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I - INTRODUCAO

I.1. 0 Oxido Nitrico

0 6xido nitrico (NO) foi descoberto pelo quimico inglés Joseph Priestly em 1772.
Inicialmente identificado como gas nitroso, naquela época nenhuma fungao foi
atribuida a esse radical, exceto a de ser um constituinte da poluicao atmosférica,

encontrado na fumaga liberada pelas industrias e cigarros.

Entretanto, a percepg¢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 fisioldgicos, dentre eles:
vasodilatagdo, atuando como um fator de relaxamento endotelial; inibicdo da
agregacdo de plaquetas; distribui¢do da perfusdo renal; broncodilatacdo; 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
funcao sinalizadora do 6xido nitrico para o sistema cardiovascular. Assim, o papel
que o 6xido 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 fisioldgicas.

0 estudo da funcao do 6xido nitrico em plantas teve inicio no final da década de 70
(Klepper, 1979), quando foi constatado que a sua produ¢ao em plantas de soja
tratadas com herbicidas era diretamente proporcional a quantidade utilizada do
agente quimico. Entretanto, a compreensao 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 producdo 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 nédulos da
leguminosa Lupinus albus (Cueto et al, 1996); em Arabidopsis thaliana foi
identificado o gene AtNOS1, responsavel pela superproducdo 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 6xido
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 ndo foram identificados nem a enzima e nem o gene homoélogo
ao da NOS animal em plantas (Besson-Bard et al.,, 2009). Atualmente, a principal
via enzimdatica comprovada de produc¢do de 6xido nitrico é a da redutase do

nitrato.

A proposta de um modelo hipotético de atuacdo do NO no sistema de defesa
vegetal envolve a sua atuacdo intracelular na ativacdo da transcrigdo dos genes
relacionados a defesa. Acredita-se que o desenvolvimento da resisténcia sistémica
adquirida envolva a associacdo do Oxido 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 indugdo 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 situacdes
de estresse para as plantas, tais como a indugdo 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 Gwozdz, 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 n6dulos em leguminosas
(Pii et al,, 2007). Foi observada uma correlagao negativa entre a producao de 6xido
nitrico e acido abscisico durante a senescéncia de tecidos (Leshem e Pinchasov,
2000); essa mesma correlacao foi encontrada em relagdo ao etileno durante a
maturacdo 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 peroxido de hidrogénio na formacdo 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 informacao no que concerne a organogénese e

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



I.2. A Quimica do Oxido Nitrico

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

100 uM, 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 equagdes a seguir mostram as reagoes

que ocorrem com o 0xido nitrico dissolvido em agua (1) e no ar (2).

(D 4NO + Oz + 2H20 = 4NO;- + 4H+
(2NO + % 02> NO2

A producao de oOxido nitrico ocorre tanto pela acdo do homem quanto
naturalmente. A producdo antropogénica do radical tem ocorrido ao longo do
tempo desde o inicio da era industrial. Atualmente, com o desenvolvimento
tecnologico, bem como a conscientizagdo das pessoas sobre os impactos
provocados pela polui¢do do ar, medidas tém sido adotadas para se reduzir a
emissdo de gases para a atmosfera - um exemplo é o tratamento dos gases
liberados pelas industrias e automoéveis, através de filtros especiais e uso de
catalisadores. Na natureza, a forma mais comum de producdo de 6xido nitrico
ocorre durante a ocorréncia de relampagos, que provoca a reacdo do nitrogénio

com dioxido de carbono, formando o radical livre. Quando o radical reage com o



oxigénio, ocorre a formagao de didéxido de nitrogénio que reage com a agua,
formando a chuva acida.

