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RESUMO

A origem do 6xido nitrico ("NO) em plantas tem sido controversa e uma enzima do tipo
oxido nitrico sintase (NOS), bem como nitrato redutase (NR) sdo consideradas
possiveis fontes deste radical livre. Contudo, ainda n&do ha nenhuma evidéncia direta
da formacao de ‘NO a partir da NR durante interagdes planta-patégeno. Nos estudos
aqui descritos foram utilizadas plantas de Arabidopsis thaliana deficientes na enzima
NR para investigar o mecanismo de producdo de *‘NO em resposta a inoculagao da
bactéria Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm). Aumento na sintese de L-
citrulina a partir de L-arginina foi observado em homogenatos de folhas de plantas do
tipo selvagem e daquelas deficientes na sintese de NR, apds inoculacdo com Psm.
Experimentos de ressonancia paramagnética eletrénica, contudo, mostraram uma
producdo muito maior de "NO dependente de NO,, mas nao de L-arginina ou NOg/,
sintese esta inibida por alta concentragcdo de L-arginina. A inibicdo da cadeia de
transporte de elétrons da mitocéndria aboliu ou inibiu parcialmente esta atividade em
plantas mutantes ou selvagens, respectivamente. A utilizacdo do marcador fluorescente
4,5 diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) mostrou que a inoculacdo com Psm
aumentou substancialmente a producao de *NO in situ em plantas selvagens, mas nao
em mutantes deficientes na sintese de NR. No entanto, a infiltracdo de L-arginina ou
NO. causou uma producao de ‘NO in vivo nas plantas mutantes. Plantas de A. thaliana
deficientes na sintese de NR mostraram suscetibilidade a P. syringae que foi prevenida
pela co-infiltracdo de NO:. O conjunto de resultados sugere que NOS, NR e uma

importante atividade mitocondrial de reducdo de NO, podem cooperar para produzir
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*NO em quantidade suficiente para prevenir a disseminagdao de Psm em plantas de A.

thaliana.
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ABSTRACT

The origin of nitric oxide ("NO) in plants has been controversial and nitric oxide synthase
(NOS)-like enzyme and nitrate reductase (NR) are claimed as potential sources.
However, there is still no direct evidence for *NO formation from NR during plant-
pathogen interactions. Here, we used NR-defective double mutants of Arabidopsis
thaliana to investigate the mechanism of *NO production following infection by an
avirulent strain of Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm). Increased formation of
L-citrulline from L-arginine was observed in leaf homogenates of both wild-type and niat
nia2 mutant plants. Electron paramagnetic resonance experiments, however, showed a
much higher *NO production that was dependent on NO; rather than on L-arginine or
NO3" and was also inhibited at high L-arginine concentrations. Inhibition of mitochondrial
electron transport abolished and inhibited partially this activity in nia? nia2 mutants and
wild-types, respectively. In situ *NO production was substantially increased in wild type-
plants but not in mutants, following Psm challenge, as measured with the fluorescent
probe 4,5-diaminofluorescein diacetate. However, in vivo *NO production in NR-deficient
mutants was visualized only after L-arginine or NO infiltration into the leaves. A.
thaliana plants defective in NR showed susceptibility to P. syringae that was prevented
by infiltration of NO,". The overall results suggest that NOS, NR, and an important
mitochondrial-dependent nitrite-reducing activity cooperate to produce *NO in amounts

enough to prevent Psm dissemination in A. thaliana plants.
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1. INTRODUCAO

O radical 6xido nitrico ("NO) vem emergindo como uma molécula sinalizadora
fundamental no reino vegetal assim como o € em mamiferos. Este radical tem-se
revelado uma molécula capaz de influenciar varios processos em vegetais como
crescimento de raizes (Gouvéa et al., 1997), germinacdo de sementes (Grubisic e
Konjevic, 1992; Keeley e Fortheringham, 1997), fotomorfogénese (Pagnussat et al.,
2003), lignificacdo de parede celular (Ferrer and Ros Barceld, 1999), senescéncia
(Leshem e Hamaraty, 1996; Leshem et al., 1998; Magalhaes et al., 2000; Corpas et al.,
2004), movimento de estdmatos (Neill et al., 2002; Desikan et al., 2002; Garcia-Mata et
al., 2003; Sakihama et al., 2003), via de sinalizagdo por citocinas (Scherer e Holk,
2000; Tun et al., 2001), aumento da disponibilidade de ferro (Graziano et al., 2002),
acumulo de ferritina mediado por ferro (Murgia et al., 2002), morte celular (Pedroso et
al., 2000; Saviani et al., 2002), funcionalidade mitocondrial (Saviani et al., 2002; Zottini
et al., 2002) e de cloroplastos (Takahashi e Yamasaki, 2002) e sinalizacdo durante
injuria (Orozco-Cardenas e Ryan, 2002; Huang et al., 2004), entre outros.

Além da sua influéncia sobre a regulagéo de diversos processos, o ‘NO também
atua como um componente importante na resposta de defesa de plantas ao ataque de
patégenos (Delledonne et al., 1998; Durner et al.,, 1998; McDowell e Dangl, 2000;
Wendehenne et al., 2001). Muitas aproximacdes experimentais sugerem que uma
enzima do tipo 6xido nitrico sintase (NOS) de mamiferos esteja envolvida na sintese de
*NO durante a resposta de defesa de plantas, a citar: determinacao da producao de L-

citrulina a partir de L-arginina marcada com radioisétopos (**C ou ®H) avaliando a



dependéncia de cofatores para a NOS de origem animal e avaliacdo de reacao
imunoldgica com anticorpos contra NOS de mamiferos (Delledonne et al., 1998; Durner
et al., 1998; Huang e Knopp, 1998; Modolo et al., 2002). Porém, analise protedmica de
eixos embrionarios de milho revelou que vinte proteinas foram imunorreativas para
anticorpos contra NOS de mamiferos. Quinze delas foram identificadas, ndo sendo
relacionadas ao metabolismo do °NO. As cinco proteinas restantes, embora nao
identificadas, apresentam sequéncia de aminoacidos com praticamente nenhuma
regidao homoéloga as proteinas NOS de origem animal (Butt et al., 2003).

Durante uma interacéo incompativel, varios mecanismos de defesa séo ativados
nas plantas com o objetivo de conter a disseminagdo microbiana. Estas respostas
incluem o aumento da expressdo de varios genes de defesa, como aquele para
fenilalanina aménia liase (PAL), primeira enzima da via dos fenilapropandides que leva
a sintese de fitoalexinas (Lamb e Dixon, 1997). Niveis aumentados de transcritos que
codificam a enzima PAL e outras proteinas relacionadas a defesa e o acumulo de
fitoalexinas durante a interagcédo planta-patdégeno sao relatados na literatura (Delledonne
et al., 1998; Durner et al., 1998). Tratamento de células vegetais com doadores de *NO,
eliciadores de patdégenos ou ainda infiltracao de enzima NOS de mamiferos em plantas
ja mostraram desencadear tais respostas de defesa em tecidos vegetais (Noritake et
al., 1996; Durner et al., 1998; Foissner et al., 2000; Klessig et al., 2000; Modolo et al.,
2002; Hu et al., 2003; Lamotte et al., 2004).

Recentemente, nosso grupo mostrou que a eliciagdo de cotilédones de soja com
oligossacarideos de parede celular do fungo Diaporthe phaseolorum meridionalis,

agente causador da doenca cancro da haste em soja, induziu a producdo de



fitoalexinas via ativacdo de uma enzima do tipo NOS dependente de calcio (Modolo et
al., 2002). A atividade maxima da enzima precedeu o acumulo das substancias
antimicrobianas e inibidores da NOS de mamiferos comprometeram a resposta dos
cotilédones. Estes resultados sugeriram que uma enzima com atividade conversora de
L-arginina em L-citrulina é ativada durante a interacdo soja-D. phaseolorum,
ocasionando um aumento na producao de “NO que sinaliza a ativacéo da enzima PAL.
Assim, estes resultados, juntamente com aqueles obtidos por outros grupos a partir do
estudo da interagdo planta-patégeno (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998),
apontam o *NO como uma importante molécula ativadora da via dos fenilpropandides
para a producdo de compostos antimicrobianos.

