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RESUMO

A nitrato redutase (NR) atua juntamente com a nitrito redutase (NiR)
catalisando a primeira etapa da reducgdao do nitrato. A NR, no citossol, ¢ ativada,
principalmente, pela luz e reduz o nitrato a nitrito. Em seguida, este ¢ reduzido a
amonio. Trabalhos anteriores demonstraram que a isoforma citossolica da NR esta
presente nas folhas e raizes do abacaxizeiro; ja as associadas a membrana plasmatica
(NRMP) ainda nao se tem registro. Sabe-se, no entanto, que a NRMP apresenta modos
diferentes de ativagao, como ja constatados para outras espécies. Dentre os fatores que
afetam sua atividade pode-se citar a temperatura. Pesquisas realizadas no Laboratdrio
de Fisiologia Vegetal do IBUSP, acerca da influéncia do termoperiodo sobre os
metabolismos nitrogenado e fotossintético de plantas de abacaxizeiro, aventaram a
hipotese de que haveria uma nitrato redutase especifica de membrana plasmatica
presente nas células radiculares, a qual seria regulada por termoperiodo, diferindo,
portanto, da isoforma citossdlica presente nas folhas. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo principal demonstrar a existéncia de uma isoforma da NR associada a
membrana plasmatica, a qual seria responsavel pelo incremento da atividade dessa
enzima registrada nas raizes de Ananas comosus, quando plantas cultivadas in vitro sdo
submetidas ao termoperiodo (28°C dia/ 15°C noite). Para tanto, determinou-se o tempo
minimo de exposicao das plantas de abacaxizeiro ao termoperiodo, necessario a
inducao da nitrato redutase radicular. Além disso, estudou-se a influéncia 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 camaras
de crescimento com temperatura constante (28°C dia/noite — controle experimental) ou
com termoperiodo (28°C dia/ 15°C noite), fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 55 pmoles m? s -'. Elas permaneceram nessas condigdes por 1, 3, 5, 7, 15,
30, 40, 50 ou 60 dias. Apds cada periodo, a atividade in vivo da NR foi analisada
durante a fase de auséncia de luz. Para que fosse possivel identificar uma possivel
NRMP nas células radiculares de abacaxizeiro, um método de ensaio in vitro foi
padronizado e a melhor técnica de isolamento de fracdes de membrana plasmatica foi
selecionada. Apos as plantas com 60 dias de idade serem submetidas por 30 dias ao
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plasmatica 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 minimo de exposicao das plantas de abacaxizeiro ao
termoperiodo foi de 30 dias. O método de ensaio enzimatico in vitro foi padronizado
para as plantas de abacaxizeiro e a técnica de isolamento de fragdes de membrana
plasmatica 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
fracdes, avaliado pela deteccdo da atividade da enzima citoplasmatica malato
desidrogenase (MDH), foi em média de 95%, evidenciando a eficacia da pradronizagao
do método. Os resultados obtidos para as fragdes de membranas plasmaticas, extraidas
das raizes das plantas que estiveram sob o tratamento termoperiddico, 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 estd presente nas raizes de abacaxizeiro. Além disso, ha indicios de
que a isoforma que esta ligada externamente a membrana por uma ancora glicosidica
(que utiliza succinato como doador de elétrons) estd presente nas células radiculares do
abacaxizeiro e respondeu positivamente ao estimulo da baixa temperatura noturna. Em
contrapartida, nenhuma diferenca pode ser observada quando as atividades da NR
foram medidas nas fracoes de citoplasma das plantas controle e daquelas que foram
tratadas com termoperiodo. Nao foi detectada atividade nas fragdes citossolicas
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
termoperiodo, deveu-se a indugdo pela baixa temperatura noturna da NRMP. Esta
pesquisa trouxe contribuigdes importantes acerca da existéncia de uma nitrato redutase
associada a membrana plasmatica em abacaxizeiro, nunca antes detectada em uma
bromélia e muito pouco estudada nos demais vegetais. As padronizagdes realizadas
serdo essenciais para aplicagdo em outras pesquisas do Laboratério de Fisiologia
Vegetal do IBUSP, abrindo oportunidades para se aprofundar ainda mais o tema sobre

o controle da ativacao da NR.



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 wvitro 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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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.



