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INTRODUÇÃO 

O Abacaxizeiro 

O abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr), pertencente à família Bromeliaceae 

(CUNHA et al. 1994), é uma planta nativa de nosso continente (MEDINA et al. 1993; 

BARTHOLOMEW e MALÉZIEUX, 1994); ocorre em áreas com temperaturas elevadas, onde a 

pluviosidade é pequena ou irregular (BACKER e COLLINS, 1939). 

A cultura do abacaxizeiro ocupa o nono lugar no ranque mundial da 

fruticultura, sendo que o Brasil é o segundo maior produtor (BIOTECNOLOGIA, CIÊNCIA E 

DESENVOLVIMENTO, 2001).  

A variedade “Smooth Cayenne” tem alta qualidade comercial. Essa importância 

deve-se ao fato de ser uma fruta doce, de acidez leve, e textura tenra (RANGAN, 1984). 

Estima-se que cerca de 70% da produção mundial de abacaxi corresponda a essa 

variedade (CUNHA et al., 1994). 

O cultivo in vitro tem sido utilizado como importante ferramenta em estudos 

fisiológicos acerca de diversas espécies de bromélias (MERCIER e KERBAUY, 1997). No 

Laboratório de Fisiologia Vegetal do IBUSP várias pesquisas têm sido realizadas com 

relação à composição hormonal endógena (MERCIER e ENDRES, 1999) ao metabolismo do 

nitrogênio (ENDRES e MERCIER, 2001a; ENDRES et al., 2002; INSELSBACHER et al., 2007), ao 

crescimento (ENDRES e MERCIER, 2001b), à organogênese (MERCIER et al., 2003; SOUZA et al., 

2003; HAMASAKI et al. 2005), ao metabolismo fotossintético (NIEVOLA, 2002; FRESCHI et al., 

2010) ou à atividade de várias enzimas relacionadas com a assimilação do nitrogênio 

(NIEVOLA e MERCIER, 2001; NIEVOLA, 2002; FRESCHI et al. 2009). 

O Nitrogênio na Nutrição Vegetal 

O N é o quarto elemento mais abundante nos seres vivos sendo seguido pelo 

oxigênio, o carbono e o hidrogênio (BUCHANANN, 2000). O N está presente em diversas 

formas na biosfera, aproximadamente 79% da atmosfera terrestre é composta por N 

molecular (N2). Na biosfera terrestre, 0,04% do nitrogênio está na forma combinada, 

desse percentual 57% encontram-se na forma orgânica e 43% na forma inorgânica. 
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Considerando o nitrogênio existente na forma orgânica, somente 4% fazem parte dos 

seres vivos, sendo 94% localizados nos vegetais, 4% na biomassa microbiana e 2% nos 

animais (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). O nitrogênio é um dos principais fatores limitantes 

do crescimento vegetal, sendo encontrado em moléculas importantes, como por 

exemplo, nas proteínas, em alguns fitormônios e nos ácidos nucléicos (RNA e DNA) 

(CORDEIRO, 2004; TISCHNER, 2000). 

Apesar de muito abundante na atmosfera, o nitrogênio molecular não pode ser 

absorvido pelos vegetais. As plantas terrestres, geralmente, absorvem o nitrogênio do 

solo na forma de compostos altamente oxidados, dos quais o nitrato (NO3-) é o 

principal. Entretanto, o amônio (NH4+) também pode ser absorvido e incorporado em 

compostos orgânicos (BUCHANANN, 2000; SODEK, 2004).  

A assimilação do N, proveniente do nitrato, começa com a absorção desse íon 

seguida por sua redução, resultando em amônio. Esse último é incorporado em 

aminoácidos, como a glutamina e o glutamato (TISCHNER, 2000; CORDEIRO, 2004). 

Absorção e Redução do Nitrato 

As plantas disponibilizam uma porção significativa de seus esqueletos 

carbônicos e reservas energéticas para a absorção e assimilação do NO3-  (BUCHANANN, 

2000). Todo o processo de assimilação  pode consumir mais de 25% da energia gerada 

na fotossíntese (SOLOMONSON e BARBER, 1990).  

A indução do sistema enzimático de assimilação inicia-se com a exposição da 

planta ao íon NO3-, resultando em um aumento contínuo na taxa de absorção do 

mesmo. Isso inclui também um incremento no número de proteínas transportadoras de 

nitrato presentes na membrana plasmática. (TISCHNER, 2000). O papel indutor do nitrato 

sobre o nível de atividade e o teor de RNAm da NR tem sido documentado para várias 

espécies, dentre elas podemos citar Nicotiana tabacum (GALANGAU et al., 1988; MATT et al., 

2001), Oryza sativa (HAMAT et al., 1989), Lycopersicon esculentum (GALANGAU et al., 1988), 

Hordeum vulgare (MELZER et al., 1989) e Zea mays (GOWRI e CAMPBELL, 1989). Não existem 

evidências de que a disponibilidade de nitrato acarrete alterações na regulação pós-

traducional da NR (FERRARIO et al., 1996; KAISER et al., 2002). 
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 O nitrato é conhecido como um estimulador de transportadores específicos 

para esse íon (CRAWFORD e GLASS, 1998; STITT, 1999; STITT et al., 2002; TISCHNER, 2000; MATT 

et al., 2001). Plantas que nunca foram expostas ao NO3- possuem células radiculares 

com uma capacidade limitada de absorção desse íon, sugerindo que uma pequena 

quantidade de proteínas transportadoras estariam presentes na membrana, isto é, 

seriam proteínas constitutivas. Após contato com o íon, a taxa de absorção aumenta, 

mas a adição de inibidores de síntese de proteínas causa um rápido decréscimo para os 

níveis constitutivos. Isso sugere que a maioria das proteínas transportadoras é 

sintetizada de acordo com a disponibilidade de NO3- no meio externo (HOPKINS, 1999).  

O transporte de NO3- através da membrana pode ocorrer por meio de dois 

mecanismos: o de alta afinidade (HATS, do inglês: high-affinity transport system) e o 

de baixa afinidade (LATS, do inglês: low-affinity transport system). Duas famílias 

gênicas atuam na síntese das proteínas transportadoras de NO3-: NRT1 e NRT2. A 

família NRT2 codifica transportadores para o sistema HATS. A família NRT1 é mais 

complexa, codificando transportadores que funcionarão em ambos os mecanismos 

(HATS e LATS) ou transportadores específicos para o LATS (BUCHANAN, 2000; 

TISCHNER, 2000). 

Após ser absorvido pelas raízes, o NO3-  pode ser reduzido ou estocado nos 

vacúolos, ou ainda, ser translocado para a parte aérea, onde poderá ser reduzido ou 

estocado.  

O NO3- precisa ser reduzido a amônio, antes da assimilação em aminoácidos 

(CHENG et al., 1992). O primeiro passo da redução, geralmente, ocorre no citossol por 

meio da enzima nitrato redutase  (NR), resultando na produção de nitrito (NO2-). A NR 

é uma das poucas enzimas vegetais induzidas pelo seu próprio substrato (CRAWFORD, 

1995; TACHIBANA et al., 1991; FORDE 2002). O nitrito, nos plastídeos (no caso das raízes) 

ou nos cloroplastos (no caso das folhas), é reduzido a amônio pela nitrito redutase 

(NiR) (KLEINHOFS e WARNER, 1990). O NH4+, por sua vez, é assimilado pelo ciclo 

enzimático conhecido por glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT). A 

glutamina sintetase (GS) combina o amônio com o glutamato para formar a glutamina. 
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Os níveis elevados de glutamina nos plastídeos estimulam a atividade da glutamato 

sintase (conhecida como glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase, ou GOGAT). Essa 

enzima transfere o grupo amina da glutamina para o 2-oxoglutarato, produzindo duas 

moléculas de glutamato (TISCHNER, 2000; LAM et al., 1995). O amônio pode também ser 

assimilado por uma rota alternativa, por meio da enzima glutamato desidrogenase 

(GDH), a qual catalisa uma reação reversível que sintetiza o glutamato, utilizando 

NADH ou NADPH como agente redutor ( CAMMAERTS & JACOBS, 1985).   

O ciclo diurno da atividade da NR tem sido descrito em: Arabidopsis (SU et al., 

1996), Cucurbita pepo (LILLO et al., 1997), Hordeum vulgare (LILLO, 1984), Nicotiana tabacum 

(DENG et al., 1998), Lycopersicon esculentum (GALANGAU et al., 1988; JONES et al., 1998), Zea 

mays (MERLO et al., 1995), Ananas comosus (NIEVOLA e MERCIER, 2001), entre outras 

espécies. A maior parte das plantas reduz o NO3-  durante o dia (SOLOMONSON e BARBER, 

1990), sendo raros os estudos que relatam a atividade da NR no período noturno 

(STÖRN e MÄCK, 2001; NIEVOLA e MERCIER, 2001; NIEVOLA, 2002; FRESCHI et al., 2009; FRESCHI 

et al., 2010). 

Estrutura e Regulação da NR citossólica (NRc) 

A NR é um dímero com três domínios de ligação. O complexo molibdênio 

(MoCo) está ligado ao grupo  heme (região hinge 1) que por sua vez está unido ao FAD 

(região hinge 2). O NAD(P)H liga-se ao domínio de ligação do FAD de cada 

subunidade, iniciando a transferência de dois elétrons a partir do grupo carboxila 

terminal (C), por meio de cada elemento de transferência de elétrons, até o grupo 

amino terminal (N). O NO3- é reduzido no complexo MoCo próximo à região amino 

terminal (CAMPBELL, 1999; TISCHNER, 2000). 

A expressão da NR é regulada em nível traducional por vários sinalizadores, 

incluindo nitrato, luz, ritmo circadiano, citocininas, concentração de CO2 , sacarose, 

glutamina, estresse hídrico e anaerobiose. No entanto, essa enzima também é 

controlada em nível pós-traducional por uma fosforilação rápida e reversível da 

proteína em resposta à baixa luminosidade, redução dos níveis de CO2 , estresse 
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osmótico e mudanças no pH celular (CRAWFORD, 1995; BOTREL and KAISER, 1997; CHUNG 

et al., 1999).  

Em plantas superiores, a NR é regulada pela síntese e degradação da enzima, 

pela inativação reversível e pela concentração de nitrato no substrato (SOLOMONSOS e 

BARBER, 1990; HOFF et al., 1994; KAISER et al., 2002). A atividade da enzima pode 

aumentar em até 80% nas folhas em resposta à fotossíntese ou nas raízes esse aumento 

pode ocorrer em condições de hipoxia ou anoxia. Por outro lado, a inativação acontece 

nas folhas em ausência de luz ou com o fechamento dos estômatos. Em altas 

concentrações de oxigênio, a atividade nas raízes também pode ser inibida (KAISER et al. 

1999). 

A NR possui meia-vida de poucas horas (LI e OAKS, 1993), por isso o controle da 

expressão gênica é um modo eficiente de regulação da atividade (CAMPBELL, 1990). 

Quando as plantas estão expostas ao NO3-, ocorre um aumento na transcrição do 

RNAm da NR. Em poucas horas a concentração da NR alcança seu teor máximo (TAIZ, 

2002; CRAWFORD, 1999; KAISER, 1997). 

A inibição da atividade da NR pode ocorrer em minutos, em resposta à 

fosforilação de um resíduo de serina na região hinge 1 por proteínas cinases 

dependentes de cálcio ( CHUNG et al., 1999; KAISER et al., 2002; COMPAROT et al., 2003; 

PROVAN et al., 2006). No entanto, a fosforilação da enzima, por si só, não causa sua 

completa inativação. O processo só se finaliza após a conjugação reversível da NR ao 

complexo  protéico conhecido por 14-3-3, marcando a enzima para a degradação 

(KAISER e HUBER, 1994; BACHMANN et al., 1995; CHUNG et al., 1999; WEINER e KAISER, 1999; 

2000; 2001; COMPAROT et al., 2003; PROVAN et al., 2006). As proteínas 14-3-3 funcionam 

como um dímero e suas subunidades precisam estar ligadas a um metal divalente 

(BUCHANAN, 2000; CRAWFORD, 1999; DARLING et al., 2005).  

O estado de fosforilação da NR varia durante o ciclo diurno (LILLO, 1994; KAISER, 

1997). No escuro, a NR é fosforilada no resíduo de serina localizado na região “hinge 

1”. Depois que as proteínas 14-3-3 ligam-se, a NR é inativada. A luz induz a 

desfosforilação e, conseqüentemente, a NR é ativada. A NR, no entanto, é degradada a 
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uma taxa constante na luz ou no escuro, independentemente da fosforilação pós-

traducional. A luz também induz o acúmulo do RNAm da NR (KAISER, 1997). Os altos 

teores da proteína NR, em presença de luz, parecem ser conseqüência dos efeitos 

positivos da luminosidade na síntese dessa enzima (transcrição e tradução). A glicose e 

a sacarose podem substituir a luz na indução do acúmulo do RNAm da NR, sugerindo 

que os esqueletos carbônicos seriam os fatores determinantes na regulação  da NR em 

nível transcricional (ASLAN and HUFFAKER, 1984; CHENG et al., 1992; CRAWFORD et al., 1992; 

VAUCHERET et al., 1992; VICENTZ et al., 1993; LILLO, 1994; LEA et al. 2006). 

As citocininas, dentre os fitormônios, são as que mais interferem na indução da 

atividade da NR (YU et al., 1998). Em 1969, LIPS & ROTH-BEJERANO realizaram os 

primeiros estudos, relatando o papel indutor de uma citocinina sintética. Esses autores 

trabalharam com plantas de Nicotiana rústica que, após serem pulverizadas com 

cinetina, apresentaram um aumento na atividade da NR foliar. Folhas de cevada 

tratadas com benzilaminopurina (BA), na presença de NO3- e luz, além de 

apresentarem aumento na atividade dessa enzima, também tiveram os teores de 

RNAm da NR aumentados, sugerindo o controle hormonal da transcrição da NR (LU et 

al., 1990; 1992). O nível das citocininas endógenas zeatina, zeatina ribosídica e 

isopentenil adenina ribosídica também influenciaram a formação de transcritos da NR 

em abacaxizeiro. O acúmulo desses transcritos ocorreu seguidamente ao aumento 

desses hormônios e é seguido pelas maiores atividades da NR registradas (FRESCHI et 

al., 2009).  

A baixa temperatura pode ser considerada um importante fator ambiental, 

causando uma rápida ativação da NR nas folhas de Triticum aestivum L., resultado da 

desfosforilação da proteína. Plantas de trigo, após serem aclimatadas por 7 dias a 2°C, 

apresentaram um aumento na atividade da NR dependente de NADH. A atividade 

dobrou nesse período. A quantidade de proteína NR também aumentou, mostrando 

que a regulação da atividade dessa enzima pode ser dependente da ativação da NR já 

presente, assim como da síntese de novo da enzima (YANEVA et al., 1996). O conteúdo de 

nitrato nas folhas de trigo foi reduzido a 1/3 após o período de aclimatação (YANEVA et 

al., 2002).  
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Nitrato Redutase Associada à Membrana Plasmática (NRMP) 

Em procariontes foi observada a presença da NR tanto no citoplasma quanto na 

membrana plasmática. As duas isoformas apresentaram diferenças com respeito ao seu 

tamanho, às suas subunidades e aos seus genes codificantes (BERKS et al., 1995; 

FERNÁNDEZ-LÓPES, OLIVARES & BEDMAR, 1996; DELGADO, FERNANDO-LOPEZ & BEDMAR-

EULOGIO, 1998; MEGALON et al., 1998; BLASCO et al., 1998; TISCHNER, 2000). Nos eucariontes, 

a NR é conhecida como uma enzima citossólica presente em todos os organismos 

autótrofos ( RITENOUR et al., 1966; DALLING et al., 1972; SUZUKI et al., 1981; OAKS & HIREL, 

1985). No entanto, outros estudos têm demonstrado a existência de uma enzima 

redutora de nitrato associada à membrana plasmática (NRMP). A NRMP foi detectada 

em algas (JONES and MOREL, 1988; TISHNER et al., 1989; STÖRN et al., 1993) e em várias 

espécies de plantas terrestre (WARD et al., 1988;1989; DE MARCO et al., 1994; KLOBUS et al., 

1994; MEYERHOFF et al., 1994; KUNZE et al., 1997; STÖRN & ULRICH, 1997), tanto nas raízes 

como na parte aérea. 