Igualmente relevante, o *NO apresenta importante papel como sinal-chave no
desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade (RH) em plantas durante uma
interacdo incompativel. A RH consiste na morte celular localizada, desenvolvida no
tecido da planta para prevenir a proliferacdo do patégeno a partir do sitio de infeccao
(Dangl et al., 1996; Lamb and Dixon, 1997; Lam et al., 2001). Em adic&o, produgéo
aumentada de espécies reativas de oxigénio como anion superoxido (Oz’), perdxido de
hidrogénio (H20.), radical hidroxil ("“OH), entre outras, parece preceder a RH. Um efeito
sinérgico entre o ‘NO e tais espécies mostrou potencializar a RH em vegetais
(Delledonne et al., 2001; Romero-Puertas e Delledonne, 2003). No entanto, Clarke e
colaboradores (2000) mostraram que apenas o ‘NO é capaz de induzir morte em
células de A. thaliana em cultura em uma maneira similar a observada a tentativa de
infeccao destas células com uma bactéria avirulenta.

Apesar do °NO ter se mostrado polivalente no controle e indugdo de muitos



processos que ocorrem em plantas, o mecanismo molecular responsavel por sua
sintese ainda é controverso.

Em células animais, a familia de enzimas Oxido nitrico sintases (NOS, EC
1.14.13.39) é a principal fonte de producdo de ‘NO catalisando a oxidagdo de L-
arginina em L-citrulina (Tayeh e Marletta, 1989). Esta reagéao requer O, e NADPH como
co-substratos e grupo heme ligado a enzima, tetrahidrobiopterina (H4B), calmodulina,
FAD e FMN como cofatores (Stuehr, 1997). A analise de varios tecidos vegetais
demonstrou que estes sdo capazes de produzir L-citrulina a partir de L-arginina em um
processo que é dependente dos cofatores para a NOS de mamiferos e sensivel a
analogos da L-arginina (Sen e Cheema,1995; Cueto et al., 1996; Ninnemann e Maier,
1996; Delledonne et al., 1998; Durner et al. 1998; Barroso et al. 1999; Ribeiro et al.
1999; Modolo et al. 2002).

Embora muitos trabalhos apontem a ocorréncia de uma enzima do tipo NOS em
plantas, mecanismos adicionais para a produgdo enzimatica de *‘NO sao propostos,
dentre eles: atividade de nitrato redutase (NR) (Magalhaes et al., 2000; Yamasaki e
Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002; Lea et al., 2004; Vanin et al., 2004), xantina
oxidase (XO) (Godber et al., 2000; Sauer and Frébort, 2003; Li et al., 2004), uma
atividade produtora de *NO associada a membrana plasmatica (NI-NOR) (Sthoér et al.,
2001), citocromo P-450 (Boucher et al., 1992; Morant et al. 2003) e nitrito redutase
(NiR) (Kuznetsova et al., 2004). Ainda, mecanismos nao-enzimaticos de produgao de
*NO também podem ocorrer em plantas. Cooney e colaboradores (1994) reportaram
que diéxido de nitrogénio ("NO) pode gerar "NO na presenca de carotendides, num

processo mediado pela luz. Além disso, formagao de *NO pode ocorrer a partir da



reducao de nitrato (NO3) ou nitrito (NO2'), na presenca de ascorbato (Klepper, 1990).
De fato, camadas de aleurona de cevada consumiram NO para a formacao de "NO a
partir de condi¢cdes de acidez do espago apoplastico (Bethke et al., 2004).

Mesmo que varios resultados bioquimicos e imunoldgicos indiquem a existéncia
de uma enzima do tipo NOS em plantas, o gene ou uma proteina homéloga a NOS de
mamiferos ainda n&o foi encontrado em geral, ou particularmente em A. thaliana (The
Arabidopsis Genome Iniciative, 2000). Uma proteina com atividade NOS foi isolada a
partir de folhas de fumo infectadas com o virus do mosaico do fumo (TMV) (Chandok et
al., 2003). A atividade desta enzima mostrou ser dependente de Ca®* e esta proteina
apresentou varias propriedades bioquimicas caracteristicas da NOS de mamiferos. De
inicio, a analise molecular da proteina purificada revelou que esta € uma variante da
proteina P do complexo glicina descarboxilase ndo apresentando homologia com a
NOS de mamiferos. Apesar de ser dependente de calcio, a enzima isolada foi
denominada NOS induzida (iINOS) por estar presente praticamente apenas em folhas
de fumo infectadas com o virus TMV. No entanto, recentemente, este mesmo grupo de
pesquisa publicou uma retratacdo informando que esta caracterizacdo deve ser
desconsiderada, pois os dados ndo sao reprodutiveis (Klessig et al., 2004). Assim, a
identidade desta enzima cuja atividade conversora de L-arginina em L-citrulina é
aumentada em plantas de fumo sob infeccéo viral permanece desconhecida.

Adicionalmente, Guo et al. (2003) identificaram um gene de A. thaliana (AINOST)
que codifica uma proteina com atividade conversora de L-arginina em L-citrulina e *NO.
AtNOS1 é uma proteina homologa aquela responsavel pela sintese de "NO em Helix

pomatia (Huang et al., 1997). Uma linhagem mutante isogénica deficiente para este



gene foi isolada e apresentou consideravel reducao da producado de *NO (Guo et al.,
2003). Aumento da producédo deste radical foi observado em plantas selvagens
tratadas com &acido abscisico (ABA), mas ndo naquelas mutantes deficientes no gene
AtNOST1, sugerindo o envolvimento desta enzima na via de sinalizagcdo hormonal por
ABA. A atividade de AtINOS1 foi sensivel a L-NAME, um inibidor da NOS de mamiferos,
e apresentou dependéncia de NADPH, calmodulina e célcio (Guo et al., 2003). No
entanto, tetrahidrobiopterina, FAD, FMN ou heme nédo estimularam a atividade de
ATNOSH1, o que mostra que esta enzima apresenta apenas algumas das propriedades
descritas para a NOS de animal. Recentemente, He et al. (2004) mostraram que
plantas de A. thaliana deficientes na sintese de AtNOS1 florescem prematuramente
guando comparadas as plantas selvagens ou aquelas mutantes que produzem ‘NO em
quantidades aumentadas. Inicialmente esta enzima foi apontada como uma fonte de
‘NO durante a via de sinalizacdo por ABA. Recentemente, Zeidler et al. (2004)
demonstraram a ocorréncia de ativacdo da AtNOS1 em folhas de A. thaliana eliciadas
com lipopolissacarideos de diferentes bactérias Gram-negativas. A ativacdo de
AtNOS1 provocou um aumento na sintese de *NO que por sua vez mediou a ativagao
da expressao de varios genes relacionados a defesa conferindo imunidade inata as
plantas de A. thaliana. O silenciamento do gene A{NOS1 causou uma dramatica
suscetibilidade das plantas ao patégeno avirulento P. syringae pv. tomato por prevenir
a inducao de genes de defesa tanto local quanto sistemicamente.

Neste contexto, torna-se claro que as rotas para a producao de "NO em plantas
necessitam ainda ser estabelecidas. Em funcdo de todas as evidéncias relatadas na

literatura, uma analise da contribuicdo das enzimas éxido nitrico sintase e nitrato



redutase no processo de sintese de *‘NO em Arabidopsis thaliana foi realizada com o
objetivo de esclarecer o mecanismo pelo qual este radical é gerado nas plantas durante

sua interagdo com a bactéria Pseudomonas syringae pv. maculicola.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de identificar a principal

fonte de "NO na reposta de defesa de Arabidopsis thaliana na presenca da bactéria

Pseudomonas syringae pv. maculicola procurando também diferenciar a producao

deste radical via atividade Oxido Nitrico Sintase (NOS) daquela resultante da enzima

Nitrato Redutase (NR). Para atingir tais objetivos, as seguintes metas foram propostas:

1.

