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Science is cool and fun because you get to do stuff that

no one has ever done before
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1 - INTRODUCAO

1.1) Absorcéo e assimilacéo do nitrato

O nitrato (NO3) € comumente considerado uma das fontes de nitrogénio mais
abundantes para as plantas no solo em condicGes aerdbicas, alem de agir como sinal para
varios processos. Sua origem no solo provém principalmente de micro-organismos, por meio

da conversdo de outras fontes de nitrogénio, como amonio e nitrito (Miller et al., 2007).

A absorcdo do nitrato através da membrana plasmatica pode ocorrer por dois
mecanismos do tipo simporte: o de baixa afinidade (LATS) e o de alta afinidade (HATYS),
codificados pelas familias génicas NRT1 e NRT2. O HATS pode ser classificado em: sistema
induzivel de alta afinidade (iIHATS), que ¢é fortemente estimulado pelo seu proprio substrato,
possuindo uma maior capacidade para captura de nitrato; ou sistema constitutivo de alta
afinidade (CHATS), que € expresso constitutivamente e tem a maior afinidade pelo nitrato. O
LATS, aparentemente, é expresso constitutivamente, apresentando maior relevancia quando o

NOjs estd em concentracfes acima de 1mM (Aslam et al., 1992; Forde, 2000; Tischner, 2000).

A regulacdo dos transportadores ocorre principalmente pela oferta de nitrogénio e
carbono, como apontam estudos com Arabidopsis thaliana. Sabe-se que o nitrato induz a
transcricdo dos genes envolvidos no seu transporte, enquanto o nitrito e produtos da
assimilacdo do nitrogénio sdo capazes de inibi-lo em parte. Além disso, esses genes
apresentam variagdes diurnas, provavelmente reguladas pela fotossintese, ja que a sacarose

induz 0 aumento de transcritos mesmo a noite (Lejay et al., 1999; Forde, 2000).

ApOls a absorcdo pelas raizes, o nitrato pode ser reduzido a nitrito, estocado nos
vacuolos, ou transportado para a parte aérea, onde podera ser assimilado ou estocado (Forde,
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2000; Miller et al., 2007). A assimilacdo do nitrato tem inicio com a enzima nitrato redutase
(NR), que o transforma em nitrito (NO;), o qual é reduzido, entdo, a amonia pela nitrito
redutase (NiR) no citosol. A amonia encaminha-se aos plastidios, onde € incorporada ao
glutamato formando a glutamina. Esta Ultima reacdo € catalisada pela acdo das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT) (Crawford, 1995; Lam et al, 1995). O

processo esta representado na figura 1.

COOH
|
H(|3 — NH,
P
CH,
NO, (|:_ 5
”
COOH C|OOH CIOOH O
| _
NOZ' H|C _ NHZ HC — NH2 H? —g C‘OOH
: CH CH HC — NH
w]| S T
CH CH, CH, — CH,
R | |
NH,"  + cC_o C— NH, Cc—O C‘IH2
Il I
(|)‘ 0 0 ﬁ— O
Glutamato Glutamina 2-Oxoglutarato 0

Figura 1: Rota de incorporagdo do nitrato em aminoacido. Baseado em Lam et al. (1995).

Por ser um soluto movel, o nitrato pode variar rapidamente em concentracdo, sendo
considerado um poluente em altas concentragdes. Considerado um problema ambiental, torna-
se importante, neste contexto, compreender a sinalizacdo envolvida nos seus processos de

absorcéo e assimilagéo (Krouk et al., 2010).



1.2) Nitrato redutase: estrutura e mecanismos gerais de regulacao

A reducdo do nitrato a nitrito é considerada o passo limitante e principal na sua
assimilacdo (Lillo et al., 2003). A NR representa uma curta cadeia de transporte de elétrons
localizada no citosol, que catalisa a transferéncia de dois elétrons do NAD(P)H para o nitrato
(Tischner, 2000; Kaiser e Huber, 2001). Esta enzima pode ser classificada em trés grupos:
NADH especifica, a forma mais comum encontrada em algas e plantas; NADPH especifica,
exclusiva de fungos e NAD(P)H biespecifica (pode usar tanto o NADH como NADPH), mais
comum em fungos, porém presente também em algas e plantas (Guerrero et al., 1981). Além
dessas isoformas, j& foi relatada para diversas espécies vegetais a existéncia de uma NR
associada a membrana plasmatica (NRPM). Sua funcéo ainda ndo foi totalmente elucidada,
visto que a NR citossolica (NRc) ¢ a principal forma de catalisar a reducao do nitrato a nitrito
(Stdhr e Ullrich, 1997).

Em Arabidopsis, foram identificados dois genes para a NR NADH especifica, NIAl e
NIA2, sendo esse ultimo responsavel por 90% de toda a atividade de reducdo do nitrato. A
sequéncia e numero de cdpias desses genes podem variar de acordo com a espécie, assim

como as isoformas presentes (Wilkinson e Crawford, 1991; Zhou e Kleinhofs, 1996).

Sabe-se que a NR é um homodimero, sendo cada monémero composto por trés
subunidades e duas regides de ligacdo: complexo molibdénio (MoCo), onde se encontra o
dominio de dimerizacdo; a regido de ligacdo hinge 1 (onde ocorrem as ligacOes para
inativacdo da enzima); grupo Fe-heme, onde se encontra o dominio citocromo b5; a regido de
ligagdo hinge 2 e cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD) (Fig. 2). A reducdo do nitrato
tem inicio com a transferéncia de elétrons do NAD(P)H para o cofator FAD, que 0s
transferem para o citocromo b5 (no grupo heme) e depois para o centro molibdénio, no qual o

nitrato sera reduzido a nitrito (Campbell, 1999; Fischer et al., 2005).



Além da reducédo do nitrato, sabe-se que a NR tem a capacidade de transferir elétrons
do NAD(P)H para o nitrito gerando éxido nitrico (NO) e para o oxigénio (O,), formando ions
superdxidos (O;), que podem reagir com o NO, gerando os ions toxicos de peroxido nitrito
(ONOO) (Fig. 2). Acredita-se que todas essas rea¢cdes ocorrem no mesmo sitio da enzima, ou
seja, no dominio MoCo, sendo que o nitrato parece ter preferéncia nessas reaces (Ruoff e

Lillo, 1990; Yamasaki e Sakihama, 2000; Meyer et al., 2005).
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Figura 2 — Homodimero da NR, representando em cada mondmero as trés subunidades e as duas
regides de ligagdo. Em a) esta representado o processo de inativagdo da enzima por fosforilacdo e em
b) as possiveis reagdes de reducdo utilizando o NAD(P)H como doador de elétrons. Baseado em

Kaiser e Hubber (2001) e Fischer et al. (2005).

A NR possui diversos mecanismos de regulacao, os quais Sa0 necessarios para evitar o
acumulo de nitrito, considerado toxico. As principais formas de controle estdo em nivel

transcricional e pos-traducional (Tischner, 2000; Kaiser e Huber, 2001; Lillo et al., 2003).



O controle transcricional ocorre em longo prazo (horas) e pode ser induzido pelo
nitrato como sinal primario, luz, citocininas, sacarose e CO,. Sinais como a auséncia de
substrato e a presenca de glutamina atuam de forma negativa (Crawford e Campbell, 1990).
De acordo com Pouteau et al. (1989), outro fator de controle na expressédo da NR é a propria
enzima. Em trabalho com Nicotiana plumbaginifoli, foram utilizados o mutante nia, no qual a
estrutura do gene da NR foi danificada e 0 mutante cnx, no qual a biossintese do cofator
molibdénio foi danificada. Nesses casos, a NR deixa de ser sintetizada ou torna-se parcial ou
completamente inativada, resultando em perda ou dano de seu sitio catalitico e consequente
acumulo de nitrato. Em todos os casos, houve aumento dos niveis de RNAm, que se
mantiveram permanentemente elevados, demonstrando um controle da enzima sobre seu

proprio RNAm.

O controle pds-traducional é rapido (em minutos), sendo essencial na adaptacdo do
metabolismo para mudancas diarias de luz/escuro e variacGes de intensidade luminosa. A
atividade da NR é modulada por proteinas cinases dependentes de célcio, que levam a NR a
um estado fosforilado. Para sua inativacdo completa, é necessaria a ligacdo da NR fosforilada
ao grupo de proteinas 14-3-3, na presenca de magnésio (Mg**) (Fig. 2a). A reativacdo ocorre
por proteinas fosfatases (provavelmente, do grupo PP2A), que podem promover a
desfosforilacdo da enzima ou mesmo inativar um grupo especifico de proteinas cinases (Lillo,
2008). Luz, agUcares, acidificacdo do citosol, hipdxia ou anoOxia e anaerobiose séo fatores
reconhecidamente relacionados com a ativacdo da NR em folhas e raizes, ao passo que a falta
de luz provoca sua inativacdo. (Lillo et al., 1997; Kaiser e Huber, 1997; Buchanan, 2000;

Kaiser e Huber, 2001; Lillo et al., 2004).



1.3) Influéncia da luz e ritmo end6geno na nitrato redutase

A luz esté envolvida na inducdo da NR em todos os niveis de controle, podendo atuar
de forma direta, mediada pelo fitocromo (Rajasekhar, 1988), ou indireta, através da ativacdo

da fotossintese e producéo de actcares (Vincentz et al., 1993; Lillo et al., 2004).

Assim como o nitrato, sabe-se que a luz induz uma alta expressdo dos genes da NR
(Tischner, 2000; Lillo et al., 2001). Em trabalho com Arabdopsis thaliana, observou-se que
os fatores de transcricdo HY5/HYH, componentes da sinalizacdo do fitocromo, podem atuar
como possiveis ativadores diretos da transcricdo da NR, visto que ja foi demonstrado haver
duas regides de ligacdo para HY5 no promotor da NR (Jonassen et al.; 2008). Na auséncia de
luz, a presenca de sacarose também foi capaz de induzir acimulo de RNAm da NR,
demonstrando que a luz também pode induzir a expressdo da NR por meio de produtos da

fotossintese (Cheng et al., 1992).

A luz atua na inducdo do estado desfosforilado da NR, impedindo a acdo das proteinas
14-3-3 e mantendo a estabilidade da proteina (Provan et al., 2000; Lea et al., 2006). Em
trabalho com folhas de espinafre, onde foram aplicados diversos tratamentos que impedem a
fosforilacdo da enzima, mostrou-se que a inativacdo da NR pode ser evitada no escuro (Kaiser
e Huber, 1997). Em experimento com transgénico para Nicotiana plumbaginifolia, no qual a
NR ndo € mais inativada por transi¢@es de claro/escuro, observou-se que, sem o controle pos-
traducional, ocorreu acimulo de nitrito durante a fase escura, mostrando a importancia dessa

forma de controle (Lillo et al. 2003).

As folhas assimilam nitrato principalmente na fase iluminada, porém, a assimilacdo
também pode ocorrer na auséncia de luz, em taxas menores. A propor¢do de uma para outra
varia muito entre espécies e mesmo dentro delas. Enquanto no claro, os elétrons para a

reducdo do nitrato provem direto da cadeia fotossintética, no escuro, o poder redutor é gerado
6



durante a oxidacdo de compostos organicos (Lillo, 2008). Na presenca do ciclo de
claro/escuro, a atividade da NR atinge o maior valor perto do meio da fase clara, decrescendo
a partir dai até niveis mais baixos na fase escura (Lillo, 2008). Com relacdo a0 RNAm da NR,
Galangau et al. (1988) observaram em folhas de tomateiro e tabaco que seus niveis atingiram
valores maximos perto do inicio da fase luminosa, decrescendo até se tornarem indetectaveis
ao fim da fase escura. Foi, entdo, proposto que 0 RNAm da NR possui um ritmo endogeno, 0
qual intermedeia a regulacdo da luz na expressao da NR. Ja foi relatado para diversas espécies
gue a NR possui um ritmo circadiano, ou seja, as varia¢fes diurnas ocorrem mesmo em luz
constante e com periodo proximo de 24 horas (Jones et al., 1998; Lillo et al., 2001; Tucker et

al., 2004).

A NR também é uma das poucas proteinas em que foi demonstrado haver oscilacfes
circadianas na atividade enzimatica ja que, na maioria dos casos, 0s grandes estoques de
proteinas estaveis impedem variacdes diurnas de atividade correspondente a sua expressdo
génica (Jones et al., 1998; Lillo e Ruoff, 1984). Em experimentos nos quais 0s niveis de
RNAm da NR, a atividade da NR e os niveis de nitrato foram estimados por equacgdes
matematicas, foi demonstrado que o ritmo de atividade da NR pode ser mantido apenas na
presenca da luz, sob condi¢bes constantes, pois no escuro constante ocorre um aumento na
taxa de degradacdo da enzima (Yang e Mildmore, 2005). Esses experimentos reforcam a idéia
de que o ritmo da NR ndo estd ligado ao relégio bioldgico, mas € mantido por oscilacdes

metabolicas de retroalimentacdo (Lillo et al., 2001).