A NRMP ligada por uma âncora GPI foi detectada em folhas de tabaco por 

STÖRN em 1998 e tratava-se de um monômero com massa molecular de 96 kDa 

enquanto que em raízes tinha 63 kDa. Além disso, uma das formas solúveis da NR, 

com massa molecular de 93 kDa, apesar de estar voltada para a face citossólica, 

também está ligada à membrana e, nesse caso há relatos de pequenas variações em sua 

massa (CAMPBELL & KINGHORN, 1990; KUNZE et al.. 1997; STÖRN, 1998). 
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JUSTIFICATIVA 

Trabalhos anteriores realizados no Laboratório de Fisiologia Vegetal do IBUSP 

buscaram entender a influência do termoperíodo sobre o metabolismo fotossintético do 

abacaxizeiro (Ananas Comosus L. Merr.) cultivado in vitro. Observou-se que o 

metabolismo CAM era induzido por condições termoperiódicas (28°C durante o dia e 

15°C a noite). Em temperatura constante, as plantas se comportaram como C3 (NIEVOLA 

et al., 2002). Portanto, as plantas de abacaxizeiro cultivadas in vitro podem ser 

consideradas C3 – CAM facultativas. Sabe-se que vários fatores ambientais podem 

influenciar o processo CAM e a temperatura é um deles (HAAG-KERWER et al., 1992). 

NIEVOLA et al. (2002) também analisaram a atividade da enzima nitrato redutase (NR) 

ao longo do ciclo diurno em plantas C3 ou CAM de abacaxizeiro. Para a parte aérea, o 

ritmo de atividade da NR foi semelhante entre as plantas com fotossíntese C3 ou CAM, 

sendo que as maiores atividades ocorreram durante o período iluminado. As plantas 

C3 apresentaram níveis superiores de atividade que puderam ser correlacionados aos 

mais altos conteúdos de nitrato (NO3-) endógeno nessas plantas. Já para as raízes, 

observou-se o oposto. As plantas CAM, surpreendentemente, foram as que mostraram 

maior atividade nesse órgão em relação às C3, apesar de os teores de NO3- endógeno 

nesse órgão (que deveria configurar como principal indutor da NRc) serem inferiores 

aos observados para C3. Isso sugere que um tipo de indução da NR adicional àquela 

realizada pelo substrato tenha ocorrido nas plantas CAM. Acredita-se que, 

provavelmente, a diminuição da temperatura noturna foi o fator estimulador do 

aumento da atividade da NR radicular em abacaxizeiro. Mas, ainda restaram alguns 

pontos a esclarecer. Era preciso saber se houve um incremento da atividade da NRc 

naquele período ou se os resultados estariam vinculados à indução da NRMP quando 

as plantas passaram pelo tratamento com temperaturas noturnas mais baixas.  
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OBJETIVO 

 

O presente trabalho teve como objetivo principal pesquisar sobre a 

possibilidade da existência de uma NR associada à membrana plasmática, que seria 

responsável pelo incremento da atividade dessa enzima registrada nas raízes de 

Ananas comosus, quando plantas cultivadas in vitro foram submetidas ao termoperíodo. 

Para tanto foram necessárias adotar as seguintes estratégias: 

 Determinar o tempo mínimo de exposição das plantas ao termoperíodo 

(28°C dia/ 15°C noite), necessário à indução da nitrato redutase (NR) 

radicular. 

 Verificar a influência da idade das plantas na resposta ao tratamento 

com baixa temperatura noturna. 

 Padronizar o método de ensaio in vitro da NR para plantas de 

abacaxizeiro. 

 Definir o método de fracionamento celular mais adequado para a 

extração de frações enriquecidas de membranas plasmáticas. 

 Verificar a existência de uma NR associada à membrana plasmática, que 

seria responsável pelo incremento da atividade dessa enzima registrada 

nas raízes de abacaxizeiro, após serem submetidas ao termoperíodo por 

30 dias. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1) Obtenção do material vegetal  

 Para todas as etapas do projeto, plantas de Ananas comosus (L.) Merr. Var. 

Smooth Cayenne foram obtidas por micropropagação. Neste processo, utilizaram-se 

segmentos nodais como explantes ( MERCIER & NIEVOLA, 2002). Plantas entre 3 e 5 meses 

de idade tiveram as folhas e as raízes excisadas (Fig. 1 A e B). Em seguida, foram 

submetidas ao estiolamento caulinar no escuro (Fig. 1 C). Durante o estiolamento, as 

plantas permaneceram em meio de cultura de Murashigue & Skoog (MS) (1962), com 

pH 5.8, acrescido de 2 g/L de Phytagel®, por 60 dias. A partir do caule estiolado foram 

isolados segmentos nodais contendo uma gema lateral em cada um deles (Fig. 1 D). 

Estes seguimentos caulinares foram inoculados em novo meio de mesma composição. 

Das gemas laterais desenvolveram-se novas plantas, iniciando com o surgimento da 

parte aérea e, em seguida, das raízes (Fig. 1 E).  Os frascos contendo os seguimentos 

caulinares foram mantidos em sala de cultura com fotoperíodo de 16 horas e 

temperatura de 25 ± 2°C. A intensidade luminosa foi de 55 µmoles m-2 s-1 (Fig. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1: Micropropagação de abacaxizeiro. As plantas tiveram suas 

raízes e folhas excisadas e, após 60 dias no escuro, foram retirados 

segmentos nodais do caule estiolado. Desses segmentos 

desenvolveram-se novas plantas. 
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O período de permanência das plantas na sala de cultivo variou de acordo com 

o experimento realizado.  

Na primeira etapa, quando as plantas deveriam ter  idades variadas ao final dos 

tratamentos, o tempo de permanências na sala de cultivo foi de 90 dias. 

Após esse período foram transferidas para novo meio de cultura de composição 

idêntica à anterior e submetidas ao tratamento termoperiódico (28ºC dia/ 15ºC noite) e 

à temperatura constante (28°C dia e noite) (controle). Durante os tratamentos as 

plantas permaneceram em câmaras incubadoras do tipo BOD. O tempo de 

permanência nos tratamentos foi de 1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 50 e 60 dias (Tabela 1). Após 

cada tratamento a atividade in vivo da NR foi analisada durante o período de ausência 

de luz.  

Idade das plantas no início do tratamento Tempo no tratamento termoperiódico ou em 

temperatura constante 

90 dias 1 dia 

90 dias 3 dias 

90 dias 5 dias 

90 dias 7 dias 

90 dias 15 dias 

90 dias 30 dias 

90 dias 40 dias 

90 dias 50 dias 

90 dias 60 dias 

 
 

 

Fig. 2: Prateleiras iluminadas contendo 

os frascos de cultivo de abacaxizeiro. 

Tabela 1: tempo de permanência das plantas com 90 dias de idade no tratamento termoperiódio ou em 

temperatura constante antes da análise da atividade noturna in vivo da nitrato redutase. 
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Em uma etapa seguinte, o experimental foi montado de forma que todas as 

plantas atingissem, no final do tratamento, a idade de 90 dias (incluindo o tempo de 

permanência na sala de cultivo e nos tratamentos). Da mesma forma, após esses 

períodos as plantas foram transferidas para novo meio de cultura de composição 

idêntica à anterior e submetidas ao tratamento termoperiódico (28ºC dia/ 15ºC noite) 

ou à temperatura constante de 28°C dia (controle). As mesmas câmaras incubadoras do 

tipo BOD foram utilizadas. O tempo de permanência no tratamento foi de 1, 3, 5, 7, 15, 

30, 40, 50 e 60 dias (Tabela 2). Após cada tratamento a atividade in vivo da NR foi 

analisada durante o período de ausência de luz.  

 

 

 

2) Atividade in vivo da NR 

A quantificação da atividade da NR citossólica in vivo foi baseada no método 

descrito por NIEVOLA & MERCIER (2001), adaptado para as folhas e raízes de Ananas 

comosus. Para tanto, amostras foliculares e radiculares foram fragmentadas (1g de 

massa fresca de folhas e 0,3g de massa fresca de raízes, correspondendo a 50 plantas).  

Cada tubo recebeu 6 mL da solução de incubação contendo tampão fosfato (KH2PO4, 

0,1 M, pH 7,5; NaOH, 0,1M), KNO3 (50 mM) e n-propanol (3%), previamente aquecida 

a 30°C e desaerada. As amostras  foram infiltradas a vácuo 3 vezes por 1 minuto e 

alíquotas de 1 mL foram coletadas em seguida para determinar o nitrito no tempo zero. 

O restante foi mantido em banho-maria à temperatura de 30°C por 60 minutos. Ao 

final da incubação, alíquotas de 1 mL foram coletadas para a determinação do nitrito 

Idade das plantas no início do 

tratamento 

Tempo no tratamento termoperiódico ou em 

temperatura constante 

Idade final das 

plantas 

89 dias 1 dia 

90 dias 

87 dias 3 dias 

85 dias 5 dias 

83 dias 7 dias 

75 dias 15 dias 

60 dias 30 dias 

50 dias 40 dias 

40 dias 50 dias 

30 dias 60 dias 

Tabela 2: idade em que as plantas foram submetidas ao tratamento termoperiódio ou à temperatura 

constante e o tempo de permanência nestas condições antes da análise da atividade noturna in vivo da 

nitrato redutase. 
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no tempo de 60 minutos (Fig. 3). A quantificação total do nitrito foi feita descontando-

se o nitrito encontrado nas amostras antes da reação (tempo 0) do obtido após a reação 

(tempo 60 min.). 

  

 

 2.1) Condições do ensaio in vivo 

 No labaratório de Fisiologia Vegetal foi montada uma câmara de crescimento 

que possui prateleiras com ajustes individuais de luz e temperatura. Além disso, 

dentre as adaptações para controle de umidade, existe uma porta especial que, 

inclusive, impede qualquer passagem de luz. Apesar das plantas não terem sido 

cultivadas, nem terem passado pelos tratamentos nessa câmara, os ensaios in vivo da 

NR foram realizados no interior da mesma sob luz verde, sem qualquer interferência 

de outra iluminação (Fig.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3: Esquema ilustrativo dos passos realizados durante a determinação da atividade in vivo  da NR. 

Fig.4: Sala de cultivo onde foram realizados os ensaios enzimáticos. 
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3) Atividade in vitro da NR.    

O método de quantificação da atividade in vitro da nitrato redutase foi 

padronizado neste projeto de pesquisa para a espécie Ananas comosus. Três protocolos 

originais foram testados. 

3.1) Protocolo desenvolvido por Kaiser et al. (1997) para tabaco.  

Um grama de folhas e raízes foram macerados, separadamente, em nitrogênio 

líquido e acrescidos de tampão de extração na proporção de 2 mL/g de massa fresca. O 

tampão era constituído por 100 mM de tampão Hepes-KOH (pH 7.6), 10 µM FAD, 15 

mM MgCl2, 5 mM de β-mercaptoethanol, 10 µM de molibdato, 0,5% de PVP, 0,5% de 

BSA, 0,3% de triton X-100 e 50 µM de leupeptina.  Em seguida, a suspensão foi 

centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4°C e do sobrenadante, retiraram-se alíquotas 

de 100 µL que foram colocadas em tubos que continham 900 µL de um tampão de 

reação composto por 100 mM de Hepes-KOH (pH 7.6), 10 µM FAD, 15 mM MgCl2, 

5mM de DTT, 5 mM de KNO3 e 50 mM de NADH. Após 5 minutos de incubação a 

24°C, a reação foi interrompida acrescentando-se 125 µL de acetato de zinco (0,5 M). 

Outra centrifugação a 13000g por 5 minutos foi realizada e o sobrenadante foi usado 

para determinação colorimétrica do nitrito formado (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

Centrifugação: 
12000 g/ 10 min. a 

4°C
Anti-oxidante

Proteína

Co-fator

Anti-protease

Protetor contra comp. fenólicos

Tampão de extração 
contendo:

Hepes pH 7.6 (100 mM)

FAD (10 µM)

MgCl2 (15mM)

Β-mercaptoethanol (5 mM)

Molibdado (10 µM)

PVP (0,5%)

BSA (0,5%)

Triton X-100 (0,3%)

Leupeptina (50 µM)

Folhas maceradas 
em N líquido (1g).

Raízes maceradas 
em N líquido (1g.)

Centrifugação: 
12000 g/ 10 min. a 

4°C
Anti-oxidante

Proteína

Co-fator

Anti-protease

Protetor contra comp. fenólicos

Tampão de extração 
contendo:

Hepes pH 7.6 (100 mM)

FAD (10 µM)

MgCl2 (15mM)

Β-mercaptoethanol (5 mM)

Molibdado (10 µM)

PVP (0,5%)

BSA (0,5%)

Triton X-100 (0,3%)

Leupeptina (50 µM)

Folhas maceradas 
em N líquido (1g).

Raízes maceradas 
em N líquido (1g.)

 
 

Leitura a 540 nm. Sulfanilamida e n-naftil. Centrifugação: 13000 g por 5 min.

Parar a reação com acetato de 
zinco (0,5 M).

Incubação por 5 min a 24°C.

Tubos com mix de 
reação: 

Hepes pH 7.6 ( 100 mM )

FAD ( 10 µM )

MgCl2 (15 mM)

DTT (5 mM)

KNO3 ( 5 mM)

NADH ( 50 mM)
Co-fator

Anti-oxidante

Substrato

Poder redutor

Alíquotas de  100 µLSobrenadante

Precipitado

Descarte

Leitura a 540 nm. Sulfanilamida e n-naftil. Centrifugação: 13000 g por 5 min.

Parar a reação com acetato de 
zinco (0,5 M).

Incubação por 5 min a 24°C.

Tubos com mix de 
reação: 

Hepes pH 7.6 ( 100 mM )

FAD ( 10 µM )

MgCl2 (15 mM)

DTT (5 mM)

KNO3 ( 5 mM)

NADH ( 50 mM)
Co-fator

Anti-oxidante

Substrato

Poder redutor

Alíquotas de  100 µLSobrenadante

Precipitado

SobrenadanteSobrenadante

PrecipitadoPrecipitado

Descarte

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Etapa 1 

Etapa 2 

Fig. 5: Esquema os principais passos do método de quantificação in vitro da nitrato redutase segundo KAISER 

et al., 1997. 
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3.2) Método desenvolvido para macroalgas marinhas ( modificado por  

CHOW et al. (2004)). 