Determinar as atividades NOS e NR em folhas de A. thaliana Columbia-0
inoculadas com P. syringae comparando estes resultados com aqueles obtidos para
plantas sadias, bem como para plantas mutantes isogénicas nial nia2 que
apresentam deficiéncia na sintese da enzima NR;

Avaliar o efeito da luz sobre a atividade NOS em plantas do tipo selvagem e
naquelas mutantes deficientes para NR uma vez que a luz fortemente controla a
atividade da enzima NR;

Realizar andlises de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR) utilizando
substratos marcados com '°N para determinar a principal fonte de *NO em A.
thaliana durante sua resposta de defesa a P. syringae;

Determinar, in situ, a produgdo de ‘NO em folhas de A. thaliana de ambos os
gendtipos comparando as plantas inoculadas com as plantas-controle;

Determinar a capacidade de resposta de plantas de A. thaliana do tipo selvagem e
aquelas mutantes deficientes na sintese de NR a tentativa de infeccao por P.

syringae avaliando a evolucao da morte celular nos tecidos vegetais.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Foram utilizadas plantas de Arabidopsis thaliana L. ecotipo Columbia-0,
expressando o gene RPM1 que confere resisténcia a bactéria Pseudomonas syringae
pv. maculicola e plantas da mesma linhagem, mutantes para o genes NIAT NIAZ,
sendo deficientes na sintese da enzima nitrato redutase (NR).

Sementes de Arabidopsis thaliana foram embebidas em H2O deionizada durante
15 min seguido da desinfeccdo com uma solucdo de hipoclorito de sédio 0,25%.
Decorridos 8 min as sementes foram submetidas a oito lavagens sequenciais com H.O
deionizada estéril e plantadas diretamente em vasos contendo vermiculita/perlita (1:1).
Para o cultivo das plantas do tipo selvagem foi empregado o meio de Murashige e
Skoog (1962), utilizando os compostos a metade dos valores de concentragdo
indicados, sendo glicose e glicina, ausentes. Para o cultivo das plantas mutantes foi
utilizado o meio descrito por Wilkinson e Crawford (1991) que contém aménia como
principal fonte de nitrogénio. As plantas foram cultivadas em cadmaras de crescimento
sob umidade relativa de 100%, 24 °C e fotoperiodo de 12 h. Folhas de plantas de 30-40
dias de idade foram utilizadas nos experimentos de medida de atividade enzimética,

produgao de "NO por Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR), ensaios de morte

celular bem como ensaios de visualizacao in situ da produgao de *NO.



3.2. Cultura bacteriana

Cultura liofilizada de Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) (IBSBF-1115),
bactéria isolada de Brassica napus var. oleifera (canola) em 1994 (Brasil) por I.M.G.
Almeida, foi re-hidratada por um periodo de 1 h com 5 a 6 gotas de H,O destilada
estéril. A reativacao do isolado bacteriano e manutencao da cultura foram realizados
em meio nutriente agar (NA; pH 7,0) contendo peptona 5 ¢/L, extrato de carne 3 g/L,
NaCl 5 g/L e &gar 17 g/L (Levine, 1954) com incubacéo a 28 °C por 48 horas.

Padronizacdo da concentracdo bacteriana de inéculo foi realizada através da
técnica de contagem em placa (Klement et al., 1990). Tomando-se como base o tubo 3
x 10 da escala de McFarland (McFarland, 1907) cuja turbidez decorrente da presenca
de BaSO, se aproxima grosseiramente daquela observada para suspensdes
bacterianas, foi preparada uma suspensao aquosa de Psm crescida em meio NA a 28
°C durante 48 h. Diluicdes seriadas (10 a 107) a partir da suspensao original foram
realizadas e aliquotas de 100 pL das Gltimas diluicdes (10™* a 107) foram plaqueadas
em meio NA (quadruplicata). As placas foram incubadas a 28 °C e, apds 48 horas, a
concentracdo bacteriana foi estimada por contagem do numero de col6nias
desenvolvidas (UFC) e por medida da transmitancia da suspensao original a 530 nm

(UFC/mL = numero de colbnias x diluicdo da amostra x 10).
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3.3. Inoculacao de plantas com Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm)

Suspensdo aquosa de Psm (~108 UFC/mL) foi utilizada na inoculagdo de folhas
de Arabidopsis thaliana. O método de inoculacao empregado foi por aspersao sobre a
regiao abaxial das folhas, exceto nos experimentos para a determinagcdo de morte
celular onde cada folha das plantas foi infiltrada com 100 uL de suspensédo de Psm ou
solucao-teste, utilizando-se uma seringa de insulina. Doze horas antes da inoculagao,
0s vasos contendo as plantas foram individualmente acondicionados em camara umida
de forma a promover a abertura dos estdmatos e assim facilitar a penetragdo do

patdgeno.

3.4. Testes para a confirmacao da espécie e do patovar da cultura bacteriana

3.4.1. Teste LOPAT

Os testes LOPAT (Levano, Oxidase, Podriddao da batata, Arginina dihidrolase e
Reacé&o de hipersensibilidade em folhas de Tabaco) foram realizados para identificar a

espécie da cultura bacteriana empregada nos experimentos.

A) Producéo de levano - O isolado bacteriano foi cultivado por 4 dias a 28 °C em meio
NA contendo sacarose 5%, apds o que, a morfologia das colénias desenvolvidas foi

analisada.
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B) Teste da oxidase - Com uma alca de platina, uma colénia bacteriana foi espelhada
em papel Whatman n. 1 embebido com uma solugdo de dicloreto de tetrametil-p-
fenilenediamina 1% (Kovacs, 1956) para a observacao de alteracdo instantanea na

coloragao do reagente.

C) Teste de podridao em batata - Fatias transversas de tubérculo de batata,
previamente lavado e flambado com etanol, foram inoculadas com a bactéria-teste e
incubadas por 48 horas a 28 °C e umidade relativa de 100% (Lelliott et al., 1966). Apos

este periodo foi avaliado o aspecto do tecido que ficou em contato com a bactéria.

D) Teste de atividade arginina dihidrolase - Com uma alg¢a de platina, uma colbnia
bacteriana foi transferida para um tudo de ensaio contendo meio 2A de Thornley
(peptona 1 g/L; NaCl 5 g/L; K:HPO4 0,3 g/L; vermelho de fenol 0,01 g/L; L-arginina 10
g/L; agar 3 g/L). Para restringir o oxigénio do sistema, pequeno volume de glicerol foi
adicionado sobre o meio e o tubo de ensaio incubado por 4 dias a 28 °C para a

observacédo de alteracdo de coloragdao do meio (Thornley, 1960).

E) Reacao de hipersensibilidade em folhas de fumo - Folhas de fumo foram
inoculadas com suspensao aquosa da cultura bacteriana, utilizando o método por
infiltracdo descrito por Klement (1963). A cada 12 horas, por um periodo de 2 dias, foi

analisado o aparecimento de lesGes necréticas nas folhas com o auxilio de uma lupa.
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3.4.2. Testes bioquimicos e de patogenicidade

Os testes bioquimicos foram conduzidos com a finalidade de identificar o patovar
de P. syringae. Tais testes foram realizados, como descrito a seguir, utilizando

suspensao aquosa ou colbnias da bactéria crescida em meio NA.

A) Producao de pigmento fluorescente - Suspensdo aquosa bacteriana foi
plaqueada em meio B de King (King et al., 1954) contendo protease peptona 20 g/L,
glicerol 10 g/L, KoHPO4 1,5 g/L, MgS0O4.7H>0 1,5 g/L e agar 17 g/L. Ap6s 48 horas de
incubacdo a 28 °C, as coldnias desenvolvidas foram observadas a luz UV para a

verificagdo da producao de pigmentos fluorescentes como piocianina e fluoresceina.

B) Atividade catalase - Com uma alca de platina, uma colénia de bactéria foi
espalhada em superficie contendo H>O, 3% (v/v) e a formacao de bolhas, decorrentes

da liberacao de O, foi avaliada (Lelliot et al., 1966).