0 o6xido nitrico é um gas toéxico, corrosivo, inodoro e levemente soldvel em agua. A
sua solubilidade em meio aquoso livre de oxigénio é de 1,9 mM a 25°C. Trata-se de
um radical soluvel 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 ag¢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 superdxido, 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 producdo 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 produgdo constitutiva de 6xido nitrico ocorre na presencga de calcio e
das enzimas NOS, as quais estdo localizadas no endotélio, plaquetas, neurénios e
outros tecidos. A producao é transitoria e a concentracdo do radical produzido é da
ordem de picomolar. Por outro lado, a producdo indutiva do o6xido nitrico
independe da presenca de calcio e ela se mantém por horas, na ordem de
nanomolar - essa alta producdo promove a citotoxicidade pelo radical, que

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

A producao de 6xido nitrico pela enzima NOS ndo é a Unica via disponivel para os
animais. Foi constatado que a producao do radical a partir do nitrito ocorre sob
condicOes especificas e que é importante para a vasodilatacdo em situacao de
hipéxia. Adicionalmente, estudos in vitro demonstraram que as enzimas oxido-
redutases, sob hipoxia, também geram 6xido nitrico através da reducao do nitrito.
O nitrito pode funcionar como um sinal Unico e significante durante um amplo
leque de processos fisioldgicos e fisiopatolégicos, incluindo a alteragdo da
expressdo génica, modificacdo da sinalizagdo promovida pelo cGMP, inibicao da

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

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

também a producdo mitocondrial de 6xido nitrico.



Tabela 1 - Principais genes responsaveis pela producao 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 expressao ¢ 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 producao de 6xido nitrico:
uma ndo-enzimdtica e duas enzimaticas, sendo que uma das vias enzimaticas
envolve a participagdo 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 nado-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 producdo 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 6xido nitrico, agua e

NADP*como subprodutos.

Em cloroplastos é possivel que a producao 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, nao
foi localizada uma seqiiéncia homdloga para o gene NOS de mamiferos em
Arabidopsis thaliana, espécie cujo genoma ja se encontra completamente

sequienciado (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 oxidagdo do nitrato (NO3-) em nitrito (NO2-) é responsavel pela oxidagcao
do nitrito em 6xido nitrico (Planchet e Kaiser, 2006, Crawford, 2006). A equagado
seguinte mostra como ocorre a producdo de 6xido nitrico pela via da redutase do

nitrato.

NR

NO-3—> NO2 > NO
Posteriormente, outros mecanismos de sintese de 6xido nitrico pela acdo da
enzima nitrito redutase foram descobertos. Dentre eles, constatou-se a producdo
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

estao listadas na tabela 2.

Tabela 2 - Principais vias conhecidas de produ¢ao de 6xido nitrico em
plantas.

Tipo de producgao Via de producdo  Caracteristicas
Reducdo do nitrito; pH < 4,5;
Nao enzimatica Apoplasto
pK ~3,2.
Enzimas Enzimas ainda ndo identificadas. Producao de
semelhantes a NO em diversos tecidos e organelas
NOS (mitocdndria e perixossomo).
Nitrato/Nitrito Reducdo do nitrato em nitrito e do nitrito em
Enzimaética
redutase o6xido nitrico.
Ni:NOR A enzima nitrito:NO oxidorredutase promove
a reducdo do nitrato a nitrito no apoplasto
em raizes.




1.4. Papel do Oxido Nitrico

0 papel do 6xido nitrico em mamiferos

0 o6xido nitrico é a segunda molécula gasosa com fungdo sinalizadora reconhecida
pela ciéncia - antes do NO, apenas o etileno desempenhava tal papel (Wojtaszek,
2000). Desde a sua descoberta, uma série de fungcdes 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 fun¢des que o o6xido nitrico (NO)
desempenha em mamiferos. Modificado de Wink e Mitchell, 1998.

