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I - INTRODUCAO

I.1. 0 Oxido Nitrico

O ¢6xido nitrico (NO) foi descoberto pelo quimico inglés Joseph Priestly em 1772.
Inicialmente identificado como gas nitroso, naquela época nenhuma funcdo foi
atribuida a esse radical, exceto a de ser um constituinte da poluicdo atmosférica,

encontrado na fumaca liberada pelas industrias e cigarros.

Entretanto, a percep¢ao sobre a importancia do composto mudou radicalmente em
1992, quando o 6xido nitrico foi considerado a molécula do ano pela revista
Science. Posteriormente, o NO foi considerado a droga da década, quando a sua
funcdo sinalizadora foi atribuida a uma série de eventos fisiolégicos, dentre eles:
vasodilatacdo, atuando como um fator de relaxamento endotelial; inibicdo da
agregacdo de plaquetas; distribuicdo da perfusdo renal; broncodilata¢do; controle
do movimento peristaltico; neurotransmissdo; armazenamento de memorias e
lembrangas; citotoxicidade do sistema imune e poténcia masculina (Konstadt,

1995).

Posteriormente em 1998, o prémio Nobel de Fisiologia foi concedido aos
pesquisadores Ferid Murad, Robert Furchott e Louis Ignarro pela descoberta da
funcdo sinalizadora do 6xido nitrico para o sistema cardiovascular. Assim, o papel
que o Oxido nitrico desempenha foi descoberto inicialmente para organismos
animais (mamiferos) e desde entdo tem sido constatado cada vez mais que esse

radical é um sinalizador universal, atuando em muitas vias fisiologicas.

0 estudo da func¢do do 6xido nitrico em plantas teve inicio no final da década de 70
(Klepper, 1979), quando foi constatado que a sua produgdo em plantas de soja
tratadas com herbicidas era diretamente proporcional a quantidade utilizada do
agente quimico. Entretanto, a compreensdo de que o 6xido nitrico participa de um
grande numero de eventos fisiolégicos nas plantas adveio de resultados de

pesquisas mais recentes.



O interesse em identificar um sistema de produc¢do de 6xido nitrico em plantas
levou a identificagdo da atividade da enzima sintase de 6xido nitrico, a qual
mostrou ser distinta da encontrada em mamiferos, em raizes e ndédulos da
leguminosa Lupinus albus (Cueto et al, 1996); em Arabidopsis thaliana foi
identificado o gene AtNOS1, responsavel pela superproducao de NO em plantas
mutantes (Guo et al.,, 2003). Apesar de varios grupos de pesquisa defenderem a
idéia da existéncia de uma enzima NOS responsavel pela rota de sintese de éxido
nitrico dependente da L-arginina e de terem observado a sua atividade em varios
tecidos e, a nivel celular, em organelas como mitocéndrias e perixossomos, até o
presente momento nao foram identificados nem a enzima e nem o gene homdlogo
ao da NOS animal em plantas (Besson-Bard et al.,, 2009). Atualmente, a principal
via enzimdatica comprovada de producdo de 6xido nitrico é a da redutase do

nitrato.

A proposta de um modelo hipotético de atuagdo do NO no sistema de defesa
vegetal envolve a sua atuacdo intracelular na ativacdo da transcricao dos genes
relacionados a defesa. Acredita-se que o desenvolvimento da resisténcia sistémica
adquirida envolva a associacdo do 6xido nitrico com moléculas de S-nitroso-
glutationa, atuando como sinalizadores a longa distancia transportados pelo
floema (Durner e Klessig, 1999). Além disso, constatou-se que o 6xido nitrico
apresenta capacidade de inducdo a morte celular programada em células de calos e

folhas de Kalanchoe daigremontiana e Taxus brevifolia (Pedroso et al., 2000).

Foi constatado que o 6xido nitrico desempenha uma série de fun¢des nas situacoes
de estresse para as plantas, tais como a inducdao do fechamento estomatico em
periodo de seca, reduzindo dessa maneira a perda de agua por transpiracao
(Garcia-Mata e Lamattina, 2001), neutralizacdo do efeito de metais pesados e
salinidade em Lupinus luteus (Kopyra e Gwo6zdz, 2003), reducdo da toxicidade
provocada pelo aluminio por meio da reducdo do estresse oxidativo em raiz de
Cassia tora L. (Wang e Yang, 2005) e aumento da resisténcia a injiria mecanica em

folhas de tomateiro (Paris et al., 2007).

Quanto ao crescimento e desenvolvimento das plantas, constatou-se que o NO atua

de muitas formas, como, por exemplo, estimulando a germinacdo de sementes



(Kopyra e Gwoézdz, 2003); regulando o crescimento e orientacdo do tubo polinico
(Prado et al, 2004); induzindo a xilogénese, controlando a morte celular
programada e a lignificacdo da parede celular (Gabaldén et al.,, 2005, Neill, 2005);
formando raizes adventicias (Pagnussat et al, 2002) e ndédulos em leguminosas
(Pii et al., 2007). Foi observada uma correlacao negativa entre a produgao de 6xido
nitrico e acido abscisico durante a senescéncia de tecidos (Leshem e Pinchasov,
2000); essa mesma correlacdo foi encontrada em relagdo ao etileno durante a
maturacao de frutos (Magalhaes et al., 2000). O 6xido nitrico é capaz, ainda, de
induzir a fotossintese CAM em Ananas comosus que, sem o estimulo dado por esse

radical, apresenta comportamento C3 (Freschi et al.,, 2010).

Até o estagio atual das pesquisas, ha poucos estudos relacionando o 6xido nitrico
com o processo de organogénese vegetal. Um desses estudos diz respeito a
necessidade do 6xido nitrico para a organogénese de raizes adventicias em plantas
de pepino (Pagnussat et al., 2002). Recentemente, foi constatada a relacdo dose-
dependente entre 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio na formacao de raizes

adventicias da Tagetes erecta L. ‘Marvel’ (Liao et al., 2009).

O papel do 6xido nitrico como molécula sinalizadora apresentado por diversos
grupos mostra o seu envolvimento em uma série de vias metabdlicas, variando
desde defesa em plantas até varios aspectos do desenvolvimento. No entanto,
ainda ha uma grande escassez de informagdo no que concerne a organogénese e

esse foi um dos motivos que levou a realizacao do presente trabalho.



I.2. A Quimica do Oxido Nitrico

O o6xido nitrico é uma molécula diatdmica, composta por um atomo de oxigénio e
um de nitrogénio. A presenca de um elétron desemparelhado no orbital  confere a
molécula uma alta reatividade e, geralmente, uma meia-vida que varia de um a dez
segundos. Foi demonstrado que a reacdo do 6xido nitrico com o oxigénio no ar é
cerca de 300 vezes mais rapida que na fase aquosa, devido a maior concentragido
de oxigénio (Nagano e Yoshimura, 2002). Além disso, foi estimado que em meio
fluido contendo uma concentracao de 6xido nitrico de 1 uM e de oxigénio inferior a

100 pM, a meia-vida do radical pode chegar a 15 minutos.

Assim, a meia-vida do radical depende do meio que o envolve. Quando o 6xido
nitrico esta dissolvido na agua, ele é relativamente estavel; por outro lado, na
presenca de ar, o 6xido nitrico reage rapidamente com o oxigénio, formando
dioxido de nitrogénio (Konstadt, 1995). As equacgdes a seguir mostram as reacoes

que ocorrem com o 6xido nitrico dissolvido em agua (1) e no ar (2).

(1) 4NO + 03 + 2H20 = 4NOy + 4H*
(2NO + %4 02> NO2

A producao de oOxido nitrico ocorre tanto pela acdo do homem quanto
naturalmente. A produc¢do antropogénica do radical tem ocorrido ao longo do
tempo desde o inicio da era industrial. Atualmente, com o desenvolvimento
tecnoldgico, bem como a conscientizacdo das pessoas sobre os impactos
provocados pela poluicdo do ar, medidas tém sido adotadas para se reduzir a
emissao de gases para a atmosfera - um exemplo é o tratamento dos gases
liberados pelas industrias e automoveis, através de filtros especiais e uso de
catalisadores. Na natureza, a forma mais comum de producdo de éxido nitrico
ocorre durante a ocorréncia de relampagos, que provoca a reacdo do nitrogénio
com diéxido de carbono, formando o radical livre. Quando o radical reage com o
oxigénio, ocorre a formacdo de didxido de nitrogénio que reage com a agua,

formando a chuva acida.



O oxido nitrico é um gas toxico, corrosivo, inodoro e levemente soluvel em agua. A
sua solubilidade em meio aquoso livre de oxigénio é de 1,9 mM a 25°C. Trata-se de
um radical soldvel em solventes organicos, tais como metanol (14 mM), tolueno
(11 mM) e n-hexano (18 mM) - assim, sugere-se que o 6xido nitrico é lipossoluvel
e que pode ser rapidamente transportado através da membrana celular (Nagano e

Yoshimura, 2002).

Além da forma molecular, a existéncia do 6xido nitrico pode ocorrer em outras
formas, de maneira intercambiavel, como: radical (NO*); cation nitrosonium (NO*)

e radical nitroxil (NO-) (Neill et al., 2003).

Quanto ao modo de a¢do, o 6xido nitrico pode agir de maneira direta ou indireta:
na primeira, o radical pode interagir diretamente com biomoléculas, metais
complexos e outros radicais livres; por outro lado, o 6xido nitrico pode interagir
indiretamente, através da sua reacdo com oxigénio ou superodxido, formando
espécies reativas de nitrogénio (RNS, do inglés “reactive nitrogen species”) capazes

de reagir com DNA, proteinas e lipidios (Wink e Mitchell, 1998).

Altas concentragdes de NO resultam na produc¢do do peroxinitrito, o qual exerce
efeitos deletérios sobre lipidios, DNA e proteinas, da mesma maneira que as

espécies derivadas de oxigénio, como o radical hidroxil.



1.3. A Biossintese do Oxido Nitrico

A biossintese do 6xido nitrico em mamiferos

0 6xido nitrico, em animais (mamiferos), pode ser produzido de forma constitutiva
ou indutiva pela enzima sintase de 6xido nitrico (NOS - do inglés “Nitric Oxide
Synthase”). A producao constitutiva de 6xido nitrico ocorre na presenca de calcio e
das enzimas NOS, as quais estdo localizadas no endotélio, plaquetas, neuronios e
outros tecidos. A producdo é transitéria e a concentracdo do radical produzido é da
ordem de picomolar. Por outro lado, a produc¢do indutiva do o6xido nitrico
independe da presenca de calcio e ela se mantém por horas, na ordem de
nanomolar - essa alta producdao promove a citotoxicidade pelo radical, que

desempenha fun¢ao na imunidade celular. (Konstadt, 1995).

A producao de 6xido nitrico pela enzima NOS ndo € a tnica via disponivel para os
animais. Foi constatado que a produg¢do do radical a partir do nitrito ocorre sob
condicdes especificas e que é importante para a vasodilatacio em situacdo de
hipoxia. Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram que as enzimas 6xido-
redutases, sob hipdxia, também geram 6xido nitrico através da reducdo do nitrito.
O nitrito pode funcionar como um sinal Unico e significante durante um amplo
leque de processos fisioldgicos e fisiopatolégicos, incluindo a alteracao da
expressao génica, modificacdo da sinalizagdo promovida pelo cGMP, inibicao da

atividade do citocromo P450 e nitrosilagdo de proteinas (Bright et al.,, 2009).

A tabela 1 lista os principais genes responsaveis pela codificagdo da enzima NOS
em mamiferos (Palavan-Unsal e Arisan, 2009). Recentemente, foi descoberta

também a producao mitocondrial de 6xido nitrico.



Tabela 1 - Principais genes responsaveis pela produg¢do de 6xido nitrico em
mamiferos. NOS: “Nitric Oxide Synthase”, ou seja, sintase do 6xido nitrico.

Genes sintase do 6xido nitrico Tamanho
Endotelial (eNOS) 135 kDa
Neuronal (nNOS) 160 kDa - é a enzima com maior tamanho

130 kDa - sua expressdo é aumentada na
Formas induzidas (iNOS)
presenca de interferon

Mitocondrial (mNOS) Descoberta recentemente

A biossintese do 6xido nitrico em plantas

Em plantas foram propostas, inicialmente, trés vias de produc¢do de 6xido nitrico:
uma ndo-enzimatica e duas enzimaticas, sendo que uma das vias enzimaticas
envolve a participacdo de enzima com atividade semelhante a NOS e a outra é

dependente da atividade da enzima redutase do nitrato (Neill et al., 2003).

A via ndo-enzimatica ocorre sob condi¢gdes especificas em compartimentos
acidificados (pH inferior a 4,5 e pK de aproximadamente 3,2), como é o caso do
apoplasto, local onde ocorre a reducdo do nitrito (Bethke et al, 2004, Planchet e

Kaiser, 2006).

A proposta de producao de 6xido nitrico em plantas através de uma enzima NOS, a
exemplo do que ocorre em animais, tem sido tema muito controverso entre a
comunidade cientifica. Nessa via, a enzima NOS promove a conversao da L-arginina
em L-citrulina na presenca de O, e NADPH, gerando o6xido nitrico, agua e

NADP+*como subprodutos.

Em cloroplastos é possivel que a producdo de NO seja devido a ocorréncia de
ambas as vias, tanto a da enzima semelhante a NOS quanto a da redutase do nitrato

(Jasid et al., 2006).



A proposta de producao de 6xido nitrico pela NOS ndo é a mais aceita atualmente,
uma vez que até agora essa enzima nao foi detectada em plantas. Além disso, ndo
foi localizada uma seqiiéncia homoéloga para o gene NOS de mamiferos em
Arabidopsis thaliana, espécie cujo genoma ja se encontra completamente

seqiienciado (Planchet e Kaiser, 2006, Yamasaki et al., 1999).

A principal via conhecida de biossintese de 6xido nitrico faz parte do metabolismo
do nitrogénio e envolve a participacdo da enzima nitrato redutase que, além de
catalisar a oxidacao do nitrato (NO3") em nitrito (NO2") é responsavel pela oxidacdo
do nitrito em 6xido nitrico (Planchet e Kaiser, 2006, Crawford, 2006). A equacdo
seguinte mostra como ocorre a produc¢do de 6xido nitrico pela via da redutase do

nitrato.

NR

NO3-> NO—2 > NO
Posteriormente, outros mecanismos de sintese de 6xido nitrico pela acdo da
enzima nitrito redutase foram descobertos. Dentre eles, constatou-se a produc¢ao
de 6xido nitrico pelos cloroplastos de soja - Glycine max var ADM 4800 (Jasid et al.,
2006). Resumidamente, as principais vias de producdo de 6xido nitrico em plantas

estdo listadas na tabela 2.

Tabela 2 - Principais vias conhecidas de producdo de 6xido nitrico em
plantas.

Tipo de produgdo Via de producdo  Caracteristicas

Reducao do nitrito; pH < 4,5;
Nao enzimatica Apoplasto
pK ~3,2.
Enzimas Enzimas ainda ndo identificadas. Producdo de
semelhantes a NO em diversos tecidos e organelas
NOS (mitocdndria e perixossomo).
Nitrato/Nitrito Reducdo do nitrato em nitrito e do nitrito em
Enzimatica
redutase oxido nitrico.
Ni:NOR A enzima nitrito:NO oxidorredutase promove
a reducdo do nitrato a nitrito no apoplasto
em raizes.




I.4. Papel do Oxido Nitrico
O papel do 6xido nitrico em mamiferos

O 6xido nitrico é a segunda molécula gasosa com fungao sinalizadora reconhecida
pela ciéncia - antes do NO, apenas o etileno desempenhava tal papel (Wojtaszek,
2000). Desde a sua descoberta, uma série de funcdes importantes tem sido
atribuida ao 6xido nitrico, demonstrando a importancia universal que o radical
possui como molécula sinalizadora. A tabela 3 mostra as principais fungdes

desempenhadas pelo 6xido nitrico, em mamiferos.

Tabela 3 - Relacdo das multiplas funcdes que o 6xido nitrico (NO)
desempenha em mamiferos. Modificado de Wink e Mitchell, 1998.