C) Producao de 2-cetogluconato - Suspensdao aquosa bacteriana (2 gotas) foi
introduzida em meio a pH 7,0 contendo triptona 1,5 g/L, extrato de levedura 1 g/L,
KoHPO4 1 g/L e gluconato de sodio 40 g/L. Apds 5 dias, igual volume de reagente de
Benedict foi adicionado e o sistema foi aquecido em banho por 10 min para a

observacéao de alteracao de coloragdo do meio (Lelliott e Stead, 1987).
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D) Hidrdlise de macromoléculas (gelatina e aesculina) - Suspensido aquosa
bacteriana (2 gotas) foi introduzida em meio a pH 7,0 contendo extrato de levedura 3
g/L, peptona 5 g/L e gelatina 120 g/L. Apds 21 dias de incubagéo a 28 °C, o tubo de
ensaio foi resfriado a 5 °C, por aproximadamente 30 minutos, e a ocorréncia de
hidrélise de gelatina foi avaliada através da liquefagdo do meio de cultura (Lelliott e
Stead, 1987). Para o teste de hidrélise de aesculina, suspensao aquosa bacteriana (2
gotas) foi introduzida em um tubo de ensaio contendo peptona oxoid L37 10 g/L,
aesculina 1 g/L, citrato férrico 0,5 g/L e agar 12 g/L. Alteracao na fluorescéncia do meio
decorrente da presenca de aesculina foi monitorada, sob lampada de UV, apés 21 dias

de incubagéo a 28 °C (Lelliott e Stead, 1987).

F) Reducao de nitrato (NO3’) - Suspensao aquosa bacteriana (2 gotas) foi introduzida
em um meio contendo KNOs 1 g/L, peptona 5 g/L e extrato de levedura 3 g/L. Apés 10
dias de incubagéo a 28 °C, igual volume de reagente de Follet e Ratcliff (acido acético
10%; acido sulfanilico 0,13 ¢/L; a-naftol 0,1 g/L; NHsOH 2%) foi adicionado e a
ocorréncia de alteracao de coloracdo do meio (amarela para marrom-avermelhada) foi

avaliada (Stanier et al., 1966).

G) Utilizacao de carboidratos - Suspensao aquosa bacteriana (2 gotas) foi introduzida
em tubos de ensaio contendo meio-base de Ayers e colaboradores (1919) (pH 7,0;
NH4H-PO4 1 g/L, KCI 0,2 g/L e MgS0O4.7H-0O 0,2 g/L) adicionado do indicador purpura
de bromocresol (0,016 g/L) e diferentes carboidratos (individualmente) a concentracao

final de 1% (m/v) [adonitol, D (-) arabinose, L (+) arabinose, D (+) celobiose, eritritol, D-
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frutose, glicerol, mio-inositol, inulina, lactose, D (+) maltose, D (-) manitol, D (-) salicina,
sacarose, D (-) sorbitol, D (+) trealose]. Os tubos foram incubados a 28 °C e alteragéo
da coloragdo do meio (purpura para amarela) decorrente da oxidacdo de cada

carboidrato ao seu respectivo acido foi acompanhada por 21 dias.

H) Utilizacao de acidos organicos - Suspensdao aquosa bacteriana (2 gotas) foi
introduzida em tubos de ensaio contendo meio-base de Ayers e colaboradores (1919)
(pH 7,0; NH4H2PO4 1 g/L, KCI 0,2 g/L e MgS04.7H.0 0,2 g/L) adicionado do indicador
azul de bromotimol (0,016 g/L) e diferentes acidos organicos, individualmente, a
concentracao final de 0,4% (m/v) [benzoato, betaina, citrato, gluconato, glutarato, DL-
lactato, malonato, oxalato, succinato, D (-) tartarato L (+) tartarato]. Os tubos foram
incubados a 28 °C e alteragéo da coloragdo do meio (amarela para azul) decorrente da

reducao da acidez do meio foi acompanhada por 21 dias.

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas de couve. Uma suspensao
aquosa da cultura bacteriana foi inoculada nas folhas pelo método de aspersdo. A
planta foi acondicionada em estufa sob umidade relativa de 100% e observada por um

periodo de 30 dias para a verificacao de aparecimento de sintomas da doenca.
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3.5. Medida da atividade NOS

Atividade NOS em folhas de Arabidopsis thaliana foi determinada pelo método
da L-citrulina, de acordo com Modolo e colaboradores (2002). Folhas inoculadas com
Psm e folhas-controle (0,3 mg) foram homogeneizadas em 1,0 mL de tampao de
extracdo a 4 °C (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; sacarose 320 mM; leupeptina 10 ng/mL;
inibidor de tripsina de soja 10 ug/mL; aprotinina 2 ug/mL; PMSF 1 mM; DTT 10 mM,;
glutationa reduzida 10 mM) e PVPP (50 mg/g de tecido), utilizando sistema de
dispersao e mistura Polytron Kinematica AG. O homogenato foi centrifugado a 10.000 x
g por 10 min a 4 °C. A quarenta microlitros do sobrenadante resultante foram
adicionados 100 uL de tampéo de ensaio [HEPES 40 mM, pH 7,2; FAD 10 uM; FMN 10
uM; DTT 1 mM; CaClz 1,25 mM; H4B 50 uM; CaM 10 pg/mL; B-NADPH 1 mM e L-[U-
'%C] arginina 0,5 uCi/mL] acrescido de L-arginina nao radioativa (100 pM). Seguindo
incubagao por 30 minutos a temperatura ambiente, a reacéo foi paralisada pela adi¢cao
de 1 mL de suspensdao de Dowex-Ag50W (200-400, 8% carregada com Na*) em
tampao HEPES 100 mM/EDTA 10 mM, pH 5,5 (1:1,5 v/v). Por ser uma resina de troca
catiénica, o Dowex adsorve a L-[U-'*C] arginina remanescente no sistema o que
permite a determinacdo da radioatividade oriunda apenas de moléculas de L-[U-'*C]
citrulina formadas. A resina foi removida centrifugando o sistema a 10.000 x g por 10
min a 18 °C. Foram adicionados 3 mL de liquido de cintilagdo a 400 pL do
sobrenadante resultante e a amostra foi analisada em contador de cintilagdo (Beckman

LS 6000).
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A atividade NOS nas amostras foi determinada pela conversdo de L-[U-'*C]
arginina a L-[U-'*C] citrulina. Foi considerada atividade NOS a diferenca entre a
producdo de L-[U-'*C] citrulina na auséncia e na presenca de L-N-(1-iminoetil) lisina
(L-NIL; 3 mM), conhecido inibidor da NOS de mamiferos. A dependéncia de Ca?* foi
determinada a partir da diferenca entre a produgéo de L-[U-'*C] citrulina na auséncia e

na presenca de EGTA 2 mM, um agente quelante especifico para este cation.

3.6. Medida da atividade nitrato redutase (NR)

Atividade NR em folhas de Arabidopsis thaliana foi determinada de acordo com
Su e colaboradores (1996), com algumas modificacées. Folhas inoculadas com Psm e
folhas-controle (0,2 a 0,3 g) foram extraidas em 1 mL de tamp&o de extragcdo a 4 °C
(MOPS 50 mM pH 7,4; EDTA 1 mM; NazMoO4 1 uM; FAD 5 uM, DTT 5 uM, Triton X-
100 0,1% e PMSF 2 ug/mL). As amostras foram maceradas em cadinhos de porcelana,
contendo nitrogénio liquido e PVPP (50 mg/g de tecido) até total pulverizagdo. O
homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C. Ao sobrenadante
resultante foi adicionado igual volume de tamp&o de ensaio (MOPS 50 mM, pH 7.,4;
KNO3; 40 mM; EDTA 10 mM; NADH 1 mM) e a mistura foi incubada a temperatura
ambiente e auséncia de luz de modo a evitar a conversao direta de nitrato a aménia.
Apoés diferentes periodos de tempo, aliquotas de 250 uL desta mistura reacional foram
removidas e a reacdo paralisada por adicdo de acetato de zinco (20 mg/mL de meio

reacional). O nitrito produzido no meio foi dosado utilizando reagente de Griess
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[sulfanilamida 0,5%, N-(1-naftil) etilenodiamina 0,05% e H3PO4 1,25%] (Green et al.,

1982).