Papel Efeitos ‘
. Antioxidante
Eo) Inibigdo da adesdo de leucdcitos
QE_ Protecdo contra a toxicidade dada pelos fatores de necrose tumoral

Tonus vascular

Adesio celular

Permeabilidade vascular

g Neurotransmissao
Lo%: Broncodilatacdo
~ Inibicdo da adesdo de plaquetas
Supervisdo do sistema imune
Funcgdo renal
Inibi¢do do funcionamento de enzimas
Inducdo de danos ao RNA
o Inducao da peroxidacao de lipideos
‘% Radiacdo
é’ Aumento da susceptibilidade a: Agentes alcalinizantes

Metais téxicos

Exaurimento das reservas de antioxidantes




0 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 (Oz) ou
com o radical superoéxido (O27), 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 diéxido 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; oxidacao, resultando na
quebra de moléculas de DNA, peroxidacao de lipidios e hidroxilagdo; e nitragao,

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 fisioldgicos 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 situacdes de estresses

biodtico e abidtico.

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

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

Processo fisiologico

Expansdo foliar Inducdo
Crescimento radicular Indugdo

v £ —

5 8 Senescéncia Retardo

g g Germinacgdo de semente Estimulagdo

% _g' Desestiolamento Estimulagdo

§ § Alongamento do hipocétilo Inibi¢do

© 8 Amadurecimento de frutos Inibicdo
Abertura/Fechamento estomatico Estimulacdo/Inibicdo




I.5. Metodologia de Pesquisa do NO

As pesquisas sobre o papel que o 6xido nitrico desempenha em um determinado
processo fisioldgico envolvem trés abordagens basicas, pré-requisitos para o
desenvolvimento de estudos subseqiientes. S3o elas: emprego de substancias
doadoras ou seqiiestradoras de 6xido nitrico, a utilizagdo de uma ou mais técnicas
para fazer a quantificacdo do radical e o emprego de algum marcador para a

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

I.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 funcoes.
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 genomicas.

Os reagentes mais utilizados na doagdo de 6xido nitrico sdo o nitroprussiato de
sédio (NPS) e o S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP). Para o sequestro do 6xido
nitrico, sdo 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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0 cPTIO é um reagente usado como seqiiestrador de 6xido nitrico, muito utilizado
nos mais variados tipos de estudos envolvendo o radical. O seu modo de acao
consiste na sua reagcdo com o NO, formando carboxi-PTI e di6xido de nitrogénio
(Cao e Reith, 2002). A figura 1 mostra a molécula de cPTIO e a sua reagdo com o

oxido nitrico.

H4C 3 o Carboxi-PTIO + NO
H-C 3 < > (

H--Cih{. OK ﬂ

HC b Carboxi-PTI + NO,

N /

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) Reacdo
do cPTIO com o 6xido nitrico, formando carboxi-PTI e NO,. Formula
Molecular: C14H16KN204; Peso molecular: 315,39.

I.5.2. Técnicas de Quantificacao

Vérias técnicas foram desenvolvidas para realizar a quantificacdo de 6xido nitrico
e cada uma delas apresenta vantagens e desvantagens em relagcdo 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 6xido nitrico sem a
destruicao 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 detec¢do. 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 alcancar o meio externo.
Neste caso, as chances de detec¢do diminuem muito. Uma alternativa a ser adotada
¢ aumentar o numero amostral do material, na expectativa de aumentar a

concentracdo de 6xido nitrico liberado passivel de deteccao.

Dentre as técnicas ndo-invasivas para a deteccdo 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 quantificagdo de 6xido nitrico, como é o caso em
que é necessaria a obtencdo de um extrato para reagdo com determinados

reagentes.

A técnica de quimiluminescéncia consiste na reacdo quimica do NO com o O3
(0zdnio). Dessa reagdo 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 emissdo de luz proximo a faixa do
infravermelho, a qual pode ser quantificada por um fotomultiplicador(FEELISCH et

al, 2002).

A quantificacdo por quimiluminescéncia apresenta uma série de vantagens, dentre
elas: alta sensibilidade na deteccdo 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 quantificagdo por quimiluminescéncia associada a técnicas de cultivo in vitro é

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

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

permite um maior e melhor controle na detecgdo do radical.