1.4) Influéncia do frio na nitrato redutase

Existem poucos trabalhos que buscam analisar os efeitos da temperatura na
assimilagdo do nitrogénio, sendo a maioria deles no frio. Em experimentos com plantas de
trigo (Triticum aestivum), aclimatadas por 7 dias a 2°C, foi demonstrado um aumento na
atividade da NR NADH dependente e na quantidade de proteina, indicando que a atividade da
enzima foi relacionada a NR j& presente e a sua sintese de novo (Yaneva et al., 1996). Em
outro estudo com a mesma planta, folhas foram mantidas por 2 horas a 4°C, em comparagao
com o controle, mantido a 20°C. Observou-se que as folhas mantidas no frio apresentaram
aumento na atividade da NR desfosforilada (ativa) ao final de 8 horas no escuro e apds 2
horas na luz. Ja a atividade da NR total (NR fosforilada e desfosforilada) aumentou apenas na
presenga da luz. As taxas de absor¢do de nitrato a 4°C decresceram quase a zero,
permanecendo reduzidas durante todo o experimento, embora ndo tenham afetado a ativacéao
da NR (Yaneva et al., 2002). Por esse trabalho, concluiu-se que baixas temperaturas

aumentam a atividade da NR via desfosforilacdo da enzima.

Em experimento com folhas de tomateiro, 6 horas de exposicdo a 4°C provocaram 6
horas de atraso no ritmo de atividade da NR em luz constante, demonstrando que o ritmo de
atividade parece parar durante o choque térmico. O experimento foi repetido mantendo a
condicdo escura apos a exposi¢cdo ao frio, e 0 mesmo resultado foi observado (Jones et al.,
1988). Em outro trabalho com a mesma espécie, as folhas permaneceram novamente por 6
horas a 4°C sob luz constante. Foi demonstrado que a baixa temperatura aumentou tanto a
transcrigdo como a atividade da NR 2 horas ap0s o reaquecimento das plantas. Sugeriu-se que
essa resposta rapida ao frio deveu-se a transcricdo de novo da enzima, e que aparentemente o
controle pos-traducional ndo teve influéncia nos resultados obtidos. Nos dias seguintes, a

26°C, constatou-se retomada de fase no ritmo circadiano, tanto da proteina como do transcrito



da NR, mostrando que o frio afetou o ritmo de atividade, porém sem interferir no relogio

bioldgico (Tucker e Ort, 2002).

Em estudos mais recentes, foi demonstrado que a NR pode estar envolvida na
aclimatacdo pelo frio por intermédio da producdo de NO, como demonstrado em trabalhos
com Arabidopsis thaliana. Zhao et al. (2009) relataram que a producdo de NO pela NR esta
vinculada ao gene nial, enquanto a maior parte da producdo de nitrito parece relacionada ao
nia2. A taxa de sobrevivéncia ao congelamento (-7°C) foi correlacionada com uma maior taxa
na producdo de NO dependente da NR, visto que emissdo de NO foi maior em plantas
selvagens aclimatadas e esse aumento ndo ocorreu em mutantes nial nia2 (deficiente em NR),
na qual a taxa de sobrevivéncia foi menor. Também foi constatado um aumento na sintese e
reducdo na degradacéo de prolina, um osmolito que auxilia na aclimatagdo pelo frio. Acredita-
se que 0 NO gerado pela NR possa atuar por meio do aumento dos niveis de prolina. Cantrel
et al. (2011) mostraram que tanto a atividade da NR como a producdo de NO podem ser
detectados ap6s apenas uma hora de exposicdo a 4°C, e que esta producdo estaria ligada a
expressdo de membros da familia CBF (fator de transcricdo respondiveis ao frio e ao
congelamento), indicando a participacdo do NO na regulacdo génica por via dependente do

CBF durante a resposta ao frio.

1.5) A nitrato redutase de membrana plasmatica (NRPM)

Por muito tempo acreditou-se que a atividade da NR, observada em fracdes de
membrana plasmatica de plantas, seria apenas fruto de contaminagéo (Askerlund et al., 1991).
Os primeiros trabalhos a confirmarem a presenca da NRPM em plantas derivadas foram os de
Ward et al. (1988) e Ward et al. (1989), nos quais ficou demonstrada a atividade da NR

associada a fracbes de membrana plasmatica isoladas e purificadas em raizes de cevada e
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milho, respectivamente. A atividade da NR manteve-se mesmo apés lavagens com NaCl,
demonstrando que a NRPM € uma proteina integral de membrana. Em 1989, Tischner et al.
encontraram a NRPM na alga Chlorella sorokiniana, observando-se que tanto a NRc como a
NRPM foram inibidas pelo mesmo anticorpo. Isso sugeriu que as duas formas estariam
relacionadas. O tamanho da subunidade da NRPM apresentou-se menor, com 60 kDa, em
comparacdo com a da NRc (95 kDa). Essa reducdo de tamanho parece ocorrer no dominio
FAD, como sugerido por Wienkoop et al. (2001) em raizes de tabaco.

Tanto no trabalho com cevada como o da Chlorella sorokiniana, foi proposto que a
atividade da NRPM e o transporte de nitrato podem estar associados, j& que ambos foram
inativados na presenca de anti-NR. J& na alga Chlorella saccharophila, foi discutido um
possivel estimulo na absorcdo de nitrato sob luz azul, inibido pela adi¢cdo externa de
fragmentos de imunoglobulina (IgG) anti-NR, indicando que a NRPM pode ser o receptor
para esse comprimento de luz (Stéhr et al., 1995a). Em trabalho com a mesma alga, Stohr et
al. (1995b) demonstraram que a NRPM esta ligada a membrana por meio de uma ancora de
glicosil-fosfatidilinositol (GPI).

De Marco et al. (1994) mostraram em raizes de milho que a NRPM pode utilizar tanto
0 NADH como o NADPH como doadores de elétrons, com dependéncia por diferentes pHs,
sugerindo a coexisténcia de diferentes isoformas. A resposta em diferentes fontes de
nitrogénio foi diferente, se comparada a NRc. Em raizes de Nicotiana tabacum observou-se
que a NRPM pode empregar também o succinato como doador de elétrons, indicando que ela
pode servir de regulador entre 0 metabolismo do carbono e do nitrogénio (Stohr, 1997). Em
geral, a atividade foi menor com o NADH, se comparada com o succinato. Ainda nao foi
esclarecido se a NRPM que utiliza succinato é diferente da que utiliza NADH ou se estes
doadores se ligariam em sitios diferentes da mesma enzima, ja que o efeito da presenca de

ambos ndo é aditivo (Wienkoop et al., 1999).
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Em 2001, Stohr e Méack realizaram ensaios visando determinar o ciclo diurno da NR
em raizes de tabaco, separando a atividade da NRPM e da NRc. Empregou-se o isolamento da
membrana plasmatica por fracionamento de duas fases. A maior atividade da NRPM foi
encontrada durante a fase escura, com pico uma hora ap6s o fim da fase clara, ao contrario da
NRc. Inclusive, a atividade da NRPM excedeu a da NRc durante o ciclo diurno, indicando
que a NRPM das raizes pode ser a responsavel pela reducdo do nitrato durante a fase escura.
A maior atividade da NR citossdlica foi observada na primeira parte da fase clara,
decrescendo ao longo do dia e atingindo niveis minimos na fase escura. O mesmo resultado
foi encontrado para os seus correspondentes transcritos (Wienkoop et al., 2001). Para a
NRPM, foram empregados como doadores de elétrons o succinato e o NADH, sendo que

novamente a maior atividade foi encontrada com o succinato.

Apesar da presenca da NRPM em plantas estar claramente demonstrada para diversas
espécies, a maior parte dos trabalhos sobre NR trata-a como uma enzima exclusiva de
citoplasma, tornando dificil distinguir os efeitos de cada uma delas nos trabalhos apresentados

nos itens anteriores.

1.6) O abacaxizeiro como modelo de estudo

A familia Bromeliaceae representa um grupo extremamente diverso em termos
ecologicos e de formas de vida, contendo espécies terrestres e epifitas (Martin, 1994). O
abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr) é nativo de regides quentes da Ameérica (Wall, 1988).
Apesar de ser considerada uma planta de sombra em condi¢des naturais, o cultivo do
abacaxizeiro no campo é, frequentemente, realizado em solos secos e expostos a altas

irradiancias (Medina et al., 1993).
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Um ndmero consideravel de membros da familia Bromeliaceae, dentre eles o
abacaxizeiro, apresenta 0 metabolismo acido das crassulaceas (CAM), o que poderia explicar
0 sucesso dessa familia em ocupar o ambiente aéreo (Smith et al., 1986; Benzing, 2000).
Apesar do abacaxizeiro ser considerado uma planta CAM constitutiva em muitos estudos,
alguns autores, como Ting (1985) e Nievola et al. (2005), classificam-no como uma planta
C3-CAM facultativa, ou seja, capaz de transitar de Cz; para CAM em certas condi¢cbes de
temperatura, luminosidade ou disponibilidade hidrica (Benzing, 2000; Cushman e Borland,

2002; Liitige, 2004).

Diversos trabalhos com esse modelo vém sendo conduzidos no grupo a respeito de sua
fotossintese, organogénese e nutricdo, dentre eles os de Nievola et al. (2005) e Freschi et al.
(2009). Neles, plantas de abacaxizeiro foram avaliadas em relacdo ao seu metabolismo
fotossintético (Nievola et al., 2005) e atividade da NR (Freschi et al., 2009) ap6s 3 meses de
cultivo in vitro em condi¢des de termoperiodo de 28°C claro/15°C escuro ou temperatura
constante de 28°C (controle). Verificou-se que as plantas em termoperiodo apresentaram
fotossintese CAM e a atividade passou a acontecer preferencialmente na fase escura nas raizes.
O controle apresentou-se C3, com a atividade da NR ocorrendo preferencialmente na fase
clara e nas folhas. Foi observado um pico de citocininas ao final da fase clara em raizes
submetidas a0 mesmo termoperiodo, que antecedeu um aumento na expressao de RNAm da
NR na fase escura, 4 horas antes do aumento de atividade da NR. Em pesquisa mais recente, 0
aumento na atividade da NR foi associado a NRPM, ja que a diferenca em relacdo ao controle
(temperatura constante) somente se manteve nas fracdes de membrana plasmatica (Santos,

2010).

Esses trabalhos também sugeriram uma possivel correlagdo entre o metabolismo
fotossintético e a atividade noturna da NR em raizes, contudo, experimentos posteriores

concluiram ndo ser a inducdo ao CAM o fator responsavel por esse resultado. Plantas de
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abacaxizeiro mantidas em condi¢cfes constantes de temperatura e induzidas ao CAM pelo
aumento de intensidade luminosa ndo mostraram diferencas quanto a atividade da NR em
comparacdo ao controle C3, mantido em baixa intensidade luminosa. Ndo foi encontrado
aumento significativo na atividade noturna da NR nas raizes das plantas CAM, concluindo,
portanto, que as baixas temperaturas noturnas foram as provaveis responsaveis pela mudanca
do comportamento da NR em raizes de abacaxizeiro submetidas ao termoperiodo de 28°C

claro/ 15°C escuro (Matsumura, 2009).

Considerando que o frio noturno pode causar esse estimulo positivo na atividade da
NR de abacaxizeiro, questionou-se como seria a reacdo ao frio em um prazo curto de tempo e
qual seria sua influéncia em diferentes fases do ciclo de claro/escuro, assim como se as folhas

também poderiam apresentar alguma resposta imediata na atividade da sua NRc ou NRPM.
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2) OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos investigar os efeitos do frio na atividade da NR em
folhas e raizes de abacaxizeiro em diferentes tempos de exposic¢ao, na presenca ou auséncia da
luz e em diferentes fases do ciclo de 24 horas (claro/escuro). Buscou-se averiguar qual NR
estaria envolvida nessas respostas: a NR citossolica (NRc) ou de membrana plasmatica
(NRPM), assim como verificar o envolvimento do NO na sinalizacdo pela baixa temperatura.
O ritmo diario de atividade da NR também foi avaliado, logo ap6s a exposicdo ao frio, em

diferentes fases do ciclo de claro/escuro.

2.1) Estratégias

Para caracterizar os efeitos do frio e da luz na atividade da NR, analisou-se
inicialmente a atividade da NR in vitro em folhas e raizes de abacaxizeiro apds exposicao ao
frio em diferentes periodos de exposic¢do (1, 3, 6 ou 9 horas) a 10°C, na presenca ou ha
auséncia da luz. A emissdo do NO foi estimada nas mesmas condicdes, por leitura em
espectrofluorimetro. As atividades da NRPM e da NRc foram avaliadas ap6s o fracionamento
e separacdo das membranas plasmaticas do citossol em pontos em que houve inducdo de

atividade nas folhas e raizes.

Para andlise do efeito do frio no ritmo diario de atividade, plantas foram expostas por
6 horas a 10°C em diferentes fases do ciclo de claro/escuro e a atividade da NR foi avaliada in

vivo, em condic¢des de reaquecimento por 24 horas em intervalos de 3 horas.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1) Obtencéo do material vegetal

Plantas de Ananas comosus foram obtidas por micropropagacdo, por meio de
segmentos nodais como explantes (Mercier & Nievola, 2002). Esses foram inoculados em
meio de cultura Murashigue & Skoog (MS) (1962), com pH 5,8 acrescido de 2 g/L de
Phytagel. Os segmentos foram obtidos a partir de plantas submetidas ao estiolamento caulinar
no escuro, crescidas em meio de mesma composi¢do por um tempo minimo de 2 meses. Os
frascos contendo os nds foram mantidos em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas, 50

umoles fétons m™ s™ e temperatura de 25 + 2°C (Fig. 3).