3.7. Medida da producao de ‘NO pela técnica de Ressonancia Paramagnética

Eletronica (EPR)

Extratos de folhas de Arabidopsis thaliana foram obtidos por homogeneizacao de
170 mg de tecido vegetal em 200 uL de tampao fosfato (100 mM; pH 7,2) e complexo
N-metil-D-glucamina ditiocarbamato de ferro [Fe(ll)-(MGD),] (Fe** a 2 mM) de acordo
com Vanin e colaboradores (2000; 2002), utilizando sistema de dispersdo e mistura
Polytron Kinematica AG. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min, o sobrenadante
foi incubado por 1 h a temperatura ambiente em igual volume de tampéao fosfato (100
mM; pH 7,2), L-arginina ou L-["°Nx-guanidineimino] arginina (Isotec, Miamisburg, OH) 1
mM e todos os cofatores para a NOS de mamiferos as concentragdes descritas na
medida de atividade NOS (Modolo et al., 2002). Em alguns casos, o sobrenadante
também foi incubado com 1 mM de NADH e 1 mM das seguintes fontes de nitrogénio:
K'®>NOs, Na'®>NO; (Isotec, Miamisburg, OH), KNOs ou NaNO,. Procedimento similar foi
realizado em suspensdo aquosa de Psm (10® UFC/mL) e homogenatos de folhas
fervidos, exceto que os ultimos foram fervidos por 8 min antes da adicdo do captador
de spin e o0s substratos nitrogenados. A amostras foram entdo congeladas,
armazenadas em nitrogénio liquido e descongeladas imediatamente antes da analise.

Para a aquisicdo dos espectros de EPR as amostras foram acondicionadas em celas
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de quartzo e analisadas a temperatura ambiente em um aparelho Bruker EMX
equipado com uma cavidade “Super High Q” sob as condi¢gdes instrumentais descritas
na legenda da Figura 5.

O complexo (MGD)JFe(ll) foi preparado imediatamente antes de cada
experimento, a partir da adicao de FeSO, sélido a uma solugcéo concentrada de MGD
preparada em citrato de s6dio 20 mM (para manter o ferro no estado de oxidacao 2+).
Ap6s a formacao de (MGD)JFe(ll), tampéao fosfato (100 mM; 7,2) foi adicionado a
solucdo de maneira a obter o complexo a 2 mM de Fe** e 20 mM de MGD. Este
complexo foi utilizado & concentracdo final de 1 mM (Fe?*). A concentragdo do
complexo (MGD)2Fe(ll)NO foi estimada a partir da dupla integragéo dos espectros de
EPR usando concentracbes conhecidas de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi

como padrao (Giorgio et al, 1998; Bonini et al, 1999; Linares et al, 2001).

3.8. Determinacao de proteinas totais
A dosagem de proteina nas amostras, quando conveniente, foi realizada através

do método de ligagdo com Coomassie blue utilizando o reagente de determinagéo de

proteina (Pierce, Rockford, IL) e BSA como padrao (Bradford, 1976).
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3.9. Visualizacao de células mortas em A. thaliana inoculada com P. syringae

Folhas de Arabidopsis thaliana (controle ou infiltradas com Psm) foram coletadas
a partir de plantas mantidas por diferentes periodos de tempo (9, 24, 48 e 60 h) na
auséncia de luz e a 24 °C. Adicionalmente, plantas deficientes para a enzima NR foram
co-infiltradas com Psm e NO;" 50 uM (equivalente a 5 nmol) e mantidas pelos mesmos
periodos de tempo sob auséncia de luz. Decorrido os tempos de incubagéo, cada folha
foi imersa por 1 min em solucao fervente de lactofenol (acido latico/glicerol/fenol/agua
destilada; 1:1:1:1, v/v) contendo azul de tripan (0,25 mg/mL) segundo Rate e
colaboradores (1999). Os tecidos foram lavados por 2 min em uma solugcdo de
etanol/lactofenol (2:1, v/v) e entdo em uma solugcdo de etanol 50%, seguindo
armazenamento em agua destilada. As folhas foram montadas em laminas e estas
examinadas em um Microscopio Nikon Eclipse E800 equipado com uma camera RS

Photometric.

3.10. Visualizacao in situ da producao de ‘NO

Folhas de Arabidopsis thaliana de ambos os gendtipos (sadias ou inoculadas
com Psm) foram coletadas apés 6 h de incubacao para anélise in vivo da producéo de
*‘NO. Para tal, foram realizados cortes transversais finos nas folhas que foram
incubados em uma solucéo de 4,5 diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) 10 uM a

temperatura ambiente, na auséncia de luz e sob agitacdo (Kojima et al., 1998;
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Magalhaes et al., 2000). Decorridos 15 min, os cortes foram lavados em &agua
deionizada, montados em laminas sob Vectashield (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA, USA) e analisados em Microscépio de Fluorescéncia Olympus BX50
equipado com uma camera digital Olympus U-TV1X e filiro Olympus U-MNB2 de

comprimentos de onda de excitacao e emissao de 450 e 570 nm, respectivamente.
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4. RESULTADOS

4.1. Medida da atividade NOS

Inicialmente foi avaliado se a inoculacdo da bactéria P. syringae pv. maculicola
(Psm) em folhas de A. thaliana do tipo selvagem ou deficiente para a enzima nitrato
redutase (NR) induz uma atividade 6xido nitrico sintase (NOS) nas plantas. A atividade
NOS foi medida a partir da conversao de L-[U-'*C] arginina a L-[U-'*C] citrulina sensivel
ao inibidor de NOS L-Af-(1-iminoetil) lisina (L-NIL) e dependente de célcio, avaliada
pela sensibilidade a EGTA, um quelante especifico para este cation. Como a atividade
da enzima NR ¢ altamente controlada pela luz, a atividade NOS foi acompanhada por
24 h em plantas mantidas na presenca ou na auséncia de luz.

De acordo com o apresentado na Figura 1, atividade NOS sensivel a L-NIL ou
EGTA atingiu praticamente os mesmos niveis sob as vérias condi¢des indicando uma
atividade dependente de calcio especifica que foi muito menor que a encontrada em
modelo animal (Rees et al., 1995). A inoculacdo de Psm em plantas do tipo selvagem,
bem com em plantas mutantes aumentou substancialmente a formacdo de L-[U-'*C]
citrulina, indicando uma atividade NOS induzida por patégeno que nao foi afetada pela
luz. A atividade NOS induzida por Psm encontrada em plantas mantidas no escuro ou
na luz foi maxima 6 h apds a inoculacao bacteriana com formagéo de 11,7 + 0,6 e 10,3
+ 0,1 pmol de L-[U-"C] citrulina/min/mg proteina para as selvagens e 11,3 + 0,5 e 10,5
+ 0,4 pmol de L-[U-'*C] citrulina/min/mg proteina para as mutantes deficientes na

sintese de NR, respectivamente. Doze horas ap6s a inoculagdo no escuro ou na luz, a
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atividade NOS induzida por Psm em plantas do tipo selvagem e naquelas deficientes
para NR diminuiu para 1,9 - 2,4 pmol de L-[U-'*C] citrulina/min/mg proteina e 2,0 - 0,8
pmol de L-[U-"*C] citrulina/min/mg proteina, respectivamente.

No entanto, a atividade NOS em plantas do tipo selvagem permaneceu maxima
até 9 h de inoculacdo (12,9 + 0,9 e 12,4 + 1,3 pmol de L-[U-C] citrulina/min/mg, para
escuro e luz, respectivamente) enquanto que neste periodo, a atividade diminuiu
consideravelmente em plantas deficientes para NR (0,9 + 0,3 e 0,5 + 0,3 L-[U-'*C]
citrulina/min/mg, para escuro e luz, respectivamente).