  Um grama de folhas e raízes foram macerados, separadamente, em nitrogênio 

líquido e o material foi acrescido de 2 mL de tampão de extração contendo tampão 

fosfato pH 8.0 (0,2 M), EDTA  (0,5 M), DTT (0,5 M) e BSA (0,3%). Após centrifugação, a 

12000 g, por 15 minutos a 4°C, alíquotas de 50 µL do sobrenadante foram colocadas em 

tubos contendo 300 µL do tampão de reação constituído por tampão fosfato pH 8.0 (0,2 

M), KNO3 ( 0,2 M), MgSO4 (25 mM) e NADH  (2,2 mM). Após o período de incubação 

por 5 minutos a 20°C a reação foi parada com 125 µL de sulfato de zinco (ZnSO4) (0,1 

M) e 125 µL de etanol (95%). Uma nova centrifigação foi feita a 14000 g por 5 minutos e 

o sobrenadante foi usado para determinação colorimétrica do nitrito formado (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras em tampão de 
extração:

Tampão PO4
= pH 8.0 (0,2 

M)

EDTA (0,5 M)

DTT (0,5 M)

BSA (0,3 %)

Centrifugação: 12000 
g/15 min. a 4°C.

Parar a reação 
ZnSO4 (0,1 M) 
Etanol (95%)

Incubação:  

5 min. a  20°C

Centrifugação: 
14000 g/5min.

Sulfanilamida

N-naftil-etileno-
diamino

Leitura em espectrofotômetro a 540 nm. Quelante

Anti-oxidante

Proteína

Substrato

Co-fator

Poder 
redutor

Folhas e raízes maceradas 
separadamente em N líquido

( 1g/2mL de tampão ).

Alíquotas em tampão de 
reação:

Tampão PO4= pH 8.0 (0,2 M)

KNO3 ( 0,2 M)

MgSO4 (25 mM) 

NADH  (2,2 mM)

Amostras em tampão de 
extração:

Tampão PO4
= pH 8.0 (0,2 

M)

EDTA (0,5 M)

DTT (0,5 M)

BSA (0,3 %)

Centrifugação: 12000 
g/15 min. a 4°C.

Parar a reação 
ZnSO4 (0,1 M) 
Etanol (95%)

Incubação:  

5 min. a  20°C

Centrifugação: 
14000 g/5min.

Sulfanilamida

N-naftil-etileno-
diamino

Leitura em espectrofotômetro a 540 nm. Quelante

Anti-oxidante

Proteína

Substrato

Co-fator

Poder 
redutor

Folhas e raízes maceradas 
separadamente em N líquido

( 1g/2mL de tampão ).

Alíquotas em tampão de 
reação:

Tampão PO4= pH 8.0 (0,2 M)

KNO3 ( 0,2 M)

MgSO4 (25 mM) 

NADH  (2,2 mM)

 Fig. 6: Esquema mostrando os principais passos do método para quantificação in vitro da NR 

desenvolvido para macroalgas marinhas ( modificado por CHOW   et al. (2004)).  
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3.3) Método desenvolvido para milho ( LONG & OAKS, 1990)  

Um grama de folhas e de raízes foram maceradas separadamente em nitrogênio 

líquido. As amostras foram colocadas em tubos contendo 4 mL do tampão de extração 

composto por tampão Tris-HCl  (pH 8.5) (25mM), EDTA (1M), DTT (1mM), BSA (1 %), 

FAD (20µM), cisteína (10mM) e leupeptina (10 µM). A primeira centrifugação foi feita a 

10000 g por 20 min. a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em gaze e alíquotas de 200 µL do 

extrato foram colocadas em tubos que continham o tampão de reação. Esse tampão foi 

constituído por 200 µL de Hepes pH 7.0 (0,65M), 200 µL de KNO3 (0,1M) e H2O 

ultrafiltrada (para acertar o volume para 1,4 mL).  Para verificar a atividade nas raízes, 

os testes foram feitos com NADH e NADPH. No caso da atividade com NADPH, o 

meio de reação recebeu, ainda, 100 µL de ácido oxalacético (2,64 mg/mL H2O). A 

reação foi iniciada adicionando-se 100 µL de NADH (3,6 mg/mL) e/ou 100 µL de 

NADPH (4,2 mg/mL), ambos diluídos em tampão fosfato (KPO4) pH 7,0 (0,1M). A 

incubação ocorreu por 20 min. a 28°C. A reação foi parada com a adição de 100 µL de 

álcool desidrogenase (0,5 mg/mL de tampão fosfato 0,1M em pH 7.0) e 100 µL de 

acetaldeído 2%. A determinação colorimétrica do nitrito formado foi feita 

acrescentando-se 1 mL de sulfanilamida 1% (em HCl 1M) e 1 mL de n-naftil etileno 

diamino 0,01% (em H2O ultrafiltrada). A leitura foi feita em espectrofotômetro 540 nm 

(Fig. 7). 

 

 
Fig 7: Esquema mostrando os principais passos do método desenvolvido para quantificação in 

vitro da NR em plantas de milho (LONG & OAKS, 1990) 

Folhas e raízes maceradas separadamente 
em N líquido

Amostras em tampão de 
extração:

Tampão Tris-HCl (pH 8.5) 
(25mM)

EDTA (1M)

DTT (1mM)

BSA (1 %)

FAD (20µM)

Cisteína (10mM)

Leupeptina (10 µM)

Centrifugação: 10000g/20 
min. a 4°C.

Filtrar o sobrenadante 
em gaze

Alíquotas em tampão de 
reação contendo:

Hepes pH 7.0 (0,65M)

KNO3 (0,1M)

Ác. Oxalacético (100µL) 
(para reação com NADPH)

H2O ultrafiltrada.

Iniciar a reação: 
NADH ou NADPH 

Incubar por 20 min./28°C

Parar a reação: Álcool 
desidrogenase e 

acetaldeído. 

Sulfanilamida (1%)

N-naftil (0,01%)

Leitura: 540nm

Quelante

Anti-oxidante

Proteína

Co-fator

Anti-protease

Folhas e raízes maceradas separadamente 
em N líquido

Amostras em tampão de 
extração:

Tampão Tris-HCl (pH 8.5) 
(25mM)

EDTA (1M)

DTT (1mM)

BSA (1 %)

FAD (20µM)

Cisteína (10mM)

Leupeptina (10 µM)

Centrifugação: 10000g/20 
min. a 4°C.

Filtrar o sobrenadante 
em gaze

Alíquotas em tampão de 
reação contendo:

Hepes pH 7.0 (0,65M)

KNO3 (0,1M)

Ác. Oxalacético (100µL) 
(para reação com NADPH)

H2O ultrafiltrada.

Iniciar a reação: 
NADH ou NADPH 

Incubar por 20 min./28°C

Parar a reação: Álcool 
desidrogenase e 

acetaldeído. 

Sulfanilamida (1%)

N-naftil (0,01%)

Leitura: 540nm

Quelante

Anti-oxidante

Proteína

Co-fator

Anti-protease
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4) Determinação do nitrito formado. 

 A quantificação do nitrito formado foi determinada segundo o método descrito 

por HAGEMAN and REED (1980).  

No caso da quantificação da atividade enzimática in vivo, alíquotas de 1 mL da 

solução problema foram  adicionadas de, primeiramente, 0,3 mL da solução de 

sulfanilamida (1% em HCl 3M) e, em seguida, por 0,3 mL da solução de n-naftil-

etileno-diamino (0,02%). As frações ficaram em repouso por mais 30 minutos, no 

escuro e em temperatura ambiente. Ao final desse período, foi adicionado 0,9 mL de 

água ultrafiltrada e a leitura foi feita em espectrofotômetro no comprimento de onda 

de 540 nm. 

No caso da quantificação in vitro, as alíquotas de 0,9 mL foram acrescidas de 0,3 

mL da solução de sulfanilamida (1% em HCl 3M) e, em seguida, de 0,3 mL da solução 

de n-naftil-etileno-diamino (0,02%).  As frações ficaram em repouso por mais 20 

minutos, no escuro e em temperatura ambiente. Ao final desse período, a leitura foi 

feita em espectrofotômetro no comprimento de onda de 540 nm. 

5) Fracionamento celular 

Para o isolamento das frações enriquecidas de membranas plasmáticas foram 

testados métodos de fracionamento por gradiente de sacarose e de fracionamento por 

partição de fases. 

No processo de padronização dessa técnica faz-se necessário verificar o grau de 

pureza das frações de membranas plasmáticas. Utilizou-se o ensaio in vitro da malato 

desidrogenase (MDH), uma enzima localizada exclusivamente no citoplasma, que está 

bem estabelecido em nosso laboratório para Ananas comosus.  

A descrição das adequações e os resultados obtidos durante o processo de 

padronização encontram-se no item RESULTADOS. 

Os métodos originais estão descritos nos itens seguintes: 

5.1) Fracionamento por gradiente de sacarose (GALLANGER and LEONARD, 1982). 

Folhas e raízes foram maceradas separadamente com tampão de 

homogeneização na proporção de 1 g/4 mL. O tampão de homogeneização foi 

composto por sacarose (250 mM), Tris-Mes (25 mM) (pH 7.7), EDTA (3 mM), DTT (2,5 

mM). Após maceração, o material foi filtrado em 4 camadas de gaze e centrifugado a 
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13.000 g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi 

submetido a nova centrifugação em ultracentrífuga a 80.000 g por 30 minutos a 4°C. O 

sobrenadante (fração solúvel ou citossólica) foi reservado e o precipitado foi 

ressuspendido com 2 mL de tampão de ressuspensão. Este tampão foi composto por 

sacarose (250 mM), DTT (1 mM) e Tris-Mes (1 mM) (pH 7.2). Para obter as frações ricas 

em membranas plasmáticas o material foi aplicado no topo de gradientes de sacarose 

com concentrações 35/45% em Tris-Mes (1 mM) (pH 7.2). Após centrifugação a 82.500 g 

por 2 horas a 4°C as frações de membranas plasmáticas foram coletadas da interface 

entre as concentrações de sacarose (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8: Esquema ilustrativo do método de fracionamento celular por gradiente de sacarose (GALLANGER and 

LEONARD, 1982). 
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5.2) Fracionamento por partição de fases com múltiplas lavagens (BRUSCA and 

RADOLF et al, 1994). 

As amostras foram maceradas em tampão de extração contendo Triton X-114 (2 

%) e tampão fosfato salino (PBS – 10 mM NaPO4; 145 mM NaCl) a 4°C. A parte solúvel 

foi retirada após centrifugação a 13000g por 10 minutos a 4°C. O precipitado foi 

descartado e a parte solúvel transferida para novo tubo. Após incubação por 10 

minutos a 37°C, seguido da centrifugação a 13.000g por 10 minutos a 25°C foi possível 

observar a separação de fases (fase aquosa e fase de detergente). A fase aquosa e a de 

detergente foram suplementadas com Triton X-114 ou PBS, respectivamente. A 

separação de fases foi repedida de 3 a 5 vezes, correspondendo a incubação e 

centrifugação (lavagens). 

5.3) Fracionamento por partição com sistema de duas fases – Dextran T-500 e 

PEG 3350 (LARSSON et al, 1994). 

Folhas e raízes foram separadas e homogeneizadas com tampão contendo 

sacarose (250 mM), glicerol (10%), Tris-Mes (25 mM) (pH 7.7), EDTA (3 mM), DTT (2,5 

mM) e BSA (0,3%). A proporção foi de 1g/3mL. O homogeneizado foi filtrado em 4 

camadas de gaze e plastídeos, mitocôndrias, paredes celulares e células não rompidas 

foram precipitados após centrifugação a 10.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante 

foi transferido para novo tubo e centrifugado a 85.000g por 50 minutos a 4°C. O 

precipitado foi ressuspendido com 4 mL de tampão de ressuspensão contendo sacarose 

(0,33 M), tampão fosfato-potássio (KPO4) pH 7,8 (5 mM), KCl (0-5 mM), DTT(1 mM) e 

EDTA (0,1 mM), formando a fração microssomal, constituída por vesículas de retículo 

endoplasmático (liso ou rugoso) formadas no momento da homogeneização, quando as 

células são rompidas. 

Para a partição de fases os microsomos (1,5 ml) foram acrescentados em um 

sistema pré-preparado de duas fases. O sistema era composto por 6.2% (m/m) de 

dextran T-500, 6.2% (m/m) de polietilenoglicol (PEG) 3350, sacarose (330 mM), tampão 

fosfato-potássio (KPO4) pH 7,8 (5 mM). O material foi misturado, submetendo-se os 

tubos a 30 inversões. Uma nova centrifugação foi feita a 1.500g por 5 minutos. Após 

esta, obeservaram-se duas fases distintas: uma superior, composta por membranas 

plasmáticas e uma fase inferior, composta por membranas intracelulares (Fig. 9).  
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5.4) Quantificação de proteínas totais nas frações de membranas plasmáticas e 

de citoplasma. 

A quantificação das proteínas totais foi feita segundo o método desenvolvido 

por BRADFORD (1976) com concentrações de BSA como padrões. 

 

5.5) Atividade in vitro da malato desidrogenase (MDH) (LEPORT et. al., 1996) 

com adaptações (NIEVOLA, 2002). 

As amostras provenientes das frações citossólicas e de membranas plasmáticas 

de folhas e raízes foram diluídas 40 vezes (folhas) ou 20 vezes (raízes) em tampão de 

dessalinização (50 mM de Tris-HCl, 1 mM de DTT, 1 mM de EDTA, 0.1% (m/v) BSA). 

 A atividade in vitro da MDH foi quantificada baseando-se no consumo de 

NADH na reação catalisada por essa enzima (LEEGOOD, 1993; LEPORT et al., 1996) 

enquanto acontece a redução do oxaloacetato. Para tanto, tubos de reação contendo 

Tris-HCl (50 mM) (pH 8.0), MgCl2  (5 mM) e 0.1% (m/v) de albumina bovina (BSA) 

foram acrescidos de 400 L do filtrado diluído. Após 5 minutos de pré-incubação, 200 

L de NADH (2 mM) e 200 L de OAA (20mM) foram adicionados aos tubos de reação 

e a leitura automática da absorbância foi iniciada. A referida leitura ocorreu em 340 nm 

com intervalos de 10 s até a estabilização dos valores mínimos de leitura.  

  

 6) Análise estatística dos dados 

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio da análise de 

variância (ANOVA) e as médias foram comparadas pelos Teste t-student e Teste de 

Tukey em nível de 5%.  
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RESULTADOS  

Atividade in vivo da NR 

Na primeira etapa, plantas com 90 dias de idade foram transferidas para 

câmara de cultivo do tipo BOD onde permaneceram por 1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 50 e 60 dias 

sob temperatura constante (28°C dia/noite - controle) ou sob termoperíodo (28°C dia/ 

15°C noite) (Tabela 1 – Material e Métodos).  

No caso das folhas, verificou-se que até o 5° dia de tratamento a atividade da 

NR foi influenciada positivamente pela baixa temperatura no período noturno. Porém 

essa tendência não foi mantida após 7 dias em termoperíodo. As atividades medidas, 

nas plantas submetidas ao termoperíodo com 50 e 60 dias apresentaram modificações 

mínimas quando comparadas àquelas verificadas nos experimentos até 40 dias. Quanto 

às atividades nas plantas controle a partir de 7 dias, notam-se diferenças significativas 

apenas após 40 e 60 dias (fig. 10).    
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Para as raízes, observa-se um aumento significativo na atividade da NR nas 

plantas que estiveram sob o tratamento entre 30 e 40 dias. Entretanto, após esse 

período houve um forte declínio (fig. 11). 