Figura 3 — Obtencdo de plantas de Ananas comosus por micropropagacdo. Plantas mais antigas
tiveram suas folhas e raizes removidas e foram mantidas por aproximadamente 2 meses no escuro em
meio de cultura MS para estiolamento (A). As plantas estioladas tiveram seus ndés incisados (B) e
inoculados em novo meio de cultura, dando origem as novas plantas (C). As coletas para 0s

experimentos ocorreram com plantas de 3 meses, a partir de sua inoculagédo (D).
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3.2) Delineamento experimental

As plantas foram mantidas em cdmaras de temperatura e fotoperiodo controlados
(12hs claro/12hs escuro), utilizando temperatura de 25°C e intensidade luminosa de 50
pmoles fétons m? s™. As plantas possufam 3 meses de idade no momento da coleta para cada
experimental, sendo que 10 dias antes houve transferéncia para meio de cultura novo, de

forma a evitar possiveis deficiéncias nutricionais.

A técnica utilizada para avaliar a influéncia do frio na atividade da NR foi 0 método in
vitro, j& que o método in vivo implicaria em submeter o tecido ainda vivo por 1 hora de
incubacdo a 30°C, podendo modificar sua resposta. Testes preliminares foram realizados para
otimizacdo desta técnica para as folhas de abacaxizeiro (mudanc¢as no tampéo de reacdo) e

para separar as atividades da NR ativa e total.

Inicialmente verificou-se a influéncia da duracdo do tempo de exposicdo ao frio e da
presenca ou auséncia de luz em um horério fixo do ciclo de 24 horas. As plantas foram
expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 1, 3, 6 ou 9 horas, a partir do meio da fase clara. A
exposicdo ao frio ocorreu tanto na presenca da luz quanto na auséncia de luz, sendo que o
controle (25°C constante) foi submetido as mesmas condi¢des luminosas. O esquema

representativo do experimental dessa etapa encontra-se na figura 4.
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Influéncia do tempo de exposi¢éo ao frio na luz e no escuro

Claro Claro Escuro
A) Aplicagado B)) Aplicacéo
do frio do frio
10°C 10°C
Controle Controle L
25°C 25°C
(constante) (constante)
25°C 25°C 25°C
1h 3hs 6hs 12hs 1h 3hs 6hs 12hs

H,- ﬂ ﬂ ﬂ Atividasi(ir((j)aNR in H,- ﬂ ﬂ ﬂ

Wy Iy
maw w R ww w R

Figura 4 — Esquema representativo do delineamento experimental, onde se testou a influéncia do

tempo de exposi¢do a 10°C ou 25°C (controle) na atividade da NR em folhas e raizes de abacaxizeiro.

Os ensaios foram realizados ap6s 1, 3, 6 ou 9 horas no claro (A) ou no escuro (B), pelo método in vitro.

Para distinguir a atividade da NRc da NRPM, foi utilizada a técnica do fracionamento
celular seguido do ensaio da NR in vitro nas respectivas fracoes celulares. Testes preliminares
foram realizados para verificar a existéncia da NRPM em folhas e para aumentar a
sensibilidade da técnica em raizes. Foi também testado o ensaio para a atividade da ATPase
de membrana plasmatica, utilizada como controle para verificar a pureza de cada fracdo
celular. As plantas foram submetidas ao frio nas condigdes com maior indugdo da atividade
da NR para as folhas e para as raizes, de acordo com os resultados obtidos nos experimentos
anteriormente descritos. O ensaio enziméatico foi realizado nas fragdes de citossol e de

membrana plasmatica com diferentes doadores de elétrons (NADH, NADPH e succinato).
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Todos os resultados de atividade da NR foram expressos em conteudo de proteina presente na

amostra do ensaio (atividade especifica).

Além dos ensaios para determinar a atividade da NR, procurou-se verificar o
envolvimento do éxido nitrico (NO) nessas condi¢des. A quantificacdo da emissdo de NO foi
realizada in vivo nas mesmas condicdes da figura 4, isto €, exposi¢do a 1, 3, 6 ou 9 horas a

10°C ou 25°C (controle), na presenca ou auséncia da luz.

Finalmente, avaliou-se se haveria influéncia na resposta ao frio de acordo com sua
aplicacdo em diferentes momentos da fase clara ou escura do ciclo de 24 horas. Plantas de
abacaxizeiro foram mantidas a 10°C ou a 25°C (controle) por 6 horas a partir de 4 horarios
selecionados (inicio da fase clara, meio da fase clara, inicio da fase escura, meio da fase
escura). A atividade da NR foi avaliada por ensaio in vitro. Ja para analisar o efeito posterior a
exposicao ao frio, ou seja, o efeito do reaquecimento a 25°C no ciclo de atividade da NR (24
horas), utilizou-se o método in vivo, ja que a temperatura foi mantida constante nos dois
tratamentos e 0 método in vitro seria muito longo para ensaios com intervalos curtos de tempo.
As coletas foram realizadas em folhas e raizes em intervalos de 3 horas nas 24 horas seguintes
de cada tratamento. O esquema representativo do experimental dessa etapa encontra-se na

figura 5.
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Influéncia da fase do ciclo de claro/ escuro

| Fase clara Fase escura Fase clara Fase escura
]
A) C)
Aplicacdo CiclodaNRinvivo | .o | Aplicagéo CiclodaNR in 2500
do frio Folhas e raizes do frio FOIhaVSI\el(:‘a' o
10°C . 10°C || ’
(6 horas) " (6horas) |1 I_’
Contl’ole CiclodaNR invivo Controle CiclodaNR in o
25°C Folhas e raizes 25°C 25°C vivo 2%C
(constante) " constante l Folhasee raizes
| I
B) D)
Aplicagéo CiclodaNR in Aplicagdo | s5oc | CiclodaNR invivo
do frio Folh Vivo. do frio Folhas e raizes
10°C olhas e raizes 10°C |
(6 horas) > (6 horas) |1
Controle CiclodaNR in Controle ogoc | CiclodaNR invivo
250C vivo 25°C Folhas e raizes
constante Folhas e raizes constante ||
g |

Figura 5 — Esquema representativo do delineamento experimental, onde se testou a influéncia da
exposic¢do a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas na atividade da NR em diferentes fases do ciclo de
claro/escuro: inicio da fase clara (A), meio da fase clara (B), inicio da fase escura (C), meio da fase
escura (D). A atividade da NR logo ap6s a exposi¢do ao frio foi avaliada por ensaios in vitro e in vivo.
As coletas foram realizadas em intervalos de 3 horas por 24 horas, na temperatura de 25°C (ensaio in

Vivo).

3.3) Ensaios bioquimicos

Atividade in vivo da NR

A andlise da atividade in vivo da NR foi baseada no método descrito por Jaworski
(1971) adaptado para Ananas comosus por Nievola e Mercier (2001). Folhas e raizes foram
fragmentadas separadamente para a obtengédo de 1 g e 0,5 g de massa fresca, respectivamente.
Foram adicionados, em cada tubo, 6 mL da solucdo de incubagdo contendo tampéo fosfato

(pH 7,5) (KH,PO4 0,1 M, NaOH 0,1M), KNO3 50 mM e n-Propanol 3%, previamente
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aquecido a 30°C apds desaeracdo. As amostras foram infiltradas a vacuo por 3 vezes de 1
minuto e aliquotas de 1 mL foram coletadas em seguida para determinar o nitrito no tempo
zero. O restante foi mantido em banho-maria a temperatura de 30°C por 1 hora. Ao final da
incubacdo, aliquotas de 1 mL foram coletadas para a determinacao do nitrito no tempo de 60
minutos, seguindo a metodologia de Hageman and Reed (1980). O experimento foi realizado

em triplicatas.

Atividade in vitro da NR (ativa e total)

A atividade in vitro da NR foi realizada nas plantas mantidas em baixa temperatura,
seguindo a metodologia de Long e Oaks (1990), adaptado para raizes de Ananas comosus por
Santos (2010). Para separar a atividade da NR total da enzima ativa (desfosforilada), utilizou-
se como base o trabalho de Kaiser e Spill (1991). Como o protocolo era especifico para as
raizes e ndo detectava atividade significativa nas folhas, foram feitos alguns testes posteriores
de padronizacdo, entretanto, apenas a concentracdo de leupeptina no tampao de extracdo foi
alterada no protocolo final. Folhas e raizes foram maceradas separadamente em nitrogénio
liquido e as amostras foram acrescidas de tampdo de extracdo na proporcdo de 1 g/2 mL
(folhas) e 1 g/4 mL (raizes), respectivamente. Esse tampao, cuja prepara¢do ocorreu minutos
antes de iniciar a coleta, foi mantido em gelo e teve como composicdo: Tampdo Tris-HCI 25
mM (pH 8.5), EDTA 1 M, DTT 1 mM, BSA 1 %, FAD 20 uM e leupeptina 200 pM. A
centrifugacdo foi feita a 14.000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em 4
camadas de gaze e reservados em tubos acondicionados em gelo. Aliquotas de 200 pL do
extrato foram colocadas em microtubos que continham o tampéo de reagdo para um volume
final de 0,5 mL. A constitui¢do desse tampéo foi: Hepes-KOH 650 mM (pH 7.0), FAD 10 uM,

DTT 1 mM, EDTA 10 mM (total) ou MgCl, 15 mM (ativa) e KNO3; 10 mM. O extrato para
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NR total foi incubado previamente por 12 minutos em 11 pL de solucdao contendo AMP 250
mM e EDTA 500 mM. Apds uma pré-incubacdo de 5 minutos a reacdo foi iniciada com a
adicdo de 25 uL. de NADH 5 mM, preparado na hora e diluido em tampéo fosfato-potassio
(KPO,4 100 mM) (pH 7,0). A incubacgédo ocorreu por 30 minutos a 28°C. Para interromper a
reacao acrescentaram-se 62,5 uL de acetato de zinco 500 mM e os tubos de reacdo foram
transferidos imediatamente para o gelo. Em seguida foram centrifugados a 13.000 g por 10

minutos a temperatura ambiente.

O sobrenadante foi usado para determinacdo colorimétrica do nitrito formado

(Hageman and Reed, 1980). O experimento foi realizado em triplicata.

Determinag&o do nitrito formado

A metodologia usada para medir o nitrito formado foi a descrita por Hageman e Reed
(1980). Aliquotas de 1 mL da solucdo foram adicionadas de 0,3 mL da solugdo de
sulfanilamida 1% (em HCI 3M) seguido de 0,3 mL da solucdo de n-naftil-diamino 0,02%. Os
tubos permaneceram em repouso por aproximadamente 30 minutos, no escuro e em
temperatura ambiente. Ao final desse periodo, foi adicionada 0,9 mL de agua ultra-filtrada
(apenas para NR in vivo) e a leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 540 nm.

Fracionamento celular

Para identificar a atividade da NRPM e da NRc, foi utilizada a técnica de
fracionamento celular por particdo com sistema de duas fases (Dextran T-500 e PEG 3350),

segundo Larsson et al. (1994), adaptado para Ananas comosus por Santos (2010). Folhas e
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raizes foram separadas e homogeneizadas com tampéo (sacarose 250 mM, glicerol 10%, Tris-
Mes 25 mM (pH 7.7), EDTA 3 mM, DTT 2,5 mM, BSA 1%, leupeptina 50 uM para raizes e
200 uM para folhas, FAD 20 uM). A proporgdo foi de 1 g/3 mL. O material homogeneizado
foi, entdo, filtrado em 4 camadas de gaze no qual plastideos, mitocondrias etc foram
precipitados, apds centrifugacdo a 10.000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo e centrifugado a 85.000 g por 50 minutos a 4°C. O precipitado foi
ressuspendido com 4 mL de tampdo de ressuspensdo (sacarose 330 mM, tampdo fosfato-
potassio (KPO4 5 mM) (pH 7,8), KCI 5 mM, DTT 1 mM, EDTA 0,1 mM), formando a fracéo

microssomal.

Para a particdo de fases, os microssomos (1,5 ml) foram acrescentados em um sistema
pré-preparado de duas fases. O sistema de fases foi composto por 7% (raizes) ou 7,2%
(folhas) (m/m) de dextran T-500, 6% (raizes) ou 6,2% (folhas) (m/m) de polietilenoglicol
(PEG) 3350, sacarose 330 mM, tampdo fosfato-potassio (KPO4 5 mM) (pH 7,8). O material
foi, entdo, misturado, submetendo-se os tubos a 30 inversdes. Uma nova centrifugacao foi
feita a 1.500 g por 5 minutos. Foram observadas duas fases distintas: uma superior, composta
por membranas plasmaticas e uma fase inferior, composta por membranas intracelulares. A
atividade da NR foi avaliada segundo a metodologia in vitro ja descrita, utilizando como
doadores de elétrons o NADH 0,25 mM, NADPH 0,25 mM (ambos diluidos em tampéo
fosfato-potassio (KPO4 100 mM) (pH 7,0)) ou succinato de s6dio 5 mM diluido em agua

ultrapurificada.

Atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica

Como controle positivo para a fragdo de membrana plasmaética, foi utilizado o ensaio

da H*-ATPase de membrana plasmatica (PM-H"-ATPase), baseado no protocolo de Santos et
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al. (2009). Para tanto, os extratos de citoplasma e membranas totais, obtidos no fracionamento
celular, foram incubados em meio de reacdo contendo MES-BTP 30 mM (pH 6,5), MgSO, 5
mM, KCI 50 mM, Na;MoO4 1 mM, Triton X-1000 2 mL/L, KNO3 50 mM, NaN3; 1 mM e
ATP 5 mM. Em cada tubo foram adicionados 20 pL de citoplasma ou 50 puL de membrana,
completando 500 puL com o tampdo de reacdo. Para diferenciar a producdo de fosfato da
membrana plasmatica da producdo por outras vias, utilizou-se como branco a mesma reacao
contendo vanadato de sédio a 0,2 mmoles L™, um inibidor conhecido da PM-H+-ATPase.
Apds 30 minutos a 30°C, a reacdo foi interrompida com a adi¢cdo de 1 mL do meio de parada
de reacdo (H2SO42% v/v, SDS 5% m/v, (NH4),MoO, 0,7% m/v) e 50 uL de acido ascorbico
10% m/v. Apb6s 10 minutos, a coloracdo foi cessada com a aplicacdo de 1,45 mL do meio
contento citrato (4% de citrato de sodio e 2% é&cido acético glacial), e a leitura feita em
espectrofotdmetro a 820 nm. As reacdes foram feitas em duplicatas e a atividade da PM-H"-

ATPase foi calculada com base na diferenca da média com e sem vanadato.

Quantificacdo de proteinas

Os ensaios para fracionamento celular foram baseados no contetudo de proteina total
das amostras (mg), segundo o método de Bradford (1976). Aliquotas de 10 a 100 pL de cada
amostra foram diluidas em agua até completar 790 pL. Foram adicionados em cada tubo 200
uL da solucdo pronta de Bradford da Sigma® e a leitura foi feita a 590 nm em

espectrofotdbmetro. As andlises foram feitas em triplicata.
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Quantificagio de Oxido Nitrico (NO)

O protocolo para quantificagdo de NO foi baseado no trabalho de Mioto (2011), para
Guzmania monostachia (Bromeliaceae). Folhas (0,15 g) e raizes (0,1 g) foram fragmentados
em microtubos e incubados em solugdo de DAR4M 75 uM em tampao fosfato (KH,PO, 50
mM, NaOH 50 mM) (pH 7,2) por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL do
mesmo tampdo fosfato e as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante, apds coletado, foi acrescido de mais 1,5 mL de tampdo fosfato. Finalmente, as
amostras foram lidas em espectrofluorimetro com comprimentos de onda de 560 nm
(excitacdo) e 575 nm (emissdo). Os valores foram expressos em unidades arbitrérias de
fluorescéncia, isto €, a fluorescéncia quantificada e corrigida pelo tempo de incubagdo e

guantidade de massa fresca utilizada.

3.4) Andlise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram submetidos ao teste T de Student (dois tratamentos) ou ao
teste Tuckey (p < 5%) (mais de dois tratamentos) quando necessario, para verificar diferengas

significativas com relacdo ao controle de cada experimental (Zar, 1996).
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4 — RESULTADQOS

4.1) Padronizacéo da metodologia da NR in vitro para as folhas

Considerando que no ensaio para a atividade da NR in vivo, o tecido é mantido vivo a
30°C durante o periodo de incubacdo, questionou-se se essa metodologia seria adequada para
avaliar seu estado em baixas temperaturas. Por esse motivo, 0 método in vitro, recentemente
padronizado para raizes de abacaxizeiro, foi selecionado. Como estavam sendo obtidas
atividades muito baixas nas folhas, foram testadas algumas mudancas no protocolo. Na figura

6 estdo representados os resultados para alteragbes na composicao do tampéo de extracao:

a
300 -
200 - b
100 - ¢ ¢ I C
| N

Controle  [Tamp&dode leupeptina  leupeptina BSA 2%
extragdo] X2 100uM 100pM
e BSA 2%

Atividade da NR
nmoles NO2/g massa seca/h

Figura 6: Atividade da NR in vitro em folhas de abacaxizeiro, com mudancas no tampéo de extracdo:
controle, com tampéo de extragdo original; tamp&o de extragdo com todos os componentes duas vezes
mais concentrados; tampdo com leupeptina e albumina bovina (BSA) duas vezes mais concentrados;
tampdo com leupeptina 100 uM e tamp&o com BSA a 2%. As barras representam o desvio-padréo e

letras diferentes indicam diferencas significativas apontadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

Observou-se que aumentar a concentracdo de leupeptina, sem modificar a

concentracdo dos outros componentes do tampdo de extracdo, trouxe maior eficicia para
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obtencdo de maior atividade da NR em folhas. A partir desses dados, foram testadas

diferentes concentracgdes de leupeptina, conforme mostrado na figura 7.
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Atividade da NR
nmoles NO2/g massa seca/h

0
Leupeptinal0OuM Leupeptina 200uM Leupeptina 400uM

Figura 7: Atividade da NR in vitro em folhas de abacaxizeiro com mudancas na concentracdo de
leupeptina no tampdo de extragdo (aumentado em duas, quatro ou oito vezes em relagdo a
concentragdo no protocolo original). As barras representam o desvio-padrdo e letras diferentes indicam

diferencas significativas apontadas pelo teste Tukey (p < 0,05).

Optou-se por utilizar a leupeptina com concentracdo de 200 pM, ja que em 400 uM
ndo houve diferenca significativa. Desta forma, foi possivel aumentar a sensibilidade do
método in vitro para detectar a atividade da NR em folhas de abacaxizeiro, permitindo seu uso

para as analises futuras.

Para separar a atividade da NR ativa (proteina desfosforilada) e total (proteina
fosforilada e desfosforilada), foram empregados diferentes tampdes de reac¢do, sendo que para
a NR total o extrato foi incubado previamente em solugdo contendo AMP e EDTA. Como
essa metodologia ndo havia sido testada ainda para plantas de abacaxizeiro, efetuou-se um

teste com folhas ou raizes, como demonstrado na figura 8.
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Figura 8: Atividade da NR ativa e total (in vitro) em folhas e raizes de abacaxizeiro. As barras
verticais representam o desvio-padrdo e os asteriscos apontam diferencas significativas entre a NR
ativa e total pelo teste t (p < 0,05).

Percebeu-se um aumento significativo na atividade da NR total quando comparada
com a ativa, tanto nas folhas como nas raizes, demonstrando que essa metodologia é possivel
de ser empregada para o abacaxizeiro. As folhas apresentaram taxa de ativagdo em torno de
60%, enquanto as raizes apresentaram taxa de ativacdo em torno de 70% (baseado apenas nas

médias).

4.2) Efeito da duracdo do estimulo do frio (10°C) sobre a atividade da NR in vitro em

folhas e raizes de abacaxizeiro na presenca de luz ou no escuro

Para verificar as influéncias do tempo de exposic¢éo ao frio e da luz na NR, todos 0s
experimentos tiveram inicio no meio da fase clara, ja que € quando a atividade da NR,
geralmente, atinge valores maximos em um ciclo de claro/escuro, sendo possivel observar
tanto um incremento como possiveis quedas de atividade de forma detectavel (ver item 3.2 —

Fig. 4). A partir dai, as plantas foram expostas a 10°C na presenca ou na auséncia da luz por 1,
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3, 6 ou 9 horas, utilizando-se o0 ensaio in vitro para a atividade da NR. O método in vivo
também foi empregado, entretanto, como previsto, apresentou uma varia¢cdo muito grande em
suas respostas (dados ndo apresentados). A atividade da NR foi separada em ativa (enzima

desfosforilada) e total (enzima desfosforilada e fosforilada).

Na figura 9 foram representados os resultados obtidos para as folhas, em plantas de

abacaxizeiro expostas a 10°C a partir do meio da fase clara e mantidas na presenca de luz.
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Figura 9: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total (b) em folhas de abacaxizeiro expostas a 10°C ou
25°C (controle) a partir do meio da fase clara em diferentes intervalos de tempo. O experimento foi
inteiramente conduzido na presenca de luz. As barras representam o desvio-padrdo e os asteriscos

apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).
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Observou-se um estimulo positivo na atividade da NR nas folhas expostas a 10°C ap0s
1 e 6 horas, tanto na NR ativa (Fig. 9a) como na total (Fig. 9b). Apds 9 horas as plantas

submetidas ao frio sofreram uma queda brusca de atividade comparado ao controle.

Na figura 10 apresentaram-se os dados obtidos para a NR ativa e NR total das raizes,

submetidas as mesmas condicdes anteriores (frio na presenca de luz).
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Figura 10: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total (b) em raizes de abacaxizeiro expostas a 10°C ou
25°C (controle) a partir do meio da fase clara em diferentes intervalos de tempo. O experimento foi
inteiramente conduzido na presencga de luz. As barras representam 0 desvio-padrdo e 0s asteriscos

apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).
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Percebeu-se um incremento apds 3 horas de exposi¢cdo a 10°C na atividade da NR
ativa (Fig. 10a) e total (Fig. 10b) das raizes, contudo, em menor intensidade se comparado aos
aumentos encontrados nas folhas (Fig. 9). Apds 6 horas a 10°C, houve queda na atividade da

NR ativa.

Este experimento foi repetido na auséncia da luz, iniciando-se no meio da fase clara,
como anteriormente descrito, mas com a luz apagada a partir dai. A atividade encontrada para

a NR em folhas foi representada na figura 11.
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Figura 11: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total (b) em folhas de abacaxizeiro expostas a 10°C ou
25°C (controle) a partir do meio da fase clara em diferentes intervalos de tempo. O experimento foi
inteiramente conduzido na auséncia de luz. As barras representam o desvio-padrdo e os asteriscos
apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

Foi possivel observar um estimulo positivo pelo frio nas folhas apés 1 hora de
exposicdo, tanto na atividade da NR ativa (Fig. 11a) quanto na total (Fig. 11b), seguido de
queda as 3 horas e subsequente aumento as 6 horas, apenas para.a NR ativa. Tanto o controle

como as plantas submetidas ao frio apresentaram queda de atividade nos tempos de coleta de

6 e 9 horas.
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Na figura 12 foram mostrados os resultados obtidos para as raizes, submetidas a 10°C

NO escuro.
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Figura 12: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total (b) em raizes de abacaxizeiro expostas a 10°C ou
25°C (controle) a partir do meio da fase clara em diferentes intervalos de tempo. O experimento foi
inteiramente conduzido na auséncia de luz. As barras representam o desvio-padrdo e 0s asteriscos
apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

As raizes mostraram aumentos das atividades da NR ativa (Fig. 12a) e NR total (Fig.

12b) nas raizes ap6s 1, 3 e 6 horas a 10°C, sendo que, as 6 horas, o estimulo foi mais intenso.
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Ao comparar os resultados na luz (Figs. 9 e 10) e no escuro (Figs. 11 e 12), notou-se que, de

maneira geral, a atividade de folhas e raizes foram mais baixas no escuro.

Todos os experimentos apresentados neste item foram repetidos, confirmando o
aumento na atividade da NR apds 1 e 6 horas a 10°C no claro. Na raizes ratificou-se o

incremento da NR apos 3 horas de frio no claro e 6 horas de frio no escuro.

A seqguir, foram selecionados os pontos de maior inducgéo pelo frio para repeticdo do
experimental (6 horas a 10°C no claro para as folhas e no escuro para as raizes), nos quais a

atividade da NR de citoplasma e de membrana plasmatica foram separadas.

4.3) Padronizacédo do método do fracionamento celular para atividade da NRc e NRPM

Assim como ocorreu com 0 ensaio da NR in vitro, a técnica do fracionamento celular
ndo havia sido padronizada para as folhas, apenas para as raizes do abacaxizeiro. Nos
primeiros ensaios as atividades da NRPM e da NRc em folhas foram indetectaveis. A
atividade da NRPM encontrada em raizes também foi inesperadamente muito baixa, sendo
necessarios testes adicionais para deteccdo de atividade nos dois 6rgdos. Ademais, para
confirmar o isolamento das fracdes celulares foi preciso um ensaio para a atividade de uma
enzima exclusiva de citoplasma ou de membrana plasmatica. Selecionou-se como controle a
PM-H'-ATPase, enzima exclusiva de membrana plasmatica e comumente utilizada em

trabalhos envolvendo a NRPM.

Para as raizes foram testadas mudancas na concentracdo de massa (de 3 g/ mL para 6
g/ mL), na velocidade de centrifugacdo para separacdo das fracGes (de 26.000 rpm para
32.000 rpm) e na composicdo do tampdo de reacdo (acrescentou-se o detergente Triton X-
100), como apresentado na figura 13.
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Figura 13: Atividade da NRPM total em raizes de abacaxizeiro submetidas a diferentes mudancas de

protocolo: aumento na concentracdo da massa (dobro da original), velocidades de centrifugacdo

aumentada de 26000rpm para 32000rpm ou adicdo de Triton X-100 na reagdo (0,1%). Os valores

foram expressos em mg de proteina solUvel. As barras representam o desvio-padrdo e o asterisco

aponta diferenca significativa com rela¢do ao controle pelo teste t (p < 0,05).