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

metabolitos 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 detecg¢do: direta, quando é o préprio
radical que é quantificado; ou indireta, quando o produto da quantificacao
sdo metabdlitos biolégicos.

Técnicas de

Principio
Quantificaciao

Quimiluminescéncia Reacdo do 6xido nitrico com ozdnio ou luminol.

Fluorimetria Utilizacdo de um fluoréforo para 6xido nitrico.
g Espectrofotometria Formacao 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-
E‘j Eletronico ditiol-Carbamato

_ o Deteccdo através de microeletrodos especificos para
Detecgido eletroquimica _ _
oxido nitrico

o Fluorimetria Quantificacdo de metabdlitos bioldgicos estaveis de
9]

lm + 7 - 7 - - - . . .

o o Espectrofotometria 6xido nitrico ou L-arginina, como nitrato, nitrito e L-

q_) p—

) ge]

8 = Radiometria citrulina.

I.5.3. Bioimagens

A obtencgdo de bioimagens das células e tecidos produtores de 6xido nitrico é feita
através da utilizacdo de fluoréforos, que funcionam de maneira 6étima sob
condic¢oes especificas. Trés familias principais de fluoréforos foram desenvolvidas
para a deteccdo de 6xido nitrico, sendo elas: DAN - Diaminonaftalenos; DAR -

Diaminorodaminas; DAF - diaminofluoresceinas acetato.
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A etapa de obtencdo de bioimagens estd intimamente associada a detec¢do do

oxido nitrico, o que permite a identificacdo dos sitios produtores do radical.

Um dos fluoréforos mais utilizados é a diaminofluoresceina diacetado (DAF-2 DA).
0O seu modo de acdo 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 condicdo, 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.

NH, NH, - \.}.—:
HaN HiM_ A REY
A o Estetases j\COO‘ NO, 04 Ao
pH neutro
L l i K i o
ArO S 0 = OAc =0 = 0 = %0 0 e ; .:;" o
DAF-2 DA DAF2 DAF-2T
4.5 Diaminofluorescena 4.5 Diaminofluoresceina Triazol Fluorescema
Diacetato

Figura 2 - esquema representativo do modo de acao 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 coloragdo avermelhada a 575 nm quando a molécula é excitada com

luz na faixa de 560 nm.
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I.6. 0O 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 formacao dos
meristemas. A capacidade dos meristemas na geracdo de estruturas altamente
repetitivas permite a ocorréncia do fenémeno do crescimento indefinido, ou seja,
do crescimento aberto. Esse fend6meno 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 alcangcada por
algumas arvores, podemos citar um pinheiro (Picea abis) encontrado no Parque
Nacional de Fulufjallet, 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¢des 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 padrdo axial do embrido, com o estabelecimento da regido apical e basal, é
determinado logo na primeira divisdo 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 da origem ao meristema da raiz.
Logo apo6s a fase de germinacdo, estes meristemas se tornam ativos, sendo o
meristema apical caulinar o responsavel pela formacdo de todos os tecidos e
orgdos aéreos e o meristema apical radicular, pela extensdo da raiz primaéria.

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

Regulacdo Génica
A funcdo meristematica é regulada por uma grande rede de sistemas, dindmicos e
interconectados, que incluem as redes de transcricao, sinalizacdo intercelular,