 

 

   

Na segunda etapa experimental, as plantas permaneceram sob o tratamento 

pelos mesmos períodos (1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 50 dias e 60 dias), seguindo-se o ensaio in 

vivo da NR durante o período noturno. No entanto, a transferência das plantas para as 

câmaras de cultivo ocorreu em estágios de desenvolvimento diferentes, de forma que 

ao final dos tratamentos todas as plantas tinham 90 dias de idade (Material e Métodos - 

Tabela 2). 

Para as folhas das plantas submetidas ao tratamento termoperiódico, as 

atividades da NR medidas não variaram de forma substancial durante os tempos de 

tratamento, o que permite compará-las àquelas verificadas no primeiro experimental.  

Observou-se que não houve grande variação de respostas nas plantas controle. Porém 

fica claro que a baixa temperatura do período noturno não influenciou positivamente a 

atividade da NR nas folhas de abacaxizeiro. As oscilações nas atividades medidas 
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Fig.11: Atividade in vivo da NR medida em raízes de abacaxizeiro com 1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 50 e 60 
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seguiram semelhantes entre as plantas que estiveram sob o tratamento termoperiódico 

e as plantas controle (fig. 12). 

 

 

 

Quando as atividades nas raízes foram avaliadas, observou-se que após 15 dias 

de tratamento houve um aumento contínuo, até o 50° dia, na atividade da NR nas 

plantas que estiveram sob baixa temperatura noturna. Após 50 dias notou-se uma 

tendência à estabilização da atividade enzimática. (fig. 13).  

Nas plantas controle observou-se, após 30 dias, a mesma tendência verificada 

nas plantas submetidas ao tratamento, porém a atividade da NR a partir desse período 

foi cerca de duas vezes menor nas plantas controle em comparação com as plantas que 

estiveram sob baixa temperatura  (fig. 13). 
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Adequação do método de ensaio in vitro da NR 

Nas análises realizadas seguindo os protocolos desenvolvidos para tabaco ou 

macroalgas marinhas (“Material e Métodos” - itens 3.1 e 3.2, respectivamente) não foi 

possível detectar atividade da NR, mesmo após várias tentativas. As primeiras 

atividades  foram obtidas quando empregou-se o método proposto por LONG & OAKS 

(1990) para plantas de milho (item 3.3). Tomando-se como base esse último, as 

adequações foram feitas para as plantas de abacaxizeiro.  

As primeiras tentativas de otimização do método foram feitas levando-se em 

consideração o volume de extrato de folhas ou raízes utilizado na reação. No protocolo 

original, 200 µL de extrato eram adicionados em um volume final de reação de 1,7 mL. 

Inicialmente comparou-se a utilização de 200 µL de extrato com 400 µL. Dessa forma,  

não foi possível verificar nenhuma diferença significativa na atividade quantificada nas 

folhas (que utilizam NADH como doador de elétrons) (fig. 14). Porém, para as raízes 

que também utilizaram NADH, o aumento no volume de extrato pareceu ter atuado 

negativamente (fig. 15). 

Fig.13: Atividade in vivo da NR medida em raízes de abacaxizeiro. Teste T P < 0,05; representa diferença 

significativa entre a condição controle e o tratamento com termoperíodo. 
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             Quando NADPH foi utilizado como doador de elétrons (fig. 16), observou-se 

que a atividade nas raízes foi sensivelmente menos pronunciada que aquela verificada 

quando utilizou-se NADH (fig. 15). As maiores atividades verificadas com NADPH 

não excederam as menores quantificadas com o uso do NADH. Porém, comparando-se 
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Fig. 14: Atividade in vitro da NR medida em folhas com a utilização de diferentes volumes de extrato no 

tampão de extração. P < 0,05. Teste T: não foi detectada diferença significativa entre a utilização de 200 µL 

ou 400 µL de extrato na reação. 
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Fig. 15: Atividade in vitro da NR medida em raízes com a utilização de NADH como doador de elétrons 

e adicionando-se diferentes volumes de extrato no tampão de extração. P < 0,05. Teste T, representando 

diferença significativa entre a utilização de 200 µL ou 400 µL de extrato na reação. 
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os volumes de extrato utilizados, foi possível observar que o aumento de 200 µL para 

400 µL não apresentou diferença significativa com a adição de NADPH (fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Em um segundo momento, análises foram feitas comparando-se a utilização de 

400 µL com 600 µL do extrato.  Folhas e raízes foram empregadas e ambas as reações 

ocorreram com a adição de NADH (fig. 17 e fig. 18).  
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Fig. 16: Atividade in vitro da NR medida em raízes com a utilização de NADPH como doador de 

elétrons e adicionando-se diferentes volumes de extrato no tampão de extração. P < 0,05. Teste T: não 

foi detectada diferença significativa entre a utilização de 200 µL ou 400 µL de extrato na reação. 

 

Fig. 17: Atividade in vitro da NR medida em folhas com a adição de diferentes volumes de extrato na 

reação. P < 0,05. Teste T: não foi detectada diferença significativa entre as atividades medidas com 400 µL 

e 600 µL de extrato . 
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A figura 17 permite visualizar que nas folhas não houve diferença na atividade 

da NR quando se utilizaram 600 µL de extrato. Observou-se, inclusive, que as 

atividades verificadas decaíram fortemente, se comparadas com aquelas medidas com 

200 µL e 400 µL de extrato.  No entanto, por meio da Fig. 18, constatou-se que houve 

um aumento significativo na atividade da NR nas raízes quando 600 µL de extrato 

foram adicionados ao tampão de reação. No entanto, esse incremento na atividade não 

foi satisfatório quando comparado com o resultado mostrado na figura 15, onde foi 

possível registrar atividades sensivelmente maiores. Os demais testes foram realizados 

com folhas, alterando-se a composição do tampão de extração. As modificações 

testadas estão listadas abaixo (Tabela 3): 

 

Alterações Composto Concentração no tampão 

original de extração 

Concentração          

testada 

1 DTT 1 mM 2 mM 

2 PVP _ 0,5% 

3 DTT     +      PVP DTT (1 mM) +  PVP ( - ) DTT (2 mM) + PVP(0,5%) 

4 Leupeptina 10 µM 50 µM  

5 BSA 1% 2,5% 

6 Cisteína 10 mM _ 

* 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

Raízes 400 µL

Raízes 600 µL

* 

Tabela 3: Modificações aplicadas ao tampão de extração comparando-se ao tampão originalmente descrito 

(padrão).  

 

Fig. 18: Atividade in vitro da NR medida nas raízes (NADH) com a adição de diferentes volumes de 

extrato na reação. P < 0,05. Teste T representando diferença significativa entre as atividades medidas com 

400 µL e 600 µL de extrato . 
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Os resultados mostram que,  em comparação com o protocolo originalmente 

proposto para milho (protocolo original), os aumentos nas quantidades de leupeptina 

(de 10 µM para 50 µM), DTT (de 1 mM para 2 mM) e BSA (de 1% para 2,5%) não 

tiveram efeitos positivos, assim como a adição de PVP (Fig. 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com relação ao emprego da cisteína, foram realizados testes comparativos, na 

presença (tampão original) e na ausência desse composto tanto para raízes quanto para 

as folhas utilizando-se 400 µL de extrato.  Os resultados obtidos com o material foliar 

não apresentaram diferenças na atividade enzimática entre a utilização do tampão 

original e do tampão sem o aminoácido (Fig. 20). Ao contrário, as raízes exibiram uma 

atividade 40% maior quando a cisteína foi retirada do meio de extração (Fig. 21).  

 

* 

Fig. 19: Atividade in vitro da NR medida em folhas quando o tampão de extração foi modificado. P < 0,05. 

Teste T, representando diferenças significativas  entre a aplicação do protocolo padrão e do protocolo com 

alterações no tampão. 
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Após definir as alterações no tampão de extração, algumas modificações no 

tampão de reação foram feitas e estão apresentadas abaixo (Tabela 4). Além disso, 

estabeleceu-se um tempo de pré-incubação de 5 minutos antes da adição do NADH, 

que inicia a reação.  

 

Composição do tampão de reação original Alterações testadas para o tampão de reação 

Hepes-KOH (0,65 M) (pH 7.0)  

KNO3 (10 mM) 

NADH (0,25 mM) 

Hepes-KOH (0,65 M) (pH 7.0)  

FAD (10 µM) 

DTT (1 mM) 

EDTA (15 mM) 

KNO3 (10 mM) 

NADH (0,25 mM) 

 

Tendo em vista que houve um incremento considerável na atividade da NR 

após as modificações no tampão de reação, um último teste foi realizado com uma 

alteração na concentração de leupeptina no tampão de extração. No protocolo original 

a concentração de leupeptina no tampão de extração foi de 10 µM. Além desta 

 

 
Fig. 20: Atividade in vitro da NR medida nas 

folhas com a utilização do tampão original e do 

tampão sem cisteína. P < 0,05. Teste T: não foi 

possível verificar diferença significativa entre as 

atividades medidas. 

 

 

 

Fig. 21: Atividade in vitro da NR medida nas 

raízes com a utilização do tampão padrão e do 

tampão sem cisteína. P < 0,05. Teste T: foi 

possível verificar diferença significativa entre as 

atividades medidas. 
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Tabela 4: Alterações testadas na composição do tampão de reação. 
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concentração, 50 µM e 150 µM do protetor foram utilizados novamente, 

simultaneamente à alteração no meio de reação. Os resultado obtidos para folhas e 

raízes estão abaixo (Figuras 22 e 23):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observou-se que as alterações no tampão de reação atuaram positivamente 

tanto em folhas como em raízes. As atividades medidas foram superiores a todas 

anteriormente detectadas nos primeiros testes, inclusive nos primeiros ensaios com 

10µM e 50µM de leupeptina (Fig. 19). 

Tanto para as folhas quanto para as raízes, confirmou-se que a melhor 

concentração de leupeptina na extração é de 50 µM. A atividade medida com 150 µM 
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Fig 22: Atividade  in vitro da NR nas folhas de abacaxizeiro com variações na concentração de leupeptina 

em conjunto com  adição de DTT, EDTA e FAD ao meio de reação. Letras diferentes representam 

resultados estatisticamente diferentes (teste Tukey, P<0,05). 
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C 

Fig 23: Atividade  in vitro da NR nas raízes de abacaxizeiro com variações na concentração de leupeptina 

em conjunto com  adição de DTT, EDTA e FAD ao meio de reação. Letras diferentes representam 

resultados estatisticamente diferentes (teste Tukey, P<0,05). 
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do protetor na extração foi prejudicial às folhas e não apresentou diferenças 

comparando-se com as raízes, nas quais utilizou-se 50 µM de leupeptina . 

 Com o objetivo de oferecer mais estabilidade à enzima durante o processo, 

foram realizados novamente testes com o tampão de extração na presença de 

leupeptina (50 µM) e acrescentando-se glicerol (10%). As atividades foram medidas 

após 30 e 60 minutos de reação. O tampão de reação continha as alterações 

determinadas na tabela 4. 

 Nas folhas o tempo de reação de 30 minutos mostrou-se insuficiente, sem 

registro de atividade da enzima. Após 60 minutos de reação, verificou-se atividade, 

porém, esta foi cerca de 5 vezes inferior àquelas obtidas na condição apresentada na 

fig. 22, sem a utilização do glicerol e após 30 minutos de reação (Fig 24).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nas raízes observou-se que após 30 minutos de reação com o extrato em 

tampão com glicerol a atividade medida foi semelhante à verificada na reação em que 

o extrato não continha o composto. Quando a reação ocorreu por 60 minutos, verificou-

se o dobro da atividade (Fig. 25).  

Fig. 24: Atividade in vitro da NR medida nas folhas com a adição de glicerol ao meio de extração e após 

30 ou 60 minutos de reação. Teste T P < 0,05; representa diferença significativa entre as amostras. 
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Após determinar a melhor composição dos tampões de extração e de reação, 

fez-se necessário realizar alguns testes quanto à forma de parar a reação ao final do 

ensaio enzimático. Três testes foram realizados: 1°) acrescentando-se à reação 200 µL 

de acetato de zinco (0,5 M); 2°) utilizando-se 125 µL de etanol (95%) seguido de 125 µL 

de acetato de zinco (0,1 M) e submetendo as amostras ao congelamento e, 3°) 

acrescentando-se 125 µL de acetato de zinco (0,5 M). Os melhores resultados foram 

verificados quando se utilizaram-se 125 µL de acetato de zinco, seguindo-se da 

centrifugação a 13.000 g por 10 minutos.  

Quanto à determinação do nitrito formado na reação, foram testadas as 

seguintes modificações: 0,7 mL de sulfanilamida (1% em HCl 3M) e 0,7 mL de n-naftil-

etileno-diamino (0,02%) em 1 mL de reação ou 0,3 mL de sulfanilamida (1% em HCl 

3M) e 0,3 mL de n-naftil-etileno-diamino (0,02%) em 900 µL de reação. A segunda 

alteração mostrou-se satisfatória para proceder à leitura do nitrito formado. 

Uma vez que os resultados obtidos com os ensaios in vitro foram superiores aos 

outros relatos da literatura como, por exemplo, para espinafre (ROCKEL et al., 2002) e 

milho (LONG & OAKS, 1990), considerou-se definido o protocolo para Ananas comosus. A 

descrição final encontra-se registrada a seguir: 

 

 

Fig. 25: Atividade in vitro da NR medida nas raízes com a adição de glicerol ao meio de extração e após 

30 ou 60 minutos de reação. Teste T P < 0,05; representa diferença significativa entre as amostras. 
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Método padronizado para medir a atividade in vitro da nitrato redutase (NR) 

em abacaxizeiro. 

Folhas e raízes foram maceradas separadamente em nitrogênio líquido e as 

amostras foram acrescidas de tampão de extração na proporção de 1 g/ 2 mL e 1 g/ 4 

mL, respectivamente. Este tampão foi preparado minutos antes de iniciar a coleta e 

mantido em gelo. Sua composição era: Tampão Tris-HCl  (pH 8.5) (25mM), EDTA (1 

M), DTT (1 mM), BSA (1 %), FAD (20 µM) e Leupeptina (50 µM). A centrifugação 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. Alíquotas de 400 µL do extrato foram 

colocadas em microtubos que continham o tampão de reação para um volume final de 

1 mL. Esse tampão foi constituído por Hepes-KOH (pH 7.0) (0,65 M), FAD (10 µM), 

DTT (1 mM), EDTA (15 mM) e KNO3 (10 mM). Após uma pré-incubação de 5 minutos 

a reação foi iniciada com a adição de NADH (0,25 mM) para as folhas e 

NADH/NADPH (0,25 mM) para as raízes. Tanto o NADH quanto o NADPH foram 

preparados na hora e diluídos em tampão fosfato-potássio (KPO4) pH 7,0 (0,1 M). A 

incubação ocorreu por 30 minutos a 28°C. Para parar a reação acrescentou-se 125 µL de 

acetato de zinco (0,1M) e os tubos de reação foram transferidos imediatamente para o 

gelo. Em seguida foram centrifugados a 13.000g por 10 min à temperatura ambiente. 