Nota-se pelos resultados obtidos que nenhuma das alteracdes propostas foi capaz de

promover um aumento de atividade da NRPM com rela¢do ao protocolo original. O mesmo

foi realizado para as folhas, entretanto, foi observada atividade detectdvel ao modificar a

velocidade de centrifugacdo, como mostrado na figura 14.
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Figura 14: Atividade da NRPM total em folhas de abacaxizeiro submetidas a diferentes velocidades de
centrifugacdo (fracionamento celular). Os valores foram expressos em mg de proteina solavel. As
barras representam o desvio-padrdo e o asterisco apontam diferencas significativas entre 0s

tratamentos pelo teste t (p < 0,05).

Atentou-se que, aumentando a velocidade de centrifugacdo nas folhas, constatou-se
uma atividade razodvel para a fracdo de membrana plasmatica. Para a NRc nas folhas, ao
aplicar a mesma concentracdo de leupeptina do ensaio da NR in vitro no tampdo de extracdo
foi possivel detectar atividade da NR no citoplasma. Ja a NRPM de folhas e raizes

apresentaram-se insensiveis ao aumento na concentracdo de leupeptina.

Para confirmar se a fracdo de membrana estava de fato sendo isolada e que as enzimas
contidas nessa fracdo estivessem com o sitio catalitico exposto, efetuou-se o ensaio da PM-
H*-ATPase, que serviu de controle positivo para o ensaio da NRPM, além de verificar

possiveis contaminagdes de membrana plasmatica na fracao de citoplasma.

Nos primeiros ensaios para a PM-H*-ATPase ndo se obteve atividade na fracdo de
membrana plasmatica, na qual revelou, posteriormente, interferéncia do PEG 3350 e/ou do
Dextran T-500 na coloragdo. Outros ensaios foram, entdo, executados utilizando-se a fragdo

de membranas totais, isto €, antes da separacdo entre as membranas, obtendo desta forma
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leitura no espectrofotdmetro. Para garantir que a atividade encontrada pertencia de fato a
membrana plasmatica, utilizou-se como controle o vanadato de sodio, um inibidor especifico
para a PM-H*-ATPase. Os valores representados na figura 15 sdo a diferenca entre o fosfato
total produzido no extrato e o fosfato produzido no mesmo extrato na presenca do vanadato

de sédio.
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Figura 15: Atividade da PM-H"-ATPase em folhas e raizes de abacaxizeiro. Os valores representados
sdo a diferencga entre a média do contetido de fosfato com e sem vanadato de sédio. As barras verticais

representam o desvio-padréo, calculado pela formula: V[(DP com vanadato)? + (DP sem vanadato)?].

Os resultados indicam que, de fato, existe atividade da PM-H*-ATPase nas membranas
de raizes e que a contaminacdo no citoplasma foi baixa (representou aproximadamente 12%
da atividade da membrana plasmatica nas folhas e 5% nas raizes), comprovando a eficiéncia

do protocolo utilizado.

Desta forma, concluiu-se que os baixos valores encontrados para a NRPM (em folhas
e raizes) podem refletir uma condicéo natural desta forma da enzima. Optou-se, portanto, em

prosseguir os experimentos com as modificagdes incorporadas nos protocolos.
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4.4) Efeito da aplicacdo do estimulo de frio (10°C) sobre as atividades das NRs de
citossol e de membrana plasmatica com diferentes doadores de elétrons (NADH,

NADPH e succinato)

Para avaliar a influéncia do frio na atividade da NRc e NRPM utilizaram-se o NADPH
e 0 succinato como doadores de elétrons, além do NADH, visando verificar qual isoforma
estaria envolvida nos resultados obtidos anteriormente. Na figura 16 foram mostrados os

dados obtidos para a NRc nas folhas apds 6 horas de exposi¢do a 10°C na presenca de luz.
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Figura 16: Atividade da NR ativa () e total (b) em fracdes de citoplasma de folhas de abacaxizeiro
expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas na presenca de luz. As barras verticais representam o
desvio-padréo e os asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle
(25°C) pelo teste t (p < 0,05).
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Foi possivel visualizar nas folhas um estimulo positivo do frio na atividade da NRc
total (Fig. 16b) na presenca de NADH e na atividade da NRc ativa (Fig. 16a) e total (Fig. 16b)
na presenca de NADPH. Os mesmos dados foram submetidos ao teste Tuckey, para verificar
diferencas na atividade da NR entre os diferentes doadores de elétrons (dados néo
apresentados). Os valores com o NADH foram os maiores encontrados, enquanto 0s
observados com NADPH e succinato ndo exibiram diferencas significativas, exceto para a NR

ativa em plantas submetidas ao frio, que foi maior na presenca do NADPH.

Na figura 17 foram representados os dados para a NRPM em folhas.
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Figura 17: Atividade da NR ativa (a) e total (b) em fracdes de membrana plasmatica de folhas de
abacaxizeiro expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas na presenca de luz. As barras verticais
representam o desvio-padrao e os asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C)
e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

38



Notou-se que a NRPM ativa (Fig. 17a) teve um estimulo positivo pelo frio com
NADH, que ndo se repetiu na NRPM total (Fig. 17b). As atividades da NRPM ativa com
NADPH e total com NADH foram préximas de zero, considerando-se o desvio-padrao, assim

como as atividades com succinato no controle (ativa) e no frio (total).

As atividades da NRPM e da NRc foram expressas por contetido de proteina (Fig. 18a).
O ensaio da PM-H"-ATPase também foi realizado como controle em ambos os tratamentos

(Fig. 18b).
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Figura 18: Contelido de proteinas solliveis (a) e atividade da PM-H"-ATPase (b) do citoplasma e da
membrana plasmatica em folhas expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas na presenca de luz.
As barras verticais representam o0 desvio-padrdo e as setas representam aumento significativo em
relagdo ao controle pelo teste t (p<0,05). O desvio-padrdo da atividade da PM-H'-ATPase foi
calculado pela formula: V[(DP com vanadato)? + (DP sem vanadato)?].
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Percebeu-se que, apds a exposicdo ao frio, ocorreu uma reducdo na quantidade de
proteinas sollveis na fracdo de citoplasma e um aumento na fracdo de membrana plasmatica
(Fig. 18a). Apesar de essa diferenca influenciar nos resultados obtidos para a atividade da NR,
0 estimulo positivo na atividade a 10°C permaneceu mesmo antes da conversao por proteinas.
A atividade da PM-H"-ATPase foi baixa no citoplasma em ambos os tratamentos, enquanto

na membrana foi alta, indicando pouca contaminagdo nos extratos do ensaio (Fig. 18b).

Na figura 19 foram apresentados os resultados para a atividade da NRc em raizes

expostas ao frio no escuro (6 horas).
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Figura 19: Atividade da NR ativa (a) e total (b) em fracOes de citoplasma de raizes de abacaxizeiro
expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas no escuro. As barras verticais representam o desvio-
padréo e os asteriscos apontam diferengas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo

teste t (p < 0,05).
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Observou-se um estimulo positivo pelo frio na NRc ativa (Fig. 19a) e total (Fig.19b),
tanto na presenca de NADH quanto na de NADPH. A atividade com o succinato foi proxima
de zero em todos os tratamentos. Comparando as atividades entre os diferentes doadores de
elétrons, ela foi maior com o NADH, seguido do NADPH e por ultimo com o succinato, no
qual os valores foram os mais baixos (teste Tuckey entre doadores de elétrons, dados nao

apresentados).

Os dados para atividade da NRPM do mesmo experimento encontram-se na figura 20.
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Figura 20: Atividade da NR ativa (a) e total (b) em fracbes de membrana plasmatica de raizes de
abacaxizeiro expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas no escuro. As barras verticais
representam o desvio-padrdo e os asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C)
e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).
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Ao contrario do encontrado para a NRc (Fig. 19), as atividades da NRPM ativa (Fig.
20a) e total (Fig. 20b) ndo mostraram alteracfes no frio com relacdo ao controle (25°C),
apenas queda na presenca de succinato para a NRPM ativa. Assim como ocorreu com as

folhas (Fig. 17), os desvios-padrdo em geral foram altos, tornando os resultados imprecisos.

A quantificagdo de proteinas sollveis e de atividade da PM-H'-ATPase foram

apresentados na figura 21.
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Figura 21: Conteldo de proteinas solliveis (a) e atividade da PM-H"-ATPase (b) do citoplasma e da
membrana plasmatica em raizes expostas a 10°C ou 25°C (controle) por 6 horas no escuro. As barras
verticais representam o desvio-padrdo e as setas representam aumento significativo em relagdo ao
controle pelo teste t (p<0,05). O desvio-padrdo da atividade da PM-H*-ATPase foi calculado pela
formula: V[(DP com vanadato)? + (DP sem vanadato)?].
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Assim como ocorreu nas folhas (Fig. 18a), houve reducdo na quantidade de proteinas
do citoplasma a 10°C e aumento da membrana plasmatica nas raizes (Fig. 21a). Essa reducéo
no contetido de proteinas do citoplasma foi responsavel pelas diferencas de atividade entre os
tratamentos na NRc, ja que elas surgem somente apds a conversdo por proteinas. Assim como
nas folhas (Fig. 18b), a atividade da PM-H*-ATPase foi proxima de zero no citoplasma e alta

na membrana, indicando baixa contaminagéo do ensaio.

4.5) Efeito da aplicacédo do estimulo de frio (10°C) sobre a emissdo de NO por folhas e

raizes de abacaxizeiro

Para investigar possiveis efeitos do incremento na atividade da NR encontrado no frio,
foi quantificada a emissdo de NO em folhas e raizes nas mesmas condicdes ilustradas no item
3.2 (Fig. 4). Na figura 22 foram representados os resultados para a quantificacdo de NO na

presenca de luz.
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Figura 22: Emissdao de NO em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 1, 3, 6 ou 9 horas de
exposicdo a 10°C ou 25°C (controle), na presenca de luz. Os valores foram expressos em unidades
arbitrarias de NO por hora e por massa fresca. As barras verticais representam o desvio-padrdo e 0s
asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p <
0,05).

Observou-se nas folhas (Fig. 22a) um estimulo positivo pela baixa temperatura na
emissdo de NO apds 1 e 3 horas de exposicdo e reducdo apds 9 horas a 10°C, enquanto as

raizes (Fig. 22b) apresentaram apenas queda apds 6 horas com relacdo ao controle (25°C).
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Na figura 23 foram mostrados os valores para a quantificacdo de NO na auséncia da

luz.
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Figura 23: Emissdo de NO em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 1, 3, 6 e 9 horas de
exposicdo a 10°C ou 25°C (controle), no escuro. Os valores foram expressos em unidades arbitrarias
de NO por hora e por massa fresca. As barras verticais representam o desvio-padrdo e 0s asteriscos

apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C) e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

Notou-se que no escuro, as folhas (Fig. 23a) exibiram acréscimo na emissdo de NO
apos 1 e 9 horas de exposicdo a 10°C, enquanto as raizes (Fig. 23b) sofreram diminuigdo apds

1 hora e aumento em 9 horas com relagéo ao controle (25°C).
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Ao comparar os resultados encontrados para folhas (Figs. 22a e 23a) e raizes (Figs.
22b e 23b), percebeu-se que a emissdo de NO nas raizes foi mais baixa, ao contrario do que
ocorreu com a atividade da NR. A quantificacdo do NO foi realizada pela primeira vez em

raizes de abacaxizeiro in vitro.

4.6) Efeito da aplicacéo do frio na atividade da NR (in vitro) em diferentes fases do ciclo

de 24 horas em folhas e raizes de abacaxizeiro

Visto que a presenca de luz ou de escuro em um horério fixo exerceu influéncia na
resposta da NR ao frio (10°C), buscou-se avaliar a influéncia da fase do ciclo de 24 horas
(fotoperiodo de 12hs claro/12hs escuro) na qual as plantas foram expostas a baixa temperatura.
Folhas e raizes foram submetidas a 10°C por 6 horas em 4 momentos do ciclo (ver item 3.2 —

Fig. 5). Os resultados obtidos para as folhas encontram-se na figura 24.
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Figura 24: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total (b) em folhas de abacaxizeiro mantidas por 6
horas a 25°C (controle) ou 10°C. Os experimentos foram realizados em diferentes fases do ciclo de
12hs claro/12hs escuro. A fase escura é representada pela area em cinza do grafico. As barras verticais
representam o desvio-padrdo e os asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C)
e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

Observou-se nas folhas um estimulo positivo pelo frio as 8hs (frio no meio da fase
escura) e as 20hs (frio no meio da fase clara), tanto na atividade da NR ativa (Fig. 24a) quanto
na total (Fig. 24b), enquanto as 14hs (inicio da fase clara), o aumento foi apenas na atividade

da NR total. As 2hs houve queda na NR ativa com relagdo ao controle (25°C).
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Na figura 25 foram representados os resultados para as raizes.
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Figura 25: Atividade da NR in vitro ativa (a) e total em raizes (b) de abacaxizeiro mantidas por 6 horas
a 25°C (controle) ou 10°C. Os experimentos foram realizados em diferentes fases do ciclo de 12hs
claro/12hs escuro. A fase escura € representada pela area em cinza do grafico. As barras verticais
representam o desvio-padrdo e os asteriscos apontam diferencas significativas entre tratamento (10°C)
e controle (25°C) pelo teste t (p < 0,05).

