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1. Introducao

1.1. 0 Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM)

O CAM ocorre em aproximadamente 16.000 espécies que englobam
328 géneros contidos em 33 familias (Herrera, 2009). Trata-se de um
mecanismo selecionado em resposta a falta d’agua no ambiente, uma vez
que os estdmatos das plantas CAM abrem-se a noite, quando a umidade
relativa do ar € mais alta e se fecham durante o dia - um comportamento
oposto aquele das plantas com metabolismo C; ou C4 (Winter et al., 2005).
Nas plantas CAM, o CO, atmosférico ¢ usado durante a noite para a
carboxilacdo do fosfoenolpiruvato (PEP), pela agdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), gerando oxaloacetato (OAA). Este ¢
entdo reduzido a malato pela acdo da malato desidrogenase (MDH). O
malato gerado ¢ transportado para o vacuolo, onde ird ser protonado e
convertido em acido malico. Durante o dia, os estomatos se fecham e o
acido malico é remobilizado, deixando o vactolo e se transformando
novamente em malato, para ser descarboxilado pela enzima malica ou pela
acao sequencial da MDH e da fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK).
Aparentemente, existe um forte componente filogenético determinando
qual ¢ o sistema responsavel pela descarboxilagdo do malato nas plantas
CAM, podendo existir inclusive plantas que utilizam uma combinacao dos

dois (Cristopher & Holtum 1998; Dodd et al., 2002).



O CO, liberado pela descarboxilagdo do malato ¢ entdo utilizado no
ciclo de Calvin quando as plantas CAM estdo com os estomatos fechados.
Ainda existe discussdo se esse tipo de metabolismo, além de uma maior
eficiéncia no uso da dgua, poderia trazer outras vantagens a planta, como a
protecdo do aparato fotossintético contra a fotoinibicdo quando ha baixa
disponibilidade de 4gua e/ou alta irradiancia (Liittge, 2004; Pikart, 2014).
Esse tipo de metabolismo também ¢ capaz de refixar o CO, liberado pela
respiragao (Herrera, 2009; Pikart, 2014).

O CAM pode se expressar em diferentes graus, gerando um continuo
com relagdo a sua intensidade (Silvera et al., 2010; Kerbauy et al., 2012;
Matiz et al., 2013). O “CAM-cycling” ¢ um tipo fraco de CAM, no qual a
abertura estomatica se assemelha muito com a de uma planta C;, mas
ocorre uma refixacdo do CO, respirado durante a noite (Matiz et al., 2013).
Um dos tipos mais extremos de CAM ¢ o chamado “CAM-idling”, no qual
a planta fica praticamente 24 horas com os estomatos fechados, apenas
refixando o CO, proveniente da respiracao (Liittge, 2006; Pikart, 2014),
sendo esse tipo de CAM uma estratégia de resisténcia a periodos de déficit
hidrico. Tanto o “CAM-cycling”quanto o “CAM-idling”apresentam um
baixo acimulo de acidos durante a noite, sendo as vezes referidos como
CAM fraco. Devido a baixa quantidade de CO, sendo processado por esses
dois tipos de CAM, ainda existe alguma discussao a respeito das possiveis

vantagens que eles poderiam trazer (Winter et al., 2015). No entanto, foi



demonstrado recentemente que o CAM fraco pode representar a diferenca
entre um balango positivo ou negativo de carbono quando a planta est4 sob
uma restricao severa na entrada de CO,, como em uma condi¢ao de déficit
hidrico (Pikart, 2014). Esse mesmo autor mostrou que em condi¢des bem
hidratadas a fixa¢do noturna de CO, representa aproximadamente 2% do
ganho diario de carbono, sendo que essa porcentagem aumenta para 22%
com o fechamento dos estomatos por longos periodos devido a imposi¢ao
de um déficit hidrico.

Adicionalmente, existem variagdes de periodo ou intensidade do
CAM em resposta a diversos fatores ambientais. Por exemplo, se uma
planta CAM esta sofrendo falta d’agua seus estomatos tenderao a ficar cada
vez mais tempo fechados, a caminho de um “CAM-idling”, enquanto em
periodos de maior abundéincia hidrica os estdmatos de uma planta CAM
podem abrir durante o dia, principalmente pela manha ou final da tarde, a
caminho de um “CAM-Cycling” (Mioto et al., 2015; Martin & Adams
1987; Loeschen et al., 1993; Stiles & Martin 1996; Nowak & Martin 1997;
Haslam et al., 2003; Owen & Griffiths 2013).

Além disso, dentro dessa plasticidade existem espécies capazes de
alterar seu tipo de fotossintese desde o modo C; at¢ o CAM, de acordo com
o desenvolvimento (Sleslak et al., 2003; Winter & Holtum, 2007; Winter et
al., 2008) ou em resposta a fatores ambientais, como luz (Maxwell et al.,
1994; Haslam et al., 2003; Sleslak et al., 2003), temperatura (Nievola et
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al.,2005), salinidade (Taybi et al., 2001), nutricdo (Santos &Salema, 1992;
Hamashi et al., 2011) e disponibilidade de adgua (Maxwell et al., 1994;
Cushman & Borland 2002; Haslam et al., 2003). E comum encontrar na
literatura a denominacao de “C;-CAM facultativa” para diversas plantas
que mostram ambos os tipos de fotossintese durante seu ciclo de vida. Esse
termo pode levar a uma ideia falsa, uma vez que poucas espécies sao
capazes de mudar o tipo de fotossintese de C; para CAM e também de fazer
o caminho inverso. Assim, mesmo plantas consideradas CAM podem
apresentar metabolismo C; em seus estagios mais jovens (Winter et al.,
2008). Até agora, apenas trés espécies sao aceitas como “verdadeiras” C;-
CAM facultativas: Calandrinia poliandra, Clusia pratensis e Clusia minor
(Mioto et al., 2015). Freschi & Mercier (2011) argumentaram que a
mudanca do metabolismo C; para o CAM talvez seja um dos processos
metabdlicos mais complexos das plantas em resposta ao ambiente, ja que €
necessaria regulacdo nos niveis celular, tecidual e do organismo como um
todo.