Para a determinação colorimétrica do nitrito formado, 900 µL da reação concluída 

foram retirados cuidadosamente com micropipeta, sem permitir contato com o 

precipitado formado, seguindo-se do acréscimo de 0,3 mL de sulfanilamida (1% em 

HCl 3M) e 0,3 mL de n-naftil-etileno-diamino (0,02%). Após incubação no escuro por 

20 minutos a leitura foi feita no espectrofotômetro em comprimento de onde de 540 

nm. Os principais passos para a dosagem in vitro da NR estão esquematizados na Fig. 

26. 
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Análise da atividade in vitro da NR com a utilização de NADH, NADPH ou 

succinato como doadores de elétrons. 

 Com o objetivo de verificar a existência de uma possível NR que utilizaria 

succinato como doador de elétrons (a de membrana plasmática), experimentos foram 

realizados após as plantas serem expostas por 30 dias ao tratamento termoperiódico, 

necessário para o incremento da NR radicular. Os ensaios foram realizados no período 

noturno, com as plantas expostas à temperatura de 15°C (termoperíodo) ou 28°C 

(controle). Os resultados estão mostrados na fig. 27. 

Fig. 26: Esquema mostrando os principais passos do método de dosagem in vitro da atividade da NR 

adaptado para abacaxizeiro.  
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 Os resultados obtidos com esse experimento reforçaram a hipótese de que 

poderia existir uma isoforma da NR que utilizaria o succinato como doador de 

elétrons, pois foram encontradas atividades da NR, apesar de baixas, 

comparativamente aos outros doadores. No entanto, observa-se maior atividade com  

NADH, tanto para as raízes tratadas com termoperíodo quanto para as do controle.  

 

Seleção do método de fracionamento celular para abacaxizeiro 

Conforme citado em “Material e Métodos” (item 5.1), três métodos foram 

testados. Os resultados positivos foram obtidos com os métodos de fracionamento por 

gradiente de sacarose e por partição com sistema de duas fases – Dextran T-500 e PEG 

3350. 

Fracionamento celular por gradiente de sacarose  

Os primeiros resultados de obtenção das frações enriquecidas de membranas 

plasmáticas de folhas ou raízes foram obtidos com o método original descrito por 

GALLANGER and LEONARD (1982) (figuras 28A e 28B). 
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Fig. 27: Atividade in vitro da NR medida nas raízes com a utilização de NADH, NADPH ou succinato 

como doadores de elétrons. Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes (teste 

Tukey, P<0,05). 
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Na figura 28 A foi possível observar uma dispersão de material foliar no 

gradiente (acima e abaixo da fração). Na tentativa de otimizar a separação, utilizou-se 

uma variação na combinação de gradientes de sacarose. Os experimentos foram feitos 

com folhas e estas foram submetidas a gradientes de 45% / 35% (como proposto 

origialmente) ou 45% /25%.  

Quando o gradiente foi montado com 45% / 35% de sacarose os resultados 

foram semelhantes aos apresentados na fig. 28 A. Porém, quando utilizou-se uma 

variação ao método original, formando o gradiente com 45% / 25% observou-se o 

aparecimento de duas frações, provavelmente de membranas plasmáticas. Uma 

principal (MP 1), semelhante àquela da figura 28 A e uma outra secundária que 

localizou-se acima da fração principal (MP 2), não sendo possível visualizar na foto.  

Para verificar a pureza dessas frações, utilizou-se o ensaio in vitro da MDH. Os 

resultados apresentam uma alta atividade dessa enzima nas frações de citoplasma, 

como deveria ocorrer, tendo em vista que é uma enzima de ocorrência exclusiva no 

citoplasma. Para as frações de membranas plasmáticas a atividade da MDH foi quase 

ausente, comprovando, assim, a exclusão de citoplasma na fração de membranas (fig. 

29). No entanto, com esse método, não foi possível avaliar a atividade da NR nas 

frações de membranas plasmáticas.  

 

Fig. 28: Fração de membranas plasmáticas obtidas a partir de folhas (A) ou raízes (B) de abacaxizeiro em 

gradiente de sacarose. 

A B 

MP 1 MP 1 
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Fracionamento por partição de fases com múltiplas lavagens. 

No início dos trabalhos de padronização, testou-se o método de partição de 

fases com múltiplas lavagens de BRUSCA and RADOLF (1994), mas nenhum resultado 

positivo foi verificado.  

Fracionamento por partição com sistema de duas fases – Dextran T-500 e PEG 

3350. 

Esse método, o qual foi baseado em LARSON et al. (1994), mostrou-se mais 

apropriado. Os primeiros registros da atividade in vitro da NR em frações de 

membranas de abacaxizeiro foram detectados com esse protocolo.  

Atividade in vitro da NR foliar ou radicular de abacaxizeiro nas diferentes 

frações. 

Para os experimentos, plantas com 60 dias de idade foram transferidas para 

câmaras do tipo BOD, onde permaneceram por 30 dias sob temperatura constante 

(controle) ou sob termoperíodo. Após o tratamento termoperiódico, os experimentos 

foram realizados durante o período noturno, quando a atividade da NR nas raízes de 

Fig. 29: Análise do grau da pureza das frações de citoplasma e membranas plasmáticas através  da atividade in 

vitro da MDH. Cit. 45/25 e Cit. 45/35 = Frações de citoplasma provenientes de experimentos com gradientes de 

sacarose com 45% / 25% (m/v) ou 45% / 35% (m/v); MP 1  e MP = Frações de membranas formadas na interface 

dos gradientes de sacarose, como na figura 21; MP 2 = Fração  de membrana  formada acima de MP 1 (dentro 

da fração de 25% de sacarose). 
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abacaxizeiro havia demonstrado um incremento em sua atividade (resultados prévios). 

A avaliação do grau de pureza das frações extraídas das folhas e das raízes está 

mostrada nas figuras 30 e 31, e foi feita momentos antes dos ensaios da NR 

propriamente ditos.  

Nas folhas foi possível observar que a atividade da MDH nas frações de 

membranas plasmáticas foi baixa, comparativamente às encontradas para as de 

citoplasma (fig. 30). O grau de pureza nessas frações celulares foi de 87% para as 

plantas controle e 94% para as plantas provenientes do tratamento termoperiódico. Isso 

significa que o método foi eficiente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A fig. 31 mostra que nas frações celulares extraídas das raízes a aplicação do  

método de fracionamento também foi capaz de isolar frações celulares altamente 

purificadas. O grau de pureza nas frações extraídas das plantas controle foram 

superiores a 90% e nas plantas provenientes do tratamento termoperiódico ficou em 

torno de 85%.   

 

 

 

Fig. 30: Análise do grau da pureza das frações de citoplasma e membranas plasmáticas de folhas de 

abacaxizeiro medida por meio da atividade in vitro da MDH. As plantas permaneceram por 30 dias sob 

termoperíodo (28°C dia / 15°C noite) ou sob temperatura constante de 28°C (controle). Os ensaios enzimáticos 

foram realizados no período noturno. 
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Observou-se que a atividade específica da NR na fração de membranas 

plasmáticas das raízes tratadas com o termoperíodo foi cerca de 22% maior que a 

obtida com as plantas controle (fig. 32). Ao analisar os resultados obtidos para a 

atividade da NR nas frações de citoplasma, constatou-se que não houve diferença entre 

as atividades obtidas nas plantas controle e nas plantas que estiveram em 

termoperíodo (fig. 33). Sendo assim, o incremento na atividade noturna da NR nas 

raízes quando as plantas são submetidas por 30 dias ao termoperíodo (28°C dia/ 15°C 

noite) foi causado, possivelmente, por uma forma da enzima ligada às membranas 

plasmáticas. 

Não houve registros de atividade da NR nas frações de membrana plasmática 

extraídas das folhas. 
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Fig. 31: Análise do grau da pureza das frações de citoplasma e membranas plasmáticas de raízes de 

abacaxizeiro obtidas por meio da atividade in vitro da MDH. As plantas permaneceram por 30 dias sob 

termoperíodo (28°C dia / 15°C noite) ou sob temperatura constante. 
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Para os experimentos seguintes foram utilizadas apenas raízes. As plantas 

foram cultivadas da mesma forma que no experimento descrito anteriormente. Após o 

tratamento os ensaios foram realizados no período noturno e o grau de pureza das 

frações foi avaliado através do ensaio da MDH.  

A pureza avaliada para as frações de membranas extraídas das plantas que 

estiveram sob o tratamento termoperiódico foi de 98% e para as frações extraídas das 

plantas controle constatou-se uma pureza de 94% (fig. 34).  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32: Análise in vitro da atividade específica da 

NR em frações de membranas plasmáticas de raízes 

de abacaxizeiro submetidas ao tratamento 

termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou 

temperatura constante de 28°C (controle) por 30 

dias. Teste T P < 0,05; representa diferença 

significativa entre a condição controle e o 

tratamento com termoperíodo. A atividade da NR 

foi expressa em proteínas totais de membrana. 

 

Fig. 33: Análise in vitro da atividade da NR em 

frações citossólicas de raízes de abacaxizeiro 

submetidas ao tratamento termoperiódico (28°C dia 

/ 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C 

(controle) por 30 dias. Teste T P < 0,05; representa 

diferença significativa entre a condição controle e o 

tratamento com termoperíodo. A atividade da NR 

foi expressa em proteínas totais de citoplasma. 
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Fig. 34: Análise do grau da pureza das frações de citoplasma e membranas plasmáticas de raízes de 

abacaxizeiro obtidas por meio da atividade in vitro da MDH. As plantas permaneceram por 30 dias sob 

termoperíodo (28°C dia / 15°C noite) ou sob temperatura constante. 
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 Os experimentos posteriores buscaram verificar a presença das diferentes 

formas da NR nas frações de membranas e de citoplasma nas raízes de abacaxizeiro. 

Nas frações citoplasmáticas, o NADH foi utilizado para ativar a isoforma da NR que 

apresenta especificidade por este doador de elétrons, além da NR biespecífica (que 

pode utilizar tanto o NADH quanto o NADPH como redutores. Nas frações de 

membranas plasmáticas a atividade da NR foi verificada utilizando o NADH, o 

NADPH e o succcinato como doadores de elétrons. O succinato foi utilizado para 

ativar a NR que encontra-se ligada à membrana plasmática por uma âncora GPI. Além 

disso, foi oferecido NO3- às plantas in vitro dois dias antes dos experimentos.  

Nas frações de membranas plasmáticas, quando os ensaios foram realizados na 

presença de NADH e de NADPH como doadores de elétrons, verificou-se que as 

atividades medidas nas plantas que passaram pelo tratamento termoperiódico foram 

significativamente maiores do que as registradas nas plantas controle (figs. 35 e 36). Os 

resultados mostraram que, nas células radiculares do abacaxizeiro, a NR pode reduzir 

o nitrato utilizando os dois redutores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 35: Atividade específica da NR in vitro medida em frações de membranas plasmáticas de raízes de 

abacaxizeiro utilizando-se NADH com doador de elétrons. As plantas foram submetidas ao tratamento 

termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C (controle) por 30 dias. Teste T P < 

0,05; representa diferença significativa entre a condição controle e o tratamento com termoperíodo. A 

atividade da NR foi expressa em proteínas totais de membrana. 
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Quando o succinato foi empregado para ativar a NR, observou-se que a 

atividade foi dobrada na fração de membranas extraídas das plantas que estiveram em 

termoperíodo (fig. 37). Assim sendo, considera-se que a isoforma da NR ligada à 

membrana pela âncora glicosídica está presente nas raízes do abacaxizeiro e esta foi 

ativada pela baixa temperatura noturna. 
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Fig. 36: Atividade específica da NR in vitro em analisada frações de membranas plasmáticas de raízes de 

abacaxizeiro utilizando-se NADPH com doador de elétrons. As plantas foram submetidas ao tratamento 

termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C (controle) por 30 dias. Teste T P < 

0,05; representa diferença significativa entre a condição controle e o tratamento com termoperíodo. A 

atividade da NR foi expressa em proteínas totais de membrana. 
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Fig. 37: Análise da atividade específica da NR in vitro em frações de membranas plasmáticas de raízes de 

abacaxizeiro utilizando-se succinato com doador de elétrons. As plantas foram submetidas ao tratamento 

termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C (controle) por 30 dias. Teste T P < 

0,05; representa diferença significativa entre a condição controle e o tratamento com termoperíodo. A 

atividade da NR foi expressa em proteínas totais de membrana. 
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Provavelmente, mais de uma forma da NRMP está presente nas células das 

raízes de abacaxizeiro. Há relatos na literatura de uma isoforma, que estaria 

integralmente embebida na membrana plasmática e reduziria o nitrato utilizando 

NADH ou NADPH como doadores de elétrons. Porém, não foi descrita ainda, para 

abacaxizeiro, uma NRMP ligada pela âncora glicosídica (GPI) que utilizaria NADPH 

como poder redutor.  

Quanto às atividades verificadas nas frações de citoplasma, quando o NADH 

foi utilizado como redutor, não foi possível observar diferenças entre as atividades 

medidas nas plantas que passaram pelo tratamento termoperiódico,  comparando-se 

com os registros de atividades obtidos para as plantas que permaneceram em 

temperatura constante (fig. 38). Esse resultado expressou, em conjunto, as atividades 

da NRc específica, que utiliza apenas NADH como doador de elétrons, somadas às da 

NRc biespecífica, que pode reduzir nitrato tanto na presença de NADH quanto na de 

NADPH. Para ambas, a baixa temperatura não influenciou positivamente suas 

atividades.   

 

 

 

 

 

 

 

  

 Analisando-se os resultados obtidos quando o NADPH foi oferecido como 

doador de elétrons, com o objetivo de ativar apenas a NRc biespecífica,  foi possível 

observar que a atividade da NR foi maior nas plantas controle, em comparação com as 

plantas que foram submetidas ao tratamento termoperiódico (fig. 39). Porém, 

comparando-se com os resultados mostrados na fig. 39, quando o NADH foi usado, é 
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Fig. 38: Análise in vitro da atividade da NR com NADH em frações citossólicas de raízes de abacaxizeiro 

submetidas ao tratamento termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C 

(controle) por 30 dias. Teste T P < 0,05; representa diferença significativa entre a condição controle e o 

tratamento com termoperíodo. A atividade da NR foi expressa em proteínas totais de citoplasma. 

. 

 

 



46 

 

possível verificar atividade 12 vezes menor nas plantas tratadas com o termoperíodo e 

8 vezes menor nas plantas controle.     