Papel Efeitos

Antioxidante

Inibicdo da adesdo de leucocitos

Protetor

Protecdo contra a toxicidade dada pelos fatores de necrose tumoral

To6nus vascular

Adesao celular

Permeabilidade vascular

Neurotransmissao

Broncodilatacdo

Regulatorio

Inibicdo da adesdo de plaquetas

Supervisdo do sistema imune

Fungdo renal

Inibi¢do do funcionamento de enzimas

Indugdo de danos ao RNA

Inducio da peroxidacdo de lipideos

Radiagdo

Deletério

Aumento da susceptibilidade a: Agentes alcalinizantes

Metais toéxicos

Exaurimento das reservas de antioxidantes




O 6xido nitrico pode atuar de forma direta, como um radical livre, ou de forma
indireta, através de compostos resultantes da sua reacdo com o oxigénio (0O2) ou
com o radical superéxido (02), por exemplo, dando origem as espécies reativas de
nitrogénio. No primeiro caso, o 6xido nitrico pode interagir diretamente com
metais complexos, presentes na hemoglobina/mioglobina, com a enzima guanilato
ciclase, com o citocromo P450 e com proteinas responsivas a unido com ferro.
Além disso, o 6xido nitrico pode reagir com radicais de alta energia, tais como
radicais baseados em carbono, lipidios e di6xido de nitrogénio. No segundo caso, o
6xido nitrico reage com o oxigénio ou o radical superéxido, formando as espécies
reativas de nitrogénio, que podem catalizar as seguintes reagdes: nitrosacao,
formando como produtos nitrosamina e s-nitrosotiol; oxida¢do, resultando na
quebra de moléculas de DNA, peroxidacdo de lipidios e hidroxilagdo; e nitracao,

formando nitrotirosina.
O papel do 6xido nitrico em plantas

Apesar dos estudos relacionando o papel do 6xido nitrico em plantas terem
comecado depois do reconhecimento da importancia do radical em muitos
processos fisiolégicos em mamiferos, uma série de descobertas foi realizada e
constatou-se a importancia que o NO desempenha em muitos processos do
crescimento e desenvolvimento (tabela 4), bem como nas situagdes de estresses

bidtico e abidtico.

Tabela 4 - Efeitos do 6xido nitrico no crescimento e desenvolvimento das

plantas. Modificado de Palavan-Unsal e Arisan, 2009.

Processo fisiol6gico Efeito

Expansdo foliar Indugdo
Crescimento radicular Indugdo

L = P

S 5 Senescéncia Retardo

5 E Germinacdo de semente Estimula¢do

g _g' Desestiolamento Estimulagdo

§ § Alongamento do hipocétilo Inibicdo

© 3 Amadurecimento de frutos Inibicdo
Abertura/Fechamento estomatico Estimula¢do/Inibicdo
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I.5. Metodologia de Pesquisa do NO

As pesquisas sobre o papel que o 6xido nitrico desempenha em um determinado
processo fisiolégico envolvem trés abordagens basicas, pré-requisitos para o
desenvolvimento de estudos subseqiientes. Sdo elas: emprego de substdncias
doadoras ou seqiiestradoras de 6xido nitrico, a utilizacdo de uma ou mais técnicas
para fazer a quantificacdo do radical e o emprego de algum marcador para a

visualizacao in situ dos locais de producdo na célula e/ou tecido animal ou vegetal.

[.5.1. Substancias Doadoras ou Seqiiestradoras de NO

Os principais fatores limitantes para a realizacdo de estudos sobre os possiveis
papéis que o 6xido nitrico desempenha em plantas se devem a falta de mutantes
com producdo diferencial de NO e ao desconhecimento das moléculas capazes de

perceber e traduzir os sinais fornecidos pelo NO (Ederli et al., 2009).

Assim, o emprego de substancias doadoras ou seqiiestradoras de 6xido nitrico tem
sido uma ferramenta amplamente utilizada para realizar estudos de suas funcdes.
Por meio do fornecimento ou seqliestro do radical é possivel analisar os efeitos
fenotipicos provocados no vegetal em estudo ou, ainda, realizar andlises

protedmicas e gendmicas.

Os reagentes mais utilizados na doacao de 6xido nitrico sdo o nitroprussiato de
sédio (NPS) e o S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP). Para o sequestro do 6xido
nitrico, sao utilizados o 2-fenil-4,4,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido (PTIO) e
o sal de potassio (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido

(cPTIO).
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O cPTIO é um reagente usado como seqiiestrador de dxido nitrico, muito utilizado
nos mais variados tipos de estudos envolvendo o radical. O seu modo de acgdo
consiste na sua reagdo com o NO, formando carboxi-PTI e diéxido de nitrogénio
(Cao e Reith, 2002). A figura 1 mostra a molécula de cPTIO e a sua reagao com o

oxido nitrico.

4 = N

HsC \ ° Carboxi-PTIO + NO
H-C
H'¥=Ciu?__@_(cu«: ﬂ

HiC Carboxi-PTI + NO,

\ )

Figura 1 - (A) Molécula de carboxi-PTIO - sal de potassio 2-(4-carboxifenil)-
4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido (Sigma-Aldrich®); (B) Reacgao
do cPTIO com o o6xido nitrico, formando carboxi-PTI e NO;. Férmula
Molecular: C14H16KN204; Peso molecular: 315,39.

I.5.2. Técnicas de Quantificagcao

Varias técnicas foram desenvolvidas para realizar a quantificacdo de 6xido nitrico
e cada uma delas apresenta vantagens e desvantagens em relacdo ao material que
sera analisado, que pode ser desde uma planta inteira até um extrato de células,
um purificado de mitocondria ou um purificado da redutase do nitrato (Planchet e

Kaiser, 2006).

Ha técnicas que permitem quantificar 6xido nitrico em tempo real, ou seja, a
medida que o radical é liberado pelo material que esta sendo analisado. Nesse caso,
0 material é preservado e permite a sua utilizacdo para outras analises como, por
exemplo, quantificacdo de etileno, dosagem hormonal ou andlise protedmica.
Entretanto, técnicas que permitem a quantificacio de Oxido nitrico sem a
destruicdo do material dependem da quantidade do radical produzido, uma vez

que é necessario ocorrer a sua difusdo para o meio externo, ou seja, para fora das
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células e tecidos, de maneira a permitir a sua deteccdo. Assim, a vantagem de nao
ter que destruir o material para determinar a quantidade de radical produzido
revela uma desvantagem técnica quando o 6xido nitrico produzido é liberado em
quantidade muito pequena, em concentragdes insuficientes para, a partir do local
de producdo, atravessar organelas, células, tecidos e alcangar o meio externo.
Neste caso, as chances de deteccdo diminuem muito. Uma alternativa a ser adotada
¢ aumentar o nimero amostral do material, na expectativa de aumentar a

concentracdo de 6xido nitrico liberado passivel de deteccao.

Dentre as técnicas nao-invasivas para a detec¢do de 6xido nitrico podemos citar a
deteccdo laser-fotoacustica, a espectrometria de ressonancia de spin eletronico e a
quimiluminescéncia. Por outro lado, ha técnicas que exigem um preparo prévio do
material a ser analisado para a quantificacdo de 6xido nitrico, como é o caso em
que é necessaria a obtencdo de um extrato para reacdo com determinados

reagentes.

A técnica de quimiluminescéncia consiste na reacdo quimica do NO com o O3
(ozbnio). Dessa reacdo é formado NO; (diéxido de nitrogénio), sendo que uma
proporc¢ao é formada em um estado eletronicamente excitado (NO2*) - ao retornar
para o estado fundamental, ocorre emissdao de luz préximo a faixa do
infravermelho, a qual pode ser quantificada por um fotomultiplicador (FEELISCH et

al,, 2002).

A quantificacao por quimiluminescéncia apresenta uma série de vantagens, dentre
elas: alta sensibilidade na detec¢do de 6xido nitrico, alcancando a escala de partes
por bilhdo ou até mesmo partes por trilhdo; alta especificidade para detectar o

radical; possibilidade de realizar a quantificagdo em tempo real (Xu et al., 2004).
A quantificacdo por quimiluminescéncia associada a técnicas de cultivo in vitro é

altamente vantajosa no sentido de ndo envolver microorganismos, pois bactérias e

fungos sao grandes produtores de 6xido nitrico. Desta maneira, a manutengdo de
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cultivos em meios de culturas isentos e protegidos de elementos contaminantes

permite um maior e melhor controle na detec¢do do radical.

A tabela 5 relaciona as principais técnicas de quantificacdo de 6xido nitrico,
divididas em quantificagdo direta, quando é o préprio radical que é quantificado, e
indireta, quando a quantificagdo do o¢xido nitrico é realizada por meio de

metabdlitos estaveis do radical, tais como nitrato, nitrito ou L-citrulina.

Tabela 5 - Relacdo das técnicas utilizadas na deteccdo do 6xido nitrico,
classificadas de acordo com o tipo de detecgdo: direta, quando é o préprio
radical que é quantificado; ou indireta, quando o produto da quantificacdo
sdo metabolitos biolégicos.

Técnicas de

Principio
Quantificaciao

Quimiluminescéncia Reagdo do 6xido nitrico com ozo6nio ou luminol.

Fluorimetria Utilizagdo de um fluoréforo para 6xido nitrico.
% Espectrofotometria Formacgdo do complexo NO-hemoglobina (NOHb)
E Espectrometria de Uso de armadilhas para o 6xido nitrico, tais como
’§ Ressonancia de Spin hemoglobina, compostos organicos e complexos Fe-
§ Eletrdnico ditiol-Carbamato

B _ Detecgdo através de microeletrodos especificos para
Detecgdo eletroquimica . o
oxido nitrico

o Fluorimetria Quantificacdo de metabdlitos bioldgicos estaveis de
]

Im + 7 . 7. . . . . . .

S @ Espectrofotometria oxido nitrico ou L-arginina, como nitrato, nitrito e L-

g 3 - .

] £ Radiometria citrulina.

1.5.3. Bioimagens

A obtencdo de bioimagens das células e tecidos produtores de 6xido nitrico é feita
através da utilizagdo de fluoréforos, que funcionam de maneira o6tima sob
condig¢des especificas. Trés familias principais de fluoréforos foram desenvolvidas
para a detec¢do de oOxido nitrico, sendo elas: DAN - Diaminonaftalenos; DAR -

Diaminorodaminas; DAF - diaminofluoresceinas acetato.
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A etapa de obtencao de bioimagens esta intimamente associada a deteccao do

o6xido nitrico, o que permite a identificagdo dos sitios produtores do radical.

Um dos fluoréforos mais utilizados é a diaminofluoresceina diacetado (DAF-2 DA).
O seu modo de agdo pode ser dividido em duas etapas (figura 2): na primeira, ao
atravessar a membrana da célula, a molécula DAF-2 DA é hidrolisada pela
atividade intracelular das esterases de membrana, formando DAF2; rapidamente,
na etapa seguinte, a molécula DAF2, na presenca de oxigénio, 6xido nitrico e sob
pH neutro, é convertida em triazol fluoresceina (DAF-2T), que é a forma
fluorescente — nessa condi¢do, quando a molécula é excitada com luz na faixa de
450 nm, ocorre emissdo de luz verde-esmeralda a 515 nm que pode ser observada,
por exemplo, através de microscopia de fluorescéncia ou microscopia de varredura

a laser confocal.

Esterases

DAF-2 DA DAF2
4 5 Diaminofluoresceina 4.5 Diaminofluoresceina Triazol Fluoresceina
L Diacetato N

Figura 2 - esquema representativo do modo de agao do marcador para
6xido nitrico DAF-2 DA.

Outro fluoréforo bastante utilizado é a diaminorodamina-4M AM (DAR-4M AM).
Esse marcador também atravessa a membrana celular e reage com o 6xido nitrico,
emitindo uma coloragao avermelhada a 575 nm quando a molécula é excitada com

luz na faixa de 560 nm.
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[.6. O Desenvolvimento Vegetal

O desenvolvimento vegetativo de uma planta tem inicio com a embriogénese, fase
na qual se da o estabelecimento do corpo basico do vegetal e a formacdo dos
meristemas. A capacidade dos meristemas na geracdo de estruturas altamente
repetitivas permite a ocorréncia do fendmeno do crescimento indefinido, ou seja,
do crescimento aberto. Esse fendmeno é notavel em espécies perenes, como é o
caso das grandes arvores capazes de crescer por centenas de anos e, em alguns
casos, por milhares de anos. Como exemplos da longevidade alcangada por
algumas arvores, podemos citar um pinheiro (Picea abis) encontrado no Parque
Nacional de Fulufjdllet, provincia de Dalarna, noroeste da Suécia - a idade da
arvore calculada foi de 9.550 anos em 2008. Recentemente, no Condado de
Riverside (sul da Califérnia, Estados Unidos), foi encontrada a arvore mais antiga
do mundo. Trata-se de um carvalho da espécie Quercus palmeri com 13 mil anos,
que superou as condi¢cdes climaticas mais extremas e que tem sobrevivido desde a

Era do Gelo (May et al., 2009).

Essa grande longevidade alcancada por algumas espécies se deve ao
estabelecimento dos meristemas primarios durante a fase de embriogénese. Nesta
fase, o padrao axial do embrido, com o estabelecimento da regido apical e basal, é
determinado logo na primeira divisao do zigoto - posteriormente, depois de
algumas divisdes celulares, a regido apical do embrido da origem ao meristema
apical da parte aérea, enquanto que a regido basal d4 origem ao meristema da raiz.
Logo apods a fase de germinacgdo, estes meristemas se tornam ativos, sendo o
meristema apical caulinar o responsavel pela formagdo de todos os tecidos e
orgdos aéreos e o meristema apical radicular, pela extensdo da raiz primaria.

(Doerner, 2003).
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I.7. Meristemas - Regulaciao Génica e Hormonal do MAC

Regulacao Génica
A funcdo meristematica é regulada por uma grande rede de sistemas, dindmicos e
interconectados, que incluem as redes de transcricdo, sinalizacao intercelular,

transporte polarizado de hormoénios (Heisler e Jonsson, 2007).

Os meristemas sdo caracterizados por serem constituidos de populagoes de células
de pequenas dimensdes e isodiamétricas. Estas células sdo responsaveis pela
formacdao de todos os tecidos e 6rgaos da planta, de acordo com uma rota de
diferenciagdo  pré-determinada. Entretanto, um conjunto das células
meristematicas se autoperpetua indefinidamente, com a manuten¢do da sua
pluripotencialidade - sdo denominadas células-tronco e estao situadas em um
microambiente, o nicho de células-tronco, onde a diferenciacdo é inibida pela
sinalizacdo das células localizadas ao seu redor. Células-filhas que se originam da
divisao das células-tronco, e que permanecem na regido do nicho, persistem como
células-tronco; por outro lado, as células-filhas que se formaram fora do nicho
assumem uma rota de diferenciacdo de 6rgao em resposta a sinalizagdo posicional
(Tucker e Laux, 2007). As células-tronco sdo responsaveis pelo suprimento das
células do meristema e, de modo final, por todas as células que compdem os mais

variados tecidos e 6rgdos da planta (raizes, caule, folhas e demais estruturas).

A manutengao dos nichos de células-tronco é regulada geneticamente e o modelo
estd bem descrito para Arabidopsis thaliana. Nesse modelo, o meristema apical
caulinar (MAC) é dividido em zona central e periférica. Enquanto as células-tronco
sao mantidas na zona central, as suas células descendentes sao deslocadas em
relacdo a zona central, fazendo parte da zona periférica. O gene SHOOT
MERISTEMLESS (STM) é expresso tanto na zona central quanto na periférica, sendo
responsavel pela manutencdo da divisdo celular e retardo na diferenciacio em
6rgdos das células; entretanto, a manutencdo das células-tronco é dependente
também da expressao do gene WUSCHEL (WUS) no centro organizador (CO). O
gene CLAVATA (CLV) é responsavel pela regulacido da expressio do gene

17



WUSCHEL e, conseqlientemente, pelo tamanho da populacdo das células-tronco.
Em linhas gerais, a regulacao ocorre a partir da producao do peptideo CLV3, que
inibe o WUS através da ativacdo de um receptor transmembranico do tipo cinase,
composto pelas subunidades CLV1 e CLV2. Uma falha na rota regulatéria CLV
provoca um grande aumento do nimero de células na zona central, devido a um
aumento da proliferacdo das células da zona central ou a uma reducdo da
passagem das células da zona central para a zona periférica. Um fato interessante é
a conversao das células da zona periférica em células com identidade igual aquelas
localizadas na zona central, quando se promove a inibicdo da funcao da CLV3

(Sablowski, 2007).

A rota CLAVATA é uma parte do mecanismo que regula precisamente o nimero de
células-tronco. A rota responsavel pela inibicao da diferenciagdo das células-tronco
e seus descendentes imediatos é dependente dos genes da classe | KNOTTED1-like
homeobox (KNOX), como por exemplo, o STM. Quando ha uma inibicdo da
expressdo dos genes do tipo KNOX, ocorre a ativagdo de genes que antagonizam as
funcdes meristematicas e tem-se inicio a formacdo de 6rgaos na periferia do

meristema (Castellano e Sablowski, 2005), tais como folhas e flores.