Estes resultados indicam que a inoculacdo de Psm induziu atividade NOS em
folhas de A. thaliana que nao foi influenciada pela auséncia de enzima NR durante as
seis primeiras horas pés-inoculacdo. Entretanto, apds 9 h, a atividade NOS de plantas
do tipo selvagem foi mantida enquanto que em plantas deficientes para NR houve uma
diminuicdo substancial da atividade NOS. Conforme serd mostrado posteriormente,
esta menor habilidade das plantas mutantes em sustentar a atividade NOS parece

resultar da suscetibilidade destas plantas a bactéria.
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Figura 1. Atividade NOS induzida em folhas de A. thaliana selvagem e mutante
deficiente para NR, inoculadas com P. syringae. Plantas controle ou inoculadas com
Psm foram mantidas na presenca ou na auséncia de luz durante os periodos
especificados. Posteriormente, extratos foliares soluveis foram utilizados na medida de
atividade NOS, determinada pela diferenca entre a L-[U-14C] citrulina produzida no meio
completo de reacdo e aquela produzida em meio contendo o inibidor de NOS L—I\IG—(1—
iminoetil) lisina (L-NIL-sensivel). A dependéncia de Ca®* foi determinada como a
diferenca entre a L—[U—MC] citrulina produzida no meio completo de reacdo e aquela
produzida na presenca de EGTA (Ca2+-dependente). Os valores correspondem a
atividade NOS medida em plantas inoculadas subtraida da atividade medida em
plantas controle, e representam a média + EPM de dois experimentos independentes
realizados em triplicata. Atividade NOS em plantas-controle foi de 1-3 pmol L-[U-MC]

citrulina/min/mg.
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4.2. Medida da atividade nitrato redutase (NR)

Para avaliar se a atividade NR em folhas de A. thaliana é afetada pela
inoculacdo de Psm, a redugdao de NO3; a NOy foi monitorada. Folhas de A. thaliana
pertencentes aos mesmos lotes do material vegetal empregado na medida de atividade
NOS foram homogeneizadas e a fracao citossolica foi utilizada para a determinacéo da
atividade NR. As medidas foram feitas no tempo 0, para a determinacao do NO,™ basal,
e apdés 75 min de incubacao da fracdo protéica em meio de reacdo. Este tempo foi
determinado como sendo o ideal para se estimar a atividade da enzima NR neste
sistema a partir de testes realizados com plantas-controle (Figura 2). Os ensaios para a
determinacao da atividade NR foram conduzidos na auséncia de luz uma vez que esta
estimula a conversao de nitrato a amdénia em maior extensdo que a conversao de
nitrato a nitrito (Lea, 1997).

Plantas selvagens acondicionadas por 6 h sob luz apresentaram uma atividade
NR de 1420 + 82 e 1480 + 68 pmol NO,/min/mg em folhas controle e inoculadas com
Psm, respectivamente. Quando as plantas foram mantidas no escuro, a atividade NR
foi de 213 £ 14 pmol NO2/min/mg no controle e 201 £ 17 pmol NO,/min/mg em folhas
inoculadas. Estes valores correspondem a quantidade de NO» produzida em 75 min de
reacao subtraida da porcao pré-existente no tecido foliar medida no tempo 0 de reacgéao.
Dessa forma, a atividade NR em plantas acondicionadas na presenca de luz foi cerca
de 7 vezes maior que a encontrada em plantas acondicionadas no escuro, estando de

acordo com relatos prévios (Dembinski et al., 1996; Rockel et al., 2002).
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Figura 2. Atividade NR em folhas de Arabidopsis thaliana em funcédo do tempo. Plantas
de A. thaliana do tipo selvagem foram mantidas no escuro ou na luz a 24 °C. Ap6s 6 h,
as folhas foram coletadas para a dosagem de NO, em diferentes periodos de
incubagdo com NO; (40 mM), como indicado. Os valores mostrados representam a
média + EPM de dois experimentos independentes realizados em triplicata. *, P < 0,05,
Teste t, representando diferenca significativa entre plantas acondicionadas na luz e

aquelas mantidas no escuro.
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Como Psm néao apresenta atividade redutora de NO3™ seja via atividade NR ou
por processo de desnitrificacdo (Figura 3), os resultados de medida da reducao de NOg’
a NO; correspondem apenas ao metabolismo da planta. E notavel que a atividade NR
de plantas mantidas no escuro ou na luz nao foi significativamente afetada pela
inoculacao com Psm mesmo apo6s 24 h de interacao planta-bactéria (Figura 4). Assim,
em contraste aos resultados obtidos para atividade NOS (Figura 1), a atividade NR nao
foi afetada pela interacdo A. thaliana-P.syringae. Como esperado ndo foi detectada

atividade NR nas plantas duplo mutante nia7 nia2.

i ‘-l ‘rﬁﬁ?{

Figura 3. Andlise qualitativa da atividade redutora de nitrato na bactéria-teste. A
bactéria-teste cresceu em meio contendo NO, e apds 10 dias de incubagao a 28 °C,
producdo de NO, foi determinada pela mudanga de coloracdo do meio de amarela
para marrom-avermelhada, ap6s adicao de reagente de Follet e Ratcliff. A, controle
positivo (Erwinia chrysanthemi) e B, resultado negativo para a bactéria-teste.
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Figura 4. Atividade NR em
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de incubacdo com NO;.

realizados em triplicata.
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folhas de A. thaliana do tipo selvagem inoculadas com Psm
por diferentes periodos de tempo. Atividade NR foi determinada em plantas que
permaneceram na auséncia (A) ou na presenca (B) de luz durante os periodos
de producédo de NO, foi feita nos tempos 0 e apds 75 min

+

Barras representam a média
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4.3. Producao de ‘NO monitorada por EPR

A producdo de °‘NO em folhas de A. thaliana foi monitorada, por EPR,
empregando-se o captador de spin (MGD)2Fe(ll) de acordo com Vanin e colaboradores
(2000; 2002). Como plantas de ambos os genétipos mostraram maxima atividade NOS
induzida por Psm ap6s 6 h de inoculacdo bacteriana, este intervalo de tempo foi
inicialmente adotado para a coleta das folhas a serem analisadas nos experimentos de
EPR.

A incubacao de homogenatos de folhas de A. thaliana com L-arginina 1 mM,
todos os cofatores para a NOS de mamiferos, incluindo NADPH 1 mM, e o captador de
spin em tampao fosfato 100 mM por 1 h levou a deteccao de um espectro de trés linhas
(tripleto), caracteristico do complexo (MGD).Fe(ll)NO (Figura 5) (Komarov e Lai, 1995).
Este resultado forneceu evidéncia inequivoca da produgcdo de *“NO nos homogenatos
de folhas de plantas selvagens. Em contraste, tal complexo nao foi detectado em
homogenatos de plantas deficientes para NR (Figura 5). Surpreendentemente, os
niveis do complexo (MGD).Fe(ll)NO foram similares na auséncia ou na presenca de L-
arginina 1 mM. Esse resultado foi confirmado por diversos experimentos realizados
para quantificar de maneira significativa o complexo (MGD)2Fe(ll)NO produzido (Figura
6, P < 0,05; Teste t). Da mesma forma, os niveis deste complexo foram
aproximadamente os mesmos em plantas selvagens controle e naquelas inoculadas
com Psm (Figura 6). Estes resultados diferiram daqueles apresentados na Figura 1
onde inoculacdo bacteriana desencadeou em ambos os genétipos um aumento na

conversao de L-arginina a L-citrulina com formacao de *NO.

29



Selvagem Selvagem nia1 nia2 nia1 nia2
inoculada inoculada

J\/V\f} _J\/\/\/f ey Iyl oeaspieirns  CONtrole
J\/\/\//f — A M He A s W st + L= ATQ
‘_J\/\/\F‘ ‘J Pt il Wittt + L=15N-Arg
ﬁj\/\/\f‘ J Attty Wpedaisimpipraspnimsiibninmsy 4 | -15N-Arg + L-NIO

e “‘/4/\/\//‘ PR bttt PNy 4 L-15N-Arg + SOD
25G

Figura 5. Espectros representativos de EPR de homogenatos de plantas selvagens e

mutantes deficientes para NR, incubados com complexo (MGD)2Fe(ll) e L-arginina. Os
espectros foram obtidos a partir de homogenatos de folhas controle e folhas inoculadas
com Psm e acondicionadas no escuro por 6 h. Os espectros foram adquiridos apos 1 h
de incubacdo dos homogenatos em tampéao fosfato com complexo (MGD)sFe(ll) e
todos os cofatores para a NOS de mamiferos somente (controle) ou + L-arginina 1 mM
(+ L-Arg) ou + L-[">Ns-guanidineimino] arginina 1 mM somente (+ L-"°N-Arg) ou em
associacdo com inibidor de NOS L-AP-(1-iminoetil) ornitina 3 mM (+ L-"°N-Arg + L-NIO)
ou em associacdo com 100 U de SOD/mL (+ L-"N-Arg + SOD). Os espectros
correspondem ao acumulo de 4 “scans”. Condicoes instrumentais: poténcia, 20 mWi;
amplitude de modulacao, 2,5 G; constante de tempo time, 81,92 ms; taxa de scan, 2,4
G/s; ganho, 2,0 x 10°.
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Figura 6. Producédo de °NO, quantificada por EPR, em folhas de A. thaliana do tipo
selvagem em resposta a P. syringae. Os dados apresentados coletam os resultados
obtidos nos experimentos representados na Figura 5. Os niveis do complexo
(MGD),Fe(ll)NO foram quantificados por dupla integragdo utilizando concentragdes
conhecidas de 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi como padrao. Plantas controle
e inoculadas com Psm foram mantidas no escuro por 6 h. Homogenatos de folhas (HF)
foram preparados e incubados com o captador de spin, todos os cofatores para a NOS
de mamiferos, incluindo NADPH 1 mM, na presenca (+ L-Arg) ou auséncia (+ NADPH)
de L-arginina nas concentragdes especificadas. Quando indicado, foram utilizados o
inibidor da NOS L-NP-(1-iminoetil) ornitina (L-NIO) 3 mM ou SOD 100 U/mL. Os valores
mostrados representam a média + EPM de dois experimentos independentes