 

 

 

 

 

 

 

 Em resumo, comparando-se os resultados obtidos para as frações citossólicas 

(figs. 38 e 39) com as frações de membranas plasmáticas (figs. 35, 36 e 37) observou-se 

que o incremento na atividade da NR in vivo, que ocorreu nas raízes das plantas 

submetidas ao termoperíodo, foi causado pela ativação das formas da NRMP e não 

pela atividade das isoformas da NRc.  
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Fig. 39: Análise in vitro da atividade da NR com NADPH em frações citossólicas de raízes de abacaxizeiro 

submetidas ao tratamento termoperiódico (28°C dia / 15°C noite) ou temperatura constante de 28°C 

(controle) por 30 dias. Teste T P < 0,05; representa diferença significativa entre a condição controle e o 

tratamento com termoperíodo. A atividade da NR foi expressa em proteínas totais de citoplasma. 
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DISCUSSÃO 

As enzimas que assimilam o nitrogênio são reguladas em nível transcricional e 

pós-traducional por vários fatores endógenos e exógenos como nitrato, CO2, luz, 

hormônios, temperatura, carbono e metabólitos de nitrogênio (SIVASANKAR and OAKS, 

2006). A concentração de nitrato e a luz desempenham os principais papéis na 

regulação da assimilação do nitrato. A absorção desse íon varia continuamente, 

atingindo picos durante o dia e valores muito baixos durante a noite. Tanto a absorção 

quanto a assimilação do nitrato estão diretamente relacionadas com a luz, mas os 

mecanismos ainda não estão bem esclarecidos (ALI et al., 2007).  Em eucariontes 

autótrofos, a NR é conhecida, principalmente, como uma enzima citossólica (TISCHNER, 

2000). Ela atua juntamente com a nitrito redutase catalisando a primeira etapa da 

redução do nitrato, que ocorre em dois passos sucessivos. Uma vez dentro da célula o 

nitrato precisa ser reduzido a amônio. A NR, no citossol, reduz o nitrato a nitrito e, em 

seguida, este é reduzido, principalmente no cloroplasto (folhas), mas também nos 

plastídeos (raízes) em amônio (ALI et al., 2007; BUCHANAN, 2000). Acredita-se que essa 

isoforma citossólica esteja presente nas folhas de abacaxizeiro.  Isoformas associadas à 

membrana plasmática, no entanto,  apresentam modos diferentes de ativação já 

constatados em outras plantas. Dentre eles pode-se citar a temperatura (YANEVA et al., 

1999; YANEVA et al., 2001; DE MARCO et al. 1994).  

Os ensaios in vivo realizados com abacaxizeiro ocorreram no período de 

ausência de luz, portanto era esperado que as atividades medidas nas folhas fossem 

realmente baixas. Esses resultados foram obtidos tanto nas plantas que foram 

submetidas ao tratamento termoperiódico quanto nas plantas do controle, 

independentemente de suas idades no momento do ensaio (figs. 10 e 12). Nos dois 

experimentais verificou-se claramente que a baixa temperatura no período noturno não 

influenciou a atividade da NR nas folhas de abacaxizeiro. 

Nos primeiros experimentos, as plantas com 90 dias de idade foram 

transferidas para o tratamento termoperiódico ou para a temperatura constante, 

ocorrendo uma queda pronunciada na atividade da NR nas raízes das plantas que 

estiveram em ambos os tratamentos pelos períodos de 50 e 60 dias (fig. 11). Em um 
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primeiro momento, levantou-se a hipótese de que essa queda na atividade poderia ser 

devida ao esgotamento do nitrato do meio. No entanto, uma solução de nitrato era 

preparada com a mesma concentração do íon do meio de cultura, porém sem a adição 

de amônio. As plantas recebiam 3 mL da solução 7 dias antes do ensaio. O amônio 

também pode ser absorvido pelas raízes, como o nitrato. Porém, uma vez dentro das 

células, será diretamente assimilado em aminoácidos pela ação da glutamina sintetase 

(GS) e da glutamato desidrogenase (GOGAT) (BUCHANAN, 2000).  A glutamina 

produzida é um forte inibidor da atividade da NR, por essa razão não foi utilizado o 

amônio como fonte de nitrogênio, pois o intuito era ativar a NR. 

Sabe-se que as bromeliáceas possuem um metabolismo muito rápido, embora a 

maioria apresente um crescimento extremamente lento. Propôs-se, então, que a fonte 

de N deveria ser acrescentada às plantas com 2 dias de antecedência aos ensaios. Para a 

nossa surpresa, os resultados não se alteraram, isto é, obteve-se a mesma redução na 

atividade da NR das raízes após 50 e 60 dias de tratamento.  Levantou-se uma segunda 

hipótese: outros nutrientes poderiam estar indisponíveis após 50 ou 60 dias de cultivo 

no mesmo meio de cultura e isso estaria afetando a resposta das raízes. Após esse 

período de cultivo constatou-se que o meio de cultura apresentava-se liquefeito e com  

pH  ao redor de 3. Nessas condições, vários nutrientes não podem ser absorvidos pelas 

raízes (LUCAS and DAVIS, 1961). Dentre eles destacam-se o ferro, o molibdênio e o cobre. 

O ferro (na forma do grupo heme-Fe) e o molibdênio (na forma do complexo MoCo) 

são cofatores da NR, formando um centro redox juntamente com o FAD, que facilita a 

transferência de elétrons para a redução do nitrato (BUCHANAN, 2000; KAISER et al., 2001). 

O cobre está associado com enzimas envolvidas em reações redox (TAIZ e ZEIGER, 2007). 

Sendo assim, sua indisponibilidade pode, ainda que indiretamente, influenciar de 

forma prejudicial a assimilação do nitrato. É provável que esse fator tenha causado a 

queda na atividade da NR nas plantas com 50 e 60 dias de tratamento termoperiódico 

ou temperatura constante. 

Outra hipótese levou em conta estar trabalhando com plantas de idades 

variadas, podendo ser essa a causa da queda na atividade da NR.  Novos experimentos 

foram, então, realizados.  As plantas permaneceram sob o tratamento pelos mesmos 

períodos (1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 50 dias e 60 dias), seguindo-se o ensaio in vivo da NR 
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durante o período noturno. No entanto, a transferência para as câmaras de cultivo 

ocorreu em estágios de desenvolvimento diferentes, de forma que ao final dos 

tratamentos todas as plantas estivessem com 90 dias de idade. Com esse novo 

procedimento experimental observou-se que houve um incremento significativo nas 

atividades da NR radicular quando o tratamento termoperiódico foi de 30, 50 e 60 dias 

(fig. 13). Provavelmente a idade das plantas no momento da análise da NR estava 

influenciando a resposta das raízes à temperatura noturna mais baixa. Como no 

primeiro experimental as plantas apresentaram-se em estágios de desenvolvimento 

variados (tabela 1) no momento dos ensaios enzimáticos, características do próprio 

metabolismo naquela ocasião podem ter influenciado para que a resposta ao estímulo 

da baixa temperatura noturna não ocorresse. Portanto, para os ensaios subseqüentes da 

NR in vitro foram sempre utilizadas plantas com a mesma idade. 

Quanto à padronização do método de ensaio in vitro da NR, ela foi o primeiro 

passo necessário para que o objetivo de verificar a existência da NRMP nas raízes de 

abacaxizeiro fosse alcançado. A hipótese que aventou a existência dessa forma da NR 

surgiu em trabalhos anteriores realizados no Laboratório de Fisiologia Vegetal quando 

foi detectado inicialmente o incremento na atividade da NR nas  raízes das plantas que 

foram submetidas à baixa temperatura noturna (NIEVOLA et al., 2002).  Em um primeiro 

momento, acreditava-se que os resultados eram devidos ao fato daquelas plantas terem 

mudado seu metabolismo fotossintético de C3 para CAM e a temperatura era um deles 

(HAAG-KERWER et al., 1992). Porém, em trabalhos posteriores realizados no laboratório 

por FRESCHI et al. (2009), observaram a indução do metabolismo CAM em abacaxizeiro 

através do estresse hídrico causado pela adição de PEG ao meio de cultura. Após 

realizar as dosagens da atividade da NR durante o ciclo diurno, concluiu-se que os 

resultados eram distintos. Não houve o incremento na atividade noturna da NR nas 

plantas que desenvolveram o metabolismo CAM. Recentemente, uma pesquisa de 

iniciação científica realizada por TIEMI (2009), mostrou ser possível a indução do 

metabolismo CAM de outra forma: as plantas de abacaxizeiro foram submetidas ao 

estresse luminoso (250 µmoles de luz) e após ensaios in vivo da NR, que buscaram 

estudar o ciclo diurno da enzima, confirmou-se que o metabolismo CAM em nada 

influencia o aumento da atividade da NR nas raízes de abacaxizeiro. 
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 Durante os testes para a padronização do método de ensaio in vitro, três 

protocolos foram avaliados. Após serem detectadas atividades utilizando o protocolo 

proposto por LONG & OAKS (1990) para plantas de milho, algumas modificações foram 

introduzidas. Ao se comparar a atividade da NR medida nos ensaios in vitro com 

aquela verificada nos ensaios in vivo (que eram bem mais expressivas), levantou-se a 

hipótese de que esta poderia ser otimizada com o aumento da concentração do extrato 

na reação. A alteração no volume de extrato de 200 µL para 400 µL ou 600 µL, 

acrescido na reação cujo volume final era de 1,7 mL  foram as primeiras a serem 

testadas. Sabe-se que o protocolo inicial foi desenvolvido para um material vegetal 

distinto do abacaxizeiro (no caso, plantas de milho). Portanto, não havia conhecimento 

sobre a quantidade de enzimas existentes no extrato para comparar com o 

abacaxizeiro. Logo, era possível que com uma quantidade maior de extrato no meio de 

reação resultasse uma maior atividade.  

Como essa hipótese não foi confirmada (figs. 14, 15, 16, 17 e 18), propôs-se que o 

meio de extração poderia não ser o mais apropriado para manter a atividade da NR, 

protegendo-a contra degradação por diversos fatores, como por exemplo, a ação de 

proteases. Por tratar-se de um ensaio in vitro, no qual os tecidos são rompidos e as 

enzimas são retiradas do seu compartimento celular, ficando as enzimas totalmente 

expostas a ação de agentes físicos e químicos, fez-se necessário disponibilizar no 

tampão de reação, protetores, substrato para a enzima e o poder redutor. Esses 

reagentes são utilizados numa faixa de concentração com pequena variação de espécie 

para espécie. Dessa forma, testou-se a adição de novos protetores ou novas 

concentrações dos já utilizados com o intuito de oferecer um meio de extração que 

oferecesse maior estabilidade para a NR. No entanto, os protetores não contribuíram 

positivamente para o aumento na atividade da NR (fig. 19), embora todas as alterações 

tenham sido feitas cuidadosamente e após o levantamento dos dados na literatura 

acerca da importância do emprego de agentes protetores (anexo 1). 

 Naquele momento, entretanto, muitas outras adequações precisavam ser feitas. 

Após vários testes observou-se que os principais problemas foram causados pelo 

próprio manuseio do material e de alguns reagentes. Os cuidados necessários para a 



51 

 

conservação da NR durante o ensaio in vitro devem ser muitos. O manuseio do 

material vegetal no momento da coleta, que compreende desde a separação de folhas e 

raízes até o início da primeira centrifugação não deve exceder 40 minutos. Após a 

maceração em nitrogênio líquido percebeu-se que a melhor forma de acrescentar o 

tampão de extração consistia em verter o pó ainda congelado com nitrogênio líquido 

nos próprios tubos de centrífuga que seriam utilizados, sendo indispensável que os 

mesmos estivessem gelados. O material deveria ser cuidadosamente conservado nessas 

condições (congelado e no gelo) até o acréscimo do tampão de extração nos tubos com 

as amostras. Aos poucos, com um bastão de vidro, o tampão deveria ser misturado 

com o macerado, sempre no gelo. O material deveria ser levado para a centrifugação 

semi-congelado, formando uma massa, o mais homogênea possível, do tampão com a 

amostra.  

Outro ponto importante a destacar é que a NR é uma enzima altamente 

fotossensível. A maceração deve ser feita em ambiente com iluminação reduzida e 

todos os recipientes devem ser cobertos com papel alumínio, como por exemplo, os 

tubos de centrífuga onde são colocadas as amostras após a maceração. Esses cuidados 

tornaram-se indispensáveis para a manutenção da atividade da NR até o momento da 

reação. 

Quanto ao preparo dos reagentes, verificou-se várias particularidades:  o DTT, o 

FAD e o KNO3 podem ser aliquotados e guardados no freezer com antecedência e, 

inclusive, não foram registradas diferenças quando utilizaram-se alíquotas novas ou 

alíquotas que já haviam sido descongeladas. O EDTA pode ser preparado e guardado 

na geladeira por tempo indeterminado, assim como os tampões Tris-HCl e HEPES. O 

NADH e o NADPH devem ser preparados na hora e em tampão fosfato. Observaram-

se diferenças nítidas quando esses reagentes foram preparados em água, aliquotados e 

congelados.  

Durante essas adequações, nos testes que foram feitos aumentando o volume de 

extrato de 400 µL para 600 µL (figs. 17 e 18), já citados anteriormente, foi possível 

detectar atividades da NR cerca de 40% menores nas raízes (que utilizaram NADH 

como doador de elétrons) do que aquelas mostradas na figura 15, também com NADH 

e com 200 µL de extrato. Porém, a despeito das maiores atividades registradas nos 
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primeiros experimentos, observou-se um grande valor para os desvios-padrão dos 

primeiros experimentos e aqueles registrados nos experimentos seguintes. Assim, 

todos os cuidados listados acima devem ser adotados, para que os resultados obtidos 

sejam coerentes e confiáveis. 

Tendo em vista que o protocolo de extração foi finalizado para abacaxizeiro, 

optou-se por fazer alterações no tampão de reação. Outros protocolos para a NR 

utilizam protetores e cofatores também no tampão de reação (KAISER, 1997). Os 

melhores resultados foram obtidos quando o tampão de reação foi acrescido desses 

reagentes específicos. A disponibilidade do FAD (co-fator da NR) parece ter 

contribuído para a manutenção das enzimas no meio de reação, as quais poderiam ser 

degradadas nesse último passo do ensaio enzimático. O EDTA, como é um quelante, 

captura metais como Mg2+, que ativa proteínas cinases dependentes deste metal e que 

fosforilam a NR inativando-a ou ainda permitindo a ligação do complexo de proteínas 

14-3-3, que marcam a NR para degradação (BUCHANAN, 2000).  

Os experimentos seguintes, variando novamente a concentração de leupeptina e 

utilizando o glicerol foram realizados após comunicação pessoal com pequisadores 

experientes nos ensaios da NR (Nievola, C. e Chow, F. F.). Como a leupeptina é um 

reagente altamente específico para o ensaio de enzimas como a NR, decidiu-se realizar 

novos testes, porém, seguindo orientações sobre os cuidados necessários com o 

preparo desse reagente. A leupeptina pode ser preparada em água, aliquotada e 

guardada no freezer. A estocagem deve, no entanto, ser feita na semana em que o 

regente será utilizado e este não deve ser descongelado e congelado para uso posterior. 

Como foi observado nos resultados apresentados nas figuras 22 e 23, concluiu-se que 

esses procedimentos foram essenciais para a conservação das propriedades do 

reagente. 

Quanto ao uso do glicerol, quando esse foi utilizado em concentrações entre 5% 

e 10%, aumentou a densidade da amostra, tornando mais lentas todas as reações no 

meio (informações retiradas do catálogo da Sigma-Aldrich). O glicerol é muito 

utilizado como um protetor, pois dificulta a ação das proteases sobre a enzima de 

interesse e, normalmente demanda um tempo de reação maior, pois como já foi citado, 

as reações em um meio com glicerol ocorrem em um espaço de tempo maior. Concluiu-
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se, no entanto, que as propriedades desse regente não foram essenciais para a atividade 

da NR de abacaxizeiro. 

Quanto à seleção do método de fracionamento celular mais adequado para o 

abacaxizeiro, durante as pesquisas bibliográficas constatou-se que no protocolo 

descrito por BRUSCA et al. (1994) os autores realizaram o fracionamento por partição de 

fases com múltiplas lavagens devido às propriedades dos detergentes, capazes de 

isolar proteínas de membrana. Os detergentes da série Triton X são não-iônicos e 

consistem de um grupo fenol hidrofóbico ligado a um grupo polioxietileno hidrofílico, 

que os classifica como não passíveis de desnaturação (HELENIUS AND SIMONS, 1975). 