O estudo de espécies que apresentam CAM fraco ou facultativo
poderia fornecer pistas interessantes sobre a historia evolutiva do CAM
(Winter et al., 2015). De fato, acredita-se que o CAM teve multiplas
origens, uma vez que ele estd amplamente distribuido entre vérios taxa
(Matiz et al., 2013; Winter et al., 2015; Mioto et al., 2015). Mais ainda,

todos os componentes necessarios para a realizacdo do CAM (enzimas ou



estrutura celular, por exemplo) estdo presentes em plantas C; (West-
Eberhard et al., 2011). Mesmo assim, até¢ hoje nao foi possivel dizer com
precisdo quais sao as modificagcdes moleculares, bioquimicas ou estruturais
que poderiam resultar no CAM. Mioto et al. (2015) sugerem que um
aumento na expressao de algumas enzimas, como a PEPC, que inicialmente
estariam ligadas a respostas de estresse, aliadas a modificagdes na resposta
das células-guarda a fatores como luz, CO, e ritmo circadiano poderiam
levar a formas rudimentares de CAM. De qualquer forma, acredita-se que o
passo evolutivo que levaria uma planta C; a se tornar CAM deva ser
relativamente simples, uma vez que, até onde se conhece, o CAM depende
apenas de uma reorganizacao de componentes ja existentes (West-Ebehard
et al., 2011; Mioto et al., 2015). Portanto, conhecer o funcionamento de
plantas capazes de modular o CAM resultaria em pistas de como ou por
que essa adaptacdo metabdlica surgiu evolutivamente. Somado a isso,
existe atualmente um grande interesse em transferir o CAM para plantas
com fotossintese Cs, 0 que, talvez, possa permitir que essas ultimas ocupem
ambientes com baixa disponibilidade hidrica, sendo essa importancia mais
acentuada pelas projecoes de mudangas climaticas nos préximos anos
(Borland et al., 2011; Borland et al., 2014). Ainda assim, pesquisas

envolvendo modulagao do CAM sao relativamente escassas na literatura.



1.2. Sinalizacao da modulacao do CAM

Uma vertente ainda muito pouco explorada ¢ a sinaliza¢do celular
que levaria a modulagdo do CAM em resposta a fatores ambientais. O
déficit hidrico, por exemplo, comumente leva a um aumento de expressao
do CAM, colocando o acido abscisico (ABA) como o horménio mais
frequentemente associado ao aumento desse metabolismo. Taybi &
Cushman (1999) constataram que a aplicagcdo exdgena do ABA foi capaz
de aumentar significativamente a quantidade de transcritos do gene Ppcl
(que codifica para uma isoforma da PEPC diretamente relacionada com a
fotossintese CAM) em folhas de Mesembryanthemum crystallinum. Em
plantas jovens de abacaxizeiro (Ananas comosus), constatou-se que ocorre
um aumento na concentracdo endogena de ABA quando elas sao induzidas
ao CAM por estresse hidrico, além de que a aplicagdo exdgena desse
hormoénio também induz a expressao do CAM (Freschi et al., 2010). Além
disso, foi constatada a participacdo do ABA no processo de inducdo ao
CAM nas espécies Kalanchoe blossfeldiana (Taybi et al.,, 1995),
Portulacaria afra (Ting, 1981) e, recentemente, em Guzmania monostachia
(Mioto & Mercier 2013). Embora o ABA esteja envolvido com a indugao
ao CAM, parece também haver uma via independente dele, da qual pouco

se conhece, como mostrado por Freschi et al. (2010) e Taybi & Cushman

(2002).



As citocininas t€m sido apontadas como reguladoras negativas do
CAM. Em plantas jovens de abacaxizeiro, Freschi et al. (2010), tanto
observando os niveis endogenos dessa classe hormonal quanto trabalhando
com aplicacdo de citocininas exdgenas, constataram uma diminui¢do da
expressao do CAM quando essas estavam presentes. Em M. crystallinum,
esse papel das citocininas também ja tinha sido relatado anteriormente
(Schmitt & Piepenbrock, 1992; Peters et al., 1997).

O célcio se mostrou bastante importante na inducdo ao CAM em
diversas espécies. Com a utilizagdo de iondforos e quelantes desse ion, foi
demonstrado que a indu¢do ao CAM depende de um aumento na
concentracdo de cdlcio citossolico tanto em M. crystallinum (Taybi
&Cushman, 1999) quanto em A. comosus (Freschi et al., 2010). Em M.
crystallinum também foi constatada a participacdo das cinases dependentes
de célcio e o inositol 1,4,5-trifosfato (Taybi & Cushman, 1999). No
abacaxizeiro, foi sugerida uma via bioquimica envolvendo
consecutivamente o ABA, o 6xido nitrico (NO) e o célcio, além de outra
rota que parece ser independente do ABA e do NO, mas ndo do calcio
(Freschi et al., 2010). O NO ¢ um radical livre que vem ganhando destaque
na fisiologia vegetal, atuando em diversos processos das plantas. Mesmo

assim, muito pouco se sabe sobre essa molécula.



1.2. 0 6xido nitrico
1.2.1. Biossintese

O NO ¢ um radical livre conhecido ja ha bastante tempo, mas a sua
atuacdo como um sinalizador indispensavel aos seres vivos ¢ uma
descoberta relativamente recente, sendo inclusive premiada com o Prémio
Nobel de medicina e fisiologia em 1998 apds a descoberta de seu papel
como vasodilatador endogeno em tecidos animais (Durner & Klessig,
1999). Em plantas, os efeitos do NO ja haviam sido estudados desde o final
da década de 70 (Klepper, 1979), mas pensava-se que a sua producao se
restringisse a aplicagdo de herbicidas ou em resposta a poluentes
atmosféricos. Durante muito tempo pouca atencao foi dada a essa molécula
na biologia vegetal até que, finalmente, em 1997, foi constatada a producdo
endogena de NO de maneira independente de herbicidas (Wildt et al.,
1997). A partir dai, o nimero de estudos sobre essa molécula vem
crescendo cada vez mais. Mesmo assim, ainda sao escassos os trabalhos
sobre a sinalizagdo promovida pelo NO em plantas, se comparados com o
grande numero de publicagdes tratando da agdao dessa molécula em animais
(Neill et al., 2003).

