozdowicz & Rea, 2001 e Pérez-Castinera et al. 2002.

Drodzowicz et al. (1999) clonaram o gene que codifica
a H*-PPase de arqueobactéria hipertermofilica, Pyrobaculum
aerophilum. Este é o primeiro relato de H*-PPase bacterial.
Ainda que a funcao fisiolégica da H*-PPase em P aerophilum
seja desconhecida. Robinson et al. 1998, demonstraram
a presenca de H*-PPase e V-ATPase em membranas e
em vacuolos de outras espécies de Chlorophytas como
Chlamydomonas reinhardtii , enquanto que Scott et al.
(1998) demonstraram a presenca da mesma proteina em
acidocalcisoma de Tripanosoma cruzi.

As plantas possuem dois tipos filogeneticamente distintos
de H*-PPases: o tipo |, que depende do K* citosdlico para a sua
atividade e é sensivel moderadamente a inibicio por Ca?*, e a
tipo Il, que é insensivel a K* e extremamente sensivel a Ca’*
(Gaxiola, 2007). Foi relatado que a H*-PPase vacuolar é inibida
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reversivelmente pelo Ca?* devido a formagido do complexo
CaPPi, que é um forte inibidor competitivo como as PPase
soltveis (Baykov et al. 1999). O efeito inibitério de Na* sobre a
H™*-PPase foi relatado para membranas vacuolares de beterraba
vermelha (Rea at al 1985) e Zhen et dl. (1994), relataram que o
aminometilenedisfosfonato é um potente inibidor da H*-PPase.

Um elegante estudo, combinando analise filogenética e
mutagénese sitio-dirigida, demonstrou que a substituicao da
alanina, na posicao 460 da estrutura primaria, por uma lisina,
converte a H*-PPase de C.hydrogenoformans dependente
de K* em uma forma independente do ion. Essa transicao
aparenta ser devido a uma simples substituicdo de K* pelo
grupo NH3** do remanescente da lisina e ambos os tipos
requerem Mg?* como cofator (Gaxiola et al. 2007). O real
substrato para H*-PPase é o complexo Mg?*-PPi (Leigh et
al. 1992; Baykovetal. 1993;Reaet al. 1993;Gordon-Weeks
et al. 1996) e a enzima purificada requer fosfolipideo para a
catalise (Maeshima & Yoshida, 1989; Sarafian & Poole, 1989).
Os valores aparentes de Km para o Mg?* foram descritos
como 42 UM (Maeshima, 1991) e 20~23 uM (Gordon-Weeks
etal. 1996). Entretanto, o niUmero exato de sitios de ligacao
do Mg** na H*-PPase, ainda é incerto. A ligacdo do Mg?* a
H*-PPase nao sé ativa a enzima como também a protege
de inativacao pelo calor (Gordon-Weeks et al. 1996). O
fon potassio também é essencial como cofator para a H*-
PPase. A subunidade de ligagdo do Mg-PP na H*-PPase do
tonoplasto, aparenta ser o Unico polipeptidio que constitui
o complexo funcional da enzima (Sarafian et al. 1992).

A energia liberada pela hidrélise do PP € menor quando
comparada a hidrélise do ATP. A real energia liberada pela
hidrélise do PPi no citoplasma foi calculado em 27.3 kJ/
mol em pH 7.3 (Jiang et al. 1997). Entretanto, a H*-PPase
vacuolar transporta somente um fon H* por uma molécula
de PPi hidrolisada, enquanto que a ATPase vacuolar aparenta
transportar dois ions de H* por ATP hidrolisado. Assim, a
energia disponivel por ion de H* transportado aparenta por
ser a mesma, e as duas enzimas aparentam serem capazes
de gerar gradientes de H* comparaveis.