Regulacao hormonal do MAC

O surgimento de um primoérdio foliar na regido do meristema apical caulinar deve
se ao transporte/acumulo de auxina e também a inibicao dos genes KNOX. Depois
do estabelecimento do primérdio do 6rgdo, este funciona como um dreno para a
auxina, exaurindo-a das células ao seu redor. Desta maneira, outro primordio foliar
somente podera se estabelecer a certa distdncia do primeiro ja em
desenvolvimento, portanto em uma posicdo distinta onde a auxina possa se
acumular (Castellano e Sablowski, 2005). Além da auxina, foi proposto também
que as giberelinas poderiam exercer um papel antagonista na expressao dos genes
KNOX no processo da organogénese. Além disso, a sintese de citocininas é inibida
por altas concentra¢des de auxina, impedindo a expressdao de STM e afetando a
distribuicdo da auxina através do controle da filotaxia, influenciando desta

maneira no surgimento de um novo primordio foliar.
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[.7.1. A Organogénese Adventicia Induzida in vitro

A organogénese adventicia em plantas cultivadas in vitro pode ocorrer a partir de
explantes (tecidos ou 6rgdos) incubados em meio de cultura contendo reguladores
de crescimento, ou seja, substdncias sintéticas que mimetizam as auxinas e
citocininas enddgenas. Esse processo é dependente de um fino balango entre essas
substancias reguladoras do crescimento, sendo responsavel pela indugdo de uma
determinada estrutura, por exemplo, eixos caulinares ou raizes (Christianson e

Warnick, 1983).

A organogénese in vitro pode ser classificada como direta ou indireta: no primeiro
caso, a formagdo de um novo 6rgdo ocorre sem a formacao intermediaria de calos;
no segundo caso, a formacdo de calos, que sdo estruturas compostas por grupos de
células pluripotentes crescidas em meio de cultura com reguladores de
crescimento, ocorre em um estagio anterior a formag¢do da estrutura adventicia.
Um exemplo do primeiro caso é a inducao da formacdo de eixos caulinares a partir
de bases foliares de abacaxizeiro incubadas sob concentragdes especificas de
auxina e citocinina (Wang et al, 2009). No segundo caso, a formagao indireta de
estruturas adventicias pode ser exemplificada por folhas de tabaco. Em um
primeiro instante, induz-se a formagdo e o crescimento de calos; em um segundo
momento, com o uso de balancos especificos de auxina e citocinina, os calos sdo

induzidos a formarem raizes ou eixos caulinares (Skoog et al., 1967).

Entretanto, a organogénese adventicia pode ocorrer sem a indug¢do por
reguladores de crescimento. Plantas de Catasetum fimbriatum (Orchidaceae)
representam um modelo vegetal que exemplifica o fino controle exercido pelo
apice sobre regido radicular - o simples isolamento de pontas de raizes e a
incubacdo em meio de cultura sem reguladores de crescimento resultam na

formacao de plantas inteiras (Kerbauy, 1984).
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1.8. O Abacaxizeiro (Ananas comosus)

O Ananas comosus (L) Merr. (figura 3), conhecido popularmente como
abacaxizeiro, pertence a familia Bromeliaceae, classe Monocotiledonea, e sua

infrutescéncia é um dos principais produtos comercializados nos paises tropicais e

subtropicais.

Figura 3 - Ananas comosus. A - Plantas adultas e suas infrutescéncias
(fonte: www.vuatkerala.org); B - Planta cultivada in vitro, obtida a partir de
um segmento nodal do eixo caulinar estiolado de uma planta crescida no
escuro. Idade aproximada: 3-4 meses; altura: ~ 10 cm.

Originario das Américas, o abacaxizeiro tem como principais produtores os
seguintes paises: Tailandia, Brasil, Filipinas, Estados Unidos (Havai), China, india e
Nigéria (Souza et al., 2009). A sua producdao mundial em 2008 chegou a mais de 19
milhdes de toneladas, sendo o Brasil responsavel pela producio de

aproximadamente 13% desse total (HTTP://FAOSTAT.FAO.ORG).

No Brasil, os principais estados produtores de abacaxi sdo a Paraiba, Minas Gerais,
Para, Bahia e Ceara (HTTP://WWW.IBGE.GOV.BR). Conhecido como ibacati (fruta
cheirosa) pelos indigenas brasileiros, possui uma série de outros nomes: em
espanhol, o abacaxizeiro é conhecido como “pifia” e, em inglés, como “pineapple”;

franceses, italianos, holandeses e alemaes chamam-na de “ananas”.
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O abacaxizeiro é uma planta perene, de baixa estatura, cujas raizes pequenas e
profusas alcangam até 15 cm de profundidade no solo; as folhas sdo esverdeadas e
apresentam forma de calhas, dispostas em espiral ao redor da haste central. No
final do desenvolvimento, as flores ddo origem a pequenos frutos, denominados
bagas, que ficam préximas umas das outras e dispostas ao redor de um eixo
central. A infrutescéncia apresenta forma cilindrica ou conica, composta pela parte
consumivel localizada na base e uma coroa de folhas no apice. A polpa do fruto
apresenta aroma e sabor, além de ser levemente acido; aproximadamente 75% da
massa fresca é composta por agucares, além de possuir sais minerais (calcio,
fésforo, magnésio, potassio, sddio, cobre e iodo) e vitaminas (A, B1, Bz, C e acido

nicotinico) (HTTP://WWW.SEAGRL.BA.GOV.BR).

[.8.1. Organogénese Adventicia em Abacaxizeiro

Estudos sobre a organogénese adventicia em plantas de abacaxizeiro datam desde
a década de 70. Nessa época, a busca por técnicas alternativas de propagacdo
assexuada de plantas de importancia horticultural resultou na descricao dos
fatores que controlam a morfogénese de plantas a partir de eixos caulinares e
explantes foliares de abacaxizeiro. Foi constatada a necessidade da aplicacdo de
auxinas e citocininas e suas influéncias sobre o processo organogenético

adventicio (Mathews e Rangan, 1979).

Plantas de abacaxizeiro representam um modelo vegetal interessante para o
estudo do processo da organogénese adventicia. Plantas crescidas a partir de
segmentos nodais estiolados apresentam, na regido basal das folhas, células que,
quando incubadas em meio de cultura contendo reguladores de crescimento na
concentracdo de 0,53 puM de acido naftaleno acético para cada 8,87 uM de
benzilaminopurina, sdo capazes de dar inicio a formacdo de meristemas
adventicios (Souza et al., 2003, Mercier et al, 2003). Além de apresentar uma
capacidade intrinseca de formar uma planta diretamente através da inducdo
adventicia do eixo caulinar, o0 Ananas comosus é um modelo vegetal que elimina a
necessidade do estabelecimento e manutenc¢do de culturas indiferenciadas (calos)

nos laboratdrios de pesquisa (Wang et al., 2009).
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Il - OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivos estudar se o 6xido nitrico estaria envolvido com a
sinaliza¢do da organogénese adventicia que ocorre em bases foliares de plantas de
Ananas comosus quando essas sdo cultivadas in vitro na presenca de reguladores
de crescimento, promovendo a formacdo de eixos caulinares. Além disso,
procurou-se conhecer a via de producao e localizacao in situ do NO sintetizado
pelos explantes foliares durante a inducao e o estabelecimento da organogénese
adventicia. Como se tratou de um dos primeiros trabalhos realizados in vitro
visando a deteccdo do NO por quimiluminescéncia do Laboratoério de Fisiologia
Vegetal, um outro objetivo desta pesquisa foi adequar o método de quantificacao
de NO em fluxo continuo para a condicao de cultivo asséptico dos explantes

foliares de abacaxizeiro.

II.1. Estratégias Experimentais

Para isso, foram realizadas as seguintes experimenta¢des: quantificacdo do 6xido
nitrico pela técnica de quimiluminescéncia; obtencdo de bioimagens para
identificacdo dos tecidos responsaveis pela emissdo de 6xido nitrico durante a
organogénese, com uso dos marcadores DAF 2-DA e DAR-4M AM, e verificacao da
essencialidade do radical para a etapa de indugdo a organogénese através do
cultivo dos explantes em meio indutor da organogénese (SIM, do inglés “Shoot
Induction Medium”), contendo o seqliestrador de oOxido nitrico, o cPTIO.
Adicionalmente, foram realizadas quantificagdes comparando a producao de 6xido
nitrico por bases foliares incubadas em meio de cultura SIM, contendo inibidores

das vias enzimaticas NR e NOS.

A producdo de perédxido de hidrogénio por bases foliares cultivadas em meio de
cultura SIM também foi analisada, visando conhecer a existéncia de um outro

possivel sinalizador relacionado com a produgao de NO.
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I11 - MATERIAL E METODOS

III.1. Material Vegetal

O material vegetal utilizado foi a espécie Ananas comosus variedade Smooth
Cayenne. Plantas clonadas e cultivadas in vitro no Laboratoério de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Botanica da Universidade de Sao Paulo foram as fontes de

explantes foliares para os experimentos.

II1.1.1. Obtencao Inicial das Plantas Fornecedoras de Explantes
Foliares e Obtencao dos Explantes Foliares

O namero necessario de plantas para a obtencdo dos explantes foliares foi obtido
pelo cultivo de plantas no escuro visando ao seu estiolamento (Souza et al., 2003).

O estiolamento e o crescimento de plantas foram realizados em frascos de vidro
que receberam 80 mL de meio de cultura da formulagao MS (Murashige e Skoog,

1962), cuja composicao encontra-se descrita no apéndice (item A).

A figura 4A mostra o procedimento adotado para a multiplicagdo de plantas
utilizadas nos experimentos. Plantas com idade entre 5-6 meses tiveram suas
folhas removidas, bem como o excesso de raizes e foram inoculadas no meio de
cultura MS e mantidas em ambiente com auséncia de luz, por um periodo minimo
de 3 meses. Ao término do periodo de estiolamento, os segmentos nodais das
plantas estioladas foram isolados e depositados em uma placa de Petri® contendo
uma lamina de agua esterilizada para evitar a desseca¢do. Ap6s o acimulo de um
numero suficiente de segmentos nodais isolados, estes foram inoculados em
frascos de vidro contendo 80 mL meio de cultura MS, onde cresceram por um
periodo de 3-4 meses (figura 4B). A formacao das plantas a partir dos segmentos
nodais ocorreu em ambiente controlado, sob fotoperiodo de 12 horas, temperatura
de 25+1°C e intensidade luminosa de 50 pmoles.m-2s-1 obtida a partir de l1ampadas

brancas fluorescentes.
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Na figura 4 (B1-B4) sdo exibidas as etapas para a obtenc¢do dos explantes foliares
utilizados nos experimentos.

Plantas com idade variando de trés a quatro meses foram utilizadas para a
obtencdo dos explantes foliares utilizados nos experimentos. Os explantes foram
obtidos a partir da 42 e 52 folha do eixo caulinar, através do isolamento da regiao
basal - extremidade final da folha com cerca de 1 centimetro. Uma vez isolado, o
explante era mantido em uma placa de Petri® contendo uma lamina de agua
esterilizada para evitar seu dessecamento, estando entdo disponivel para

utilizagao nos experimentos.

5-6 meses

'y
i
B
4]
w
4]
wn

Figura 4 - (A) Procedimento para multiplicacdo de plantas a partir de
segmentos nodais de uma planta estiolada. A1-Planta jovem de 5-6 meses.
A2-Planta com as folhas removidas e que foi colocada para estiolar. A3-
Remocao do segmento nodal. A4 - Desenvolvimento da gema nodal até eixo
caulinar. (B) Obtencdo de explantes a partir de uma planta com idade de 3-
4 meses. Bl-isolamento das 42 e 52 folhas. B2-isolamento das bases
foliares. B3-formacdo de protuberancias em meio de cultura indutor de
organogénese. B4-desenvolvimento dos eixos caulinares a partir das
protuberancias.
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Dois foram os tipos de tratamentos realizados, conforme o meio de cultura: o
primeiro, denominado SIM (“Shoot Induction Medium”), foi o meio de cultura
indutor das bases foliares a organogénese, ou seja, a formacgao de eixos caulinares a
partir de estruturas denominadas protuberancias (figura 4 - B3). Esse meio de
cultura continha reguladores de crescimentos e a sua composicdo esta descrita no
apéndice A (item B). O segundo meio de cultura foi o0 meio de Knudson (KN) sem
adicao de substancias reguladoras do crescimento e funcionou como controle para
o primeiro. Nesse caso, os explantes incubados nao sofreram inducdo, ou seja, ndao
formaram protuberancias ou eixos caulinares. A composicdo desse meio esta

descrita no apéndice A (item C).
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I11.2. Quantificacdo do Oxido Nitrico por Quimiluminescéncia

A quantificagdo do d6xido nitrico foi realizada pela técnica de quimiluminescéncia,
com a utilizacdo do analisador de NO modelo CLD 88 (Eco Physics®), com
resolucdo de leitura na faixa de partes por bilhdo ou partes por trilhdao (ppb/ppt).
O equipamento encontra-se instalado no Laboratério de Fisiologia Vegetal do

Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo.

Adequacdes a medida in vitro

O nitrogénio (N2) é o gas mais utilizado para fazer o transporte de moléculas de
6xido nitrico (NO) para a quantificacdo pela técnica da quimiluminescéncia. O fato
de ser um gas inerte é uma das suas principais vantagens, pois nao reage com o
radical e, dependendo do grau de pureza no seu preparo, é isento de elementos
contaminantes ou tracos residuais de 6xido nitrico que poderiam influenciar nos

resultados finais.

Entretanto, a utilizagdo do nitrogénio como gas transportador submete o material
vegetal a ser analisado a auséncia de oxigénio, ou seja, an6xia, provocando uma
série de alteracdes fisioldgicas nas plantas, entre elas a inducdo da produg¢do do

préprio 6xido nitrico.

Uma alternativa ao uso do gas nitrogénio foi a utilizacdo de ar sintético - esta
opc¢ao, apesar de resultar em uma reduc¢do na quantificagdo de 6xido nitrico devido
a sua reagdo com o oxigénio presente no ar, € uma opc¢ao interessante, pois elimina
o problema da anéxia e permite quantificagbes por aproximadamente 4 dias
(quando se utilizar um cilindro com capacidade de 6 m3). Entretanto, essa solucao
ndo atende as necessidades quando as quantificacdes devem ocorrer por muitos
dias consecutivos, pois exige recargas constantes dos cilindros de ar sintético,

interrompendo a obtencdo dos dados.
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Assim, para que fosse possivel a quantificacdo ininterrupta, a alternativa adotada
foi utilizar um compressor de ar atmosférico, equipamento responsavel pelo
fornecimento do gas de arraste necessario para a quantificacdo do 6xido nitrico
produzido pelas amostras. O sistema de eliminacao de residuos de 6xido nitrico
contaminante, baseado em tubos cilindricos contendo carvido ativado, tem se
mostrado eficiente e permite uma leitura confiavel dos valores do radical liberado
pelo material em estudo. Essa solucdo ja se encontrava implantada e em
funcionamento antes da presente proposta de quantificagdo em fluxo continuo com

ar atmosférico.

O maior problema foi garantir a ndo contaminac¢do do material in vitro, no qual se
deseja realizar a quantificacdo do 6xido nitrico, pois o ar atmosférico contém
naturalmente uma série de agentes contaminantes para o meio de cultura, dentre
eles esporos de fungos e bactérias. Quando em contato com um meio rico em
nutriente, esses agentes contaminantes liberam uma grande quantidade de 6xido

nitrico e interferem na leitura da produc¢do do material que se deseja analisar.

Assim, para contornar esse problema foi necessario implementar um sistema que
realizasse a descontaminacdo do ar atmosférico em uma etapa anterior ao

transporte do ar contendo 6xido nitrico liberado pelo material de estudo.

Da mesma maneira, foi necessario garantir que o ar atmosférico, que contém uma
grande quantidade de o6xido nitrico em compara¢do ao ar sintético e cuja

concentracdo varia ao longo do dia, estivesse isento do radical.
Uma vez solucionadas essas duas maiores dificuldades, as quantificacbes foram

realizadas em fluxo continuo, com a utilizagdo de ar atmosférico fornecido através

de um compressor, segundo as propostas experimentais definidas a seguir.
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Experimentos para Quantificacao em Fluxo Continuo (QFC)

A quantificacdo em fluxo continuo foi realizada em frascos tipo “Erlenmeyer” com
capacidade de 1 litro, contendo 100 mL de meio de cultura SIM ou KN. Sobre o
meio de cultura geleificado foram inoculados 100 explantes. Durante o periodo de
quantificacdo, o frasco foi mantido na camara de fitotron sob fotoperiodo de 12
horas, temperatura de 25+1°C e intensidade luminosa de 250 umoles.m-2s-1 obtida
a partir de lampadas brancas fluorescentes. A quantificacao foi realizada por um
periodo ininterrupto de 7 dias. Depois, 0 mesmo frasco foi mantido nas prateleiras
iluminadas da cadmara de fitotron até completar 60 dias, visando analisar o
percentual de explantes com formag¢do de novas plantas. As leituras fornecidas
pelo analisador de NO foram registradas através de macro Excel® executada em
um computador destinado exclusivamente a realizacdo dessa tarefa. A analise dos

resultados foi feita por meio dos softwares MS-Excel® e OriginPro 8.

II11.3. Seqiiestro de 6xido nitrico

Neste projeto, para caracterizar um possivel envolvimento do NO na inducgao a
organogénese das bases foliares de Ananas comosus ou em uma etapa subseqliente
a inducgao, ou seja, na execucdo da organogénese propriamente dita, foi utilizada

uma soluc¢do de cPTIO fornecida aos explantes logo apds a sua obtencao.