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

Os meristemas sao caracterizados por serem constituidos de populag¢des de células
de pequenas dimensdes e isodiamétricas. Estas células sdo responsaveis pela
formacao de todos os tecidos e d6rgaos da planta, de acordo com uma rota de
diferenciacdo  pré-determinada. Entretanto, um conjunto das células
meristematicas se autoperpetua indefinidamente, com a manutencdo da sua
pluripotencialidade - sdao denominadas células-tronco e estdo 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
divisdo 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 diferenciacao de 6rgdo em resposta a sinaliza¢do 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 manutengdo 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
sdo mantidas na zona central, as suas células descendentes sio deslocadas em
relacio 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
orgaos das células; entretanto, a manutenc¢ao das células-tronco é dependente
também da expressdo do gene WUSCHEL (WUS) no centro organizador (CO). O
gene CLAVATA (CLV) é responsavel pela regulacio da expressdo do gene
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WUSCHEL e, conseqiientemente, pelo tamanho da populacao das células-tronco.
Em linhas gerais, a regulacdo ocorre a partir da producao do peptideo CLV3, que
inibe o WUS através da ativacao de um receptor transmembranico do tipo cinase,
composto pelas subunidades CLV1 e CLVZ2. Uma falha na rota regulatéria CLV
provoca um grande aumento do numero de células na zona central, devido a um
aumento da proliferacdo das células da zona central ou a uma reducao 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 inibicao da funcdo da CLV3

(Sablowski, 2007).

A rota CLAVATA é uma parte do mecanismo que regula precisamente o nimero de
células-tronco. A rota responsavel pela inibi¢do da diferenciacdo 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
expressao dos genes do tipo KNOX, ocorre a ativacdo de genes que antagonizam as
funcdes meristematicas e tem-se inicio a forma¢do de 6rgdos na periferia do

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

Regulacao hormonal do MAC

O surgimento de um primordio foliar na regiao do meristema apical caulinar deve
se ao transporte/acimulo de auxina e também a inibi¢ao dos genes KNOX. Depois
do estabelecimento do primérdio do 6rgao, este funciona como um dreno para a
auxina, exaurindo-a das células ao seu redor. Desta maneira, outro primérdio foliar
somente podera se estabelecer a certa distincia 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 expressdo de STM e afetando a
distribuicdo da auxina através do controle da filotaxia, influenciando desta

maneira no surgimento de um novo primoérdio 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, substancias sintéticas que mimetizam as auxinas e
citocininas endégenas. Esse processo é dependente de um fino balango entre essas
substancias reguladoras do crescimento, sendo responsavel pela indu¢do 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 formacdo de um novo 6rgao ocorre sem a formacao intermediaria de calos;
no segundo caso, a formacao 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 formacao da estrutura adventicia.
Um exemplo do primeiro caso é a inducao da formacao de eixos caulinares a partir
de bases foliares de abacaxizeiro incubadas sob concentra¢des especificas de
auxina e citocinina (Wang et al, 2009). No segundo caso, a formacgdo indireta de
estruturas adventicias pode ser exemplificada por folhas de tabaco. Em um
primeiro instante, induz-se a formacao e o crescimento de calos; em um segundo
momento, com o uso de balancos especificos de auxina e citocinina, os calos sao

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

Entretanto, a organogénese adventicia pode ocorrer sem a inducdo 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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[.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. [dade 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 producdo 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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0O 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 dao origem a pequenos frutos, denominados
bagas, que ficam proximas 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 acgucares, além de possuir sais minerais (calcio,
fésforo, magnésio, potassio, sédio, cobre e iodo) e vitaminas (A, B1, B2, C e acido

nicotinico) (HTTP://WWW.SEAGRI.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 descricio dos
fatores que controlam a morfogénese de plantas a partir de eixos caulinares e
explantes foliares de abacaxizeiro. Foi constatada a necessidade da aplicacao 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 uM 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, o Ananas comosus é um modelo vegetal que elimina a
necessidade do estabelecimento e manutencao de culturas indiferenciadas (calos)

nos laboratérios de pesquisa (Wang et al., 2009).
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VI - CONCLUSOES