Foi constatado nas raizes um incremento na atividade da NR ativa (Fig. 25a) e total
(Fig. 25b) quando exposta a 10°C as 2hs (inicio da fase escura) e as 8hs (meio da fase escura).

As 14hs houve um aumento de atividade apenas para a NR total.
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Tendo em vista os dados obtidos, notou-se que as raizes tiveram um estimulo positivo
pelo frio preferencialmente quando este foi aplicado na auséncia de luz, independente da fase
(Figs. 12 e 25). Ja as folhas mostraram inducdo na atividade da NR a 10°C na fase clara e na
escura (Fig. 24), ao contrario do que ocorreu em horario fixo, na qual houve dependéncia da
presenca de luz (Fig. 9). Na tentativa de esclarecer os fenémenos visualizados, avaliou-se o
efeito da baixa temperatura sobre o ritmo diario de atividade da NR, apresentado no proximo

item.

4.7) AlteracGes no ritmo de atividade da NR (in vivo) apds 6 horas submetidas a

temperatura de 10°C em diferentes fases do ciclo de 24 horas

Plantas de abacaxizeiro foram expostas a 10°C por 6 horas nas mesmas fases do item
anterior, transferidas em seguida a 25°C e mantidas nessa temperatura por 24 horas. O método
utilizado para quantificar a atividade da NR foi o in vivo, ja que todos os tratamentos nestes
experimentos se encontrariam na temperatura de 25°C. Além disso, a metodologia in vitro €

mais longa e complexa, sendo inviavel para experimentos com tempos consecutivos curtos.

Na figura 26 encontram-se os resultados para as plantas expostas ao frio no inicio da

fase clara, com os ensaios iniciando-se no claro (ver item 3.2 - Fig. 5A).
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Figura 26: Atividade da NR em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 6 horas de exposi¢do a
10°C ou 25°C (controle) no inicio da fase clara. A &rea em cinza representa a fase escura do ciclo de
12hs claro/12hs escuro. As barras verticais representam o desvio-padrdo e 0s asteriscos apontam
diferencas significativas entre tratamento (6hs a 10°C) e controle (25°C constante) pelo teste t (p <
0,05).

Observou-se que, nas folhas (Fig. 26a), inicialmente (14 horas) o controle apresentou
maior atividade da NR, seguido de queda e aumento a partir do inicio da fase clara. As plantas
submetidas ao frio exibiram um incremento de atividade seguido de queda na fase escura,
com aumento significativo em relagdo ao controle 6 horas ap6s o inicio dos ensaios e durante

toda a fase escura (coleta das 23, 2, 5 e 8 horas). Nas raizes (Fig. 26b) ndo houve diferengas
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de comportamento na atividade da NR ao longo do ciclo, sendo que as plantas expostas a

10°C exibiram maior atividade em relagdo ao controle as 20, 2 e 5 horas.

Na figura 27 representou-se a atividade da NR em folhas e raizes ap6s 6hs em baixa

temperatura a partir do meio da fase clara. Os ensaios iniciaram-se no escuro (ver item 3.2 -

Fig. 5B).
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Figura 27: Atividade da NR em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 6 horas de exposicdo a
10°C ou 25°C (controle) no meio da fase clara. A area em cinza representa a fase escura do ciclo de
12hs claro/12hs escuro. As barras verticais representam o desvio-padrdo e 0s asteriscos apontam

diferencas significativas entre tratamento (6hs a 10°C) e controle (25°C constante) pelo teste t (p <
0,05).
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Percebeu-se nas folhas (Fig. 27a) que a atividade da NR no controle caiu na fase
escura e aumentou com a presenca da luz. J& o grupo exposto ao frio mostrou um incremento
na atividade da NR no escuro (coletas das 23 e 2 horas), mas mantiveram niveis baixos
mesmo com a chegada da fase clara. Nas raizes (Fig. 27b) ndo houve grandes diferencas no
comportamento ao longo do ciclo. Se comparados por horéarios, ocorreu aumento significativo

nas raizes submetidas ao frio as 2 horas.

Na figura 28 foram apresentados os dados obtidos apds a exposic¢do a 10°C de folhas e
raizes no inicio da fase escura. Os ensaios enzimaticos comegaram no escuro (ver item 3.2 —

Fig. 5C).
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Figura 28: Atividade da NR em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 6 horas de exposigdo a
10°C ou 25°C (controle) no inicio da fase escura. A &rea em cinza representa a fase escura do ciclo de
12hs claro/12hs escuro. As barras verticais representam o desvio-padrdo e 0s asteriscos apontam

diferencas significativas entre tratamento (6hs a 10°C) e controle (25°C constante) pelo teste t (p <
0,05).

Notou-se que, enquanto as folhas do controle tiveram um acréscimo de atividade ao
longo da fase clara, atingindo valores méximos as 14 horas e decaindo até a chegada da fase
escura, as folhas que foram submetidas a temperatura de 10°C ndo exibiram aumento ou
queda de atividade pronunciada em todo o experimento, ou seja, ndo houve variagdes no

ritmo da NR, com diferenca significativa em relagdo ao controle as 14 e 17 horas. Ja as raizes
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apresentaram tendéncias semelhantes ao controle ao longo do ciclo, apesar de haver aumento
significativo nos horarios das 11 e 14 horas e diminuicdo significativa nas coletas das 2 e 20

horas.

Na figura 29 foram mostrados os resultados quando a exposi¢do ao frio ocorreu do

meio da fase escura. Os ensaios iniciaram-se no claro (ver item 3.2 — Fig. 5D).
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Figura 29: Atividade da NR em folhas (a) e raizes (b) de abacaxizeiro ap6s 6 horas de exposi¢do a
10°C ou 25°C (controle) no meio da fase escura. A &rea em cinza representa a fase escura do ciclo de
12hs claro/12hs escuro. As barras verticais representam o desvio-padrdo e os asteriscos apontam
diferencas significativas entre tratamento (6hs a 10°C) e controle (25°C constante) pelo teste t (p <
0,05).
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Nas folhas (Fig. 29a), enquanto o controle evidenciou atividade méxima da NR em 11
horas, o grupo submetido ao frio atingiu maiores valores entre 14 e 17 horas, sendo que as 17
horas a diferenca em relacdo ao controle foi significativa. Nas raizes (Fig. 29b), assim como
nos outros experimentos, as tendéncias para controle e tratamento foram semelhantes, sendo
que, as 8 e 17 horas houve aumento de atividade nas plantas expostas a 10°C e, as 11 horas,

reducdo significativa de atividade.

De forma geral, as raizes apresentaram poucas diferencas entre controle e tratamento
ao longo do ciclo de claro/escuro. No caso das folhas, a baixa temperatura exerceu um efeito
de atraso no ritmo diario, exceto quando ele foi aplicado no inicio da fase escura, gerando
aparente perda de variacdo ao longo do ciclo. Isto poderia explicar os resultados obervados
nos itens 4.2 e 4.6, pois o efeito da baixa temperatura em folhas pareceu depender da condicéo

anterior a sua aplicacdo, sendo mais negativa na auséncia da luz.
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5 - DISCUSSAO

A temperatura € uma das principais restricbes ambientais limitando tanto a
produtividade como a distribuicdo geografica de plantas selvagens e cultivadas. Muitas
plantacdes subtropicais e tropicais, tais como milho, tomate, chuchu e manga, sdo cultivadas
em ambientes temperados, no limite de sua tolerancia (Allen e Ort, 2001). O abacaxizeiro é
considerado uma planta de clima tropical, com temperatura 6tima de crescimento entre 22 e
32°C (Carvalho et al., 2005). Apesar de seu cultivo ocorrer principalmente nas regides Norte e
Nordeste, a producdo em locais de clima temperado também existe, como no estado de S&o
Paulo (Morgado et al., 2004), cuja temperatura no inverno pode chegar a valores proximos de

zero dependendo da regido, segundo dados da Estacdo Meteoroldgica do IAG-USP, em 2011.

O estudo dos efeitos de baixas temperaturas nessas espécies torna-se importante
porque, em geral, elas ndo possuem adaptaces genéticas de tolerancia, que poderiam
mascarar as reacdes provocadas pelo frio (Graham e Pattterson, 1982; Guy et al., 1990; Allen
e Ort, 2001). Sabe-se que o frio provoca diversas mudancas no metabolismo da planta (Guy et
al., 2009), entretanto, pouco se sabe sobre as enzimas responsaveis pelo metabolismo do

nitrogénio.

Neste trabalho, buscou-se averiguar inicialmente a influéncia do tempo de duracdo e
da luz no estimulo do frio sobre a atividade da NR em abacaxizeiro. Os experimentos
iniciaram-se em um horério fixo (meio da fase clara) e, a partir dai, a NR foi quantificada logo
apos a exposicdo a 10°C em diferentes periodos na presenca ou auséncia da luz, por meio de
ensaios in vitro. Foram estimadas tanto a atividade da NR ativa (proteina desfosforilada)
como a total, sendo esta Gltima um indicador da quantidade de enzima presente (fosforilada e

desfosforilada), como forma de avaliar a influéncia do controle transcricional (Kaiser e Huber,

56



1997). Todos os experimentos dessa etapa foram repetidos e, ao comparar os resultados,
verificou-se nas folhas um aumento na atividade da NR apds 1 hora e 6 horas de exposi¢do ao
frio no claro, sendo o ultimo tempo mais pronunciado para a NR total. Nas raizes houve
incremento na NR apos 3 horas a 10°C no claro e ap6s 6 horas no escuro, sendo mais intenso

no escuro (Figs. 9 a 12).

Em trabalho com folhas de tomateiro expostas ao frio na luz, foi verificado um
acumulo de transcritos da NR, provocando um estimulo positivo na sintese de proteinas e na
atividade. Houve pouca variagdo entre a atividade da NR com (ativa) e sem magnésio (total)
(Tucker e Ort, 2002). Jones et al. (1988), em pesquisa realizada com a mesma planta,
observou que o acido okadaico, um inibidor da proteina fosfatase 2A (PP2A), foi capaz de

impedir o aumento tanto da atividade como dos niveis de RNAmM da NR.

Resultado semelhante foi encontrado para folhas de trigo, cuja atividade da NR ativa
foi estimulada pelo frio apenas na presenca de luz (2 horas a 20°C seguido de 2 horas a 4°C)
(Yaneva et al., 2002). Esse trabalho também propds que, em baixas temperaturas, apesar de
existir uma tendéncia de reducédo de proteinas fosfatases gerada por um influxo de calcio e um
aumento na taxa de fosforilacdo (Monroy et al., 1998), podem existir membros da familia
PP2A insensiveis a inativacdo pela baixa temperatura. Essas proteinas poderiam ser
responsaveis tanto pelo aumento na taxa de ativacdo da NR como do acumulo de transcritos

observados.

Os resultados desses estudos poderiam explicar também o incremento de atividade da
NR encontrado em folhas de abacaxizeiro em baixa temperatura (10°C) apenas na presenca de
luz, ja que ela € essencial para a ativacdo das fosfatases da NR (Kaiser et al., 1999). Elas
também atuam em conjunto na ativacdo da enzima sacarose-fosfato-sintase (SPS), o que

poderia explicar a indugdo da NR por acucares (Jones et al., 1988; Yaneva et al., 2002). A
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sacarose é considerada um crioprotetor primario, capaz de promover mudanca no potencial
osmotico e de ser uma fonte de energia para processos metabolicos quando temperaturas
favoraveis sdo retomadas. Em uma investigacdo com folhas de espinafre, foi constatado um
aumento na atividade e no teor de proteina da SPS apds 14 dias a 5°C, assim como no

conteido de sacarose (Guy et al., 1990; Guy et al., 1992).

Ao analisar os metabdlitos acumulados em baixas temperaturas em variedades de
Arabidopsis thaliana com baixa e alta capacidade de aclimatacdo, observou-se em comum a
presenca de acUcares em geral e de aminodcidos como prolina, além de uma regulacdo
positiva em componentes do ciclo da ureia e do acido citrico. Nas primeiras horas ap6s a

submissdo ao frio, os carboidratos foram predominates (Guy et al., 2007).

Como as plantas de abacaxizeiro foram cultivadas in vitro, suas raizes estavam em
contato direto com meio contendo sacarose. Alem disso, em baixas temperaturas ocorre um
aumento na degradacdo do amido logo nas primeiras horas, promovendo um acumulo de
acucares, que poderiam ativar a NR mesmo no escuro, possibilitando a rapida recuperacédo
observada posteriormente (Cheng et al., 1992; Ruelland et al., 1992). Outras explicacdes
plausiveis para o estimulo positivo da NR pelo frio em raizes no escuro poderiam ser uma
reducdo na taxa de degradacdo e/ou um aumento na estabilidade da enzima, consequéncia de
uma reducdo geral no metabolismo da planta. Neste caso, a perda de atividade, mesmo na

auséncia da luz, seria menor em relagéo ao controle (Kaiser e Hubber, 1997).