Determinacao da concentraciao de cPTIO

Testes prévios demonstraram que a concentracio de 100uM ndao mostrou
diferencas significativas na taxa de formacdo de gemas adventicias nos explantes.
Entretanto, na literatura consultada, um grande nimero de trabalhos indicava o
emprego do seqiiestrador cPTIO na faixa de concentragdo de 100uM. Optou-se por
realizar o experimento utilizando-se 400uM de seqiiestrador, tendo em vista os

resultados prévios e pelo fato de ser uma concentracdo quatro vezes superior ao
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usualmente utilizado para outras plantas. A tabela abaixo descreve os controles e

tratamentos empregados neste experimento.

Tabela 6 - Descricdo dos tratamentos realizados para avaliar a participacao
do 6xido nitrico na organogénese em bases foliares de Ananas comosus.

Explantes incubados em meio SIM cuja superficie geleificada teve

adicionada 3 mL da solugdo de cPTIO. Foi considerado o volume de 5
Tratamento SIM-cPTIO

mL do meio de cultura para o calculo da concentragido de 400uM de

cPTIO.

Explantes obtidos e incubados da mesma maneira que o tratamento
Controle SIM-H-0 SIM, mas que tiveram adicionados, sobre o meio geleificado, 3 mL de

agua esterilizada.

Controle realizado para com a incubacdo dos explantes em meio KN,
Controle KN o qual ndo contém os reguladores de crescimento. Trata-se do

controle negativo para o experimento.

Para cada tratamento ou controle foram realizadas duplicatas experimentais e o
nimero amostral adotado foi de 50 explantes por frasco contendo 5 mL de meio de
cultura. Foram utilizados “Erlenmeyers” de 125 mL, os quais tiveram os seus
bocais fechados com rolhas contendo um furo vedado por algodao embebido com

solucdo de sulfato de cobre.

Preparo da solucao de cPTIO 400uM

A solucdo para o seqiiestro do 6xido nitrico dos explantes foi preparada com o
reagente carboxi-PTIO (Sigma Aldrich™) diluida em agua ultrafiltrada. Os materiais
utilizados no preparo da solugdo (béquer, bastdo de vidro, filtros da marca
Millipore® e agua ultrafiltrada) foram previamente esterilizados por
autoclavagem e a sua manipulacdo ocorreu sob condi¢des assépticas, em fluxo

laminar.

Dois aspectos em relagdo ao cPTIO foram considerados na realizacdo desse

experimento: a preocupac¢do em realizar o seqliestro do 6xido nitrico logo apds o
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isolamento das bases foliares da planta-mae e a manuten¢ao da concentracao do
reagente constante ao longo dos dias de tratamento, levando-se em consideragdo o
volume do meio de cultura geleificado e a degradacao natural do seqiiestrador ao

longo do tempo.

Solucao de cPTIO para tratamento dos explantes

A solucdo de 400uM foi preparada diluindo-se o reagente cPTIO em 4agua
esterilizada e disposta em uma placa de Petri ®. A medida que as bases foliares
eram isoladas, a cada lote de dez explantes esses foram incubados na solucdo
contendo o seqiiestrador, com tempo minimo de permanéncia de uma hora, até
completar o numero amostral do tratamento (n = 50). O objetivo desse
procedimento foi realizar o seqliestro prévio de 6xido nitrico produzido pelos

explantes, antes de se proceder a inoculagao dos mesmos no meio de cultura.

Solucao de cPTIO para o cultivo in vitro dos explantes

A solugao de cPTIO foi preparada diariamente e a sua concentracao foi calculada de
acordo com o meio de cultura. O volume minimo de meio necessario para que o
processo de inducdo das bases foliares a organogénese foi determinado
experimentalmente, considerando-se o espaco necessario para acomodar todos os
explantes de um tratamento e a prépria distribui¢do uniforme do meio de cultura
no interior do frasco. Dessa maneira optou-se por utilizar frascos do tipo
“Erlenmeyer” de 125 mL, contendo 5 mL de meio de cultura geleificado, sobre o
qual foram ultrafiltrados de acordo com o tratamento, diariamente, 3 mL da
solucdo de cPTIO. Apenas depois de a solucdo de cPTIO ter sido ministrada sobre o
meio de cultura é que os explantes foram inoculados, dando-se, entdo, inicio a

contagem do tempo de incubacao.

30



Proposta experimental

Fornecimento didrio da solucao de cPTIO, variando de 1 a 8 dias consecutivos, com
o objetivo de determinar a influéncia que o seqliestro de 6xido nitrico poderia
exercer sobre a organogénese e o desenvolvimento dos eixos caulinares. A tabela 7

esquematiza o procedimento adotado para a realizacao desse experimental.

Tabela 7 - Esquema proposto para a andlise da participacdo do 6xido
nitrico sobre a organogénese. Tratamentos variam de T1 a T8 - os numeros
indicam a quantidade de dias nos quais a solucdo de cPTIO foi fornecida
para os explantes. Ao término de cada periodo de tratamento, os explantes
foram lavados em agua esterilizada e transferidos para o meio de cultura

SIM, onde permaneceram por 30 dias.

Tratamentos acumulativos (400 uM cPTIO)

Dias de cultivo in vitro

Cco
C1
n
it Cc2
5 T1
=
8 T2
1]
= T3
@
) T4
o TS
=
=) T6
(&)
T7
T8
Legenda
Controle
T Tratamento
‘ Meio KN
‘ Meio SIM
Meio SIM + agua
Meio SIM + seqiiestrador cPTIO (400 pM)
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I111.4. Localizacdo in situ da Producio do Oxido Nitrico

I11.4.1. Técnica e Equipamentos

As laminas contendo o material vegetal para analise em microscopia de
fluorescéncia foram obtidas a partir do emblocamento dos explantes em
polietileno glicol (PEG 1500), apds incubagdo prévia em solugdo aquosa do
marcador DAF 2-DA na concentracdao de 20 pM. Os cortes foram realizados no
micrétomo rotatorio Leica 2040.

As imagens foram obtidas a partir de uma camera digital Leica DFC320 acoplada
ao microscépio de fluorescéncia Leica - modelo DMLB; o software de aquisicdo de
imagens foi o Leica IM50 Versao 4.0 Release 132.

Os procedimentos de montagem das laminas e obtencdo de imagens foram
realizados no Laboratério de Anatomia do Departamento de Botanica, Instituto de

Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo.

I11.4.2. Padronizacao

Testes preliminares de cortes obtidos a mao livre mostraram que camadas de
espessuras distintas poderiam induzir a interpretacdo de uma maior produgdo de
6xido nitrico em regides de cortes mais grossos em relacdo aos mais finos, quando
observados ao microscopio de fluorescéncia, dificultando a analise dos resultados
apresentados pelo material analisado. Assim, técnicas de anatomia foram
utilizadas para a obtencdo de cortes uniformes, que permitiram a identificacao dos
sitios produtores de 6xido nitrico e, ao mesmo tempo, possibilitaram a
identificacdo das regides que dado inicio a formagdo das protuberancias que,

posteriormente, resultam na formacdo dos eixos caulinares.

Durante a fase de padronizagdo, técnicas tradicionais para a obtencao de cortes
anatémicos foram testadas, dentre elas a fixacdo. Constatou-se que a fixacdo do
tecido por paraformaldeido e glutaraldeido inutilizava a marcagao pelo fluoréforo.

Testes de fixagdo por nitrogénio liquido também ndo surtiram o efeito desejado,
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uma vez que as células eram danificadas durante o processo. Frente as dificuldades
de se aliar o processo de fixacdo ao da preservacao do fluoréforo, que apresenta
meia-vida relativamente curta, optou-se por excluir a fase de fixacdo. Além disso, a
etapa de desidratacio do material também foi excluida, tendo em vista a

inutilizacdo do fluor6foro durante a realizagdo da série etandlica.

I11.4.3. Delineamento experimental

Os explantes foram obtidos conforme disposto no item 3.2.2 e incubados no
marcador para oOxido nitrico diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) na
concentracdo final de 20pM, diluido em &gua ultrapurificada, mantidos sob
agitacdo constante e protegidos da luz por 1 hora. Ao término do periodo de
marcacgdo, foram realizadas trés lavagens consecutivas em agua destilada, para

remocao do excesso da solucao de DAF.

Posteriormente, procedeu-se a infiltracao sucessiva dos explantes em soluc¢des de
PEG 1500 nas concentragdes de 20%, 40%, 60%, 80% e 100%, por uma hora cada.
As solucoes de PEG, exceto a de 100%, foram preparadas através da sua diluicao
em agua destilada. Durante o periodo de infiltracdo, os explantes foram mantidos

sob vacuo a 450 mmHg em dessecador de vidro, em uma estufa a 56°C.

Finalizada a etapa de infiltracdo, os explantes foram imersos em PEG 100%
depositados em formas quadradas de papel. O tempo para esfriamento e

endurecimento dos blocos durava aproximadamente 45/60 minutos.

Os blocos eram removidos das formas de papel e cortes na espessura de 45 pm
foram obtidos através de um micr6tomo rotatério e depositados em vidro de
relogio contendo agua destilada. Logo apés a montagem das laminas com as suas
respectivas laminulas, as imagens foram registradas através de uma camera digital

acoplada ao microscopio de fluorescéncia. A excitagdo do marcador DAF-2 DA foi
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realizada sob comprimento de onda de 450 nm, com emissdo da fluorescéncia
verde-esmeralda a 515 nm.
A figura 5 apresenta um resumo esquematico de todo o procedimento adotado

para a visualizac¢do in situ da produgdo de 6xido nitrico pelo explantes.

. ~ Infiltracdo em PEG 1500
n In no DAF
R e o, 0%, 0%, 100%
p P 01 hora cada
Obtencio d ; Inclusa Lavagem dos explantes
e'ngff\o 0 cor e,s, nciusao em em agua destilada (3X)
no microtomo rotatoério PEG 100 %

Y

Analise dos cortes no
microscopio de
fluorescéncia

Figura 5 - Esquema para o procedimento de obtencdo de cortes anatémicos
para visualizacdo in situ dos sitios de producdo de 6xido nitrico pelos

explantes foliares de Ananas comosus.

Como alternativa ao procedimento de emblocamento das bases foliares em PEG
1500 e processamento em micrétomo rotativo, foram obtidos também cortes
através do processamento das bases foliares no microtomo de Ranvier, apés a
incubacdo das mesmas em solu¢do aquosa de DAF-2DA (10 uM) por 15, 30 ou 45
minutos, ou em solu¢do aquosa de DAR-4M AM (10 uM) por 15 minutos. Apds a
etapa de incubacdo em um dos marcadores, os cortes foram lavados com agua
destilada, montados em laminas, observados no microscopio de fluorescéncia
(DAF: excitacdo a 450 nm, emissdo a 515 nm; DAR: excitagdo a 560 nm e emissado a
575 nm) e as suas imagens foram registradas por uma camera digital acoplada ao

microscépio.
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II1.5. Dosagem de Peroxido de Hidrogénio

A dosagem de per6xido de hidrogénio enddégeno produzido pelos explantes
foliares de Ananas comosus foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido
por Van Gestelen et al (1998) - Apéndice B. Os reagentes utilizados estdo

discriminados no apéndice A, dos itens G ao L.

A curva-padrao foi elaborada em duplicata e a média das leituras foram os valores
utilizados nos calculos. A tabela para a elaboragdo da curva-padrao esta disposta

no apéndice C.

As leituras das dosagens de peréxido de hidrogénio foram realizadas durante o
periodo coincidente ao de maior emissdo de 6xido nitrico, determinado
experimentalmente através da dosagem desse radical pela técnica de

quimiluminescéncia.

A dosagem do perdxido de hidrogénio foi realizada com explantes inoculados em
meio de cultura SIM ou KN, incubados por um periodo que variou de um a sete dias
(figura 6A) em frascos do tipo “Erlenmeyer” de 125 mL. Durante a etapa de
incubacao, os frascos foram mantidos no fitotron e somente foram removidos de 14
na data da dosagem do peréxido de hidrogénio. Em cada frasco foram incubados 5
explantes e todos os tratamentos para os meios de cultura SIM e KN foram

realizados em triplicata.

Foram utilizados recipientes plasticos compartimentalizados, identificados de
acordo com o tratamento e o numero da replicata (figura 6B). Esses recipientes
foram encaixados sobre um agitador magnético e mantidos sob agitacdo leve e
constante. O conjunto foi disposto ao lado do espectrofotébmetro, em uma sala com

temperatura aproximada de 24°C.

Em cada compartimento do recipiente foram adicionados 4,4 mL de meio de
cultura SIM ou KN, de acordo com o tratamento, sem o geleificante Phytagel ®. Na
seqiiéncia foram fornecidos 500 pL da solucdo de DCHBS 100 mM, 50 pL da
solucdao de AAP 10 mM, os 5 explantes e, por fim, 50 uL da solugao de peroxidase,

na concentracao inferior a 1 mg/mL (figura 6C).
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Logo ap0s a adicdo da solugdo da peroxidase, uma aliquota de 1 mL era retirada do
compartimento, depositada em uma cubeta de quartzo e entdo se processava a
leitura no espectrofotdometro, a 510 nm (figura 6D). Depois o volume era devolvido
para o seu respectivo compartimento. O procedimento foi repetido a cada hora, até
a quarta hora, totalizando 5 leituras para cada um dos tratamentos SIM/KN e as

suas respectivas replicatas.

Ao término de todas as leituras, os explantes foram retirados da solugao, secos com
papel absorvente e pesados para a obtencdo da massa fresca. Os valores
encontrados das massas frescas foram utilizados no calculo da concentracao da
concentracdo de H»0 através da interpolagdo das medidas de absorbancia com a
curva de calibracdo. Depois do calculo do valor médio por tratamento a partir de
cada triplicata, cada valor de produgdo horaria foi obtido descontando-se o valor
médio imediatamente anterior. Dessa maneira, foram obtidos 4 leituras da
produgdo média horaria para cada um dos tratamentos SIM/KN, expressos em

nmoL H202.h-1.g-1 de massa fresca.

A figura 6 esquematiza todo o procedimento adotado, desde a discrimina¢do dos

tratamentos até a aplicacdo da técnica na dosagem do pero6xido de hidrogénio.
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Figura 6: A) Tratamentos SIM e KN e as suas respectivas triplicatas, de
acordo com o numero de dias de incubacdo dos explantes em meio de
cultura. B) Esquema representando os recipientes plasticos utilizados no
processo de dosagem com as devidas identificacdes. C) Relacdo de
reagentes depositados em cada compartimento. D) Procedimento de
retirada de uma aliquota de 1 mL de cada compartimento, leitura no
espectrofotdmetro e devolugdo, para o respectivo compartimento, no tempo
zero e depois a cada intervalo de um hora, por até 4 horas.
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II1.6. Investigacdo sobre as Vias de Producao de NO

A investigacdo das possiveis vias produtoras de oOxido nitrico que estejam
relacionadas ao processo da organogénese foi feita através do emprego de
substancias inibidoras de algumas rotas, reconhecidas como responsaveis pela

producado do radical e dosagem por quimiluminescéncia.

A inibicdo da producao de 6xido nitrico pela via da redutase do nitrato foi realizada
pela adi¢do, ao meio de cultura SIM, de glutamina ou tungstato de sddio, nas

concentragoes de 5 mM e 20 mM.

A andlise da participacdo de uma possivel enzima NOS foi realizada através da
adicao do inibidor de sua acdo, L-NAME (metil éster de NG-Nitro-L-arginina), ao

meio de cultura, na concentracdo de 100 pM.

Adicionalmente, analisou-se também a agdo conjunta da inibicdo da redutase do
nitrato e da via NOS em experimento com adi¢do conjunta de 5 mM de tungstato de

sodio e 100 uM de L-NAME ao meio de cultura.

Em relagdo ao preparo, com excecao do tungstato, o qual foi esterilizado
juntamente com o meio de cultura, os demais reagentes foram adicionados ao meio
através da ultrafiltragem por filtros da marca Millipore ®, sob condi¢cdes

assépticas em fluxo laminar.
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[V - RESULTADOS

IV.1. Adaptacdes para Quantificacdo do Oxido Nitrico em Fluxo
Continuo de Ar Atmosférico para Culturas in vitro

Sistemas de Quantificacdo em Fluxo Continuo (QFC)

A quantificagdo de 6xido nitrico por quimiluminescéncia de culturas in vitro
precisou de uma montagem de sistema que possibilitasse a ndo contaminacdo do
material vegetal e meio de cultura. Assim, o sistema de Quantificacido em Fluxo
Continuo (QFC) foi dividido em varios subsistemas, de modo a facilitar a
compreensao do funcionamento da metodologia adotada na realizagdo dos

experimentos.

A Quantificacdo em Fluxo Continuo consistiu nas leituras em tempo real das
concentragdes de oOxido nitrico liberadas pelos explantes, de acordo com o

intervalo de tempo desejado - por exemplo, a cada 1, 5 ou 10 segundos.