realizados em triplicata.
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Para verificar a participagdo da atividade NOS na producdo do ‘NO detectado
por EPR, incubagdes foram feitas utilizando L-arginina marcada isotopicamente com
®N (L-["*N2-guanidineimino] arginina) (Komarov and Lai, 1995; Bonini et al, 1999; Li et
al, 2004). Tal substrato produziria *'>NO que, quando complexado com (MGD)zFe(ll)
fornceria um espectro de duas linhas (dubleto) ao invés de trés. Contudo, espectro de
duas linhas caracteristico do complexo (MGD)sFe(l)'>NO ndo foi detectado nas
amostras (Figura 5) mesmo quando concentragdes de 10 e 50 mM de L-arginina
marcada com '°N foram empregadas. Na verdade, os niveis do complexo
(MGD)2Fe(I1)"*NO observado em homogenatos de plantas do tipo selvagem diminuiram
em torno de 40% quando na presenca de altas concentracbes deste aminoacido
(Figura 6). Ainda, a presenga de L-Ns-(1-iminoetil) ornitina (L-NIO), um inibidor para a
NOS de mamiferos, ndo causou qualquer alteracdo nos niveis do complexo
(MGD)2Fe(l)NO (Figura 6).Experimento-controle, realizado com suspensdo aquosa de
Psm revelou auséncia de sinal de complexo (MGD)zFe(I1)'*“NO ou (MGD)zFe(ll)'°NO
ap6s incubacdo da bactéria com L-["°Nx-guanidineimino] arginina 1 mM e (MGD)zFe(ll)
(Apéndice, Figura 1).

As dificuldades em detectar ‘NO derivado de L-arginina por EPR, sob as
condicdes experimentais aqui descritas, poderia ser causada por uma producao
paralela de anion superdxido (O2) (Vanin et al., 2004). Um consideravel aumento na
producédo de O, durante uma interagdo incompativel entre plantas e microrganismos ja
foi demonstrado (Lamb e Dixon, 1997). Dessa forma, a presenca de O no meio
provocaria uma subestimacao dos niveis de *NO devido a ocorréncia de reagao rapida

entre tais espécies, com formagdo de peroxinitrito (Beckman et al, 1990). Para
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investigar essa possibilidade, foram feitas incubacbes dos homogenatos na presenca
de 100 U de superéxido dismutase (SOD)/mL. A presenca desta enzima nao alterou os
resultados (Figura 5). Como apresentado na Figura 6, os niveis do complexo
(MGD)2Fe(ll)NO foram na faixa de 50-57 pmol/min/mg e nao foram influenciados pela
inoculacao com Psm ou presenca de SOD, mas diminuidos na presenca de L-arginina
10 mM. Interessantemente, a luz ndo afetou os niveis basais de *‘NO detectados nas
plantas selvagens (Apéndice, Tabela A1). O *NO detectado por EPR nas plantas
selvagens foi formado por um processo enzimatico, uma vez que incubacbes do
captador de spin com homogenatos previamente fervidos nao produziu complexo
(MGD)2Fe(Il)NO detectavel por esta técnica espectroscopica (Apéndice, Figura 1A e
1B). O fato que os niveis de *"NO monitorados pela formacao de L-citrulina (em torno de
12 pmol/min/mg) n&o poderia ser discriminado por EPR €& consistente com a
sensibilidade da metodologia. Além disso, variagdes de 20-30% s&o usuais em analise
quantitativa realizada por EPR (Giorgio et al, 1998; Bonini et al, 1999; Linares et al.,
2001).

Estes resultados indicam que, em adicdo a atividade NOS, homogenatos de
folhas de A. thaliana do tipo selvagem possuem outra via de formacdo de *NO mais
eficiente. Tal formacao utiliza uma fonte enddégena de nitrogénio que provavelmente é
escassa ou ausente em folhas de A. thaliana deficientes para NR, uma vez que
nenhum sinal referente a formacdo de complexo (MGD)2Fe(ll)-NO foi detectado nos

homogenatos de folhas destas plantas (Figura 5).
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4.4. Fontes potenciais de ‘NO detectavel por EPR

Como tem sido sugerido que a enzima NR é uma importante fonte de *NO em
plantas (Rockel et al., 2002; Lea et al., 2004; Vanin et al., 2004), a préxima etapa foi
examinar a possibilidade de NOj3 ser o principal substrato para a sintese de ‘NO
durante a interacdo A. thaliana-P. syringae. Assim, homogenatos de folhas de plantas
selvagens, bem como de mutantes deficiente para NR foram incubados com tampao
fosfato 100 mM contendo NADH 1 mM, um importante cofator para a atividade NR, o
captador de spin e NOs 1 mM. Novamente, somente homogenatos de folhas de
plantas selvagens mostraram claros espectros de EPR cujas intensidades nao foram
significativamente afetadas pela presenca de NOs’, pela inoculagdo com Psm (Figura 7)
ou pela luz (Apéndice, Tabela A2). A substituicio de NOs™ por °NOs™ praticamente ndo
mudou o espectro de EPR ou sua intensidade, embora uma pequena distor¢cdo dos
picos (Figura 7) indique alguma contribuicdo (menos de 10%) do complexo
(MGD)2Fe(I)'>NO. Como esperado, experimento-controle, realizado com suspensio
aquosa de Psm revelou auséncia de sinal de complexo (MGD)sFe(ll)'*NO ou
(MGD)2Fe(I)'>NO apés incubagdo da bactéria com >NOs 1 mM e (MGD)sFe(ll)
(Apéndice, Figura 1D).

A Figura 8 mostra que os niveis de "NO detectado sob as condi¢gdes acima
foram na faixa de 50-63 pmol/min/mg (P < 0,05; Teste f) e ndo foram significativamente
diferentes daqueles obtidos nos experimentos com L-arginina (Figura 6). Uma vez

mais, incubacdes de homogenatos de folhas de plantas do tipo selvagem com NOj™ 1
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mM e L-arginina 10 mM diminuiram os niveis detectaveis de *‘NO tanto em plantas

controle quanto naquelas inoculadas com Psm (Figuras 7 e 8).

Selvagem Selvagem nia1 nia2 nia1 nia2
inoculada inoculada
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Figura 7. Espectros representativos de EPR de homogenatos de plantas selvagens e
mutantes deficientes para NR, incubados com complexo (MGD)sFe(ll) e NOs. Os
espectros foram obtidos a partir de homogenatos de folhas controle e folhas inoculadas
com Psm e acondicionadas no escuro por 6 h. Os espectros foram adquiridos apds 1 h
de incubacdo dos homogenatos com complexo (MGD)oFe(ll) e tampao fosfato
contendo NADH 1 mM somente (Controle) ou + NOs 1 mM (+ NOs) ou + °NOs
somente (+ "°NOs) ou em associagdo com L-arginina 10 mM (+ ®NOs + L-Arg). Os
espectros correspondem ao acumulo de 4 “scans”. As condi¢des instrumentais foram

as mesmas descritas na legenda da Figura 5.
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Figura 8. Producdo de °*NO, quantificada por EPR, em folhas de A. thaliana do tipo
selvagem em resposta a P. syringae. Os dados apresentados coletam os resultados
obtidos nos experimentos representados na Figura 7. Os niveis do complexo
(MGD),Fe(ll)NO foram quantificados de maneira similar a descrita na legenda da
Figura 6. Plantas controle e inoculadas com Psm foram mantidas no escuro por 6 h.
Homogenatos de folhas (HF) foram preparados e incubados com o captador de spin e
NADH 1 mM na presencga (+ NOj3’) ou auséncia (+ NADH) de NO; 1 mM. Os valores
mostrados representam a média + EPM de dois experimentos independentes

realizados em triplicata.
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Estes resultados indicam que a principal fonte enddgena de nitrogénio
responsavel pela produgdao de "NO em folhas A. thaliana ndao é NOj3. Esta fonte é
escassa ou praticamente ausente nas plantas mutantes. Novamente, a produgéo
endogena de *NO foi inibida por uma alta concentragao de L-arginina.