O NO ¢ um radical livre que tem tempo de meia-vida longo em
sistemas biologicos, principalmente em baixas concentragcdes, quando

comparado aos demais radicais livres (Lamattina et al., 2003; Arasimowicz



& Floryszak-Wieczorek, 2007). Devido ao seu pequeno tamanho, ¢
altamente difusivel pelas células, tanto no citossol quanto através de
membranas (Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007). Mesmo assim,
existem evidéncias de que aquaporinas presentes em mamiferos podem
facilitar o transporte de NO através delas (Herrera et al., 2006). Seu
transporte também pode ser feito a longa distancia, possivelmente através
da ligacdo reversivel com moléculas que contenham grupos tiol, como a
glutationa (GSH) (Beligni & Lamattina, 2001; Leitner et al., 2009). A
ligagdo do NO com a GSH origina a S-nitrosoglutationa (GSNO), uma
molécula que poderia atuar tanto como reservatério de NO quanto forma de
transporte.

Existe ainda muita discussdo sobre as vias de sintese do NO e sua
regulagdo, sendo esse um conhecimento essencial para compreender os
papéis do NO (Rumer et al., 2009). Até agora foram propostas pelo menos
sete vias pelas quais o NO poderia ser gerado em plantas. Duas delas tem
recebido mais destaque, enquanto as demais continuam sem
esclarecimento.

Uma das vias de biossintese proposta tem como base estudos
realizados em animais, sugerindo a participagdo da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). Em mamiferos, a sintese do NO parece depender, em boa
parte, da NOS, a qual promove a produc¢dao de NO e L-citrulina a partir da

oxidacao de L-arginina, utilizando O,, NADPH, flavina, tiol e tetrahidro-L-



biopterina como cofatores (Wendehenne et al., 2001; Arasimowicz &
Floryszak-Wieczorek, 2007; Wojtaszek, 2000). J& em plantas, existem
alguns trabalhos apontando para uma atividade NOS semelhante aquela de
mamiferos (Cueto et al., 1996; Ninnemann & Maier, 1996; Corpas et al.,
2007), mas mesmo assim, a existéncia dessa enzima € incerta pelos
seguintes motivos: nenhum gene que codifica uma NOS foi encontrado nas
plantas vasculares até agora (Zemojtel et al., 2006; Crawford et al., 2006);
as respostas das plantas aos inibidores de NOS sdo muito variaveis (Durner
& Klessig, 1999) e a tetrahidro-L-biopterina, um dos cofatores da NOS
animal, também parece ndo ser encontrada em plantas (Zemojtel et al.,
2006; Crawford et al., 2006; Neill et al., 2008). Recentemente, foi
caracterizada uma NOS na alga Ostreococcus tauri, que pertence a uma
linhagem muito basal dos vegetais (Foresi et al., 2011), aumentando a
possibilidade de que as plantas vasculares possuam uma enzima similar.
Experimentos feitos com plantas de Arabidopsis thaliana expressando a
NOS de alga mostraram que a proteina parece funcionar no contexto de
uma planta vascular também (Foresi et al., 2015). Mesmo que uma enzima
nao tenha sido encontrada, a produ¢ao de NO a partir da arginina parece
existir em plantas.

Outra via de sintese do NO, melhor caracterizada, ¢ a dependente da
nitrato redutase (NR), enzima responsavel também pela redugdo do nitrato
a nitrito na via de assimilacdo do nitrogénio. Ao utilizar um extrato
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purificado da enzima, foi detectada a emissdo de NO a partir do nitrito,
sendo essa emissdo completamente bloqueada pela adicdo de azida de
sodio (Yamasaki & Sakihama, 2000). Varios outros trabalhos também
associaram a producao de NO a atividade da NR (Rockel et al., 2002; Xu &
Zhao, 2003; Sakihama et al., 2002; Bright et al., 2006; Freschi et al., 2010).
A capacidade da NR produzir NO in vitro foi estimada em
aproximadamente 1% da atividade total da enzima, acreditando-se que in
vivo essa capacidade seja ainda menor, na faixa de 0,01-0,1% (Rockel et
al., 2002). Ainda assim, essa fun¢do da NR ndo deve ser subestimada, uma
vez que em muitas espécies vegetais essa enzima mostrou ser uma
importante fonte de NO. Existem duas isoformas da NR descritas para A.
thaliana, denominadas NIA1 e NIA2, sendo que a NIA2 ¢ responsavel por
cerca de 90% da atividade total de reducao de nitrato da NR, restando
apenas 10% para a NIA1 (Wilkinson & Crawford, 1993). Bright et al.
(2006), através do uso de duplos mutantes nial/nia2, mostraram que o NO
gerado no processo de fechamento estomdtico induzido pelo ABA era
dependente da atividade da NR. Mais recentemente, Zhao et al. (2009),
também utilizando os mutantes nial/nia? e nia2, concluiram que a maior
parte do NO produzido por plantas de 4. thaliana durante a aclimatagdo ao
frio parece ser proveniente da isoforma NIA1.Esses resultados indicam a
possibilidade de que existam isoformas de NR mais relacionadas a
produgdo de NO, enquanto outras seriam responsaveis pelo metabolismo
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do nitrato. Além dessas duas vias de producao de NO, cinco outras foram
propostas, das quais temos ainda menos informagao.