Essa estratégia de quantificacdo, para efeito didatico, foi subdivida em varios

subsistemas integrados, conforme descritos a seguir:

. Subsistema de Transporte (ST): compreende a tubulacdo que interliga os
varios subsistemas, através do qual o gas transportador conduz a amostra do
gas a ser analisado. O gas transportador utilizado neste projeto foi o ar

atmosférico, fornecido através de um compressor elétrico (fig. 7).

o Subsistema de Controle do Fluxo (SCF): o gas transportador foi fornecido ao
sistema através de um compressor de ar e o seu fluxo é controlado por

mandmetro (fig. 7).

o Subsistema de Catélise de Oxido Nitrico (SCON): o objetivo da filtragem foi
eliminar o 6xido nitrico presente no ar atmosférico antes de chegar ao frasco
contendo o material que teve a emissado de radical analisada. Esse subsistema

foi composto por dois tubos cilindricos interligados (1,0 m e 1,2 m de
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comprimento, ambos com 10 cm de didmetro), cujos interiores foram
preenchidos com carvao ativado particulado de didmetro aproximado de 1

mm para a reten¢do do 6xido nitrico proveniente do ar atmosférico (fig. 7).

Subsistema de Descontaminac¢do (SD): consistiu na descontamina¢do do ar
atmosférico através da sua passagem em solugdo de sulfato de cobre (CuSOs,

concentracdo de 25 g/L) (fig. 7).

Subsistema de Condensacdo de Umidade (SCU): foi responsavel pela retirada
da umidade do gas de arraste, logo apds a sua passagem pelo frasco contendo
as amostras e antes da leitura da concentracdo de O6xido nitrico pelo
analisador. A sua montagem consistiu em dois longos tubos de ensaio,
vedados com septos de borracha e interligados pela canalizagdo do

Subsistema de Transporte (ST) (fig. 7).

Subsistema de Umidificacdo (SU): foi composta por um recipiente contendo
agua esterilizada e sua funcao foi a de promover a umidificacdao do gas de

arraste (fig. 7).
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos subsistemas integrados para
quantificacdo do 6xido nitrico pela técnica de quimiluminescéncia em fluxo
continuo de ar atmosférico. No detalhe, é exibido o subsistema de
descontaminac¢do (SD), o subsistema de umidificacdo e o frasco contendo o
material vegetal, no interior de uma camara do fitrotron.

O funcionamento do sistema de Quantificagdo em Fluxo Continuo (QFC) iniciou-se
com o fornecimento de ar atmosférico pelo compressor ao Subsistema de
Transporte (ST). O gas passou consecutivamente pelo Subsistema de Catalise de
Oxido Nitrico (SCON), pelo Subsistema de Descontaminacdo (SD) para evitar a
contaminacdo do meio de cultura e dos explantes com esporos de fungos ou

bactérias, e enfim pelo Subsistema de Umidificagdo (SU).
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Depois desta série de tratamentos do ar atmosférico (remoc¢do de residuos de NO,
descontaminacdo e umidificacdo), o gas transportou o ar do interior do frasco a ser
analisado para o Subsistema de Condensacdo de Umidade (SCU), para a remogao
da umidade do gas e, enfim, para o analisador que quantificou o 6xido nitrico

produzido pelos explantes.

Por fim, o controle do fluxo de ar foi feito por um conjunto de manoémetros, através
do Subsistema de Controle do Fluxo (SCF). O analisador de 6xido nitrico necessita
de um fluxo de gas transportador superior a 300 mL/s, conforme especificacoes

técnicas do equipamento.

IV.2. Controle da Eficiéncia da Adsorcio do NO pelo Carvio
Ativado

Uma vez que o gas de arraste utilizado no sistema de quantificagio por
quimiluminescéncia foi o ar atmosférico, foi necessario testar a eficiéncia do
sistema que faz a eliminacdo do 6xido nitrico (SCON) tendo em vista que a
composi¢do no ar atmosférico do radical esta sujeito a flutuacdes ao longo do dia.
Para assegurar a elimina¢do do 6xido nitrico pelo sistema ja em uso, através dos
tubos de filtragem pelo carvao ativado, foi acrescentado ao SCON uma soluc¢do
aquosa de carvdo ativado, na concentracao de 10 g/L em um “Erlenmeyer” com

capacidade para 1 litro.

Como doador de 6xido nitrico foi utilizado uma solu¢do de nitroprussiato de sédio
(sal de potassio), na concentracdo de 10 mM, diluido em solug¢do aquosa no interior
de um frasco vedado com septo de borracha. Amostras do gas do interior do frasco
contendo o 6xido nitrico produzido pelo sal de potdssio foram retiradas em
volumes de 5 mL, através de uma seringa, e injetadas em diferentes pontos do

sistema responsavel pela elimina¢do do 6xido nitrico (SCON).
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O grafico a seguir mostra os valores encontrados de 6xido nitrico, de acordo com
os diferentes pontos de injecdo da amostra do radical. As inje¢des foram realizadas

em duplicata para cada ponto do sistema.

Controle da eficiéncia na adsorgéo de oxido nitrico pelo carvéo ativado

450

400

350 }\
|

300

250

200

-

Concentragao (ppb)

Tempo (s)

Figura 8 - Concentracao de 6xido nitrico detectado pelo analisador apds
injecao de 5 mL do gas contendo 6xido nitrico liberado pela solugdo aquosa
de nitroprussiato de s6dio (10 mM), em diferentes pontos do sistema de
eliminacdo do radical. A e A’: Injecdo do gas na regido posterior ao sistema
de adsor¢ao de NO. B e B’: Concentragcao de 6xido nitrico detectada apoés
sua adsorg¢ao por 1 litro de solucdo de carvao ativado na concentracao de
10 g/L. C e C’: Concentracdo do radical detectado apds adsorc¢ao seqiiencial
pela filtragem em carvao ativado em p6 e em solucao aquosa.

Testes realizados previamente sem o sistema de adsor¢dao de NO indicaram que a
sua concentragdo presente no ar atmosférico variou ao longo do dia, chegando a
algumas dezenas de partes por bilhdo. Assim, os resultados obtidos com o uso do
carvdo ativado na eliminacdo do Oxido nitrico mostraram que o sistema de
filtragem adotado foi altamente eficiente, garantindo que o radical presente no
ambiente externo ndo influenciasse as leituras durante quantificagdo por

quimiluminescéncia.
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1V.3. Inclusio do Sistema de Quantificacio de Oxido Nitrico em
Rede Elétrica com Fornecimento Ininterrupto de Energia

A quantificacdo em fluxo continuo requer que todos os equipamentos envolvidos
(compressor de ar, computador, analisador de 6xido nitrico) funcionem sem
interrupcdo. A mais leve oscilacao na rede elétrica ou queda de energia levavam a
perda de dados de dias de trabalho, envolvendo desde a obten¢do do material

vegetal até o préprio experimento que se encontrava em curso.

Assim, foi necessario realizar a adequacdo da ligagdo dos equipamentos na rede
elétrica para que eles funcionassem a contento. Em uma configuragao prévia, todos
os equipamentos utilizados na quantificacao de 6xido nitrico foram ligados a uma

rede elétrica protegida por um gerador.

Entretanto, o computador e o analisador de 6xido nitrico sdo equipamentos
sensiveis a oscilacdo de energia e, no breve intervalo antes do funcionamento do
gerador durante uma queda de energia da rede publica, costumavam travar ou
reinicializar, levando novamente a perda dos dados. Para sanar esse problema, foi
necessario instalar uma fonte de alimenta¢do ininterrupta (UPS, do inglés
“Universal Power Supply”) a rede elétrica protegida pelo gerador. Assim,
atualmente, o computador e o analisador de dados se encontram ligados a essa
fonte de alimentacao ininterrupta, também conhecida como “no-break”, que possui
também um banco de baterias capaz de manter os equipamentos em

funcionamento por um periodo que varia de 20 a 30 minutos.

Essa capacidade de fornecimento de energia adicional foi mais do que suficiente
durante uma queda de energia, pois o gerador entra em funcionamento poucos
segundos logo apds a interrupgao no fornecimento de energia elétrica pela rede

publica.

Por outro lado, o compressor de ar é um equipamento robusto. O seu

funcionamento se da em intervalos relativamente longo de tempo (a cada 10 ou 15

44



minutos) por alguns breves segundos - durante este intervalo, o ar atmosférico
sob pressao esta acumulado e sendo liberado de acordo com o fluxo desejado e,
quando a pressao diminuir abaixo de um determinado valor, o compressor volta a

funcionar automaticamente.

Assim, pelo fato do seu funcionamento nao ser continuo, esse equipamento ficou
ligado diretamente na rede protegida pelo gerador, pois no caso de uma eventual
queda de energia elétrica, o tempo para que o gerador entre em funcionamento
ndo chegou a afetar o funcionamento deste equipamento. A figura 9 mostra
esquematicamente como os equipamentos se encontram ligados a rede elétrica e

como sdo protegidos contra queda e oscilagdo de energia.
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Transformador Elétrica
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Figura 9 - ESquema que mostra a ligacdo dos equipamentos na rede
elétrica. (A) - Equipamentos ligados diretamente na rede elétrica sofrem
parada em situacdes de interrupc¢dao de energia. (B) - Instalacdo elétrica
ligada a um gerador. Atualmente, apenas o compressor se encontra ligado
diretamente nesta rede. (C) - Os equipamentos se encontram duplamente
protegidos neste tipo de configuracao, tanto na situacao de falta de energia
elétrica pela rede publica, quanto no breve instante entre a falta de energia
e o funcionamento do gerador.
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IV.4. Quantificacdo por Fluxo Continuo (QFC) com Ar Atmosférico

A quantificagio em fluxo continuo de o6xido nitrico ocorreu por sete dias
consecutivos e foi realizado para explantes incubados em meio de cultura de
inducdo a organogénese (SIM) e para o meio de cultura nao-indutor (KN). Os
resultados apresentados na figura 10 sdo representativos de um experimental
realizado em duplicata. Ela mostra o perfil de producao de 6xido nitrico, ao longo
de sete dias, ilustrando a dosagem em tempo real do radical em ppb, sem o
desconto dos valores de 6xido nitrico liberado pela fotélise do meio de cultura.
Cada par de curvas exibidas na cor preta (fase escura) ou vermelha (fase clara)
correspondeu a um periodo de 24 horas (1 dia), sendo cada fase composta de 12

horas.

Tratamento KN
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2,5
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1.5
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[NOJ (ppb)
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Figura 10 - Perfil de producao de 6xido nitrico por bases foliares (n = 100)
incubadas em meio de cultura de inducdo a organogénese (SIM) e meio de
cultura nao-indutor (KN) por um periodo de 7 dias. Em vermelho, esta
representada a fase clara; em preto, a fase escura; cada par (vermelho +
preto) representa um periodo de 24 horas.
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Analisando o perfil de producdo de NO pelas bases foliares, constatou-se uma
maior liberacdo do radical durante a etapa clara em comparacdo a escura, em
ambos os tratamentos. Além disso, pode-se observar que a quantidade NO
produzido no tratamento KN se manteve relativamente constante, tanto na
presenca quanto na auséncia de luz. Por outro lado, pode-se observar que os
valores de NO encontrados no tratamento SIM foram superiores logo no primeiro

dia, tanto para a fase clara quanto escura, decrescendo ao longo dos dias.

Deve ser salientado que a figura 10 mostra a producao bruta de NO, ou seja, sem o
desconto da producao do radical pelo processo de fotdlise do meio de cultura. O
principal objetivo na exibicdo desses perfis de emissdo foi mostrar as diferengas no
padrao de liberacao do NO entre o tratamento KN e SIM, uma vez que a quantidade
de radical liberado pelo meio de cultura foi o mesmo nos dois tratamentos, ja que
ambos foram submetidos as mesmas condi¢oes de luz, temperatura e umidade no

fitotron.

Um controle foi realizado devido ao processo da fotdlise e consistiu na dosagem do
radical por trés dias consecutivos em um frasco contendo apenas o meio de cultura
KN. O frasco utilizado e o volume do meio de cultura foram semelhantes aos
utilizados nas dosagens de NO dos tratamentos SIM ou KN, ou seja, foi utilizado
“Erlenmeyer” com capacidade de 1L contendo 100 mL de meio de cultura.

Os valores encontrados representam uma produ¢do acumulada média diaria e
foram de 5.863 ppb para a fase escura e de 15.210 ppb para a fase clara. Esses
valores foram descontados dos valores brutos acumulados dos tratamentos KN e
SIM, para cada uma das etapas escura ou clara, do primeiro ao sétimo dia, os quais
estdo discriminados a seguir, com valores expressos em ppb: Tratamento KN (D1:
23.386,33/30.564,64; D2: 17.279,76/31.865,73; D3: 19.953,62/34.105,31; D4:
11.810,46/25.136,39; D5: 11.133,51/20.362,57; D6: 12.289,42/20.318,31; D7:
11.168,78/18.636,86); Tratamento SIM (D1: 78.591,46/118.117,00; D2:
40.931,44/79.008,85; D3: 33.414.76/63.673,44; D4: 29.847,32/58.972,46; D5:
26.634,44/45.637,11; D6: 18.552,92/30.209,14; D7: 13.261,71/32,608,63).
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Os valores finais foram entao convertidos para se determinar a producao liquida
de NO pelos explantes expresso em nmol NO.h-1.gl de massa fresca e estdo

representados na figura 11.
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Figura 11 - Taxa de producdo de 6xido nitrico por bases foliares incubadas
em meio de cultura KN (A) e SIM (B), durante os sete dias de incuba¢do. Em
vermelho esta representada a produc¢ao de 6xido nitrico na presenca de luz;
em preto, a producdao na auséncia de luz. Em ambos os tratamentos, o
numero amostral foi de 100 explantes.
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De acordo com a figura 11, observou-se que a produgdo diaria de 6xido nitrico para
o tratamento SIM foi superior ao do tratamento KN, tanto na etapa clara quanto na

escura.

Quando sdao comparados os valores de produ¢dao de NO para tratamento SIM em
relacdo ao do tratamento KN, numa relacdo SIM/KN, obtém-se o nimero de vezes
em que a producao de NO pelo primeiro tratamento é superior em relagdo ao
segundo. Para a etapa escura, do primeiro ao sétimo dia, os valores da relacao de
produgdo SIM/KN foram de: 4,2; 3,1; 2,0; 4,0; 3,9; 2,0 e 1,4; em relagdo a etapa
clara: 6,7; 3,8; 2,6; 4,4; 5,9; 29 e 5,1.

A maior diferenca foi observada logo no primeiro dia de incubacao dos explantes,
quando a producao de NO pelo tratamento SIM em relagdo ao KN foi superior em

4,2 vezes para a etapa escura e 6,7 vezes para a etapa clara.

Em relagdo ao tratamento SIM, observou-se que a produ¢do de NO foi maior na
etapa clara quando comparada a etapa escura. Além disso, observou-se uma
tendéncia de reducdo progressiva na producao de NO com o passar dos dias, do
primeiro ao sétimo dia, tanto para a etapa clara quanto para a escura. Esse
comportamento ndo foi observado no tratamento KN, que mostrou pouca variacdo

no decorrer desse periodo.

Tendo em vista a maior producao de 6xido nitrico pelos explantes durante a etapa
clara, ou seja, na presenca de luz, foi elaborado uma figura mostrando o
comportamento da producdo do radical ao longo das horas, para os 7 dias do

tratamento SIM (figura 12).

49



Produgéo horaria de NO pelo tratamento SIM na fase clara
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Figura 12 - Producao de 6xido nitrico durante a fase clara do tratamento
SIM durante os sete dias de quantificagao do radical.

De acordo com a figura 12, observou-se que a maior varia¢ao na produc¢do de NO
aconteceu na primeira hora dos dias 1 e 3 e nas duas primeiras horas do dia 4, logo

apés o inicio da etapa clara.

De maneira geral pode ser observado um aumento na produc¢do de NO logo nas
primeiras horas da exposicdo dos explantes a luz. Esse comportamento foi
utilizado como referéncia para se analisar uma possivel relacdo com o peréxido de

hidrogénio (H202) produzido pelos explantes foliares.
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Apés o periodo de 7 dias de quantificacdo de NO dos tratamentos SIM ou KN e de
mais 53 dias de acompanhamento do desenvolvimento dos explantes, foram

analisados os dados de formacgdo de gemas adventicias.