INTRODUCAO

O Abacaxizeiro

O abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merr), pertencente a familia Bromeliaceae
(CUNHA et al. 1994), é uma planta nativa de nosso continente (MEDINA et al. 1993;
BARTHOLOMEW e MALEZIEUX, 1994); ocorre em dreas 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, CIENCIA E
DESENVOLVIMENTO, 2001).

A variedade “Smooth Cayenne” tem alta qualidade comercial. Essa importancia
deve-se ao fato de ser uma fruta doce, de acidez leve, e textura tenra (RANGAN, 1984).
Estima-se que cerca de 70% da produgao mundial de abacaxi corresponda a essa
variedade (CUNHA et al., 1994).

O cultivo in vitro tem sido utilizado como importante ferramenta em estudos
fisioldgicos acerca de diversas espécies de bromélias (MERCIER e KERBAUY, 1997). No
Laboratdrio de Fisiologia Vegetal do IBUSP varias pesquisas tém sido realizadas com
relagao a composi¢ao hormonal enddgena (MERCIER e ENDRES, 1999) ao metabolismo do
nitrogénio (ENDRES e MERCIER, 2001a; ENDRES et al., 2002; INSELSBACHER et al., 2007), ao
crescimento (ENDRES e MERCIER, 2001b), a organogénese (MERCIER et al., 2003; Souza et al.,
2003; HAMASAKI et al. 2005), ao metabolismo fotossintético (NIEvOLA, 2002; FRESCHI ef al.,
2010) ou a atividade de varias enzimas relacionadas com a assimilagao do nitrogénio
(NIEVOLA e MERCIER, 2001; NIEVOLA, 2002; FRESCHI et al. 2009).

O Nitrogénio na Nutricao Vegetal

O N é o quarto elemento mais abundante nos seres vivos sendo seguido pelo
oxigenio, o carbono e o hidrogénio (BUCHANANN, 2000). O N estd presente em diversas
formas na biosfera, aproximadamente 79% da atmosfera terrestre é composta por N
molecular (N2). Na biosfera terrestre, 0,04% do nitrogénio estd na forma combinada,
desse percentual 57% encontram-se na forma organica e 43% na forma inorganica.
Considerando o nitrogénio existente na forma organica, somente 4% fazem parte dos
seres vivos, sendo 94% localizados nos vegetais, 4% na biomassa microbiana e 2% nos
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do crescimento vegetal, sendo encontrado em moléculas importantes, como por
exemplo, nas proteinas, em alguns fitormonios e nos acidos nucléicos (RNA e DNA)
(CORDEIRO, 2004; TISCHNER, 2000).

Apesar de muito abundante na atmosfera, o nitrogénio molecular nao pode ser
absorvido pelos vegetais. As plantas terrestres, geralmente, absorvem o nitrogénio do
solo na forma de compostos altamente oxidados, dos quais o nitrato (NOs) é o
principal. Entretanto, o amoénio (NHs*) também pode ser absorvido e incorporado em
compostos organicos (BUCHANANN, 2000; SODEK, 2004).

A assimilagdao do N, proveniente do nitrato, comega com a absor¢ao desse ion
seguida por sua redugdo, resultando em amonio. Esse ultimo é incorporado em
aminodcidos, como a glutamina e o glutamato (TISCHNER, 2000; CORDEIRO, 2004).

Absorc¢ao e Redugao do Nitrato

As plantas disponibilizam uma porgao significativa de seus esqueletos
carboOnicos e reservas energéticas para a absorcao e assimilagao do NOs (BUCHANANN,
2000). Todo o processo de assimilagao pode consumir mais de 25% da energia gerada
na fotossintese (SOLOMONSON e BARBER, 1990).

A indugao do sistema enzimatico de assimilagao inicia-se com a exposi¢ao da
planta ao ion NOs, resultando em um aumento continuo na taxa de absor¢do do
mesmo. Isso inclui também um incremento no ndamero de proteinas transportadoras de
nitrato presentes na membrana plasmatica. (TISCHNER, 2000). O papel indutor do nitrato
sobre o nivel de atividade e o teor de RNAm da NR tem sido documentado para varias
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). Nao existem
evidéncias de que a disponibilidade de nitrato acarrete altera¢gdes na regulagao pods-
traducional da NR (FERRARIO ef al., 1996; KAISER et al., 2002).