Foi encontrada uma enzima na membrana plasmadtica das células da
raiz de tabaco, a nitrito-NO redutase (Ni-NOR), que também parece ser
capaz de converter o nitrito em NO (Stohr et al., 2001). Essa enzima
trabalha com elétrons provenientes de um doador ainda desconhecido
sendo que, in vitro, o doador usado foi o citocromo ¢ (Stohr et al., 2001). O
transporte de elétrons nas mitocondrias produziu NO in vitro, mas em
tecidos intactos essa via nao se mostrou muito significativa e por isso nao ¢
ainda bem reconhecida (Planchet et al., 2005). O NO pode surgir também a
partir da reducdo ndo enzimatica do nitrito, quando este se encontra em pH
inferior a 4,5 (Wendehenne et al., 2001). Deve-se ressaltar que essa via de
sintese pode ser importante fisiologicamente, uma vez que em alguns
tecidos, como no apoplasto da camada de aleurona de sementes de cevada
essa condicao € encontrada e o NO parece exercer um efeito marcante
sobre a germinacao dessa espécie (Bethke et al., 2007). Rumer et al. (2009)
detectaram a formag¢do de NO a partir de hidroxilaminas em culturas
celulares quando em presenga de oxigénio. Essa producao parece depender
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e esses autores sugeriram que as
ROS seriam o fator limitante nesse tipo de produg¢ao de NO. Foi também

proposta uma via de sintese do NO a partir das poliaminas espermidina e
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espermina (Tun et al., 2006; Yamasaki & Cohen, 2006), mas essa rota
ainda ndo esta bem caracterizada.

Mesmo com todos esses dados disponiveis, ainda existe muita
controvérsia a respeito das vias de produgdo de NO em tecidos vegetais.
Por esse motivo, diversos autores ressaltam a importancia e a necessidade
de serem gerados novos conhecimentos para que se possa compreender
melhor como o NO atua em plantas (Baudouin, 2010; Leitner et al., 2009;
Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007; Neill et al., 2008; Palavan-

Unsal & Arisan, 2009).

1.2.2. Interacao do NO com proteinas

Uma vez sintetizado, o NO reage principalmente com o oxigénio,
peroxido de hidrogénio ou consigo mesmo, gerando peroxinitrito, nitrato
ou nitrito (Leitner et al., 2009). O peroxinitrito ¢ um intermedidrio nas
reagOes de nitragdo de residuos de tirosina, uma das formas pelas quais o
NO interage com proteinas (Besson-Bard et al., 2008). Postula-se que a
nitra¢do de residuos de tirosina em proteinas vegetais possa ser uma forma
efetiva de regulagdo, uma vez que diferentes padrdes de nitragdo sao
observados em resposta tanto a condigdes ambientais, como temperatura e
estresse salino, quanto em resposta ao ataque de patogenos (Saito et al.,
2006; Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2008; Corpas et al., 2009).

Mais ainda, essa alteracdo parece frequentemente resultar em uma dréstica
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diminuicao da atividade das enzimas, além de ndo ser facilmente revertida
(Valderrama et al., 2007). No entanto, recentemente foi caracterizada uma
denitrase em mamiferos, enzima responsavel pelo processo de desnitracao
(Deeb et al., 2013). Dessa forma, a nitragdo esta se estabelecendo como um
mecanismo robusto de sinalizagdo na biologia, com evidéncias em varios
organismos, incluindo bactérias, animais e plantas (Bottari, 2015).

Outras formas pelas quais o NO interage com proteinas sdo a
nitrosilacdo de residuos de cisteina (S-nitrosilagdao) ou de metaloproteinas
(Arasimowicz & Floryszak-Wieczorek, 2007; Besson-Bard et al., 2009). A
nitrosilacdo também se mostra como um importante mecanismo de
interacao entre o NO e proteinas, uma vez que ja foi constatado que esse
tipo de ligacdo pode regular, direta ou indiretamente, varias propriedades
das proteinas, como conformagdo, atividade, ou até mesmo localizagao
intracelular (Leitner et al., 2009). Em um trabalho recente, Tavares et al.
(2014) demonstraram que a S-nitrosilacdo do fator de transcri¢dao
AtMYB30 (que participa da resposta de hipersensibilidade em A. thaliana)
faz com que essa proteina sofra uma mudanga conformacional em sua
estrutura secunddria, resultando em uma clara redug¢do da sua capacidade
de ligacdo com o DNA. Recentemente, foi descoberto que a enzima
ascorbato peroxidase pode ser regulada tanto por nitragdo de um residuo
especifico de tirosina, resultando em menor atividade, quanto por
nitrosilacdo de um residuo de cisteina, aumentando a atividade da enzima
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(Valderrama et al., 2007; Begara-Morales et al., 2014). Certamente, a
cisteina parece ser um aminodcido chave na regulagdo da atividade de
diversas enzimas, pois pode apresentar pelo menos sete estados de
oxidacao (Spoel & Van Ooijen 2014; Rouhier et al., 2015). Do mais
reduzido ao mais oxidado, esses estados sdo: reduzido (S-H), nitrosilado
(S-NO), sulfenado (S-OH), o de ponte dissulfeto (S-RS), o de
glutationilagdo (S-SG), o de 4cido sulfinico (S-O,H) e o de acido sulfénico
(S-O;H). Dessa forma, a S-nitrosilagdo pode representar por si s6 um
estado no qual a atividade enzimatica ¢ alterada, ou como uma ponte
facilitando a transi¢ao entre outros estados.

Uma vez que a GSH possui um grupo tiol, € possivel que o NO se
ligue reversivelmente a ela, gerando GSNO. Postula-se, portanto, que a
GSNO pode ter relevancia como uma forma de armazenamento,
catabolismo ou de transporte a longa distancia do NO livre (Leitner et al.,
2009). Alternativamente, o NO pode ser transferido de um grupo tiol a
outro, atraveés de reacdes conhecidas como transnitrosilacdo (Lounifi et al.,
2013). Essas reagdes podem ocorrer tanto entre peptideos (como a GSNO)
e proteinas quanto de proteinas para proteinas, ou mesmo entre regides
diferentes de uma mesma proteina (Barroso et al., 2006). E importante
levar em conta também que nem todas as cisteinas de uma proteina sao

passiveis de nitrosilagdo. Os residuos de cisteina com baixo pKa proximos

15



a aminoacidos carregados ou aqueles que estdo em um entorno hidrofébico
sd0 0s mais propicios a nitrosilacao (Lounifi et al., 2013).