Para analisar os efeitos do frio na NRc e na NRPM, as plantas de abacaxizeiro foram
mantidas a 10°C por 6 horas na presenca de luz (para as folhas) ou na sua auséncia (para as
raizes), ja que foram os horarios de maior indugéo pelo frio (Figs. 9 e 12). Observou-se, nas
folhas, um incremento provocado pelo frio associado principalmente & NRc, na presenca de

NADH (NR total) e de NADPH (NR ativa e total) (Fig. 16). Ao comparar a atividade com 0s
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diferentes doadores, notou-se que a atividade da NRc com o succinato foi relevante, sendo
que sua utilizacdo deveria ser exclusiva da NRPM, indicando contaminacdo de membrana na
fracdo de citoplasma ou reacdo com os doadores de elétrons do préprio extrato. A capacidade
da NR de utilizar o succinato foi encontrada na fracdo de membrana plasmatica de raizes de
tabaco, ndo sendo encontrada nas folhas. De acordo com os autores, a NRPM pode ser
considerada um regulador entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio (Stohr, 1997;

Wienkoop et al., 1999).

O estimulo positivo pelo frio encontrado com o NADH apenas na NR total indicou um
aumento na quantidade de enzima, semelhante ao encontrado para o extrato ndo fracionado,
podendo ser fruto de controle transcricional. J& a atividade com o NADPH foi mais alta na
NR ativa, sugerindo atuacdo do controle pds-traducional. Esses resultados mostraram que
podem existir isoformas da NR que interagem de maneiras diferentes com os dois doadores de
elétrons. Apesar da NR mais comumente encontrada ser NADH especifica, ja foi relatada a
presenca da isoforma NAD(P)H biespecifica, ou seja, capaz de utilizar tanto NADH como
NADPH, com preferéncia para 0 NADPH. Em folhas, essa isoforma ja foi relatada para soja
(jovem) e cevada mutante para o gene que expressa a isoforma NADH especifica, porém, em
geral, ela parece ser expressa preferencialmente nas raizes (Jolly et al., 1976; Sueyoshi et al.,

1995; Pandey et al., 1997).

Este trabalho mostrou que as folhas de abacaxizeiro provavelmente possuem a forma
biespecifica, entretanto, testes adicionais seriam necessarios para comprovar sua existéncia.
Apesar dos valores para atividade da NR com NADPH serem muito préximos aos
encontrados com o succinato e de existir conversdo do NADH para o0 NADPH durante a
reacdo, que pode ter sido reduzida em parte pela presenca de fosfato na solucéo (Dailey et al.,
1982), acredita-se que a NR em folhas submetidas ao frio utilizaram o0 NADPH como doador

de elétrons, pois apenas ele foi capaz de estimular a ativacdo da enzima (NR ativa) comparado
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ao controle. E possivel que a forma NAD(P)H biespecifica seja mais suscetivel a ativagdo
pelo frio que a forma NADH especifica em folhas, provavelmente porque a limitacdo da taxa
de fotossintese pelo frio restringe o consumo do NADPH produzido, possivelmente gerando

seu acumulo (Huner et al., 1993).

J& foi relatada a possibilidade de existirem as duas isoformas da NR também na
membrana plasmatica para raizes de milho (De Marco et al., 1994), porém, as atividades
encontradas para a NRPM ativa e total em folhas de abacaxizeiro foram contraditérias, com
muitos valores proximos de zero, colocando em duvida se elas ocorreram de fato (Fig. 17).
Foi encontrada atividade com o NADH e succinato a 10°C na NR ativa e com o succinato

para o controle e NADPH para ambos na NR total.

O frio provoca um enrijecimento da membrana plasmatica, sendo comum em plantas
um aumento na insaturacdo dos lipidios como forma de restaurar sua fluidez (Graham e
Patterson, 1982; Ruelland et al., 2009). Acredita-se que a propria fluidez da membrana pode
ser uma forma de sinalizar a temperatura em plantas, como ocorre com fungos e
cianobactérias. Estudos farmacoldgicos mostraram ser possivel modificar a expressdo de

genes regulados pela temperatura apenas alterando a fluidez da membrana (Penfield, 2008).

Segundo Graham e Patterson (1982) plantas de tomateiro expostas ao frio por 24 horas
apresentaram danos em todas as suas membranas, com excecdo da plasmatica. Dentre 0s
lipidios, o incremento do &cido linoleico é considerado uma adaptacdo ndo especifica a baixa
temperatura. Apesar da importancia da membrana na regulacdo da temperatura, ndo foram

observadas alteragdes significativas na NRPM em abacaxizeiro.

Nas raizes, assim como nas folhas, o estimulo positivo de atividade provocado pelo
frio foi associado exclusivamente @ NRc e ndo a NRPM (Figs. 19 e 20). No trabalho de

Santos (2010) foi demonstrado que, ap6s 30 dias sob termoperiodo de 28°C dia/ 15°C noite, as
60



raizes apresentaram um aumento na atividade da NR na fase escura, associado a NRPM,
Entretanto, na presente pesquisa, os efeitos do frio foram distintos dos observados
anteriormente, visto que afetaram formas diferentes da NR. A atividade da NRPM nas raizes,
assim como em folhas, apresentou de forma geral desvios-padrdo muito altos, tornando os

resultados imprecisos.

Ao contrario da NRc, que em estudo com folha de tomateiro apresentou variagdes de
atividade de acordo com a disponibilidade de nitrato e luz, a NRPM manteve niveis basais de
atividade mesmo na auséncia prolongada desses sinalizadores, indicando que ela pode ser
expressa constitutivamente (Lo Piero et al., 2003). E possivel que o periodo de 6 horas
selecionado para a exposicdo ao frio, apesar de ser suficiente para provocar mudangas
transcricionais e pds-traducionais na NRc, ndo seja suficiente para afetar de forma
significativa os niveis de atividade encontrados para a NRPM. Além disso, segundo Stohr e
Mack (2001), a NRPM parece se manifestar principalmente na fase escura, neste caso, 0

tempo na qual as plantas ficaram sem luz pode néo ter sido satisfatorio para sua ativacéao.

A atividade da NRc em raizes foi estimulada pelo frio, utilizando tanto NADH como o
NADPH como doadores de elétrons, sendo que praticamente o mesmo aumento foi
encontrado para a NR ativa e total. Os resultados mostraram que, apesar de haver preferéncia
pelo NADH, ja que os maiores valores de atividade da NR foram encontrados na presenca
dele, as raizes pareceram capazes de reduzir o nitrato utilizando o NADPH como poder
redutor, apontando para a existéncia da isoforma NR NAD(P)H biespecifica para as raizes.
Assim como ocorreu com as folhas, seriam necessarios testes adicionais que eliminassem a
conversdo do NADPH para o NADH para confirmar sua existéncia. Como o frio induziu
aumento com os dois doadores de elétrons, com as maiores diferencas sendo com o NADH,
acredita-se que as duas isoformas poderiam ser ativadas pelo frio, com predominio da NADH

especifica. A atividade encontrada para o succinato no citoplasma foi baixa, conforme
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esperado, ja que apenas a NRPM ¢ capaz de utiliza-lo, segundo os trabalhos de Wienkoop et
al. (1999), Stohr (1997) e Stohr e Méack (2001). Entretanto, os baixos valores para o0 succinato
ndo eram esperados para a NRPM, ja que a NR apresentou capacidade de utilizar o succinato

em trabalho anterior com abacaxizeiro (Santos, 2010).

Nas raizes foi sugerido, portanto, dois tipos de resposta ao frio: uma a curto prazo
(horas), mediada pela NRc com preferéncia pelo NADH e uma a longo prazo (30 dias),
mediada pela NRPM (em termoperiodo de 28°C dia/15°C noite) com preferéncia pelo

succinato.

Ao comparar o contetdo de proteinas soluveis nas fracGes de membrana plasmatica e
citoplasma de folhas e raizes, observou-se uma reducdo desse contetido no citoplasma e um
aumento no de membrana nas plantas submetidas a 10°C. Segundo Graham e Patterson (1982),
uma resposta comum ao frio € o aumento de proteinas soltveis, o que néo foi o caso, talvez
pelo tempo curto de exposicdo ou devido ao fato do abacaxizeiro ndo ser uma planta adaptada
ao frio. O contetdo de proteinas na membrana aumentou em folhas e raizes submetidas ao
frio, assim como a atividade das PM-H"-ATPase parece ter sido maior em relagdo ao controle.
Segundo Guy et al. (2007), transcritos relacionados as proteinas de transporte atuam
significativamente apenas ap0s a exposicao a baixas temperaturas por tempos curtos de tempo.
O incremento na atividade da NR em baixa temperatura manteve-se mesmo antes da
conversdo por proteinas nas folhas, mas nas raizes as diferencas entre tratamento (10°C) e
controle (25°C) s6 apareceram devido a essa conversao, indicando que nas raizes a capacidade

de atividade em cada proteina foi maior para compensar a reducdo em seu conteudo total.

Por fim, procurou-se correlacionar as respostas da NR ao frio em folhas e raizes com a
emissdo de NO. Essa molécula vem sendo apontada como sinalizadora para diversos eventos

da planta relacionados ao estresse, tais como déficit hidrico, salinidade, injuria mecanica e,
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mais recentemente, baixas temperaturas (Garcia-Mata e Lamattina, 2001; Paris et al., 2007;
Gupta et al., 2011). Sabe-se também que a NR é capaz de produzir NO através do nitrito
gerado na reducdo do nitrato, principalmente em situacdes em que a nitrito redutase (NiR)
estd inativa, como falta de luz ou condi¢des de fotoinibicdo (Yamazaki e Sakihama, 2000;
Meyer et al., 2005). Os resultados na presenca de luz (Fig. 22a) mostraram que houve
aumento de NO nas folhas na primeira hora ap6s a exposicdo ao frio, condizente com o0s
resultados encontrados para Arabidopsis. Segundo Cantrel et al., (2011), apenas uma hora a
4°C foi suficiente para induzir aumento na producao de NO dependente da atividade da NR e
nos niveis de nitrito. O estimulo positivo na emissdo de NO provocado pelo frio em uma hora
nas folhas de abacaxizeiro correspondeu ao resultado encontrado para a NR in vitro nas
mesmas condicBes (Fig. 9). As raizes apresentaram apenas queda apés 6 horas a 10°C (Fig.

22h).

J& quando a exposicdo a baixa temperatura ocorreu na auséncia de luz, as folhas
apresentaram aumento de NO ap6s 1 hora a 10°C (Fig. 23a). Depois de 9 horas, tanto folhas
como raizes (Fig. 23b) apresentaram aumento significativo em relacdo ao controle (25°C).
Apo6s 6 horas no frio e no escuro as raizes apresentaram um incremento na atividade da NR,
como mostrado neste trabalho (Fig. 12). O nitrito gerado pode ter provocado um aumento
posterior na producdo de NO, tanto em raizes como em folhas, j& que na auséncia de luz a
NiR é inibida (Crawford, 1995). Apesar do NO ser apontado como uma peca chave nas
respostas de aclimatacdo ao frio, envolvido na expressdo de genes de resposta ao frio e na
sintese de crioprotetores como a prolina (Zhao et al., 2009; Cantrel et al., 2011), ndo se tem
certeza da sua funcdo em uma planta tropical como o abacaxizeiro. Acredita-se que ele pode
servir tanto como um sinalizador como uma forma de reduzir o excesso de nitrito gerado pela

NR. Sua origem biossintética, entretanto, ndo foi esclarecida, necessitando experimentos
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adicionais. Em revisdo, foi sugerido que tanto a NR como a enzima semelhante ao NOS

poderiam ser fontes de NO na resposta ao frio (Gupta et al., 2011).

Por meio das figuras 24 e 25 percebeu-se que a influéncia do frio na atividade da NR
ndo dependeu apenas da condigéo de claro ou escuro, mas da fase do ciclo de 24 horas na qual
as plantas foram submetidas ao frio. Enquanto as raizes apresentaram aumento apenas quando
a baixa temperatura foi aplicada na fase escura, as folhas sofreram estimulo positivo tanto na

na fase clara como na escura.

Ao avaliar o efeito do frio no ritmo diario de atividade da NR, observou-se gque as
folhas previamente expostas a 10°C (por 6 horas), quando em reaguecimento (25°C),
atingiram valores maximos 3 a 6 horas ap6s as folhas submetidas a 25°C constante (controle)
(Figs. 26a, 27a e 29a). Esses resultados estdo de acordo com os relatados nos trabalhos de
Jones et al. (1998) e Tucker e Ort (2002), nos quais a exposicao de folhas de tomateiro a 4°C,
submetidas em regime de luz constante, provocou 0 mesmo atraso no ritmo de transcritos,
proteinas e atividade da NR, independente da fase na qual elas foram submetidas. Foi
sugerido que, durante a exposicdo ao frio, houve parada no metabolismo da enzima.
Entretanto, esse atraso foi rapidamente recuperado (5 a 7 horas), possivelmente pela presenca
da luz (Tucker e Ort, 2002), ao contrario do observado nas folhas de abacaxizeiro em ciclo de
claro/escuro, na qual as diferencas entre tratamento (6 horas a 10°C) e controle (25°C
constante) foram mantidas ao longo dos experimentos. Os efeitos da falta de luz foram
marcantes (Fig. 28), j& que a exposicao ao frio no escuro seguido de reaquecimento no escuro

provocou aparente perda de variagdes na atividade da NR.