O tratamento KN apresentou apenas 1 % de explantes com formacdo de eixos
caulinares, resultado condizente com a necessidade dos explantes por reguladores

de crescimento para que apresentem organogénese adventicia.
Por outro lado, na presenca dos reguladores de crescimento, o tratamento SIM

apresentou 57% de explantes com formacdo de eixos caulinares e 9% com

formagdo somente de protuberancias.
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IV.5. Dosagem de Oxido Nitrico em Meio de Cultura SIM Contendo
Inibidores da Redutase do Nitrato e da Enzima NOS

Para a identificacdo das possiveis vias de produ¢do de NO, os explantes foram
incubados em meio de cultura SIM contendo inibidores da via redutase do nitrato
(glutamina ou tungstato) ou inibidor da enzima NOS (L-NAME, ou seja, metil éster
de NG-Nitro-L-arginina). As dosagens foram realizadas por trés dias consecutivos
e, como controles, foram utilizados os tratamentos SIM e KN (ver item 4.4 - figura

12).

Perfil de produgio de éxido nitrico por tratamento
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Figura 13 - Perfil da producao de 6xido nitrico (sem desconto da liberacao
pelo meio de cultura) dosado em tempo real pela técnica da
quimiluminescéncia. Tratamentos: L-NAME 100uM, tungstato de sdédio
20mM e glutamina 5mM.

Analisando-se os perfis da producdao de NO apresentados na figura 13, constatou-
se que todos os tratamentos nos quais foram utilizados inibidores apresentaram o
mesmo perfil na producdo do radical, ou seja, sua maior producdo durante a etapa

clara em comparac¢do a escura. Em nenhum dos tratamentos foi observada uma
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producao destacada do radical no primeiro dia em relacdo aos dias subseqiientes,
como foi observado no tratamento SIM sem a presenca dos inibidores da NR ou
NOS.

A figura 14 mostra a taxa de producao de 6xido nitrico pelos explantes incubados

em meio de cultura SIM contendo inibidores da redutase do nitrato ou da NOS,

expressa em nmol NO.h-1.g-1 de massa fresca.
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Figura 14 - Producdo liquida de o6xido nitrico (nmol NO.h-1.g'1) por
explantes submetidos a diferentes tipos de tratamentos através da adigao
de inibidores das enzimas NR e NOS ao meio de cultura SIM, descontada a
producdo do radical pelo processo de fotélise. Concentracdes: glutamina
5mM; tungstato de s6édio 20mM; L-NAME 100uM.
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Os resultados dos tratamentos SIM acrescidos de inibidores da via da redutase do
nitrato (tungstato ou glutamina) ou da via NOS (L-NAME) indicaram uma grande
diminui¢do na producdo liquida de NO, tanto na fase clara quanto escura, quando
comparamos os seus valores com os do controle SIM. Foi observada uma redugdo
consideravel quando sdo comparados esses tratamentos SIM acrescidos de
inibidores em relacdo ao controle KN. Todos os tratamentos SIM contendo
inibidores apresentaram uma producao liquida inferior a 9,5 nmol NO.h-1.g1 MF,
enquanto que para o controle SIM, a menor taxa é de aproximadamente 20 nmol

NO.h-1.g'1 MF, correspondente a producao na etapa escura do terceiro dia.

Os tratamentos SIM contendo os inibidores da via da redutase do nitrato
(glutamina e tungstato) apresentaram resultados bem semelhantes em relagao a

taxa de producao de NO, tanto para a etapa clara quanto para a escura.

O tratamento SIM contendo inibidor da NOS apresentou uma redugdo progressiva
na produc¢do de NO na etapa escura, do primeiro ao terceiro dia. Aparentemente,
esse inibidor foi capaz de bloquear completamente a producao de NO na etapa

escura, no terceiro dia.

Para se analisar os efeitos dos inibidores da NR ou NOS, apdés o periodo de trés dias
de dosagem de NO, os explantes foram transferidos para o meio de cultura SIM
sem os tais inibidores e 14 foram mantidos até completar 60 dias de incubac¢do para
que a organogénese adventicia pudesse acontecer. A figura 15 mostra os
resultados dos tratamentos, bem como os valores percentuais de formacao de

eixos caulinares.
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Explantes que formaram somente protuberancias

Explantes que ndo formaram protuberancias ou eixos caulinares

Figura 15 - Taxa de formacdo de eixos caulinares, protuberancias ou
auséncia de ambas as estruturas. Foram selecionadas 10 imagens
representativas do total dos explantes, ou seja, 10 % (n=100).

A andlise dos resultados baseada na quantidade e tamanho dos eixos caulinares
mostrou que o tratamento SIM com tungstato foi o que apresentou resultados bem
parecidos ao controle SIM, com 55% de explantes com formacao de eixos
caulinares comparado com os 57% do controle. O tratamento SIM com glutamina
apresentou uma taxa de 72%, ou seja, 15% superior em relacdo ao controle,
entretanto com um percentual maior de explantes com poucos eixos caulinares

formados.

De qualquer maneira, a utilizacao de inibidores da NR, apesar de terem promovido
uma grande reducdo na produc¢do de NO, ndo afetaram negativamente a taxa de
inducdo a organogénese dos explantes.
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Por outro lado, o tratamento SIM com L-NAME foi o que apresentou a menor taxa
de inducdo a organogénese, com apenas 33% de explantes que conseguiram
formar eixos caulinares. Além dessa reducdo quantitativa, houve também uma
grande redu¢do no vigor dos eixos caulinares formados, ou seja, eles eram
menores em comparacdo aos demais tratamentos. Esse foi o tratamento que
apresentou o maior percentual de explantes (60%) que ndo formaram

protuberancias.

O tratamento SIM contendo o inibidor da NOS (L-NAME) também provocou uma
reducdo na producao de NO, principalmente na fase escura, quando a produg¢do do
radical praticamente foi nula. Esse foi o tratamento cuja taxa de indugdo a
organogénese foi mais comprometida e que apresentou um grande numero de
explantes que ndo formaram nem eixos caulinares nem protuberancias, o que pode
ser um indicio de que o NO produzido por essa via seja importante na etapa de

inducdo na formacdo de tais estruturas.
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IV.6. Seqiiestro do NO e a Formacao de Eixos Caulinares

A figura 16 mostra os valores percentuais de explantes que formaram eixos
caulinares, de acordo com os controles e tratamentos realizados com o

sequestrador de NO cPTIO na concentragdo de 400 uM .

Formagdo de Eixos Caulinares (%)

Z
| Tl T3 T5 T7
Controles Tratamentos

Figura 16 - Valores percentuais de explantes que apresentaram formacgao
de eixos caulinares apds 60 dias, de acordo com os controles/tratamento.
SIM + H20: explantes incubados em meio de cultura acrescida de 3 mL de
adgua durante os primeiros 8 dias, transferidos apés esse periodo para meio
de cultura SIM; KN: explantes incubados em meio de cultura KN; T1 a T8:
explantes incubados em meio de de cultura acrescido do sequestrador de
NO carboxi-pTIO na concentracao de 400 uM, por periodo que variou de 1 a
8 dias consecutivos, de acordo com o tratamento, e transferidos
posteriormente para o meio de cultura SIM para completar o periodo de 60
dias.

A concentragdo utilizada de cPTIO nao chegou a afetar significativamente na taxa
de formacgdo de eixos caulinares, ou seja, o processo de indu¢do a organogénese

adventicia ndo foi comprometido.
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IV.7. Bioimagens

A figura 17 mostra imagens de fluorescéncia de NO a partir de cortes obtidos apds
a incubacdo em DAF e processados em micrétomo rotativo de bases foliares

emblocadas em PEG 1500.

Figura 17 - Analise da produc¢ao in situ de NO, por microscopia de
fluorescéncia, em bases foliares de Ananas comosus, mantidos por 24 horas
em solucdo aquosa de SNP (400uM). Os cortes foram incubados apenas em
agua e analisados sob luz visivel (A). Dois lotes foram preparados. O
primeiro lote (B) funcionou como controle e foi incubado em agua por 1
hora, seguida pela observacdo no microscépio de fluorescéncia (450 nm de
excitacdo e 515 nm de emissdo). O segundo lote (C) foi incubado em solugao
de DAF 20 pM por 1 hora e observado no microscopio de fluorescéncia. Os
cortes foram obtidos pela técnica de emblocamento das bases foliares em
PEG 1500 e processamento em micrétomo rotativo, na espessura de 45um.
Legenda: ep - epiderme; fv - feixes vasculares; pa - parénquima.
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Explantes que foram incubados em agua para controle e que foram submetidos ao
emblocamento apresentaram, ap6s o seu processamento no micrétomo, cortes
com grande autofluorescéncia em verde na regido da epiderme, feixes vasculares e
ao redor das células do parénquima, bem como cortes sem nenhuma
autofluorescéncia (figura 17B). Por outro lado, cortes incubados em DAF
apresentaram fluorescéncia semelhante aos encontrados nos cortes que nao foram

incubados com o marcador (figura 17C).

Tendo em vista a ndo-marcagao dos cortes pelo DAF, uma hipétese considerada foi
a de que o marcador nao estivesse sendo absorvido pelo tecido dos explantes e que
por isso os resultados tenham sido tao parecidos, o que levaria a necessidade de se

alterar o procedimento adotado.

Diante os resultados anteriores, o procedimento foi alterado. A marcag¢ao nao foi
mais realizada com explantes inteiros e a etapa de emblocamento foi eliminada. Os
explantes permaneceram 24 horas incubadas em solu¢dao aquosa contendo doador
de NO (nitroprussiato de sédio - 400 uM). Depois, cortes com espessura constante
foram realizados no micromo de Ranvier, com o material preso entre duas pecas
de isopor, e incubados em solucao aquosa de DAF (20 uM). Depois, procedeu-se a
montagem de ladminas para visualizacdo dos cortes no microscopio de
fluorescéncia, a cada 15 minutos. O controle foi realizado incubando-se os cortes
em agua destilada. Os resultados de fluorescéncia dos cortes sao exibidos na figura

18.
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Figura 18 - Analise temporal da producao in situ de NO, por microscopia de
fluorescéncia, em bases foliares de Ananas comosus. Os explantes foram
mantidos por 24 horas em solucdo aquosa de SNP (400uM). Depois, foram
processados no microscopio de Ranvier e dois lotes foram separados. O
primeiro foi incubado em agua por 1 hora e o segundo na solugdo aquosa de
DAF (20 uM). Depois desse tempo, os cortes foram lavados em agua
destilada e as imagens foram obtidas no microscépio de fluorescéncia (450
nm de excitacdo e 515 de emissdo) em 15, 30 e 45 minutos. Cada par de
imagens representa uma observacdo em fluorescéncia e uma sob luz visivel.
Foram processadas as duas imagens mais representativas de cada
tratamento ou controle, com ou sem marcador, para 15 e 30 minutos, com
excecdo de 45 minutos, cujas imagens sdo as que representam o resultado
desse ultimo tratamento/controle.
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Conforme mostra a figura 18, aos 15 minutos, os cortes que foram incubados na
solucao contendo DAF 20 uM apresentaram uma leve fluorescéncia na regido da
epiderme e dos feixes. Entretanto, cortes incubados em agua pelo mesmo periodo
de tempo apresentaram consideravel autofluorescéncia, principalmente na regido

da epiderme, bem como cortes sem nenhuma fluorescéncia emitida pelo marcador.

Aos 30 minutos, houve cortes incubados em DAF que apresentaram uma
fluorescéncia muito grande, bem como houve cortes do mesmo tratamento que
ndo apresentaram fluorescéncia alguma. Uma possivel explicacdo é que o NO
liberado pelo SNP também nao penetre facilmente nos tecidos de um explante
inteiro, ficando restrito as extremidades dos cortes. Os respectivos controles
apresentaram uma fluorescéncia menor, quando comparados aos tratamentos,

principalmente na regido da epiderme, ou nenhuma fluorescéncia.

Por fim, aos 45 minutos a autofluorescéncia dos cortes da base foliar alcancou uma
intensidade grande a ponto de nao ser mais possivel diferenciar um corte do
tratamento com SNP do controle com agua. Conforme se pode verificar, as regides
da epiderme e feixes vasculares apresentaram forte fluorescéncia, bem como as

células do parénquima.

Devido ao problema da autofluorescéncia detectada nas marcagdes das bases
foliares do abacaxizeiro pelo DAF 2-DA, foi realizado testes com um fluoréforo
alternativo. A diaminorodamina (DAR-4M AM) é um marcador que atravessa a
membrana plasmatica e que reage com o NO endogeno - nesse caso, a
fluorescéncia proporcionada por esse marcador ocorre em vermelho e pode ser
visualizada no microscépio de fluorescéncia ou confocal.

Foi padronizado o tempo de marcagdo dos cortes na solugdo de DAR, bem como a
concentracdo a ser utilizada desse marcador. Os cortes foram obtidos através do

micrétomo de Ranvier.
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Assim, na concentracdo de DAR de 10 uM e tempo de incubagdo de 15 minutos, os
cortes na solucdo aquosa desse fluoroforo apresentaram fluorescéncia, sendo

suficientes para promover a marca¢ao do NO.

Fluorescéncia Visivel Fluorescéncia Visivel

KN
DAR

Controle

SIM
DAR

Controle

Figura 19 - Analise da produc¢ao in situ de NO, por microscopia de
fluorescéncia, em bases foliares de Ananas comosus. Os explantes foram
mantidos por 24 horas em solucdo aquosa de SNP (400uM). Depois, foram
processados no microscopio de Ranvier e dois lotes foram separados. O
primeiro foi incubado em agua por 15 minutos e o segundo na solucdo
aquosa de DAR-4M AM pelo mesmo tempo. Depois do tempo de incubagao
no marcador, os cortes foram lavados e as imagens foram obtidas no
microscéopio de fluorescéncia (550 nm de excitagao e 580 de emissdo). Cada
par de imagens representa uma observacao em fluorescéncia e uma sob luz
visivel. Foram processadas as duas imagens mais representativas de cada
tratamento ou controle, com ou sem marcador.
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Conforme se observa na figura 19, todos os controles que foram incubados em
agua (identificados na prancha como “Controle”), tanto no tratamento SIM quanto
KN, ndo apresentaram fluorescéncia ou autofluorescéncia. Entretanto, constatou-
se que o tratamento KN apresentou cortes com pouca ou média fluorescéncia
quando comparados aos do tratamento SIM que, de maneira geral, apresentaram

uma maior marcacao.

Nos cortes onde foi observada pouca fluorescéncia, a marcagdo ocorreu
principalmente na regido dos feixes vasculares e epiderme. Constatou-se também
que quanto maior a fluorescéncia, as células do parénquima também apresentaram

consideravel marcacdo, além dos feixes vasculares e epiderme.
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IV.8. Dosagem de Peroxido de Hidrogénio (H:0:) e Integracao
com os Resultados de Dosagem de Oxido Nitrico (NO)

A figura 20 mostra o periodo no qual foram realizadas as dosagens de peroxido de
hidrogénio. Nesse periodo estdo compreendidas as 4 horas em que foram
analisadas conjuntamente, hora a hora, a producdo de peréxido de hidrogénio e a
de 6xido nitrico, sendo os valores de NO obtidos por quimiluminescéncia, por sete

dias consecutivos.

10:00 h Periodo analisado 14:00 h

\ /

B |
19:00 h Escuro 07:00h Claro 19:00 h

1 dia

Figura 20 - Dosagens de perdxido de hidrogénio e NO realizados de hora
em hora, no periodo das 10 as 14 horas.

A figura 21 mostra a producdo de perdxido de hidrogénio pelos explantes
cultivados nos tratamentos KN ou SIM, em cada uma das quatro horas propostas
para anadlise. O periodo de incubagdo dos explantes em meio de cultura KN ou SIM

variou de 1 a 7 dias.
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Figura 21 - Produc¢ao horaria de peroéxido de hidrogénio por tempo de
incubacdo das bases foliares em meio de cultura KN ou SIM (1 a 7 dias). As
barras indicam o erro padrao.

A andlise da producdo de peréxido de hidrogénio mostrou que, tanto para o
tratamento SIM quanto para o KN, as taxas aumentaram com o passar das horas e

que o maior aumento ocorreu da terceira para a quarta hora.

No tratamento KN, as comparac¢des entre as quantidades produzidas de per6xido
de hidrogénio da quarta hora em relacdo a terceira hora foram, do primeiro ao
sétimo dia, de: 2,5; 2,8; 2,1; 3,8; 3,1; 1,2 e 1,1. Em relacdo ao tratamento SIM, os
valores foram de: 2,7; 3,1; 3,2; 3,1; 2,6; 1,3 e 1,2. Diante disso, pode-se constatar
que as maiores produg¢des foram encontradas nos primeiros cinco dias apos a

incubacdo dos explantes em meio de cultura, tanto no SIM quanto no KN.

65




A andlise comparativa dos resultados da produg¢do na quarta hora dos tratamentos
SIM e KN indicam uma diferenca na produ¢do do per6xido de hidrogénio entre
esses dois tratamentos nos quatro primeiros dias, onde a producao do radical pelo

tratamento SIM foi sempre maior que a do tratamento KN.