O nitrato é conhecido como um estimulador de transportadores especificos
para esse ion (CRAWFORD e GLASS, 1998; STiTT, 1999; STITT et al., 2002; TISCHNER, 2000; MATT
et al., 2001). Plantas que nunca foram expostas ao NOs possuem células radiculares
com uma capacidade limitada de absor¢ao desse ion, sugerindo que uma pequena
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seriam proteinas constitutivas. Apos contato com o ion, a taxa de absor¢ao aumenta,
mas a adigao de inibidores de sintese de proteinas causa um rapido decréscimo para os
niveis constitutivos. Isso sugere que a maioria das proteinas transportadoras é
sintetizada de acordo com a disponibilidade de NOs no meio externo (HOPKINS, 1999).

O transporte de NOs através da membrana pode ocorrer por meio de dois
mecanismos: o de alta afinidade (HATS, do inglés: high-affinity transport system) e o
de baixa afinidade (LATS, do inglés: low-affinity transport system). Duas familias
génicas atuam na sintese das proteinas transportadoras de NOs: NRT1 e NRT2. A
familia NRT2 codifica transportadores para o sistema HATS. A familia NRT1 é mais
complexa, codificando transportadores que funcionarao em ambos os mecanismos
(HATS e LATS) ou transportadores especificos para o LATS (BucHANAN, 2000;
TISCHNER, 2000).

Ap0s ser absorvido pelas raizes, o NOs pode ser reduzido ou estocado nos
vacuolos, ou ainda, ser translocado para a parte aérea, onde podera ser reduzido ou
estocado.

O NOs precisa ser reduzido a amonio, antes da assimilacdo em aminodcidos
(CHENG et al., 1992). O primeiro passo da redugao, geralmente, ocorre no citossol por
meio da enzima nitrato redutase (NR), resultando na produgao de nitrito (NO2). A NR
¢ uma das poucas enzimas vegetais induzidas pelo seu proprio substrato (CRAWFORD,
1995; TACHIBANA et al., 1991; FORDE 2002). O nitrito, nos plastideos (no caso das raizes)
ou nos cloroplastos (no caso das folhas), é reduzido a amonio pela nitrito redutase
(NiR) (KLEINHOFS e WARNER, 1990). O NH4", por sua vez, € assimilado pelo ciclo
enzimatico conhecido por glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT). A
glutamina sintetase (GS) combina 0 amonio com o glutamato para formar a glutamina.
Os niveis elevados de glutamina nos plastideos 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 amonio pode também ser
assimilado por uma rota alternativa, por meio da enzima glutamato desidrogenase
(GDH), a qual catalisa uma reagao reversivel 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 NOs durante o dia (SOLOMONSON e BARBER,
1990), sendo raros os estudos que relatam a atividade da NR no periodo noturno
(STORN e MACK, 2001; NIEVOLA e MERCIER, 2001; NIEVOLA, 2002; FRESCHI ef al., 2009; FRESCHI
et al., 2010).

Estrutura e Regulacdo da NR citossolica (NRc)

A NR é um dimero com trés dominios de ligagao. O complexo molibdénio
(MoCo) esta ligado ao grupo heme (regido hinge 1) que por sua vez estd unido ao FAD
(regido hinge 2). O NAD(P)H liga-se ao dominio de ligacdo do FAD de cada
subunidade, iniciando a transferéncia de dois elétrons a partir do grupo carboxila
terminal (C), por meio de cada elemento de transferéncia de elétrons, até o grupo
amino terminal (N). O NOs é reduzido no complexo MoCo préximo a regido amino
terminal (CAMPBELL, 1999; TiSCHNER, 2000).

A expressao da NR é regulada em nivel traducional por varios sinalizadores,
incluindo nitrato, luz, ritmo circadiano, citocininas, concentracdo de CQO:, sacarose,
glutamina, estresse hidrico e anaerobiose. No entanto, essa enzima também ¢é
controlada em nivel pds-traducional por uma fosforilagdo rapida e reversivel da
proteina em resposta a baixa luminosidade, redugao dos niveis de CO: , estresse
osmotico e mudangas no pH celular (CRAWFORD, 1995; BOTREL and KAISER, 1997; CHUNG
et al., 1999).

Em plantas superiores, a NR ¢é regulada pela sintese e degrada¢ao da enzima,
pela inativacdo reversivel e pela concentracao 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 a fotossintese ou nas raizes esse aumento
pode ocorrer em condigdes de hipoxia ou anoxia. Por outro lado, a inativagao acontece
nas folhas em auséncia de luz ou com o fechamento dos estdomatos. Em altas
concentrag¢des de oxigénio, a atividade nas raizes também pode ser inibida (KAISER ef al.