Ja foram feitos estudos em algumas espécies visando estabelecer o
perfil de S-nitrosilagdo das proteinas, apds extratos protéicos da planta
serem tratados com GSNO. Dentre as proteinas encontradas, notou-se que
em A. thaliana, uma planta C;, a PEPC nao foi S-nitrosilada (Lindermayr,
2005), no entanto, no caso de Kalanchoe pinnata, uma espécie CAM, essa
enzima foi encontrada S-nitrosilada (Abat et al., 2008).

Foi recentemente mostrado que o NO ¢ capaz de interagir ndo so
com proteinas, mas também com outras moléculas importantes no processo
de sinalizagdo celular.Conforme mencionado anteriormente, o NO reage
com as ROS, podendo afetar os processos de sinalizagdo vinculados a esses
compostos (Leitner et al., 2009; Arora et al., 2015). De maneira
interessante, foi mostrado que a citocinina zeatina pode sofrer nitracao in
vivo e ser inativada pelo NO em uma reacao aparentemente reversivel (Liu
et al., 2013).

Dessa forma, o NO parece atuar em diversas vias simultaneamente
devido, em grande parte, a sua inespecificidade ao reagir com
biomoléculas, ndo apresentando, por exemplo, receptores especificos. Isso
torna o estudo da sinalizagdo promovida por esse radical bastante

complexo.
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1.2.3. Fungoes do NO em plantas

Por se tratar de um sinalizador importante, muitas pesquisas ja
associaram o NO com uma grande variedade de processos nas plantas.
Trabalhos envolvendo a aplicagdo de doadores ou sequestradores de NO
sdo relativamente comuns na literatura, mas raramente se investigam 0s
mecanismos pelos quais esse NO poderia estar agindo em cada processo.
De qualquer forma, o NO parece estar envolvido tanto em processos
ontogenéticos quanto em respostas de estresses a diversos fatores bioticos
ou abidticos. Alguns exemplos de processos nos quais ha a participacao do
NO sao: 1) abertura e fechamento estomatico induzido pelo fitormonio
acido abscisico (ABA) (Desikan et al., 2002; Garcia-Mata & Lamattina,
2003; Garcia-Mata & Lamattina, 2007); 2) resposta de hipersensibilidade
(Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998; Leitner et al., 2009); 3)
germinacao (Bethke et al., 2004; Bethke et al., 2007); 4) desestiolamento e
inibicdo do crescimento do hipocotilo e dos entrenos (Beligni & Lamattina,
2000; Lozano-Juste & Leon, 2011); 5) morte celular programada da
camada de aleurona em A. thaliana, atuando apds a acdo do acido
giberélico (GA), um fitormdnio que sabidamente participa desse processo
(Libourel et al., 2006; Bethke et al., 2007); 6) inibicdo da floracao
(Seligmann et al., 2008), possivelmente através da regulacdo negativa de
expressao dos genes CONSTANS e GIGANTEA (promotores da floragdo) e

positiva do gene FLOWERING LOCUS C (inibidor da floragdao) (He et

17



al.,2004); 7) inibicdo da senescéncia induzida pelo ABA (Hung & Kao,
2003); 8) formacdo de raizes e exsudagdo de citrato em Lupinus albus,
como uma resposta a falta de fosfato (Wang et al., 2010); 9) inducao do
CAM, também em 4. comosus, em resposta ao estresse hidrico (Freschi et
al., 2010).

Recentemente, em Guzmania monostachia, também foram
relacionados a emissdo de NO e o aumento do CAM, sendo que o sinal
dado por essa molécula ficou bem localizado tanto temporal (durante os
ultimos dias de aumento do CAM) quanto espacialmente (mais restrito ao
apice foliar, uma vez que em bromélias parece haver uma divisdao funcional
ao longo do comprimento da folha) (Mioto & Mercier, 2013). Sendo assim,
imagina-se que o aprofundamento dos estudos com a espécie G.
monostachia poderia ajudar a fornecer informagdes interessantes para

serem exploradas na pesquisa sobre NO.

1.3 Fisiologia das folhas de bromélias

G. monostachia ¢ uma bromélia tanque epifita, cujas folhas podem
apresentar algumas caracteristicas particulares. Takahashi et al. (2007)
observaram que em bromélias epifitas, as folhas desempenham um papel
importante na absorcdo e assimilagdo de nutrientes. Em espécies que
apresentam tanque, grande parte da sua nutrigdo depende de compostos
presentes na agua acumulada ali (Benzing, 1998; Laube & Zotz, 2003).

Assim, as bases foliares teriam diferengas funcionais em relagdo ao apice,
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uma vez que elas estdo em contato direto com a solucdo nutritiva do
tanque, ao passo que os apices estariam muito mais aptos a realizacdo de
trocas gasosas ¢ fotossintese em fun¢ao de sua maior densidade estomatica
e interceptagdo de luz (Freschi et al., 2010a).