A figura 22 integra os resultados da dosagem de 6xido nitrico e de peroxido de

hidrogénio.
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Figura 22 - Integracdo dos resultados de dosagens de 6xido nitrico (NO) e
perdoxido de hidrogénio (H202). (A) - Producdo horaria de 6xido nitrico e
peréxido de hidrogénio por explantes em meio de cultura nao-indutor
organogénese (KN); (B) - Produ¢ao do NO em meio de cultura de inducgao
organogénese (SIM). Nas curvas de producdo de perdxido de hidrogénio, as
barras indicam o erro padrao.
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Observou-se uma possivel relacdo entre a produgdo de 6xido nitrico e de peréxido
de hidrogénio, ou seja, a producdo de peroxido de hidrogénio ocorreu

posteriormente a producao de 6xido nitrico para os explantes do tratamento SIM.

Além disso, a figura 22 evidencia uma possivel relacdo entre a producdo entre os
dois radicais. Quanto maior a quantidade de 6xido nitrico produzido, maior a
producdo de perdxido de hidrogénio nas horas subseqiientes. Isso pode ser
observado nos quatro primeiros dias, quando sao comparados os resultados entre

os tratamentos SIM e KN.
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V - DISCUSSAO

A quantificacdo por fluxo continuo (QFC) de 6xido nitrico é uma metodologia que
apresenta uma série de vantagens e algumas desvantagens. A maior vantagem de
se realizar a quantificacdo por fluxo continuo é a possibilidade de acompanhar a
evolucao da producao e liberacdo do radical em tempo real, sem restricio de
tempo - ou seja, é uma op¢do interessante quando se deseja estudar o
comportamento de um material vegetal quanto a produgdo de 6xido nitrico por um
tempo relativamente longo (dias ou semanas). Além disso, ela é interessante
quando o material libera uma baixa quantidade de o6xido nitrico, pois o

equipamento é altamente sensivel, detectando concentracdes na faixa de partes

por bilhdo (ppb).

O uso de um sistema que realiza a descontaminacao do ar atmosférico utilizado no
transporte teve resultados satisfatorios e permitiu que o acompanhamento do
desenvolvimento do material vegetal pudesse ser realizado por um longo periodo
de tempo, mesmo apds o término da fase de dosagem do 6xido nitrico.

Até a presente data, trata-se da primeira vez que dosagens de NO foram realizadas
utilizando culturas in vitro sob fluxo continuo de ar atmosférico obtido através do
uso de um compressor. A padronizacdo dessa técnica permitiu evitar os efeitos da
andxia (através da substituicdo do gas de arraste, de nitrogénio para ar
atmosférico), as trocas frequientes de cilindros, caso seja utilizado como gas de
arraste o ar sintético, bem como possibilitou que o material sob andlise ndo

sofresse contaminag¢do durante a etapa de quantificagdo do radical.

Além disso, ap6s ligagdo dos equipamentos a uma rede protegida por gerador,
além da ligacdo no “no-break”, as interrup¢des no fornecimento de energia nao
foram mais problemas durante as dosagens - mesmo com varias interrupgdes logo
ap6s a implantacdo do arranjo atual dos equipamentos, eles continuaram

funcionando perfeitamente bem, sem perda de dados.
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A producao de 6xido nitrico ocorreu de maneira diferenciada quando se compara
explantes expostos ou ndo aos reguladores de crescimento. Como pudemos
constatar durante as quantificacdes do radical em fluxo continuo, tanto os
tratamentos dos explantes com ou sem reguladores de crescimento apresentaram
uma maior producado de 6xido nitrico durante a fase de claro, quando comparada a

fase escura.

Esse comportamento de producdao de NO depende do material vegetal analisado,
bem como das condi¢des nas quais foi realizada a dosagem do radical. Um estudo
realizado com a alga Chlorella sorokiniana mostrou um comportamento
semelhante ao do abacaxizeiro, ou seja, maior producdo de NO na presenca de luz e
sua reduc¢do no escuro, sob condi¢cdes de normoéxia. Entretanto, sob condicdes de
anoxia, a producdo do radical aumentou consideravelmente (Tischner et al., 2004).
Além disso, mutantes deficientes para a redutase do nitrito dessa mesma espécie
de alga ndo apresentaram diferenca na producdo de NO tanto na presenca quanto
na auséncia de luz em condi¢cdes de normoxia, ao passo que foi constatado um
comportamento invertido na produc¢do do radical sob condi¢cdes de andxia. A
técnica utilizada na dosagem de NO nesse estudo foi a da quimiluminescéncia, com
um equipamento semelhante ao instalado no Laboratério de Fisiologia Vegetal -

IB/USP.

No caso do abacaxizeiro foi constatado que, tanto na fase clara quanto escura, os
explantes submetidos ao tratamento com reguladores de crescimento
apresentaram uma producdo significativamente maior de NO em relacdo aos
explantes ndo expostos aos reguladores, indicando que o radical pode
desempenhar algum papel para o processo organogenético, desde a indugdo até

etapas posteriores.

O processo da organogénese vegetal in vitro pode ser dividido em trés fases:
desdiferenciacao celular para aquisicao da competéncia organogenética (que nem
sempre precisa ocorrer); determinacdo celular para a formagdo de um Orgao
especifico em resposta aos reguladores de crescimento e, por fim, a continuidade
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na formacao desse 6rgdo independentemente da presenca desses reguladores
(Sugiyama, 1999). A formacao de um novo primoérdio foliar é dependente da
concentracdo da auxina enddgena em determinadas regides de um meristema.
Ap6és estabelecimento desse primordio foliar, aumenta a for¢a do dreno de auxina
das células ao seu redor. Dessa maneira, o surgimento de um novo primérdio foliar
somente podera ocorrer a certa distancia, numa posicao onde a auxina possa ser
acumulada (Castellano e Sablowski, 2005). No caso das folhas de abacaxi, novos
meristemas sdao formados em um processo dependente de auxinas e citocininas
enddgenas (Mercier et al., 2003). O processo de inducdo da organogénese em bases
foliares de abacaxizeiro pode ser melhorado através da suplementacao do meio de
cultura SIM com glutamina 8 mM, elevando a taxa de formacdo de gemas
adventicias de 46% para 70%. Foi constatado que, associado ao aumento na taxa
de regeneracdo, ocorreu um aumento consideravel nas concentra¢des enddgenas

do acido indolil-3-acético e das citocininas (Hamasaki et al., 2005).

Por outro lado, a producdo de NO em plantas pode ocorrer por uma série de
motivos, que variam desde crescimento e desenvolvimento a respostas as
situacdes de estresse (Planchet e Kaiser, 2006). O processo de obtencao dos
explantes a partir das folhas de abacaxizeiro pode ser considerado um fator de
estresse, pois consiste na separacao fisica da regiao de interesse através de cortes
da planta mde e a sua incubacdo em meio de cultura contendo uma série de
substancias quimicas. Fatores de estresse abidticos como metais pesados,
salinidade, altas temperaturas, desidratacdo, radiacdo ultravioleta, dentre outros,
estdo relacionados a inducao do estresse oxidativo do qual o NO faz parte (Neill et

al, 2008).

Assim, provavelmente parte do NO produzido e dosado por quimiluminescéncia
pode estar relacionada a situacdo de estresse pela qual os explantes passaram
durante a sua obtencao. Entretanto, a constatacdo de uma producao maior de NO
por explantes que foram incubados em meio de cultura indutor da organogénese
(SIM), além da sua maior concentragdo nos primeiros dias de incubagdo, sugerem a
participacao do radical na fase de inducao da organogénese adventicia. Hamasaki
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et al. (2005) havia demonstrado para esse mesmo material que o periodo de

inducdo ocorre nos primeiros 7 dias de cultivo em SIM.

Em pepino (Cucumis sativus) foi demonstrada a participagdo do NO para a
formacao de raizes adventicias induzidas pelo acido indol-3-acético (AIA)
(Pagnussat et al, 2002). Além disso, foi encontrada uma correlacdo entre o
controle da filotaxia e formag¢do de um novo primérdio foliar em Arabidopsis
thaliana com a distribuicdo da auxina (Shani et al, 2006). Assim, situacdo
semelhante poderia ocorrer durante a formacao adventicia de eixos caulinares em
bases foliares de abacaxizeiro, ou seja, o NO poderia estar atuando na distribuicao

da auxina durante o processo de organogénese.

O Ananas comosus tem se mostrado um material interessante para se estudar a
organogénese induzida por reguladores de crescimento. Entretanto, uma pergunta
pendente de resposta seria: por que motivo a regenera¢dao nao ocorre em 100%
dos explantes? Todo o material vegetal foi proveniente de clones, obtidos a partir
de material estiolado ao longo de muitas gerag¢des. A andlise de resultados em
estudos futuros poderia ser facilitada se houvesse maior uniformidade nos
estagios de desenvolvimento dos explantes submetidos a regeneragdo como, por
exemplo, indugdo a organogénese de 100% de explantes tratados com reguladores

de crescimento, todos formando novas plantas ap6s 60 dias de cultivo in vitro.

Uma hipétese seria que a percepcdo dos reguladores de crescimento pelos
explantes pudesse nao ocorrer de maneira similar. Ou seja, mesmo inoculando
todas as bases foliares com a porg¢do abaxial voltada para o meio de cultura, elas
ndo estariam igualmente expostas aos reguladores de crescimento e a absorgao
poderia estar ocorrendo de maneira diferenciada pelos explantes. Um teste para
avaliar essa hipétese seria a incubacdo de bases foliares em meio de cultura SIM
ndo geleificado, ou seja, sem a adicao de Phytagel®, no intuito de permitir uma
maior absor¢do dos reguladores de crescimento pelos explantes.

Por outro lado, quando o aminoacido glutamina foi adicionado ao meio de cultura
SIM, ocorreu o aumento na competéncia das bases foliares de abacaxizeiro a
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regeneracao (Hamasaki et al, 2005). Assim, a incubacdo de bases foliares em meio
de cultura SIM ndo geleificado e suplementado com glutamina pode ser uma
alternativa interessante para aumentar a taxa de regeneracdo. Convém salientar
que, dependendo da concentracdo fornecida de glutamina, esta pode ter um efeito

inibitério da via da NR.

Os resultados relativos ao uso de inibidores da via da NR e da NOS indicaram que
de alguma maneira o uso de tungstato, glutamina e L-NAME influenciaram
negativamente a producdo de O6xido nitrico nos explantes de abacaxizeiro
comparada aquela obtida pelos explantes incubados apenas na presenca de meio
de cultura sem reguladores de crescimento. A producdo de NO para o tratamento
SIM durante os trés primeiros dias ficou na faixa de 20-80 nmol NO.h-1.g'l1 MF,
enquanto que a producdo pelos explantes tratados com glutamina, tungstato e L-

NAME nao chegou a 10 nmol NO.h-1.g-1 MF.

A inibicdo da via da redutase do nitrato através da glutamina ndo afetou
significativamente a formacao de eixos caulinares pelos explantes ap6s 60 dias de
cultivo in vitro em meio de cultura KN; o mesmo ocorreu para o tratamento com o
tungstato, o qual apresentou resultados muito similares quando comparados ao
tratamento com glutamina, em termos de percentual de novos eixos caulinares
produzidos. Entretanto, o tratamento com o L-NAME - responsavel pela inibicao
da via enzimdatica NOS em animais - apresentou resultados interessantes. A
producdo de 6xido nitrico na fase escura reduziu constantemente ao longo dos
dias, praticamente zerando no terceiro dia de quantificacdo. Esse tratamento
acarretou uma grande diminuicdo do percentual de explantes que foram induzidos
a organogénese adventicia. Houve uma reducao significativa no nimero de eixos
caulinares formados, isto é, somente cerca de 33% dos explantes apresentaram
eixos caulinares contra 72% do tratamento com glutamina e 55% do tratamento

com tungstato apods 60 dias de cultivo in vitro.

0 uso do L-NAME para inibir a sintese de 6xido nitrico pela enzima NOS é comum
em mamiferos, inclusive em humanos. A sua forma de agdo consiste em competir
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com o aminoacido L-arginina pela participacdao na rota de biossintese de NO e,
dessa maneira, interferindo na producao do radical (Besson-Bard et al., 2009). No
entanto, a enzima NOS ainda nao foi identificada em plantas, bem como nenhuma
seqiiéncia homologa do gene NOS de mamiferos foi encontrada em Arabidopsis

thaliana ((Yamasaki et al., 1999, Planchet e Kaiser, 2006).

Apesar dessa aparente incoeréncia, foi constatado que o L-NAME inibe a producdo
de NO em diversas espécies de plantas, como cevada (Valentovicova et al., 2009) e
milho (Tossi et al, 2009), por exemplo. Apesar da rota NOS ndo ter sido ainda
identificada, é possivel que biossintese de NO esteja ocorrendo por uma via

alternativa e que o L-NAME possa interferir nessa rota.

Um experimento adicional que poderia confirmar a importancia do NO para o
processo da organogénese nas bases foliares de abacaxizeiro seria a incubacao dos
explantes em meio de cultura SIM contendo L-NAME e o fornecimento de NO
exdgeno, gasoso, durante a fase escura, com o objetivo de reverter a baixa taxa de

regeneracao e o vigor reduzido das novas bases foliares formadas.

O uso do carboxi-PTIO(cPTIO) como agente seqliestrador de 6xido nitrico em
bases foliares de Ananas comosus nao resultou em diferencas significativas tanto
na massa das protuberancias e eixos caulinares quanto no numero de eixos
caulinares, de acordo com o teste de comparac¢do de médias Tukey em nivel de 5%
de significancia. O indice de Duncan mostrou algumas diferengas entre os
tratamentos, entretanto nada que permitisse concluir sobre um padrao de

desenvolvimento dos explantes.

Os resultados obtidos podem indicar que a concentracao de cPTIO, mesmo que
tenha sido superior a utilizada em muitos experimentos descritos na literatura
com uma série de outras plantas, nado foi efetiva para o abacaxizeiro e, portanto,
ndo deve ter sequiestrado todo o 6xido nitrico liberado pelo explante. Ou ainda,
outra possibilidade a ser considerada seria a de que o cPTIO ndo conseguiu
penetrar no tecido foliar. Nenhum relato indicando problemas de concentracdo ou
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de penetracdo do cPTIO no material vegetal foi encontrado na literatura e que
pudesse ser referéncia para o abacaxizeiro. Uma alternativa a essa questao seria a

utilizacdo de algum outro sequiestrador em substitui¢cdo ao cPTIO.

Estudos indicam que as hemoglobinas poderiam funcionar como seqiiestradores in
vivo de NO, tanto em plantas como em animais (Kundu et al, 2003). Por exemplo,
as flavohemoglobinas sao proteinas responsaveis pelo seqiiestro de NO em

algumas bactérias e levedura.

Assim, no caso do abacaxizeiro, uma alternativa ao cPTIO seria o emprego da
hemoglobina bovina como seqiiestrador de NO. Sementes de mutantes da
Arabidopsis thaliana AAtGLB3 tem a sua germinacao inibida por alta temperatura
(32°C), a qual é restabelecida quando o NO é seqiiestrado. O emprego da
hemoglobina como agente seqiiestrador permitiu o restabelecimento da taxa de
germinacdo de maneira eficiente, mais rapido que com o cPTIO (Hossain et al,
2010). O uso da hemoglobina como agente seqiiestrador de NO é uma opg¢do que

serd testada futuramente no Laboratoério de Fisiologia Vegetal - IB/USP.

O emprego de alguma técnica que permitisse a dosagem do NO enddgeno seria
uma abordagem interessante, pois possibilitaria verificar a efetividade do reagente

(tanto do cPTIO quando da hemoglobina) no seqiiestro do radical.

Uma técnica que talvez possa ser empregada para confirmar o seqiiestro do NO
seria a espectrofluorimetria, a qual permite a dosagem de NO end6geno através do
uso de marcadores para NO como o DAF-2 e o DAR, ao contrario da técnica de

quimiluminescéncia, que quantifica o NO liberado pelo material analisado.

O uso de técnicas de microscopia para a obtencdo de imagens dos sitios de
producgdo de 6xido nitrico tem se revelado como uma opg¢ao para a realizacdo de
cortes no micrétomo. Porém, a técnica ainda precisa ser aperfeicoada, pois ndo

permitiu alcancar os resultados desejados com as bases foliares de abacaxizeiro.
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Além disso, ndo ha literatura descrevendo a aplicagdo da técnica de infiltracao e

emblocamento em PEG 1500 para obtengdo de cortes.

Um dos maiores problemas residiu no fato do procedimento ser demorado - leva
até 12 horas para ser realizado sem interrupgoes, e esse tempo todo de tratamento
pode afetar o funcionamento do fluoréforo DAF 2-DA. Além dos cuidados de nao
expor os explantes tratados com o fluoréforo a luz, uma série de outros fatores
pode influenciar na identificagdo dos sitios produtores de NO. Por exemplo,
podemos citar o grande nimero de horas que as bases foliares devem passar
dentro de uma estufa durante o processo de infiltracio no PEG 1500 (entre 5 e 6
horas) e a propria manipulagdo do material durante a sua transferéncia na série de

concentragoes do PEG 1500.