1999).



A NR possui meia-vida de poucas horas (L1 e OAks, 1993), por isso o controle da
expressao génica ¢ um modo eficiente de regulagao da atividade (CampBELL, 1990).
Quando as plantas estdao expostas ao NOs, ocorre um aumento na transcricao do
RNAm da NR. Em poucas horas a concentracao da NR alcanga seu teor maximo (TAlz,
2002; CRAWFORD, 1999; KAISER, 1997).

A inibi¢ao da atividade da NR pode ocorrer em minutos, em resposta a
fosforilagdo de um residuo de serina na regido hinge 1 por proteinas cinases
dependentes de célcio ( CHUNG et al., 1999; KAISER et al., 2002; COMPAROT et al., 2003;
PROVAN et al., 2006). No entanto, a fosforilagdo da enzima, por si s6, ndo causa sua
completa inativagao. O processo so se finaliza apds a conjugacao reversivel da NR ao
complexo protéico conhecido por 14-3-3, marcando a enzima para a degradacao
(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 proteinas 14-3-3 funcionam
como um dimero e suas subunidades precisam estar ligadas a um metal divalente
(BUCHANAN, 2000; CRAWFORD, 1999; DARLING et al., 2005).

O estado de fosforilacao da NR varia durante o ciclo diurno (LILLO, 1994; KAISER,
1997). No escuro, a NR ¢é fosforilada no residuo de serina localizado na regiao “hinge
1”. Depois que as proteinas 14-3-3 ligam-se, a NR ¢é inativada. A luz induz a
desfosforilacao e, conseqiientemente, a NR ¢é ativada. A NR, no entanto, ¢ degradada a
uma taxa constante na luz ou no escuro, independentemente da fosforilagao pods-
traducional. A luz também induz o acdimulo do RNAm da NR (KAISER, 1997). Os altos
teores da proteina NR, em presenca de luz, parecem ser conseqiiéncia dos efeitos
positivos da luminosidade na sintese dessa enzima (transcrigao e tradugao). A glicose e
a sacarose podem substituir a luz na indugao do acimulo do RNAm da NR, sugerindo
que os esqueletos carbonicos seriam os fatores determinantes na regulagao da NR em
nivel 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 fitormonios, sao as que mais interferem na indugao da
atividade da NR (Yu et al,, 1998). Em 1969, Lirs & ROTH-BEJERANO realizaram os
primeiros estudos, relatando o papel indutor de uma citocinina sintética. Esses autores

trabalharam com plantas de Nicotiana ristica que, apds serem pulverizadas com



cinetina, apresentaram um aumento na atividade da NR foliar. Folhas de cevada
tratadas com benzilaminopurina (BA), na presenga de NOs e luz, além de
apresentarem aumento na atividade dessa enzima, também tiveram os teores de
RNAm da NR aumentados, sugerindo o controle hormonal da transcricao da NR (Lu et
al, 1990; 1992). O nivel das citocininas enddgenas zeatina, zeatina ribosidica e
isopentenil adenina ribosidica também influenciaram a formacao de transcritos da NR
em abacaxizeiro. O acimulo desses transcritos ocorreu seguidamente ao aumento
desses hormonios 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 rapida ativacao da NR nas folhas de Triticum aestivum L., resultado da
desfosforilacao da proteina. Plantas de trigo, apds serem aclimatadas por 7 dias a 2°C,
apresentaram um aumento na atividade da NR dependente de NADH. A atividade
dobrou nesse periodo. A quantidade de proteina NR também aumentou, mostrando
que a regulacdo da atividade dessa enzima pode ser dependente da ativacao da NR ja
presente, assim como da sintese de novo da enzima (YANEVA et al., 1996). O contetido de
nitrato nas folhas de trigo foi reduzido a 1/3 ap6s o periodo de aclimatagao (YANEVA et
al., 2002).