Apesar de escassos, existem trabalhos apontando para esse tipo de
separacdao funcional apice-base. Popp et al. (2003) dosaram os teores de
acidos organicos e carboidratos em cinco porgdes das folhas de varias
espécies de bromélias, encontrando um gradiente de concentracdo que
aumentou a medida que se aproximou da parte apical. A concentracdo de
nitrogénio também apresentou diferencas ao longo da folha, sendo maior
nas partes verdes (apicais) do que nas partes ndo-verdes (basais) (Popp et
al., 2003). Também foi constatado que os tricomas (estruturas importantes
para a absorcdo de nutrientes) do dpice foliar sdo pouco numerosos
comparativamente aqueles da base (Sakai & Sandford, 1980). No nosso
laboratorio, Takahashi et al. (2007) e Takahashi & Mercier (2011)
constataram que, entre as duas por¢des foliares de Vriesea gigantea, uma
bromélia-tanque epifita, as enzimas glutamina sintetase e glutamato
desidrogenase  dependente de NADH apresentaram  atividades
significativamente maiores nos apices. Mais ainda, foram detectadas
quantidades maiores de tricomas ¢ menores de estomatos na base foliar,
quando comparada ao apice (Takahashi & Mercier, 2011). Além dos
parametros ja mencionados, foram encontradas maiores concentragdoes de
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ureia ¢ amonio e atividade da NR e da urease na regido basal da folha,
enquanto que no apice foi detectada uma maior quantidade de clorofila e
amido (Takahashi & Mercier, 2011). Ainda no nosso laboratorio, Freschi et
al. (2010a) descobriram que o aumento do CAM, induzido por estresse
hidrico, ao longo da folha de G. monostachia, se da de forma diferente,
sendo mais intenso no apice do que na base. Durante o estresse hidrico, a
agua presente na base parece ser mobilizada para o apice, permitindo que
essa regido ndo sofra diretamente o estresse hidrico. Isso sugere que algum
sinal também pode ser transmitido da base para o dapice da folha,
informando a escassez d’dgua na base. Esses resultados mostraram
claramente que existe uma divisao funcional ao longo do comprimento da
folha de bromélias tanque, indicando que possivelmente a parte basal ¢é
mais especializada na absor¢ao de nutrientes e a parte apical na realizacao

da fotossintese e assimilagdao do nitrogénio.

1.4.Estudos prévios em G. monostachia

Dentre os membros da familia Bromeliaceae, G. monostachia é uma
planta-modelo que vem sendo investigada no Laboratorio de Fisiologia do
Desenvolvimento da Universidade de Sdao Paulo. Sabe-se que a expressao
do CAM envolve uma coordenagao na planta desde o nivel celular até o de
individuo. Mesmo assim, o CAM parece ter surgido diversas vezes ao
longo da evolugdo, sendo interessante observar que poucos ou nenhum

componente realmente novo ¢ necessdrio para que esse tipo de
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metabolismo se processe bioquimicamente (West-Eberhard et al., 2011).
Isso faz com que espécies altamente plasticas com relacio ao CAM (como
G. monostachia) possam nos dar muitas informagdes sobre como esse
passo evolutivo pode ter ocorrido.

Estudos anteriores demonstraram que ap6s um periodo de déficit
hidrico, G. monostachia mostrou um aumento conspicuo na intensidade do
CAM (Maxwell et al., 1994; Freschi et al., 2010a; Mioto & Mercier, 2013;
Pikart, 2014). Esses mesmos autores observaram ainda que essa alteracao
ocorreu de maneira diferente ao longo do comprimento das folhas, sendo
que na por¢do apical esta foi mais pronunciada. Isso faz com que esse
processo seja localizado tanto temporal quanto espacialmente, tornando G.
monostachia um bom material para caracterizar com maior exatiddo os
sinais bioquimicos que levam a inducao do CAM.

Ao longo de minha dissertacio de mestrado, padronizou-se uma
reducdo do modelo experimental, utilizando folhas destacadas de G.
monostachia ao invés da planta inteira. De modo interessante, as folhas
destacadas apresentaram um comportamento CAM similar as plantas
intactas. A partir da implementagdo desse modelo reduzido no nosso
laboratorio, a dindmica temporal do estabelecimento do estresse hidrico e
da mudancga para o CAM também foram estabelecidos. No primeiro dia de
exposi¢do a uma solucdo com 30% de PEG (polietilenoglicol) 6000, a
regido basal da folha atinge os niveis mais baixos de porcentagem de agua,
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que continuam praticamente constantes at¢é a folha ser reidratada
novamente. O aumento no CAM, no entanto, s6 vai se processar do sexto
para o sétimo dia apds o inicio do estresse e essa transi¢do € caracterizada
por um aumento no acumulo de acidez durante a noite € uma maior
atividade da enzima PEPC. Além da separacdo temporal entre os processos
de perda de agua e mudanca no tipo de fotossintese, notou-se que a
desidratacdo ocorre com mais intensidade na regido basal das folhas
expostas ao PEG, enquanto que a mudanga na via de fotossintese ¢ muito
mais significativa na regido apical. Tendo conhecimento dessa separagdo
espacial e temporal, caracterizou-se a participagdo de duas moléculas nesse
processo: 0 ABA e o NO. A primeira aumentou endogenamente ao longo
de todo o comprimento das folhas expostas ao PEG e a segunda apresentou
um aumento somente na por¢ao apical da folha (Mioto & Mercier, 2013).
Uma vez que a por¢ao basal da folha ¢ a regido que sofre uma maior perda
de agua, ¢ possivel que exista o transporte de algum sinal da por¢do basal
para a apical da folha.

Levando-se em considera¢ao todos esses resultados anteriores do
nosso laboratério, novas questdes relacionadas ao papel do NO neste
processo surgiram:1) o sinal proporcionado pelo NO teria inicio logo apos
a aplicagao do déficit hidrico ou s6 aconteceria nos dias anteriores ao
aumento do CAM? 2) o NO seria capaz de provocar um aumento do CAM
mesmo numa condicdo de abundancia hidrica? Poderia esse aumento
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acontecer mesmo na auséncia de NO? 3) a regulacdo da atividade da PEPC,
através da acdo do NO, se daria em nivel transcricional, pos-traducional ou
em ambos? 4) existiria interagdo direta do NO com proteinas, através de
reagdes de S-nitrosilagdo? Isso resultaria em mudangas na atividade? 5) no
caso da S-nitrosilagdo, quais seriam as possiveis proteinas que mostrariam

essa alteracao na condicao de déficit hidrico?

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho visou estudar de que forma o NO participa no
aumento da expressio do CAM no apice de folhas destacadas de G.

monostachia submetidas a deficiéncia hidrica.