Existem evidéncias de que a H*-PPase transporta K*
para o vacuolo. Davies et al. (1992), ao estudarem vactolos
de beterraba, propuseram que a H*-PPase funciona como
um simporte H*/K* com a taxa de acoplamento de |.3H*:
[.7K* :1 PPi. Obermeyer et al. (1996), também analisaram
vactolos de Chenopodium rubrum e obtiveram evidéncias
para o possivel papel da H*PPase no transporte de K*.
Entretanto, existem evidéncias contraditérias, como a
relatada por Sato et al. 1994, que em experimentos com
H*-PPase reconstituido dentro do proteolipossomo e K*,
nao conseguiram confirmar o transporte de K*.

O primeiro cDNA de H*PPase foi clonado de
Arabidopsisis thaliana (Sarafian, et al. 1992). A partir de entao,
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outros cDNAs foram clonados de varias plantas terrestres,
como a cevada (Tanaka et al. 1993), beterraba (Kim et al.
1994), tabaco (Lerchl et al. 1995), arroz (Sakakibara et
al. 1996), Vigna radiata (Nakanishi & Maeshima, 1998),
e abdébora (Muruyama et al. 1998). Foram relatadas
que H*-PPases destas espécies sdo constituidas de 761
a 771 aminoacidos. Em comparacao com H*-PPases de
plantas terrestres, foram encontrados trés segmentos
bem conservados em Chara, Acetabularia e Rhodospirillum.
O primeiro segmento conservado (CSI) inclui o dominio
catalitico para a hidrélise do substrato (DVGADLVGKVE)
(Rea & Poole, 1993; Rea et al. 1992), confirmado em estar
exposto para o citosol (Takasu et al. 1997), baseado na
estrutura tridimensional de PPases solGveis (Cooperman et
al. 1992; Rea & Poole, 1993; Takasu et al. 1997; Baykov et al.
1999). O segundo segmento conservado (CS2) também esta
localizado na alca hidrofilica. O terceiro segmento (CS3), na
regiao carboxiterminal, contém doze residuos carregados. O
CS3, talvez, esta exposto para o citosol e desempenha um
papel critico na fungao catalitica juntamente com o CS| e o
CS2. N,N"-Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) é conhecido
como um potente bloqueador da condutancia de prétons
€ reativo com grupos carboxil das regides hidrofébicas das
proteinas. As H*-PPases purificadas foram classificadas como
[“C]DCCD (Maeshima & Yoshida, 1989; Noreetal. 1991)e
inibidas pelo DCCD. A substituigao do aminoacido Glu-305
(E305Q e E305D) e Asp-504 (D504N e D504E) interfere
na hidrélise e na atividade da bomba de prétons. Dessa
forma, foi concluido que o Glu-305 e o Glu-504 participam
diretamente na ligagdo do DCCD e os aminoacidos criticos
para a catdlise (Zhen et al. 1997). Foi proposto que o sitio de
ligacdo DCCD- (ou NCD-) esta préximo do sitio de ligacao
do Mg**. O aminoacido Glu-749 da H*-PPase da abébora
é conservado entre todas as H*-PPases estudadas, exceto
a do Rhodospirillum.(Muruyama et al. 1998).

Foi observado uma alta atividade da H*-PPase
em membranas vacuolares de tecidos em crescimento
em Vigna radiata, em comparagao com partes maduras
do hipocétilo (Maeshima, 1990). Assim, as H*-PPases de
células em crescimento mantém a forca osmatica, suficiente
para compensar o efeito da diluicdo causado pelo influxo
de agua. Acredita-se que o alto nivel de H*-PPase nestas
células esteja relacionado a acidificacdo dos vactolos, em
expansao, e ao sistema de transporte secundario que utiliza
aforca préton-motriz. Esta enzima é considerada a principal
bomba de prétons do vactiolo de membranas na maioria dos
tecidos jovens. Em contraste, o nivel da H*-PPase decresce
durante o desenvolvimento tecidual, e o nivel de V-ATPase
permanece constante durante o crescimento e maturacao.
Como o resultado, a V-ATPase se torna a maior bomba de
prétons de membranas vacuolares em tecidos maduros.
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Facanha & Méis (1998), estudaram compararam H*-ATPase e
H*-PPase presentes em coleéptilos e sementes de Zea mays,
os resultados mostraram que a H*-ATPase é mais ativa que a
H*-PPase nas vesiculas do tonoplasto do coeléptilo enquanto
nas vesiculas da semente ocorre o inverso. Tais resultados
podem refletir a significancia fisiolégica destas enzimas em
diferentes tecidos e estagios de maturacio.