Nas folhas, a fotossintese é necessaria para a ativacdo da NR, provavelmente atraves
de assimilados que funcionam como sinais ao sairem do cloroplasto, provocando mudangas

rapidas em sua atividade (Kaiser e Huber, 2001). Existem relatos de que o frio pode
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interromper praticamente todos os principais componentes da fotossintese, incluindo o
transporte de elétrons das tilacoides, o ciclo de reducdo do carbono e o controle da
condutancia estomatica (Allen e Ort, 2001). A fotoinibi¢do ocorre com a exposi¢do ao frio
tanto na fase clara como na escura do fotoperiodo, mas nesse ultimo caso ela é intensificada,
como mostram estudos com manga (Flérida, Estados Unidos) realizados por Allen et al.
(2000). Segundo Martin et al. (1981), em uma investigacdo semelhante com tomateiro,
mesmo restaurando as condi¢des de temperatura ideais, as plantas demoraram pelo menos um

dia para se recuperarem da exposi¢do a baixa temperatura.

Também j& foi relatada para o tomateiro que a baixa temperatura (4°C) é capaz de
atrasar o ritmo enddgeno da sacarose-fosfato sintase, uma enzima chave no metabolismo do
carbono, causando dessincronizacdo dos processos envolvidos na fotossintese (Jones et al.,
1988). Segundo Tucker e Ort (2002), em plantas sensiveis ao frio (no caso, o tomateiro)
ocorreu o desacoplamento entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio, reduzindo a
disponibilidade de esqueletos carb6nicos para a fixacdo do nitrogénio e consequente acumulo

de intermediarios téxicos.

Comparando todos os ciclos realizados para o abacaxizeiro (Figs. 26 a 29), notou-se
que, diferente das folhas, as raizes ndo apresentaram um padrdo ritmico definido. A atividade
da NR nas folhas submetidas a 25°C aumentou ao longo da fase clara e diminuiu com a
chegada da fase escura, estando de acordo com resultados obtidos para outras espécies (Lillo,

2008).

Estudos recentes mostraram que o relégio circadiano em plantas € especifico de cada
0rgdo, mas ndo autdbnomo. A geracgdo de ritmo em raizes de Arabidosis pareceu depender em
parte do reldgio da parte aérea, através de sinalizacdo dependente da fotossintese. A sacarose

foi apontada como possivel responsavel por essa comunicacgdo entre os 6rgédos, visto que sua
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aplicacdo exogena resultou em mudancas no ritmo de expressao de alguns genes do relogio
em raizes, tornando-os insensiveis ao ciclo de claro/escuro. Ja as folhas ndo apresentaram
modificacdes (James et al., 2008). Segundo Glaab e Kaiser (1993), a inativacdo da atividade
da NR em raizes de ervilha ocorreu de forma mais lenta no escuro se comparada as folhas,
mostrando novamente dependéncia entre os 0rgdos. Isso pode ter ocorrido devido a uma
reducdo na transferéncia de assimilados para as raizes na fase escura ou porque na auséncia de

transpiracéo, algum componente sinalizador deixaria de ser enviado para a parte aérea.

Esses dados poderiam explicar o comportamento diurno na atividade da NR em raizes
de abacaxizeiro, que foram independentes do ciclo de claro/escuro, ja que as plantas utilizadas
estavam em meio contendo sacarose. Sabe-se que a sacarose também é capaz de evitar a
queda dos niveis da NR mesmo na auséncia de luz, o que também poderia explicar a rapida

retomada na atividade das raizes ap0s a exposicao ao frio (Cheng et al., 1992).

Os resultados obtidos para plantas de abacaxizeiro mostraram diferencas entre folhas e
raizes. Enquanto a atividade da NR em folhas dependeram da fase do ciclo de 24 horas na
qual foram submetidas a 10°C, apresentando atraso no seu ritmo diario, as raizes apresentaram
um estimulo positivo pelo frio apenas na auséncia de luz, independente da fase do dia na qual
ele foi aplicado. As modificacGes provocadas pela baixa temperatura foram observadas nas
folhas tanto pela metodologia in vitro como in vivo, sendo que para as raizes é possivel que o
método in vivo impeca a visualizacdo de respostas, por ser suficiente para a recuperacao dos

efeitos do frio.
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6 - CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que folhas e raizes de abacaxizeiro apresentaram respostas
distintas em relacdo a baixa temperatura (10°C) na presenca de luz ou escuro.
Enquanto as folhas mostraram um estimulo positivo na atividade da NR pelo frio
principalmente na presenca de luz, as raizes tiveram maior incremento no escuro.
Dentre os tempos testados, o de 6 horas foi 0 mais adequado.

Ao separar as atividades da NR de membrana plasmatica (NRPM) e da citossolica
(NRc), ap6s 6 horas a 10°C no claro (folhas) ou no escuro (raizes), demonstrou-se que
em folhas e raizes o estimulo do frio incrementou a atividade da NRc.

A emissdo de NO aumentou com a exposi¢do a 10°C em folhas tanto na presenca
como na auséncia da luz e em raizes apenas no escuro, sugerindo um possivel
envolvimento do NO na sinalizacdo pela baixa temperatura.

Apbs 6 horas de exposicdo a 10°C, as folhas apresentaram um atraso no ritmo diario
da atividade da NR quando a temperatura ambiente foi retomada (25°C), exceto
quando o frio foi aplicado no inicio da fase escura, ocorrendo diminuicédo da atividade
e menor variagdo ao longo do ciclo. A NR das raizes foi estimulada positivamente
pela baixa temperatura apenas na fase escura, sendo que nao houve grandes alteracdes

em seu ritmo diario no reaquecimento.
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7 - RESUMO

O nitrato é uma das principais fontes de nitrogénio disponivel para as plantas, sendo a
nitrato redutase (NR) a enzima responsavel pela sua reducéo a nitrito. O nitrito é considerado
toxico em altas concentracdes e, por esse motivo, a atividade da NR possui uma regulagéo
complexa, principalmente em nivel transcricional e pos-traducional. Trabalhos anteriores do
nosso grupo, utilizando plantas de abacaxizeiro cultivadas in vitro, demonstraram que, em
condicdes de termoperiodo de 28°C dia/15°C noite, as raizes apresentaram um estimulo
positivo de atividade da NR na auséncia de luz quando comparado as plantas crescidas em
temperatura constante de 28°C, associado posteriormente a atividade da NR de membrana
plasmatica (NRPM). Baseado nesses resultados questionou-se qual seria a influéncia da
aplicacdo do estimulo de frio associado ou ndo a presenca de luz na atividade da NR em
folhas e raizes de abacaxizeiro. Este trabalho teve como objetivos investigar os efeitos do frio
na atividade da NR em folhas e raizes de abacaxizeiro em diferentes tempos de exposicao, na
presenca ou auséncia da luz e em diferentes fases do ciclo de 24 horas (claro/escuro). Buscou-
se averiguar qual NR estaria envolvida nessas respostas: a NR citossolica (NRc) ou de
membrana plasmatica (NRPM), assim como verificar o envolvimento do NO na sinalizacao
pela baixa temperatura. O ritmo diario de atividade da NR também foi avaliado, logo apés a
exposicao ao frio, em diferentes fases do ciclo de claro/escuro. As plantas foram expostas a 1,
3, 6 ou 9 horas a 10°C ou 25°C (controle) na luz ou no escuro. A NR foi avaliada pelo método
in vitro. O estimulo positivo na atividade da NR pelo frio ocorreu principalmente ap6s 6 horas
no claro, para as folhas, e ap6s 6 horas no escuro, para as raizes. Novas plantas foram
submetidas as mesmas condi¢bes para o fracionamento celular, mostrando que, tanto em
folhas como em raizes, o incremento de atividade da NR observado a 10°C foi associado a NR

citossolica (NRc). Em ambos os casos, o estimulo ocorreu utilizando-se 0 NADPH como
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doador de elétrons, sugerindo o possivel envolvimento de uma isoforma NAD(P)H
biespecifica. A quantificacdo do NO foi realizada por leitura em espectrofluorimetro,
apontando uma maior emissdo induzida pelo frio para as folhas tanto na presenca da luz (apés
1 e 3 horas) como em sua auséncia (1 e 9 horas) e em raizes apenas no escuro (9 horas),
sugerindo o envolvimento do NO na sinalizacdo da baixa temperatura. Para verificar a
influéncia do frio em diferentes fases do dia, 4 horarios foram selecionados (inicio da fase
clara, meio da fase clara, inicio da fase escura, meio da fase escura) para inicio de cada
experimento. A NR foi medida logo apos a exposicao ao frio (6 horas a 10°C), pelo método in
vitro e durante 24 horas em reaquecimento (25°C), quantificada a cada 3 horas pelo método in
vivo. As raizes apresentaram aumento da atividade da NR apenas quando o estimulo da baixa
temperatura foi aplicado na fase escura, enquanto as folhas sofreram incremento da atividade
da NR independente da condi¢do luminosa. Em reaquecimento, a NR das folhas teve seu
ritmo atrasado em todas as situagdes, com excecdo quando o frio foi aplicado no inicio da fase
escura, na qual houve perda quase completa de variacdo ao longo do dia. As raizes nao
mostraram grandes alteracdes no ritmo diario da NR. Este trabalho mostrou que a temperatura
de 10°C tem efeitos diferentes sobre folhas e raizes, sendo que as modificacfes na atividade
da NR, em curto prazo, parecem ocorrer por alteracdes na NRc. O NO parece estar envolvido
na sinalizacdo do frio, mas ndo se determinou sua origem biossintética. As raizes tiveram um
aumento da atividade da NR pela baixa temperatura, que foi dependente do escuro, enquanto

as respostas das folhas dependeram da fase do ciclo na qual foram submetidas a 10°C.
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7 - ABSTRACT

Nitrate is the main nitrogen source available to plants, and nitrate reductase (NR) is
the enzyme responsible for its reduction to nitrite. Because of its toxicity in high
concentrations, nitrite production by NR has a complex regulation, especially at
transcriptional and post-translational level. A previous work from our group, using pineapple
plants cultivated in vitro, showed that, under thermoperiod of 28°C day/15°C night, NR
activity increased in roots during absence of light compared to activity in plants grown under
constant temperature of 28°C. Based on these results it was questioned what would be the
effect of cold stimulus application with or without light on NR activity in leaves and roots of
pineapple plants. This study aimed to investigate the effects of low temperature on NR
activity in leaves and roots of pineapple plants at different exposure times in the presence or
absence of light and at different phases of a 24 hour cycle (light/darkness). We also
investigated which NR was involved in these responses: cytosolic (CNR) or plasma membrane
NR (PMNR), as well as verifying the role of nitric oxide (NO) signaling at low temperature.
Furthermore, the NR daily rhythm activity was measured after cold exposure, in different
phases of the light/dark cycle. Plants were exposed to 10°C or 25°C (control group) during 1,
3, 6 or 9 hours. NR was quantified by in vitro method. In the leaves, the increase of NR
activity by low temperature (10°C) occurred mainly after 6 hours in the presence of light,
while in the roots the highest NR activity occurred after 6 hours at 10°C in darkness. Based on
these results, other groups of plants were subjected to the same conditions for cell partitioning,
showing that in both leaves and roots the increase of NR activity by cold was associated with
cytosolic NR (NRc). In both cases, the positive stimulation occurred with NADPH as the
electron donor, suggesting the possible involvement of a NAD(P)H bispecific isoform. NO

quantification, measured by spectrofluorimetry, indicated a greater emission induced by cold
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in the leaves both in the presence (after 1 and 3 hours) and absence (1 and 9 hours) of light
and in roots only in darkness (9 hours), suggesting an involvement of NO in low temperature
signaling. To evaluate the influence of cold at different day phases, we performed 4
experiments beginning at different times of the 24-hour cycle (beginning of light phase,
middle of light phase, beginning of dark phase, middle of dark phase). NR activity was
measured immediately after cold exposure (6 hours at 10°C) by in vitro method and after
rewarming at 25°C during 24 hours, quantified by in vivo method every 3 hours. In roots, NR
activity showed an increase only when the cold stimulus was applied at dark phase, while in
leaves, NR was independent of the light condition. Upon rewarming, leaves presented a delay
in NR daily behavior in all situations, except when low temperature was applied at the
beginning of dark phase, showing almost no variation throughout the day. This study
demonstrated that the temperature of 10°C affected leaves and roots differently, and the
changes in NR activity after short exposure time could be associated with NRc. NO seemed to
be involved in cold signaling, but its biosynthetic origin has not been determined yet. Roots
showed an increment of NR activity by low temperature dependent of the dark condition,
while the responses of leaves depended on the phase of the 24-hour cycle in which they were

subjected to 10°C.
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