2.2. Objetivos especificos

1) Acompanhar as mudancas do CAM através da dinamica temporal e
espacial da atividade da PEPC e aciimulo noturno de 4cidos quando folhas
destacadas de G. monostachia foram submetidas ao déficit hidrico por PEG
6000.

2) Acompanhar a emissdao de NO pelas diferentes por¢des foliares quando
as folhas destacadas foram submetidas ao déficit hidrico (PEG 6000) ao
longo de oito dias.

3) Confirmar a participagdo do NO como sinalizador da regulacdo do

CAM, através do uso de doadores e sequestradores desse radical.
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4) Comprovar se o NO ¢ capaz de regular a atividade da PEPC e de outras
enzimas em nivel pdés-traducional.

5) Comparar o perfil de S-nitrosilacdo das proteinas das porgdes apical e
basal de G. monostachia quando as folhas destacadas foram submetidas ou

nao ao déficit hidrico.

3. Conclusoes

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho, algumas
conclusdes podem ser tracadas.

Conclui-se que:1) o tratamento de déficit hidrico foi efetivo, uma vez
que as folhas destacadas de G. monostachia submetidas a deficiéncia
hidrica mostraram uma queda na porcentagem de 4gua nos dias iniciais de
estresse tanto na por¢cdo basal quanto na apical. Apods o quarto dia, no
entanto, o teor de &gua parecem se restabelecer na por¢do apical.
Simultaneamente, houve um aumento na quantidade de proteinas e citrato
na folha. Esses resultados, somados ao fato de que os teores de pigmentos
mostraram pouca alteracdo ao longo desse periodo, indicam que a planta
estava metabolicamente ativa e respondendo ao tratamento;

2) G. monostachia parece levar seis dias para apresentar um aumento
do CAM, avaliado pelo acimulo noturno de malato e atividade da enzima

PEPC. Essa resposta estad presente apenas na por¢dao apical da folha.
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Adicionalmente, o principal 4acido gerado pela carboxilagdo noturna em G.
monostachia é o acido malico;

3) existe um aumento significativo de NO no 4pice das folhas apds
seis dias de exposicao ao PEG, concomitante com o aumento do CAM. O
teor de proteinas nitrosiladas, no entanto, apresenta uma queda, indicando
que a produ¢do aumentada de NO ndo necessariamente resultou em uma
maior quantidade de compostos nitrosilados. E possivel que o aumento na
emissao de NO seja devido a um processo de desnitrosilacdo de proteinas.
Corroborando essa possibilidade, constatou-se que a nitrosilagdo atua
negativamente na atividade das enzimas PEPC, APX e NADP-ICDH. A
CAT e a MDH, por outro lado, mostraram poucas alteragoes;

4) a aplica¢dao de NO exo6geno nas folhas mantidas em agua promove
um aumento no CAM, tanto em nivel de atividade enzimatica (PEPC e
MDH) quanto em nivel de acumulo noturno de 4cidos. Mesmo assim, a
resposta enzimatica parece ser mais rapida se comparada ao acimulo de
acidos durante a noite. Uma vez que o NO atua negativamente no controle
pos-traducional dessas enzimas (via S-nitrosilacdo), acredita-se que o
aumento de atividade da PEPC e MDH em resposta a aplicagao de NO seja
devido as diferencas de expressdo génica e nao a ligagdo direta do NO

nessas proteinas.

4. Perspectivas
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Mesmo trazendo muitas novidades referentes ao metabolismo do
NO, ainda restam muitos questionamentos de como o NO atuaria na
modula¢ao do CAM em G. monostachia. Com base nos resultados obtidos,
seria possivel desenhar uma série de novos experimentos, visando
responder a perguntas como:

Qual seria a sequéncia de aminoacidos das proteinas que mostraram
diferencas no padrdo de nitrosilacdo? O que aconteceria com a expressao
de genes da PEPC ou da MDH em resposta ao NO?Uma vez que a PEPC
parece apresentar isoformas relacionadas e ndo relacionadas ao CAM, sera
que elas responderiam ao NO de forma diferente ao longo do tempo?
Seriam essas diferencas as responsaveis pela defasagem observada entre o
aumento da atividade das enzimas e o aumento no acimulo noturno de
acidos em resposta ao tratamento com NO? O NO teria um efeito indireto
sobre a modulagdo do CAM (por meio de alteragdes na concentracdo de
CO,-via fechamento estomatico ou ROS nos tecidos, por exemplo) ou ele
seria capaz de regular diretamente algum fator de transcri¢ao que resultaria
na diferenga de expressao de enzimas?

Embora tenha sido mostrado neste trabalho que o NO tem um papel
importante no metabolismo da planta sob déficit hidrico, ainda resta
descobrir se ele seria um sinal especifico do CAM ou um sinal indireto que

regularia respostas mais gerais relacionadas ao déficit hidrico.
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5. Resumo

Guzmania monostachia ¢ uma bromélia-tanque epifita que apresenta
uma alta plasticidade fotossintética, sendo capaz de regular positivamente o
metabolismo 4cido das crassulaceas (CAM) em resposta ao déficit hidrico.
Também foi visto para essa espécie que o incremento do CAM se da de
forma diferente ao longo do comprimento da folha, sendo mais intenso na
regido apical do que na basal. Trabalhos anteriores indicaram que o 6xido
nitrico (NO) parece estar envolvido na regulagdo do CAM, mas nada se
sabe dos mecanismos pelos quais isso ocorre. Uma vez que parecem nao
existir receptores especificos de NO, acredita-se que ele seja capaz de se
ligar diretamente as proteinas, através de um processo conhecido como
nitrosilacdo. O presente trabalho visou determinar se o NO estaria atuando
na regulacio do CAM em G. monostachia através da nitrosilacdo de
proteinas relacionadas a esse metabolsimo. Para tanto, foram feitos trés
desenhos experimentais. No primeiro, folhas destacadas de G.
mosnostachia foram mantidas por 7 dias em agua (controle) ou em uma
solucdo contendo 30% de PEG (déficit hidrico). Durante esse periodo,
foram monitorados parametros indicativos de estresse (porcentagem de
agua, potencial hidrico, além dos teores de clorofilas, carotenoides e
proteinas), CAM (atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase — PEPC — ¢
acumulo noturno de malato e citrato) e emissao de NO. Todas as analises