O Triton X-114 possui um baixo ponto de fusão (22° C) se comparado ao Triton 

X-100 (64° C). Bordier (1981) foi o primeiro a reconhecer que essa propriedade do 

Triton X-114 poderia ser explorada para o isolamento de proteínas de membrana 

hidrofílicas e integrais. Desde então, muitos artigos tem utilizado o método descrito 

por Bordier como base para isolar proteínas de membrana (PRYDE, 1986). Inclusive, 

existem registros de que as propriedades desse detergente possibilitam o isolamento de 

proteínas de membrana ligadas por uma âncora GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) 

(BORDIER et al., 1986; HERNANDEZ-MUNAIM et al., 1991). Existem registros de uma isoforma 

da NR ancorada à membrana plasmática dessa maneira (STÖHR et al. 1995; KUNZE et al., 

1997; BÉRCZI  & MOLLER, 2000). 

Durante a execução desse método, as amostras de abacaxizeiro foram 

submetidas a incubações a 37 °C por 3 a 5 vezes. Após todas as observações feitas sobre 

a dificuldade de se manter a atividade da NR in vitro, fica claro que sob tais condições 

seria impossível conservar a atividade da enzima após esse procedimento. 

 STÖHR and ULRICH (1997) utilizaram o protocolo realizando a incubação em 15° 

C com o Triton X-114 pré-condensado segundo BORDIER (1981). Tomando como base 

esse relato, buscou-se realizar a extração nessa temperatura. No entanto, não foi 

possível verificar a formação da fração de detergente, o qual se forma por precipitação 

e onde deveriam estar as membranas. STÖHR e ULRICH realizaram a separação já nas 

frações de membranas isoladas com Dextran e PEG, seguindo o método de 

fracionamento descrito por LARSSON et al. (1994). O objetivo, nesse caso, era isolar 

apenas a NRMP fixada por uma âncora GPI (glicosil-fosfatidilinositol). Além da NR 
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transmembrânica, existe essa isoforma da enzima, localizada no exterior da membrana 

plasmática. Pelo menos por enquanto, com esse segundo isolamento não foi possível 

detectar atividade da NRMP nas frações celulares de abacaxizeiro. Como os testes 

foram feitos antes das atividades serem detectadas com o método utilizado atualmente, 

naquele momento concluiu-se que para os ensaios da NR, a aplicação dos ensaios 

utilizados por Stöhr e Ulrich estariam submetendo as amostras de abacaxizeiro a 

muitas variações de temperatura e isso causaria possivelmente a perda da atividade da 

NR.  

O gradiente de sacarose é uma técnica utilizada para a separação de organelas e 

partículas por centrifugação. Soluções de sacarose, de diferentes densidades são 

dispostas no tubo, começando sempre pela mais concentrada, tomando-se muito 

cuidado para não misturar as soluções. Aplica-se a amostra no topo do gradiente e este 

é ultracentrifugado. As organelas celulares ou partículas migram em direção ao fundo 

do tubo, ficando retidas onde a densidade é igual à sua.  

O uso de uma ultracentrífuga se faz necessário para diminuir o tempo de 

permanência do material sob centrifugação, pois é possível produzir um maior volume 

de material sob medidas de força de gravidade extremamente altas. Dependendo da 

ultracentrífuga, pode alcançar 500.000g. 

Para abacaxizeiro, utilizou-se um gradiente contínuo, que é aplicado quando 

espera-se isolar apenas organelas de uma determinada densidade, nesse caso as 

membranas plasmáticas. Essas foram coletadas da interface entre as duas 

concentrações de sacarose. Esse método é largamente utilizado para isolar frações de 

membranas plasmáticas, porém é muito longo, chegando a consumir 14 horas de 

trabalho. Resultados preliminares promissores foram constatados, pois foi possível 

visualizar a separação das frações de membranas plasmáticas nas folhas e nas raízes 

(fig. 28 A e 28 B) e verificar, com o ensaio da MDH (enzima localizada no citoplasma) 

em um isolamento feito com folhas, que praticamente não havia contaminação por 

citossol nos extratos de abacaxizeiro (fig. 29). Porém, não foi possível medir a atividade 

da NR. Tomando-se como base todos os aprendizados adquiridos durante o processo 

de padronização do ensaio in vitro da NR, concluiu-se que, provavelmente a enzima foi 

degradada durante o longo processo.  
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Um outro fator que inviabilizou o uso da técnica para material proveniente de 

folhas deveu-se ao fato de que, com esse procedimento não foi possível separar das 

membranas plasmáticas, as membranas de cloroplastos. Segundo BRISKIN et al. (1987), 

essa técnica foi desenvolvida para tecidos jovens, sem clorofila, como as raízes 

primárias e segmentos estiolados. As altas concentrações de clorofila nas frações 

interferem negativamente na coloração para a leitura do nitrito formado durante o 

ensaio da NR.      

No entanto, foi possível tirar algumas conclusões sobre os cuidados que são 

essenciais para a boa realização do fracionamento e que poderão dar contribuições 

valiosas aos novos trabalhos, principalmente ao grupo de pesquisa do Laboratório de 

Fisiologia Vegetal, que poderá aplicá-las futuramente. A solução de homogeneização 

pode ser parcialmente preparada com antecedência. A sacarose pode ser diluída no 

tampão base (Tris-Mes) e essa solução pode ser estocada em geladeira por 1 mês. No 

dia do experimento acrescenta-se à solução o DTT, EDTA e outros protetores 

específicos para a enzima que será analisada. Tudo deve ser mantido em gelo. As 

mesmas orientações servem para o preparo do tampão de ressuspensão. As soluções 

de sacarose em tampão Tris-Mes, utilizadas na montagem do gradiente podem ser 

preparadas e estocadas no freezer por tempo indeterminado, descongeladas para a 

retirada da quantidade necessária e congeladas novamente para uso futuro. Na última 

centrifugação, que permite a separação das organelas por densidade, é indispensável 

programar a centrífuga para desaceleração lenta após o processo. No início dos 

trabalhos, devido a falta de experiência com o método, não atentou-se para esse 

detalhe e acreditava-se que o gradiente não estava se formando. Na verdade, se a 

centrifugação for rapidamente interrompida, todas as camadas formadas se misturam, 

eliminando irreversivelmente os resultados. A adequação desse método deve ser feita 

com a seleção das concentrações de sacarose nos gradientes, sendo mais apropriada 

aquela que retiver na interface dos mesmos a maior quantidade de membranas. Além 

disso, o tempo de centrifugação e a gravidade também são determinantes.  Os bons 

resultados obtidos com o gradiente de sacarose foram limitados ao uso de tecidos sem 

clorofila, como as raízes.  
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Propôs-se, então, a utilização do método de fracionamento por partição com 

sistema de duas fases – Dextran T-500 e PEG 3350 – descrito por LARSSON et al. (1994). 

Esse procedimento separa as membranas de acordo com a carga superficial e todas as 

membranas permanecem na mesma conformação, ou seja, confere unilateralidade 

entre as vesículas (HODGES and MILLS, 1986). Enquanto a densidade das membranas 

plasmáticas (1,14 – 1,17 g cm -3) em um gradiente de sacarose é muito parecida com a 

de membranas de mitocôndria (1,18 – 1,20), membranas de Golgi (1,12-1,15), retículo 

endoplasmático rugoso (1,15 – 1,17) e tilacóides (1,16-1,18), suas propriedades 

superficiais ou pelo menos as propriedades de sua superfície externa parecem ser 

muito diferentes das membranas intracelulares (LARSSON et al., 1987). 

Os componentes mais comuns de um sistema de duas fases são dextran 

(poly(α-1,6-glicose), PEG (polietileno-glicol) e sais como fosfato de sódio, citrato de 

sódio e sulfato de sódio ou magnésio que são incompatíveis com o PEG e formam um 

sistema de duas fases com este polímero (BROOKS and NORRIS-JONES, 1994). O sistema de 

fases deve ser montado adicionando-se as soluções estoque em ordem decrescente de 

densidade: dextran, PEG, sais e água. Esses componentes podem ser estocados no 

freezer por tempo indefinido. Também podem ser descongelados permanecendo 12 

horas a 4° C (BROOKS and NORRIS-JONES, 1994). 

A otimização deste procedimento deu-se, inicialmente, com o aumento na 

concentração de polímeros (6,2 – 6,5%). Verificando-se a melhor concentração para que 

a maior parte das membranas plasmáticas estivesse localizada na fase superior, as 

condições de separação são finalmente estabelecidas montando-se uma série de 

sistemas com aumento na concentração de KCl (1M), variando de 0 a 5 mL (LARSSON et 

al., 1994).  

A utilização desse método, além de mostrar-se eficiente, possibilitando que um 

grau de pureza nas frações (avaliado com o ensaio da MDH), entre 85% e 98% (figs. 30, 

31 e 34) fosse verificado, permitiu que o procedimento ocorresse em cerca de 6h. 

Acredita-se que esse fator foi determinante para que os primeiros registros pudessem 

ser feitos da atividade da NR nas frações de membranas plasmáticas nas raízes de 

abacaxizeiro. 
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Como pode ser visto nas figuras 32, 33, 35, 36, 37, 38 e 39 todas as atividades 

estão expressas em proteínas totais. Para fazer essas quantificações nas frações de 

citoplasma, as plantas provenientes dos mesmos tratamentos foram divididas em 

amostras separadas e receberam tampões de homogeneização com BSA (no caso das 

plantas destinadas ao fracionamento) ou sem BSA (no caso das plantas destinadas à 

quantificação de proteínas totais). Essa separação fez-se necessária porque as frações 

citoplasmáticas são extraídas do sobrenadante após a segunda centrifugação e não é 

possível saber quanto de proteína exógena foi consumida pelas proteases até o 

momento das medições. Sabe-se que o BSA ainda está presente e afetaria muito a 

quantificação das proteínas.  Já no caso das frações de membranas plasmáticas, essas 

são utilizadas após várias lavagens em altas velocidades, utilizando-se sempre o 

precipitado, o que garante que o BSA não esteja presente no final do processo.  

No primeiro experimento, as atividades registradas nas frações de membrana 

(fig. 32) foram mais expressivas nas plantas submetidas ao tratamento termoperiódico 

do que nas plantas que estiveram em temperatura constante. Já nas frações de 

citoplasma, nenhuma diferença foi verificada entre as atividades registradas nas 

plantas tratadas com termoperíodo e nas plantas controle (fig. 33). Os resultados foram 

promissores naquele momento, pois foi a primeira vez que a atividade da NR pôde ser 

verificada nas frações celulares e esse resultado mostrou que a baixa temperatura 

influenciou positivamente a atividade da NR nas membranas do abacaxizeiro e que as 

isoformas da NR presentes no citoplasma não são ativadas pelo tratamento com 

termoperíodo.  

Quanto à ausência de atividade nas frações extraídas das folhas, duas hipóteses 

foram aventadas:  1) a perda protéica  que ocorre durante o processo pode ter afetado 

negativamente o registro da atividade da NR; 2) as particularidades do próprio 

material vegetal podem exigir um maior refinamento da técnica para que esta seja 

aplicada nesse órgão. Pode ser necessário testar velocidades e tempos de centrifugação 

diferentes ou mais variações na concentração de polímeros no sistema de fases, por 

exemplo. 

Sabe-se que existem mais de uma isoforma da NR, tanto no citoplasma quanto 

na membrana plasmática. No citoplasma encontram-se, pelo menos, duas variações: 
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uma enzima específica, que utiliza apenas NADH como doador de elétrons, e outra 

enzima biespecífica que pode reduzir o nitrato urilizando NADH ou NADPH como 

redutores (TISCHNER, 2000). Nas membranas plasmáticas, também já foram identificadas 

isoformas diferentes da NR. Nesses estudos, a enzima foi quantificada em raízes de 

milho e cevada, sendo concluído que se tratava de uma proteína integral de membrana 

(WARD et al., 1988; 1989). Em 1994, DE MARCO e colaboradores voltaram a pesquisar as 

plantas de milho utilizando-se de vários métodos adicionais ao fracionamento, que 

poderiam retirar completamente qualquer enzima citossólica que estivesse presa à 

membrana. Esses experimentos foram feitos porque muitos autores acreditavam que a 

atividade enzimática verificada por Ward e colaboradores tratava-se de mera 

contaminação das frações de membranas plasmáticas pela isoforma citossólica da 

enzima. No entanto, mesmo após tantos cuidados técnicos, as membranas isoladas  

reduziram o nitrato, utilizando tanto o NADH quanto o NADPH como doadores de 

elétrons, provando que havia uma forma da NRMP presente nas plantas de milho. Em 

células de cenoura, o preparado de membranas também mostrou a ocorrência de 

redução do NO3- (17% do total da atividade da NR). Nesse caso, a NRMP foi descrita 

como uma proteína transmembrânica que demonstrou atividade de redução do nitrato 

quando NADH foi adicionado ao meio (BARR et al. 1995). STÖRN (1999) localizou a 

NRMP também em raízes e folhas de tabaco (Nicotiana tabacum). Além do 

fracionamento por partição de fases, um processo de lavagens adicional, com Triton X-

114, foi utilizado com o objetivo de isolar das membranas a NR que estaria ligada às 

mesmas por uma âncora glicosídica (GPI).  Nas raízes, essa forma da NR reduziu o 

nitrato tanto na presença de NADH quanto na de succinato como doadores de elétrons. 

Nas folhas de  Nicotiana tabacum, tanto a NR citossólica quanto a NRMP tiveram suas 

atividades relacionadas com o conteúdo de nitrato no meio, ou seja, a atividade 

aumentava quando o conteúdo de nitrato era elevado. Nas raízes de tabaco, a atividade 

da NRMP, principalmente a que utilizou succinato como doador de elétrons, começou 

a diminuir quando o nitrato externo ultrapassou 25 mM. Nessa concentração, o 

conteúdo de nitrato nos tecidos aumentou, indicando uma relação inversa entre a 

quantidade interna de nitrato e a atividade da enzima no eixo radicular.  Estudos 

realizados em folhas de tomateiro por PIERO e colaboradores (2003), com intuito de 
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caracterizar as diferenças cinéticas entre duas redutases do nitrato (NRc e NRMP), 

apresentaram, dentre outros, os seguintes resultados: a NRMP permaneceu mais ativa 

no escuro comparativamente à NRc e a atividade da NRc foi fortemente induzida e 

estritamente dependente da presença de nitrato no meio durante o crescimento da 

planta. Inversamente, a NRMP foi pouco estimulada pelo nitrato. Esses resultados são 

semelhantes àqueles preliminares verificados com as plantas de abacaxizeiro que 

foram tratadas com termoperíodo e apresentaram um incremento na atividade da NR, 

apesar dos níveis endógenos de NO3- serem baixos.  Essa isoforma da NRMP, 

diferentemente da citoplasmática, não seria induzida tão fortemente pelo seu substrato. 

Com o objetivo de verificar se isoformas diferentes da NRMP estariam sendo 

influenciadas positivamente pela baixa temperatura e em qual compartimento celular 

poderiam ser encontradas, os ensaios foram feitos com NADH, NADPH ou com 

succinato, como doadores de elétrons. Esse último foi utilizado para identificar a 

possível existência da NR ancorada à membrana plasmática, uma vez que o NADH 

pode ativar outras isoformas da enzima, além da própria NRMP ligada a este 

compartimento celular pela âncora glicosídica (GPI).  