Assim, a producdo de uma quantidade muito pequena de NO pode ter a sua
identificacdo dificultada devido ao processo de autofluorescéncia. No caso do
abacaxizeiro, foi constatado que as bases foliares autofluorescem no mesmo
comprimento de onda do DAF-2T. Nesse caso, a alternativa foi utilizar um

fluoréforo alternativo, o DAR, que fluoresce na faixa do vermelho.

O marcador DAF 2-DA é um fluor6foro muito utilizado para a localizagdo de NO.
Entretanto, devido a alta autofluorescéncia emitida pelos cortes de bases foliares
de abacaxizeiro, o marcador nao tem se mostrado um indicador confidvel para a

identificacdo dos sitios de producdo de NO.

Uma alternativa foi o emprego de um marcador com fluorescéncia diferente do
DAF 2-DA. O DAR 4M-AM foi uma op¢do que melhor se adequou ao abacaxizeiro no

que diz respeito a autofluorescéncia.

Assim, apesar do DAR apresentar um limite de detec¢do de NO superior ao do DAF,
7 nM contra 5 nM (von Bohlen und Halbach, 2003), foi o reagente que apresentou
melhores resultados. Além disso, convém salientar que os valores de producao
diaria de NO encontrados para o tratamento SIM ou KN pela técnica de
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quimiluminescéncia foram dosados para um ndmero amostral de 100 explantes,
ou seja, muito pouco NO foi produzido em cada explante.

Apesar disso, o tratamento SIM apresentou regides no cortes indicando maior
fluorescéncia quando comparado ao KN, principalmente na regido do parénquima
e dos feixes vasculares. Essa maior fluorescéncia para o tratamento SIM estd de
acordo com a maior producao de oOxido nitrico detectado pela técnica de
quimiluminescéncia, quando comparada a fluorescéncia e quantidade de radical

produzida pelo tratamento KN.

O peroxido de hidrogénio também estd associado a uma série de eventos
fisiolégicos, a exemplo do 6xido nitrico. A producdo de peréxido de hidrogénio em
plantas também é induzida por situacdes de estresse. Suspensdo de células de
tabaco, na presenca de metais pesados (cadmio, zinco, cobre ou ferro), resultou na
formacao de espécies reativas de oxigénio, dentre eles o peréxido de hidrogénio

(Zrébek-Sokolnik et al., 2007).

Uma relagao entre 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio foi encontrada quando
uma suspensdo de células de Arabidopsis thaliana foi exposta ao cadmio.
Constatou-se que esse metal pesado induziu uma producao inicial elevada de 6xido
nitrico e que, em um evento posterior, resultou na sintese de peroxido de

hidrogénio antes do aumento na taxa de morte celular (De Michele et al.,, 2009).

Por outro lado, o peréxido de hidrogénio também estd relacionado com o
desenvolvimento vegetal. Foi constatado que o fornecimento exdgeno de perédxido
de hidrogénio levou a formacdo de raizes adventicias em plantas de mucuna
(Mucuna pririens) a partir de sua semeadura (Li et al,, 2009). Situacdao semelhante
aquela induzida por 6xido nitrico, radical necessario para a formac¢do de raizes
adventicias em plantas de pepino (Cucumis sativus) (Pagnussat et al., 2002).

A formacdo de raizes adventicias em tagetes, ou cravo-de-defunto (Tagetes erecta
L.’Marvel’) ocorreu de sob efeito do 6xido nitrico e do peréxido de hidrogénio de
maneira dose-dependente, ou seja, o nimero e comprimento dessas estruturas
foram significativamente maiores quando as plantas eram tratadas
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simultaneamente com esses dois radicais do que com apenas um (Liao et al,
2009). Esse mesmo trabalho mostrou que a aplicacdo de NO através de doadores

aumentou o nivel intracelular de H20; em hipocétilos.

Os resultados obtidos quanto as dosagens de 6xido nitrico e de perodxido de
hidrogénio para as bases foliares de abacaxizeiro indicaram uma possivel relacao
entre esses dois radicais durante o processo organogenético para a formacdo de
eixos caulinares. O aumento na concentracdao enddgena de perdxido de hidrogénio
nos explantes foliares ap6s o aumento da producao de 6xido nitrico na presenca de
luz sugere que essa sinalizacdo ocorra apds a sinalizacdo dada pelo NO.
Experimentos adicionais poderiam comprovar essa hipdtese, por exemplo, através
do emprego de um inibidor de H202, como a catalase, adicionado ao meio de

cultura SIM.

Portanto, levando-se em conta os resultados anteriores do laboratdrio sobre os
hormonios endégenos produzidos durante a fase de indugao os explantes foliares
de abacaxizeiro cultivados em SIM (Mercier et al., 2003), percebeu-se que a cascata
de sinalizacdo da organogénese inicia-se com o pico na produ¢do de NO no
primeiro dia de cultivo, seguido por um aumento do teor de H20; e finalmente por

incrementos nas concentragdes endogenas de auxinas e citocininas (32 dia).
Assim, esta pesquisa permitiu inserir temporalmente dois outros compostos (NO e

H202) a cadeia de eventos de sinalizagdo da formacao de meristemas adventicios

em explantes foliares de abacaxizeiro.
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VI - CONCLUSOES

Ha fortes indicios de que o 6xido nitrico esta relacionado a indu¢do da formagdo de
meristemas adventicios em bases foliares de Ananas comosus. O radical faria parte
de uma cascata de sinalizacao na qual o peréxido de hidrogénio seria um outro

componente, vindo em seguida ao NO, logo nas primeiras horas de cultivo in vitro.

A via de producao de NO pela redutase do nitrato pareceu ndo exercer diretamente
uma influéncia na organogénese adventicia, apesar de ter havido uma grande
reducdo na producdo desse radical quando foram empregadas substancias
inibidoras dessa rota de sintese, como o tungstato e a glutamina. O nimero de
explantes que formaram eixos caulinares ao final de 60 dias de cultivo in vitro foi
semelhante ou superior aos resultados obtidos no tratamento controle sem
inibidores. Ao contrario, o emprego do L-NAME, substancia inibidora da via NOS
em mamiferos, exerceu grande influéncia na organogénese das bases foliares,
afetando significativamente a formacdo de gemas adventicias e no vigor dos
poucos eixos caulinares formados pelos explantes, quando comparado ao controle

sem a presenca desse inibidor.
Quanto a localizagdo do NO nos explantes foliares cultivados em SIM, por meio do

emprego do fluoréforo DAR, detectou-se um aumento da fluorescéncia no

parénquima e na regido dos feixes vasculares.
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VII. RESUMO

0 oxido nitrico (NO) tem se mostrado um sinalizador presente em muitas fases do
desenvolvimento vegetal e elemento essencial nas respostas aos estresses bidticos
e abidticos em plantas. Entretanto, poucos estudos correlacionam esse radical a
organogénese vegetal. Folhas de Ananas comosus (Bromeliaceae) podem ser
consideradas um modelo interessante para o estudo da organogénese, pois sua
regido basal possui um conjunto de células que, sob cultivo in vitro e balango
adequado de certos reguladores de crescimento, da inicio a proliferacdo celular e
formacdo de meristemas adventicios. Primeiramente, formam-se estruturas
denominadas protuberancias que, depois, se desenvolvem em novos eixos
caulinares, sem formacdo intermediaria de calos. A relacdo 6tima dos reguladores
de crescimento para a indu¢do da organogénese adventicia é 0,53 uM de acido
naftalenoacético e 8,87 uM de benziladeninapurina e sabe-se que o balango
hormonal entre auxinas e citocininas endogenas é alterado nesses explantes,
encontrando-se um pico desses hormonios no terceiro dia da inducdo. Esse
trabalho teve como objetivo verificar se o NO participaria da cascata de
sinalizagdes que leva a organogénese adventicia, utilizando bases foliares de
abacaxizeiro cultivadas in vitro. A quantificacdo do NO foi determinada pela técnica
de quimiluminescéncia durante um periodo de 7 dias a partir da obtencdo dos
explantes. Essa producao foi dosada em fluxo continuo com medic¢ées feitas a cada
10 segundos. O tratamento indutor de organogénese mostrou um aumento
significativo na produgao de NO em comparagdo aos explantes incubados em meio
de cultura sem reguladores de crescimento, indicando uma possivel participagdo
do 6xido nitrico no processo da organogénese. Houve um pico de NO no primeiro
dia logo nas primeiras horas de cultivo em meio indutor. Além disso, foi realizada a
dosagem de perdxido de hidrogénio (H202) e foi encontrada uma correlagdo com a
producao de 6xido nitrico durante a fase clara do fotoperiodo. A produgao de H20>
aumentou em seguida ao incremento de NO no primeiro dia de cultivo no meio de
cultura com reguladores de crescimento. Finalmente, o tratamento com L-NAME

mostrou ser a enzima NOS uma possivel rota de sintese de NO, ja que reduziu
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significativamente o numero de novos meristemas adventicios e,
conseqlientemente, de novos eixos caulinares formados ap6s 60 dias de cultivo em
meio ndo indutor da organogénese. A localizac¢do in situ do NO pareceu indicar que
o aumento da producdo estaria mais relacionado com células do parénquima foliar
e dos feixes vasculares. Assim, esta pesquisa permitiu incluir temporalmente dois
novos possiveis sinalizadores (NO e H202) a cascata de sinalizacao da
organogénese adventicia em folhas de abacaxizeiro. A sinalizag¢do parece iniciar-se
com o NO e logo em seguida, ainda no primeiro dia, viria o aumento de H20> e dos
hormonios auxinas e citocininas no terceiro dia (resultados anteriores do grupo)

do periodo de inducao.
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VIII - ABSTRACT

The nitric oxide (NO) was shown to be an ubiquitous molecule for many phases of the
development of a plant and an important element for biotic and abiotic stress
responses. However, few studies correlate this radical with the organogenesis in
plants. Ananas comosus (Bromeliaceae) leaves can be considered an interesting
model for the organogenesis studies, because the basal region have a set of cell
which, under in vitro cultivation and fine growth regulators balance, start cell
division and form adventitious meristems. Firstly, structures named protuberances
are formed, which develop forming new buds, without the intermediary formation of
callus. The optimum rate of the growth regulators for the induction to organogenesis
is 0.53 uM of naphthalene acetic acid and 8.87 uM of benziladeninepurine. It is
known that the endogenous hormonal balance between auxins and cytokinins is
altered in these explants, and a peak of these hormones is found at the third day of
induction. This work intended to verify whether the NO would participate on the
signaling cascade that led to the adventitious organogenesis, using basal leaves of
pineapple cultivated in vitro. The nitric oxide quantification was made by
chemiluminescence for a period of 7 days after the explants obtainment. The
production was dosed in continuous flow air with measurements made every 10
seconds. The inductive treatment to organogenesis showed a significant rise in NO
production in comparison to the explants incubated in medium culture without
growth regulators, indicating a possible participation of NO at the organogenesis
process. There was a NO peak at the first day, soon at the first hours of cultivation at
inductive medium. Besides, the dosage of hydrogen peroxide (H202) was done and a
correlation was found to the NO production at the light phase of the photoperiod.
The H;0; production rose after the increase of NO at the first day of cultivation in
medium containing growth regulators. Finally, the treatment with L-NAME showed
the NOS enzyme as a possible pathway involved with the NO production, since the
number of new adventitious meristems reduced significantly and subsequently, of
new shoots after 60 days of cultivation in inductive to organogenesis medium. The in

situ localization of NO seemed to indicate that the rise in production could be related
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to the cells of the leaf parenchyma and vascular tissues. Thus, this research permitted
to include temporally two new possible signals (NO and H:0;) to the signalization
cascade of the adventitious organogenesis in pineapple leaves. The signalization
seems to initiate with NO followed by H:0: at the first day and by the auxins and
cytokinins hormones at the third day (previous results of the group) of the induction

period.
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IX. APENDICE A

Meios de cultura

Nas tabelas A-F estao relacionados os reagentes que fizeram parte da composicao
dos meios de cultura utilizados neste projeto. Em todos os tipos de meio de cultura
o pH foi ajustado para 5,8 através da adigdo de HCI ou NaOH, antes da adi¢do do
agente geleificante Phytagel®.

A. Meio de cultura basico de Murashige e Skoog (1962) - MS

Reagentes 1 litro de meio de cultura
CaClz.2H20 88¢g

Macronutrientes Murashige e Skoog Item D - 50 mL
Micronutrientes Murashige e Skoog Item E - 5 mL

Fe-EDTA Item F - 10 mL
Tiamina 0,1 mg

Mio-Inositol 100 mg

Sacarose 30g

Ajuste do pH para 5,8 com HCl ou NaOH

Phytagel ® 2g
B. Meio de cultura para inducdo da organogénese - SIM
Reagentes 1 litro de meio de cultura

Macronutrientes Knudson

1. (NH4)2S04 500 mg

2. Ca(NO03); 1000 mg

3. KHPO4 250 mg

4. MgSO04 250 mg
Micronutrientes Murashige e Skoog Item E - 5 mL
Fe-EDTA Item F - 10 mL
Sacarose 20g
Benziladeninapurina (BAP) 2 mg
Acido Naftaleno-Acético (ANA) 1mg

Ajuste do pH para 58 com HCl ou NaOH

Phytagel

2g
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C. Meio de cultura de Knudson (1946) modificado - KN

Reagentes 1 litro de meio de cultura

Macronutrientes Knudson

5. (NH4)2S04 500 mg

6. Ca(NO03): 1000 mg

7. KHzPO4 250 mg

8. MgSO0, 250 mg
Micronutrientes Murashige e Skoog Item E - 5 mL
Fe-EDTA Item F - 10 mL
Sacarose 20g

Ajuste do pH para 5,8 com HCl ou NaOH

Phytagel 2g

D. Macronutrientes da formulacao de Murashige e Skoog (MS) - 1962

Reagentes 1 litro
KNO3 38g
NH4NO3 33g
MgS04.7H0 748
KH2PO4 348

E. Micronutrientes da formulacao de Murashige & Skoog (MS) - 1962

Reagentes 1 litro
MnS04.4H0 446¢g
ZnS04.7H20 1,72 ¢g
H3BO3 1,24 ¢g
KI 0,166 g
NaMo00..2H>0 005g
CuS04.5H,0 0,005¢g
CoCl2.6H:0 0,005¢g
F. Solucao-estoque de Fe-EDTA

Reagentes 1 litro de meio de agua
Na;EDTA 3,730 g

FeS04.7H;0 2,780 g




Reagentes Para Dosagem de Perdoxido de Hidrogénio (H20:)

Nos itens G-I estao relacionados os reagentes utilizados na dosagem de peréxido
de hidrogénio, com as suas respectivas concentragoes. O meio de cultura KN, sem a

adicao do geleificante Phytagel ®, foi utilizado no preparo das suas solugdes.

G. Solucao de DCHBS (3,5-Dicloro-2-Hidroxibenzenossulfonico)
Solucdo-estoque de DCHBS foi preparada na concentracdo de 100 mM e

mantida em gelo.

H. Solucao-estoque de AAP (4-Aminoantipirina)
Solucdo-estoque de AAP foi preparada na concentracao d 10 mM e mantida

em gelo.
L. Solucao de peroxidase

A solucdo de peroxidase foi preparada na concentracdo de

aproximadamente 1 mg/L, mantida no gelo e protegida da luz.
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APENDICE B

Principio Da Técnica de Dosagem de H20:

Protocolo para dosagem de H;0; estabelecido por Van Gestelen et al. (1998). O
método consiste na oxidacdo do acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfénico
(DCHBS) até a sua forma quinona pela peroxidase. Uma vez oxidada, a quinona
reage com a 4-aminoantipirina (AAP) e forma um complexo molecular cuja

deteccdo no espectrofotémetro foi medida no comprimento de onda de 510 nm.

H20>
Peroxidase
» DCHBS (oxidado)
DCHBS (reduzido)
+ AAP
DCHBS-AAP
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APENDICE C

Curva-Padrao Para Dosagem de H20:

A tabela I foi utilizada na elaborag¢do da curva-padrao para o calculo da produgao
de perdxido de hidrogénio pelos explantes foliares de Ananas comosus. De acordo
com o aumento na concentra¢do de H202 é formado um gradiente de coloragdo

rosea.

Tabela I - Volumes de H202, meio de cultura KN, solugdes de DCHBS, AAP e
peroxidase utilizados na determinacdo da curva-padrao.

Concentracgao H0; I\C/Iuelit(:n(_j: DCHBS AAP Peroxidase  Total
(M) amM) @) goomM) (gomM) | EL ()
0 0 880 100 10 10 1000
1 1 879 100 10 10 1000
2 2 878 100 10 10 1000
3 3 877 100 10 10 1000
4 4 876 100 10 10 1000
5 5 875 100 10 10 1000
7,5 7,5 872,5 100 10 10 1000
10 10 870 100 10 10 1000
20 20 860 100 10 10 1000
30 30 850 100 10 10 1000
40 40 840 100 10 10 1000
50 50 830 100 10 10 1000
75 75 805 100 10 10 1000
100 100 780 100 10 10 1000
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