Nitrato Redutase Associada a Membrana Plasmatica (NRMP)

Em procariontes foi observada a presenca da NR tanto no citoplasma quanto na
membrana plasmatica. As duas isoformas apresentaram diferengas com respeito ao seu
tamanho, as suas subunidades e aos seus genes codificantes (BERKS ef al., 1995;
FERNANDEZ-LOPES, OLIVARES & BEDMAR, 1996; DELGADO, FERNANDO-LOPEZ & BEDMAR-
EULOGIO, 1998; MEGALON et al., 1998; BLASCO et al., 1998; TiISCHNER, 2000). Nos eucariontes,
a NR ¢é conhecida como uma enzima citossolica presente em todos os organismos
autotrofos ( RITENOUR et al., 1966; DALLING et al., 1972; Suzuxi et al., 1981; OAkS & HIREL,
1985). No entanto, outros estudos tém demonstrado a existéncia de uma enzima
redutora de nitrato associada a membrana plasmatica (NRMP). A NRMP foi detectada
em algas (JONEs and MOREL, 1988; TISHNER et al., 1989; STORN et al., 1993) e em vdrias

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



1994; MEYERHOFF et al., 1994; KUNZE ef al., 1997; STORN & ULRICH, 1997), tanto nas raizes
como na parte aérea.

A NRMP ligada por uma ancora GPI foi detectada em folhas de tabaco por
STORN em 1998 e tratava-se de um mondémero com massa molecular de 96 kDa
enquanto que em raizes tinha 63 kDa. Além disso, uma das formas solaveis da NR,
com massa molecular de 93 kDa, apesar de estar voltada para a face citossolica,
também esta ligada a membrana e, nesse caso ha relatos de pequenas variagoes em sua

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



CONCLUSAO
Atividade in vivo da NR

Durante esse trabalho concluiu-se que o menor tempo de exposi¢ao das plantas
de abacaxizeiro ao termoperiodo (28°C dia/ 15°C noite) necessario para que um
incremento na atividade da NR nas raizes dessas plantas seja verificado é de 30 dias.
Quando a atividade foi medida nas raizes das plantas que estiveram sob termoperiodo
foi possivel detectar que a baixa temperatura noturna influenciou positivamente na
atividade da NR. O mesmo nao foi verificado quando a atividade foi medida nas raizes
das plantas controle (28°C dia/ noite) ou nas folhas das plantas controle ou daquelas
que foram submetidas ao termoperiodo. Esses resultados indicaram que, em plantas de
abacaxizeiro, existe uma isoforma da NR ligada a membrana plasmatica que é
induzida por baixa temperatura, ao contrdrio da NR encontrada no citoplasma, que é

induzida pela luz.
Adequacao do método de ensaio in vitro da NR

A padronizagao do método de ensaio da NR in vitro foi o primeiro passo

necessario para que fosse possivel medir a atividade da enzima nas fra¢des celulares.
Selecdo do método de fracionamento celular para abacaxizeiro

O método de fracionamento por particio com sistema de duas fases — Dextran
T-500 e PEG 3350, o qual foi baseado em LARSON et al. (1994), mostrou-se mais
apropriado para isolar as fragdes de membranas plasmaticas das células de

abacaxizeiro.

Deteccio da atividade da nitrato redutase em fracoes de membranas

plasmaticas isoladas das raizes de abacaxizeiro.

As maiores atividades da nitrato redutase nas fracdes de membranas (NRMP)
extraidas das raizes das plantas que estiveram sob termoperiodo quando o NADH, o
NADPH ou o succinato foram utilizados como doadores de elétrons demonstraram
que existem isoformas diferentes da NRMP nas raizes de abacaxizeiro. As maiores

atividades detectadas com o succinato significa que, possivelmente, a isoforma da



NRMP que estd associada com as membranas por uma ancora glicosidica esteja
presente no abacaxizeiro. Essa forma da NR utiliza succinato como doador de elétrons
e pode ser induzida por fatores diferentes daqueles que agem sobre a atividade da NR
citoplasmatica, como a baixa temperatura, por exemplo. Como nas fragdes
citoplasmaticas nenhuma diferenga foi encontrada entre as atividades medidas nas
plantas controle e nas plantas tratadas com termoperiodo, concluiu-se que o
incremento na atividade da NR in vivo, verificado nas raizes de abacaxizeiro apos as
plantas terem sido expostas ao termoperiodo por 30 dias (resultados prévios), ocorreu
pela indugao da NRMP e nao pela atividade da NR citoplasmatica.

A realizagdo desta pesquisa contribuiu sobremaneira para os esclarecimentos
sobre a existéncia de uma NRMP em abacaxizeiro, enriquecendo os conhecimentos
sobre o metabolismo nitrogenado nessas plantas. Sabe-se que existem poucos trabalhos
fisiologico-bioquimicos a esse respeito e essa isoforma nunca havia sido descrita

anteriormente em uma planta da familia Bromeliaceae.
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