Em tecidos em desenvolvimento, RNAs, proteinas
e celulose sao ativamente sintetizados para a construcao
de células, e como resultado, uma grande quantidade de
PPi é produzido como um co-produto destes processos
metabélicos. E conhecido que a acumulacao de elevadas
concentracoes de PPi no citosol, inibe as reacdes de
polimerizagao. Assim, a H*-PPase vacuolar recolhe o PPi no
citosol e o usa como fonte de energia para o transporte de
prétons em vactolos em expansio (Maeshima, 2000).

O nivel de H*-PPase em plantas é regulado sobre
condicdes de stress. Kasai et al. (1998), examinaram o
efeito de nutrientes mineirais, como K*, NO3' e Ca’* na
H*-PPase em raizes de centeio. Tanto a hidrélise de PPi
como o gradiente de transporte de prétons, em plantas
crescidas com condicées de deficiéncia mineral, foram
trés vezes maior do que as plantas crescidas em condi¢oes
normais. Desde que nao haja diferenca na quantidade de
proteina H*-PPase, acredita-se na ativacao da H*-PPase no
centeio, sobre condi¢oes de stress de nutrientes. Da mesma
forma, a alta atividade da H*-PPase resulta em reducao do
nivel de PPi nas raizes em meio com deficiéncia mineral.
Kasai et al. (1998), sugeriram a possibilidade do Ca?* ou
citoquinina em modular a atividade H*-PPase. Rea & Poole
(1993), apontaram a importancia da H*-PPase nas células
de plantas sobre stress de andxia e baixas temperaturas, o
que foi confirmado por Carystinos et al. (1995) e Davies et
al. (1997), que relataram a possibilidade da H*-PPase em
substituir a V-ATPase em condiges de stress energético, na
manutencao do acidez no vactolo.

Aplicacoes da pirofosfatase na biotecnologia vegetal

Tanto no ambiente natural, quanto na agricultura,
plantas sao frequentemente submetidas a estresses
ambientais. Alguns fatores ambientais como temperatura
do ar, pode se tornar um fator estressante em apenas alguns
minutos; outros, como a agua disponivel no solo, podem
levar de dias a semanas, e outros ainda, como a deficiéncia
de minerais no solo pode levar meses para se tornar um
fator estressante. O conceito de stress é muitas vezes usado
imprecisamente, e a terminologia pode ser confusa. Stress
¢é usualmente definido como um fator externo que exerce
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uma influéncia de desvantagem para a planta. (Taiz & Zeiger,
2002). O nivel da H*-pirofosfatase em plantas é regulada
sobre condicoes de estresse (Maeshima, 2000).