Ha fortes indicios de que o 6xido nitrico esta relacionado a inducao da formacgao de
meristemas adventicios em bases foliares de Ananas comosus. O radical faria parte
de uma cascata de sinalizagdo na qual o pero6xido 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 nao exercer diretamente
uma influéncia na organogénese adventicia, apesar de ter havido uma grande
reducdo na producao desse radical quando foram empregadas substancias
inibidoras dessa rota de sintese, como o tungstato e a glutamina. O numero 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 abioticos 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 proliferacao celular e
formacdo de meristemas adventicios. Primeiramente, formam-se estruturas
denominadas protuberancias que, depois, se desenvolvem em novos eixos
caulinares, sem formacao intermediaria de calos. A relacao 6tima dos reguladores
de crescimento para a inducdo da organogénese adventicia é 0,53 uM de &cido
naftalenoacético e 8,87 pM de benziladeninapurina e sabe-se que o balango
hormonal entre auxinas e citocininas enddgenas é alterado nesses explantes,
encontrando-se um pico desses hormonios no terceiro dia da inducgdo. 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 quantificacao do NO foi determinada pela técnica
de quimiluminescéncia durante um periodo de 7 dias a partir da obtenc¢do dos
explantes. Essa producao foi dosada em fluxo continuo com medigdes feitas a cada
10 segundos. O tratamento indutor de organogénese mostrou um aumento
significativo na producdo de NO em comparacdo aos explantes incubados em meio
de cultura sem reguladores de crescimento, indicando uma possivel participacao
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 peréoxido de hidrogénio (H202) e foi encontrada uma correlacdo com a
produgdo de 6xido nitrico durante a fase clara do fotoperiodo. A producdo 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

significativamente o numero de novos meristemas adventicios e,
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conseqiientemente, de novos eixos caulinares formados ap6s 60 dias de cultivo em
meio ndo indutor da organogénese. A localizagdo in situ do NO pareceu indicar que
o aumento da producgao 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 sinalizacdo da
organogénese adventicia em folhas de abacaxizeiro. A sinalizacdo parece iniciar-se
com o NO e logo em seguida, ainda no primeiro dia, viria o0 aumento de Hz02 e dos
hormoénios auxinas e citocininas no terceiro dia (resultados anteriores do grupo)

do periodo de indugao.
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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 (H20;) was done and a
correlation was found to the NO production at the light phase of the photoperiod.
The H20; 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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[X. APENDICE A

Meios de cultura

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

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

Reagentes 1 litro de meio de cultura
CaClz.2H20 888

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

Fe-EDTA [tem 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 indugao da organogénese - SIM
Reagentes 1 litro de meio de cultura

Macronutrientes Knudson

1. (NH4)2S04 500 mg

2. Ca(NO3)2 1000 mg

3. KHzPO4 250 mg

4, MgSO0, 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 5,8 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(NOs): 1000 mg

7. KHzPO4 250 mg

8. MgS0, 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 38¢g
NH4NO; 33g
MgS04.7H,0 748
KH2PO,4 34g

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

Reagentes 1 litro
MnS04.4H,0 446¢g
ZnS04.7H,0 1,72 g
H3BO3 1,24 g
KI 0,166 g
NaMo0..2H,0 005¢g
CuS04.5H20 0,005g
CoCl,.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 Perdxido de Hidrogénio (Hz03)

Nos itens G-I estao relacionados os reagentes utilizados na dosagem de pero6xido
de hidrogénio, com as suas respectivas concentracdes. O meio de cultura KN, sem a

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

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

mantida em gelo.

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

em gelo.
L. Soluc¢ao de peroxidase

A solucdo de peroxidase foi preparada na concentracao 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 espectrofotdometro 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 elaborac¢do da curva-padrao para o calculo da producao
de perdxido de hidrogénio pelos explantes foliares de Ananas comosus. De acordo
com o aumento na concentracdo de H;02 é formado um gradiente de coloragao

rosea.

Tabela I - Volumes de H202, meio de cultura KN, solu¢cdes de DCHBS, AAP e
peroxidase utilizados na determinac¢ao da curva-padrao.

Concentracao H20; I\C/Iuelit(;fae DCHBS AAP Peroxidase  Total
(M) amv) @ goomM) (gomwy OO g
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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