Nas figuras 35 e 36 (atividades da NRMP com NADH e NADPH, 

respectivamente) foi possível verificar que a baixa temperatura influenciou 

positivamente na atividade da enzima. O mesmo pôde ser visto quando o succinato foi 

oferecido como doador de elétrons, sugerindo que a NRMP ligada pela âncora GPI está 

presente no abacaxizeiro (fig. 37). Existem relatos na literatura que mostram que a 

baixa temperatura pode ser considerada um importante fator ambiental, causando uma 

rápida ativação da NR nas folhas de Triticum aestivum L., resultado da desfosforilação 

da proteína. Plantas de trigo, após serem aclimatadas por 7 dias a 2°C, apresentaram 

um aumento na atividade da NR dependente de NADH, dobrando a atividade nesse 

período. O conteúdo de nitrato nas folhas de trigo foi reduzido a 1/3 após o período de 

aclimatação (YANEVA et al., 1996). Provavelmente, essa diferença na atividade da NR 

durante a exposição às baixas temperaturas foi causada pela ativação da NRMP, pois 

sabe-se que ela pode ser ativada de formas diferentes, inclusive por baixa temperatura.  

Ao observar-se o incremento nas atividades da NRMP nas plantas submetidas 

ao tratamento termoperiódico e comparando-se com os resultados medidos para as 
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plantas controle (figuras 32, 35, 36 e 37), pôde-se considerar que ocorreu uma síntese de 

novo da NRMP, influenciada pela baixa temperatura. Em trabalhos anteriores 

realizados no Laboratório de Fisiologia Vegetal com plantas de abacaxizeiro, 

demonstrou-se que a baixa temperatura noturna influencia o aumento no nível de 

transcritos da NR cerca de 4h antes de serem registradas as altas atividades da enzima 

nas raízes das plantas expostas à temperatura noturna de 15°C (FRESCHI et al., 2009). 

Outros relatos da literatura, como os trabalhos realizados por YANEVA et al.(1996) com 

plantas de trigo, também demonstraram que a regulação da atividade da NR, quando 

as plantas foram submetidas à baixa temperatura por 7 dias,  pode ter sido dependente 

da ativação da NR já presente, assim como da síntese de novo da enzima. 

Estudos mais detalhados, aplicando-se um segundo método de separação de 

fases com Triton X-114 nas frações extraídas pelo sistema de duas fases utilizado neste 

trabalho, poderão esclarecer quais doadores de elétrons a NRMP ligada pela âncora 

glicosídica utilizaria, além do succinato, e sob quais condições (temperatura constante 

ou termoperíodo) a atividade dessa enzima seria ativada nas raízes de abacaxizeiro.  

Quanto às atividades registradas nas frações citoplasmáticas extraídas das 

plantas que passaram pelo tratamento e das plantas que permaneceram em 

temperatura constante (fig. 38), observou-se que não houve influência positiva da baixa 

temperatura na atividade da NR quando NADH foi adicionado na reação. Embora seja 

possível verificar diferença entre as atividades medidas com NADPH (fig. 39), essas 

foram, em média, 10 vezes inferiores às registradas com NADH. Considerando-se que 

o NADPH foi utilizado para avaliar a atividade da NR biespecífica e que, portanto, a 

atividade dessa isoforma já foi medida quando NADH foi oferecido, conclui-se que 

essa diferença não influenciaria para que ocorresse uma modificação na resposta 

verificada para as frações de citoplasma, as quais  não demonstraram uma atividade 

diferencial que determinaria o incremento na atividade da NR radicular em plantas de 

abacaxizeiro expostas às baixas temperaturas.    

Em conclusão, a realização desta pesquisa contribuiu sobremaneira para os 

esclarecimentos sobre a existência de uma NRMP em abacaxizeiro, enriquecendo os 

conhecimentos sobre o metabolismo nitrogenado nessas plantas. Sabe-se que existem 

poucos trabalhos fisiológico-bioquímicos a esse respeito e essa isoforma nunca havia 
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sido descrita anteriormente em uma planta da família Bromeliaceae. Além disso, essa 

descoberta ampliará a linha de pesquisa do grupo do Laboratório de Fisiologia Vegetal, 

uma vez que, segundo relatos da literatura, essa enzima tem participação efetiva no 

metabolismo do óxido nítrico, o qual vem sendo também estudado por esse grupo.  
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RESUMO 

A nitrato redutase (NR) atua juntamente com a nitrito redutase (NiR) 

catalisando a primeira etapa da redução do nitrato. A NR, no citossol, é ativada, 

principalmente, pela luz e reduz o nitrato a nitrito. Em seguida, este é reduzido a 

amônio. Trabalhos anteriores demonstraram que a isoforma citossólica da NR está 

presente nas folhas e raízes do abacaxizeiro; já as associadas à membrana plasmática 

(NRMP) ainda não se tem registro. Sabe-se, no entanto, que a NRMP apresenta modos 

diferentes de ativação, como já constatados para outras espécies. Dentre os fatores que 

afetam sua atividade pode-se citar a temperatura. Pesquisas realizadas no Laboratório 

de Fisiologia Vegetal do IBUSP, acerca da influência do termoperíodo sobre os 

metabolismos nitrogenado e fotossintético de plantas de abacaxizeiro, aventaram a 

hipótese de que haveria uma nitrato redutase específica de membrana  plasmática 

presente nas células radiculares, a qual seria regulada por termoperíodo, diferindo, 

portanto, da isoforma citossólica presente nas folhas. Assim, o presente trabalho teve 

como objetivo principal demonstrar a existência de uma isoforma da NR associada à 

membrana plasmática, a qual seria responsável pelo incremento da atividade dessa 

enzima registrada nas raízes de Ananas comosus, quando plantas cultivadas in vitro são 

submetidas ao termoperíodo (28°C dia/ 15°C noite). Para tanto, determinou-se o tempo 

mínimo de exposição das plantas de abacaxizeiro ao termoperíodo, necessário à 

indução da nitrato redutase radicular. Além disso, estudou-se a influência da idade das 

plantas na resposta ao tratamento com baixa temperatura noturna. Plantas cultivadas 

in vitro com 90 dias de idade ou com idades variadas foram transferidas para câmaras 

de crescimento com temperatura constante (28°C dia/noite – controle experimental) ou 

com termoperíodo (28°C dia/ 15°C noite), fotoperíodo de 16 horas e intensidade 

luminosa de 55 µmoles m-2 s -1. Elas permaneceram nessas condições por 1, 3, 5, 7, 15, 

30, 40, 50 ou 60 dias. Após cada período, a atividade in vivo da NR foi analisada 

durante a fase de ausência de luz.  Para que fosse possível identificar uma possível 

NRMP nas células radiculares de abacaxizeiro, um método de ensaio in vitro foi 

padronizado e a melhor técnica de isolamento de frações de membrana plasmática foi 

selecionada.  Após as plantas com 60 dias de idade serem submetidas por 30 dias ao 
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tratamento termoperiódico ou à temperatura constante, as frações de membrana 

plasmática das células radiculares foram isoladas e o ensaio in vitro da NR foi 

realizado, utilizando-se NADH, NADPH ou succinato como doadores de elétrons. Os 

resultados indicaram que o tempo mínimo de exposição das plantas de abacaxizeiro ao 

termoperíodo foi de 30 dias.  O método de ensaio enzimático in vitro foi padronizado 

para as plantas de abacaxizeiro e a técnica de isolamento de frações de membrana 

plasmática que se mostrou mais adequada para essa bromélia foi a de fracionamento 

por sistema de duas fases com Dextran T-500 e PEG 3350. O grau de pureza das 

frações, avaliado pela detecção da atividade da enzima citoplasmática malato 

desidrogenase (MDH), foi em média de 95%, evidenciando a eficácia da pradronização 

do método. Os resultados obtidos para as frações de membranas plasmáticas, extraídas 

das raízes das plantas que estiveram sob o tratamento termoperiódico, mostraram que 

a baixa temperatura noturna influenciou positivamente a atividade da nitrato redutase. 

O aumento da atividade foi observado quando NADH, NADPH ou succinato foram 

utilizados como doadores de elétrons. Isso significa que, provavelmente, mais de uma  

isoforma da NRMP está presente nas raízes de abacaxizeiro. Além disso, há indícios de 

que a isoforma que está ligada externamente à membrana por uma âncora glicosídica 

(que utiliza succinato como doador de elétrons) está presente nas células radiculares do 

abacaxizeiro e respondeu positivamente ao estímulo da baixa temperatura noturna. Em 

contrapartida, nenhuma diferença pôde ser observada quando as atividades da NR 

foram medidas nas frações de citoplasma das plantas controle e daquelas que foram 

tratadas com termoperíodo. Não foi detectada atividade nas frações citossólicas 

quando succinato foi oferecido como poder redutor da NR. Concluiu-se, portanto, que 

o incremento na atividade da NR, verificado nas plantas que foram tratadas com 

termoperíodo, deveu-se à indução pela baixa temperatura noturna da NRMP. Esta 

pesquisa trouxe contribuições importantes acerca da existência de uma nitrato redutase 

associada à membrana plasmática em abacaxizeiro, nunca antes detectada em uma 

bromélia e muito pouco estudada nos demais vegetais. As padronizações realizadas 

serão essenciais para aplicação em outras pesquisas do Laboratório de Fisiologia 

Vegetal do IBUSP, abrindo oportunidades para se aprofundar ainda mais o tema sobre 

o controle da ativação da NR.  
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ABSTRACT 

The nitrate reductase (NR) acts together with the nitrite reductase (NiR) to 

catalyze the first step of the nitrate reduction. The NR localized in the cytosol is 

activated mainly by light and reduces nitrate to nitrite, followed by its reduction to 

ammonium. Previous work demonstrated that the cytosolic isoform of NR is present in 

leaves and roots of Ananas comosus, although the isoform associated with the plasma 

membrane (PM-NR) has not yet been registered in this species. The PM-NR has 

different modes of activation in comparison to the cytosolic NR, as already 

demonstrated in other species. Among the factors that affect its activity can be 

mentioned the temperature. Experiments developed in the Laboratory of Plant 

Physiology of IBUSP hypothesized that exists a specific plasma membrane NR in plant 

roots regulated by thermoperiod, differing from the cytosolic isoform present in leaves. 

The present work aimed to demonstrate the existence of this isoform of NR present in 

the plasma membrane, which would be responsible for the increase of its activity in 

Ananas comosus roots when plants were cultivated in vitro under thermoperiod of 28°C 

day/ 15°C night. Initially, it was important to determine the minimum time of exposure 

to thermoperiod necessary for the induction of nitrate reductase in roots of pineapple 

plants. Furthermore, it was analyzed the influence of age in the response of plants to 

low night temperature treatment. For this purpose, plants with different ages 

cultivated in vitro were transferred to growth chambers either with constant 

temperature (28°C day/night – experimental control) or with thermoperiod (28°C day/ 

15°C night). The plants were cultivated in these conditions during 1, 3, 5, 7, 15, 30, 40, 

50 or 60 days and then the in vivo NR activity was analyzed in the shoot and root 

tissues during the dark period. In order to identify a probable PM-NR in the pineapple 

root cells, it was also necessary to develop a NR in vitro assay protocol specific for 

Ananas comosus and the appropriate technique for plasma membrane isolation (Dextran 

T-500 and PEG 3350). The purity of the fractions, determined by the activity of 

cytoplasmic enzyme malate dehydrogenase (MDH), was on average 95%, indicating 

the effectiveness of the method. The next step was to evaluate the NR activity in 

citoplasmic and plasma membrane fractions of root tissues of Ananas comosus. Using 60 
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days’old plants exposed either to 30 days under the thermoperiodic treatment or to 

constant temperature, the plasma membrane fractions of roots were isolated and the in 

vitro NR assay was performed using NADH, NADPH or succinate as electron 

donators. The results indicated that the minimum thermoperiod exposure time 

necessary to induce NR activity was 30 days. Furthermore, it was demonstrated that 

low temperatures during the dark period positively influenced the activity of nitrate 

reductase in plasma membrane fractions and that the increase in its activity was 

observed when NADH, NADPH or succinate were used as electron donors. On the 

other hand, no difference in NR activity was observed in the cytoplasmic fraction of 

control plants and those which were treated with thermoperiod. Moreover, no NR 

activity was detected in cytosolic fractions when succinate was provided as electron 

donor.  All together, this results showed that probably diferents isoforms are presents 

in pineapple roots. The extracellular isoform that is attached to the plasma membrane 

by a lipophilic anchor (using succinate as electron donor) can be present in root cells of 

pineapple and responded positively to the low night temperature stimulus. This study 

has made important contributions to the knowledge of the metabolism and physiology 

of Ananas comosus. This is the first time that the existence of a nitrate reductase 

associated with the plasma membrane, a very little studied enzyme, is documented  in 

Bromeliaceae. 
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Reagente Motivações para o uso 

DTT O DTT é um reagente comumente utilizado em estudos bioquímicos como um 

protetor antioxidante, prevenindo a oxidação de grupos SH (tiol) e para reduzir 

bissulfetos a ditióis. Esses agentes são substâncias que ao combinarem-se rapidamente 

com radicais livres inibem ou retardam o seu efeito degenerativo (Berg et al., 2004). A 

redução pelo DTT tem por objetivo romper a ligação bissulfeto que é formada pelo grupo 

sulfidrila (-SH). Ao romper esta ligação, o DTT, como agente redutor, acrescenta um 

hidrogênio à valência livre do átomo de enxofre (Patrícia et al., 2002). 

Tendo em vista que em um ensaio enzimático in vitro todos os componentes 

celulares são expostos no meio de extração, inclusive a enzima de interesse, faz-se 

necessária a utilização de vários protetores. 

Os resultados negativos com o aumento da concentração de DTT pode ter sido 

causado por alguma reação desse composto com um componente do extrato que afetou a 

NR em algum momento. 

PVP O PVP é um protetor contra compostos fenólicos também utilizado em extrações 

de NR (Kaiser et al., 1997; Man et al., 1999; Kandlbinder et al., 2000). Em abacaxizeiro, o 

PVP é utilizado para extrair outras enzimas, como a PEPcase (fosfoenolpiruvato 

carboxilase). No entanto, os resultados com a NR (fig. 18 - Resultados) demonstraram que 

a utilização desse composto não foi favorável.  

BSA A albumina bovina (BSA) funciona como uma fonte protéica preferencial para as 

proteases. Sabemos que as bromélias possuem uma classe de proteases chamadas 

bromelinas (Benzing, 2000). Essas proteases são resistentes e, possivelmente, consomem a 

NR quando esta encontra-se no meio de extração. Na extração da arginase em Vriesea 

gigantea (Bromeliaceae) a utilização de maiores concentrações de BSA foi decisiva para 

que a atividade enzimática fosse detectada (Cambuí, 2009).  Porém, os resultados com o 

abacaxizeiro não confirmaram essa ação positiva. 

Leupeptina A leupeptina no meio de extração foi aumentada porque esse composto é um inibidor 

específico para proteases que tem afinidade por grupos serina e cisteína (informação 

obtida no Índice Merck). Sabemos que a nitrato redutase é uma proteína que contém um 

resíduo de serina (Tischner, 2000; Buchanan, 2000), logo, a leupeptina seria um ótimo 

protetor utilizado em todos os tampões de extração da NR. 

 

 

Anexo 1 

 

http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-bin/decsserver/decsserver.xis&previous_page=homepage&task=exact_term&interface_language=p&search_language=p&search_exp=Oxidação
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