A super-expressio da H*-pirofosfatase (H*PPase),
gene AVP |, em Arabidopsis resultou no aumento de divisoes
celulares no inicio da formagao do organismo, hiperplasia
(aumento do numero celular), e elevou o transporte de
auxina (Citado por Gaxiola et al. 2007). Segundo Gaxiola
et al. (2007), mudancas na expressdo do AVPI afetou a
abundancia e a atividade da H*-ATPase da membrana
plasmatica, alterando o pH do apoplasto e o transporte
de auxina em plantas. Além disso, em testes feitos com
Arabidopsis, resultaram em aumento da tolerancia a sal
devido ao aumento da absor¢ao e acumulagao de ions Na* em
seus vacuolos e consequentemente, uma maior capacidade
osmorregulatéria. Além disso, as plantas com super-
expressao da AVPI revelaram a sua habilidade de resistir
a escassez devido, obviamente, a uma dramatica expansao
do desenvolvimento radicular. Park et al. (2005), realizaram
estudos sobre a super-expressao da H*-PPase vacuolar AVP |
em um cultivo de tomate, visando a agricultura. Estudos
bioquimicos e de transporte confirmaram a expressao
funcional da proteina recombinante na linhagem dos
tomates transgénicos. Mensuracdes da atividade hidrolitica
da H*-PPase do tonoplasto de raizes de duas linhagens
representativas XAVP | D e plantas controle, mostraram que
os transgénicos tiverem em média 56% de aumento de sua
atividade em relacao as plantas controle, enquanto a ATPase
do tipo V, nao sofreu modificacoes significativas. Em seguida,
as plantas foram submetidas a estresse hidrico, durante
um periodo de |3 dias, resultando em afetaciao de ambas
as plantas (transgénica e controle). Entretanto, as plantas
transgénicas demonstraram recuperagao apoés o alivio do
stress do déficit de agua. Uma consistente explicacao para
tal resposta, esta baseada no aumento do peso seco da raiz
nas plantas mutantes. Estes mutantes nao apresentaram
fenétipos deletérios (ex: reducao do crescimento vegetativo,
floracao, e produgao do fruto) durante o seu crescimento e
desenvolvimento. Uma possivel conseqiiéncia deletéria da
super-expressao da H*-PPase poderia ser a acumulacio de
metais toxicos nas frutas de plantas transgénicas. Li et al.
(2005), observaram que alteragdes na expressao da AVP|
produz plantas com tipicas variacdes morfogenéticas de
defeito hormonal. Em Arabidopsis, a super-expressao resulta
também em maior aumento do nimero de folhas dispostas
em rosetas, aumento significante da area foliar, aumento
do niimero de células, crescimento da raiz e peso-seco em
relacao as plantas selvagens.

Estudos realizados em leveduras (Saccharomyces
cerevisiae), realizado por Gaxiola, et al. (1999), mostraram
a existéncia de varias proteinas associadas a tolerancia e
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desintoxicacao de sal: canais de clorideo, bombas de H*
e antiporters Na*/H*. Sendo assim, pode ser sugerido,
analogicamente, que o mecanismo de desentoxicacdo em
leveduras e em plantas é similar. Ramos et al. (2005), realizaram
estudos associando a atividade atpasica e pirofosfatasica com
inoculacao de fungos micorrizicos (Glomus clarum e Gigaspora
margarita) em raizes de milho. Observaram que as raizes de
milho, potencialmente colonizadas, tiveram atividade atpasica
e pirofosfatasica estatisticamente superior ao do tratamento
nao inoculado. Sendo assim, pode ser feita analogia entre
micorrizagao e plantas mutantes AVP| (H*PPase super-
expressada), pois ambas causam efeitos semelhantes nos
individuos. Dados moleculares relatam a capacidade do
fungo micorrizico arbuscular de induzir a expressao de gene
H*-ATPase da membrana plasmatica na planta hospedeira
(Murphy et al. 1996; Gianinazzi-Pearson et al. 2000; Ferrol
et al. 2002; Krajinski et al. 2002).

Fica claro, que a H*-PPase do vactiolo de plantas
é a enzima mais atrativa, segundo trés pontos de vista,
especialmente, a relagao estrutura-funcao como um modelo
de bomba de prétons, a evolucdo molecular como um
marcador enzimatico de vacuolo de plantas, e a relacao
fisiolégica do vactolo de plantas.

A H*-PPase esta localizada na membrana do vactolo,
com poucas excecoes, como ja relatado. Nao ha informacao
disponivel a respeito da(s) seqiiéncia(s) de sinal de varios
géneros de proteinas de membrana. Todos os vaclolos
de plantas, preparados de diversas espécies examinadas,
demonstraram conter H*-PPase. Assim, esta enzima é
presumidamente um elemento essencial de vactolos gigantes
nas células de plantas. Durante a evolucao dos organismos,
espécies de plantas ancestrais que ja tinham H*-ATPase,
passaram a ter a H*-PPase em conjunto. Provavelmente, a
aquisicao da H*-PPase permite a expansao dos vactolo das
células de plantas (Maeshima, 2000).

Destacamos que sao necessarios mais estudos
relacionados a H*-PPase a as bombas de modo geral, para
que se conhecam todos os beneficios de aplicacoes de plantas
super-expressadas no ambiente.
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