foram feitas nas porgoes basal e apical das folhas. Ao final dos 7 dias de
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escassez hidrica, também foram feitas dosagens de nitrosotidis totais e a
visualizagdo em gel de proteinas nitrosiladas na por¢ao apical. O segundo
experimento visou verificar a modulagdo da atividade de enzimas pela
nitrosilacdo. Para tanto, extratos proteicos de folhas de G. monostachia
foram incubados com glutationa reduzida (GSH) ou S-nitrosoglutationa
(GSNO) para, em seguida,verificar diferencas nas atividades das enzimas
PEPC, malato desidrogenase (MDH), ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT) e isocitrato desidrogenase dependente de NADP" (NADP-ICDH).
No terceiro experimento foi feita a aplicacdo do sequestrador de NO 2-(4-
carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido (cPTIO) ou de
NO gasoso em folhas destacadas mantidas em PEG ou d4gua,
respectivamente. Os resultados mostraram que o aumento do CAM se da
seis dias apos o inicio do tratamento de déficit hidrico, concomitantemente
com o aumento na producdo de NO. Esses dois fendmenos ocorreram
somente na por¢ao apical da folha. A quantidade de proteinas nitrosiladas,
no entanto, diminuiu em resposta ao déficit hidrico nesta porg¢ao, indicando
que o aumento na emissao de NO pode ser oriundo de uma desnitrosilacao
de proteinas. De fato, a atividade de trés (PEPC, APX e NADP-ICDH) das
cinco enzimas analisadas mostraram uma diminuicdo em resposta ao
tratamento com GSNO. Dessa forma, o NO parece nao se ligar diretamente
as enzimas do CAM para regular sua atividade. Mesmo assim, a aplicacao
de NO gasoso causou um aumento em todos os parametros relacionados ao
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CAM apo6s 5 dias, sugerindo algum tipo de controle transcricional sobre

genes relacionados a esse tipo de fotossintese.

6. Abstract

Guzmania monstachia is an epiphytic tank-bromeliad capable of up-
regulating CAM under water deficit. Moreover, the increase in CAM is
stronger in the apical portion of the leaf, when compared to the base. Nitric
oxide (NO) is a signaling molecule involved in the regulation of CAM, but
the mechanisms underlying this phenomenon are still largely unknown. NO
is capable of interacting with proteins through a process known as
nitrosylation. Here, we investigated whether NO could regulate CAM by
protein nitrosylation. In order to do so, we performed three experiments. In
the first one, detached leaves were maintained for 7 days in water or in a
solution containing 30% of poliethylene glycol 6000 (PEG). During this
period, the water percentage, water potential, contents of chlorophylls and
carotenoids, phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) activity, nocturnal
malate and citrate accumulation, and NO emission were monitored daily in
the basal and apical portions of the leaf. At the seventh day of the water
shortage, quantification of total nitrosothiols and in-gel visualization of
nitrosylated proteins were also performed in the apical portion. The second
experiment consisted in incubating proteic extracts of G. monostachia with

reducedglutathione (GSH) or S-nitrosoglutathione (GSNO) to assess the
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impact of nitrosylation in enzymatic activity. The enzymes selected to this
step were PEPC, malate dehydrogenase (MDH), ascorbate peroxydase
(APX), catalase (CAT) and NADP-dependent isocitrate dehydrogenase
(NADP-ICDH). The third experiment consisted in the application of the
NO scavenger 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-
oxido (cPTIO) or gaseous NO to leaves maintained in water or in PEG
30%, respectively. The results show that there was an increase of both
CAM and NO in the leaf apex at the sixth day of water deficit. The level of
nitrosylated proteins, however, decreased in this portion, indicating that the
emission of NO may be the result of a de-nitrosylation process. In fact, the
activity of three (PEPC, APX and NADP-ICDH) out of five enzymes
analyzed decreased with nitrosylation. Therefore, NO does not regulate
directly the activity of CAM enzymes. Nevertheless, exogenous NO
increased all of the assayed CAM parameters after 5 days, indicating

transcriptional control of CAM-related genes.
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Anexo 1: Esquema da camara para aplicacdo de NO em fluxo continuo. O
fluxo de ar € gerado através de uma bomba de aquario e o fluxo ajustado. O
NO ¢ adicionado a partir de um cilindro, controlando a entrada até obter a
concentracdo desejada. O ar carregado de NO passa por uma camara
transparente onde estao as folhas e logo vai para a saida, onde € coletado e
injetado em um aparelho de quimioluminescéncia para o monitoramento

dos niveis de NO.
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Anexo 2: Porcentagem de agua das porgdes basal (B), mediana (M) e
apical (A) de folhas jovens (3° ao 7 ° nds), intermedidrias (8° ao 12 ° nos)
ou maduras (13° ao 17 ° nos) expostas a uma solugdo de PEG 30% por
quatro dias. As barras brancas correspondem a folhas ligadas a planta-mae,
enquanto as pretas correspondem a folhas que foram destacadas
previamente ao tratamento com PEG. Asteriscos indicam diferenca entre a

folha na planta e a folha destacada segundo o teste T de Student (P<0,05).
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Muita clorofila

Pouca clorofila

Anexo 3: Comparacao entre a propor¢ao da regido com pouca clorofila de
uma folha interna da roseta (5° no -a esquerda) com uma intermediaria (15°

no -a direita).
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Anexo 4: Curva padrao feita com concentracdes crescentes de GSNO para
testar o protocolo de quantificacdo de compostos nitrosilados. Visualizagao
da curva em um transluminador sob luz UV (A) e valores da diferenca

entre a fluorescéncia emitida apds a aplicacdo de UV com a inicial (B).
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