Apods excluir L-arginina e NO3” como as principais fontes de *“NO detectavel por
EPR em homogenatos de folhas de A. thaliana, a ultima possibilidade a testar foi o
NO,". Para tal proposta, homogenatos foram incubados com NO> 1 mM, NADH 1 mM e
o captador de spin. Como mostrado nas Figuras 9 e 11, NO," aumentou os niveis do
complexo (MGD)2Fe(I)NO em homogenatos de plantas selvagens de 50 para 117 e
139 pmol/min/mg) no controle e na inoculada, respectivamente, embora a diferenca
observada nao tenha sido significativa (P < 0,05; Teste ).

Confirmacdo de que NO, é a principal fonte de ‘NO foi obtida através da
utilizacao de "SNO,". Neste caso, o caracteristico sinal de EPR de duas linhas
correspondente ao complexo (MGD)sFe(I)'*NO foi claramente detectado (Figura 9).
Diferentemente do observado no experimento empregando L-arginina, a incubacao dos
homogenatos com NO, 1 mM e SOD 100 U /mL permitiu observar diferenca
significativa entre plantas selvagens controle e aquelas inoculadas com Psm (Figura
11). A formacao do complexo (MGD)2Fe(ll)NO nestas plantas foi de 136,5 pmol/min/mg
para o0 controle e 212,5 pmol/min/mg proteina para as inoculadas com Psm.
Contribuicdes do sinal de trés linhas referente ao complexo (MGD)2Fe(ll)'*NO foi
menor que 10% e provavelmente compreendeu a producdo de “NO a partir de NO2

enddgeno.
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Figura 9. Espectros representativos de EPR de homogenatos de plantas do tipo

selvagem incubados com complexo (MGD)2Fe(ll) e NO2". Os espectros foram obtidos a
partir de homogenatos de folhas controle e folhas inoculadas com Psm e
acondicionadas no escuro por 6 h. Os espectros foram adquiridos apdés 1 h de
incubacdo com complexo (MGD).Fe(ll) e tampao fosfato contendo NADH 1 mM
somente (Controle), ou + NO2 1 mM (+ NO») ou + °NO, somente (+ '°NO») ou em
associacdo com L-arginina 10 mM (+ >NO, " + L-Arg). Os espectros correspondem ao
acumulo de 4 “scans”. Condi¢des instrumentais foram as mesmas descritas na legenda

da Figura 5.
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A adicdao de L-arginina 10 mM marcadamente reduziu os niveis de ‘NO
detectados em plantas selvagens (controle ou inoculadas) (Figuras 9 e 11) enquanto
que a luz ndo teve efeito significativo (Apéndice, Tabela A3).

Embora estes resultados obtidos com as plantas do tipo selvagem pudessem
indicar que a redugao de NOz a "NO tivesse sido catalisada pela enzima NR, como tem
sido extensivamente proposto na literatura, isso nao foi suportado pelos resultados
obtidos com as plantas mutantes nia7 nia2 (Figura 10). Tais plantas, que tém somente
0,5% da atividade NR de plantas do tipo selvagem (Wilkinson e Crawford, 1993),
mostraram muito baixa producdo de °NO (em torno de 15 pmol/min/mg), mas
produziram consideraveis niveis deste radical livre quando na presenca de NOy (119
pmol/min/mg) (Figura 11). Estes niveis quase dobraram apds a inoculagdo das plantas
com Psm (227 pmol/min/mg). Estes resultados indicaram que, na presenca de NOz', a
inoculagdo de Psm intensificou a produgdo de ‘NO nas plantas deficientes para NR.
Para demonstrar inequivocamente que esta producao de ‘NO se originou da reducao
do NOz, experimentos utilizando NO, marcado isotopicamente com "N foram
realizados. O espectro de duas linhas destas amostras confirmou que a produgéo de
*NO foi realmente derivada do NO, (Figura 10) assim como para plantas selvagens
(Figura 9). Os dados coletados a partir de diversos experimentos sdo apresentados na
Figura 11 (P < 0,05; Teste f). Assim como o observado para plantas selvagens, luz nao
teve qualquer efeito (Apéndice, Tabela A3) enquanto que alta concentracao de L-
arginina significativamente reduziu a producdo de °*NO a partir de NO, (35 - 47

pmol/min/mg).
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Figura 10. Espectros representativos de EPR de homogenatos de plantas mutantes
deficientes para NR incubados com complexo (MGD)2Fe(ll) e NO,". Os espectros foram
obtidos a partir de homogenatos de folhas controle e folhas inoculadas com Psm e
acondicionadas no escuro por 6 h. Os espectros foram adquiridos apdés 1 h de
incubacdo com complexo (MGD).Fe(ll) e tampao fosfato contendo NADH 1 mM
somente (Controle), ou + NO2 1 mM (+ NO») ou + °NO, somente (+ '°NO») ou em
associagdo com L-arginina 10 mM (+ °"NOy + L-Arg). Os espectros correspondem ao
acumulo de 4 “scans”. Condic¢des instrumentais foram as mesmas descritas na legenda

da Figura 5.
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Figura 11. Producéo de ‘NO, quantificada por EPR, em folhas de A. thaliana selvagem
e em mutante deficiente para NR em resposta a P. syringae. Os dados apresentados
coletam os resultados obtidos nos experimentos representados nas Figuras 9 e 10. Os
niveis do complexo (MGD),Fe(I)NO foram quantificados de maneira similar a descrita
na legenda da Figura 6. Plantas controle e inoculadas com Psm foram mantidas no
escuro por 6 h. Homogenatos foliares (HF) foram preparados e incubados com o
captador de spin e NADH 1 mM na presenca (NO,) ou auséncia (+ NADH) de NO, 1
mM. Quando indicado, foi utilizado SOD 100 U/mL. Os valores mostrados representam

a média £ EPM de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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O efeito inibitério de L-arginina parece ser especifico desde que outros
aminoacidos tais como, L-asparagina, L-fenilalanina ou L-glutamina nao tiveram
qualquer efeito sobre a producado de “NO (Figura 12), independente da concentracao
testada (1 ou 10 mM). Foram testados L-asparagina e L-glutamina uma vez que estes
aminoacidos podem gerar NHs;" a partir do grupo R de suas cadeias laterais.
Igualmente, o grupamento amino ligado ao C, da L-fenilalanina poderia gerar NHs" a
partir da acdo da enzima fenilalanina amoénia-liase. Assim, o acumulo de NHs" no
sistema poderia regular, por “feedback”, a atividade de enzimas como NR ou nitrito
redutase por catalisarem a redugdo de NO> a NH,* (Lea, 1997; Chang e Sorger, 1976).

Assim como nas plantas selvagens, a presenca de SOD aumentou ainda mais o
rendimento de *NO em incubagdes de homogenatos de plantas mutantes com NO, de
119 para 155 pmol/min/mg proteina (folhas controle) e de 227 para 312 pmol/min/mg
(folhas inoculadas) (Figura 11).

Com a finalidade de avaliar a producédo de *NO derivada de NO2 em fungao do
tempo de interacao planta-patdégeno, plantas de A. thaliana deficientes para a enzima
NR foram inoculadas por diferentes intervalos de tempo (1, 6 e 9 horas) e mantidas na
auséncia de luz, uma vez que este fator mostrou nao afetar a producao de ‘NO a partir
de NO; (Apéndice, Tabelas A1-A3). Tais homogenatos foram incubados com >NO; 1
mM, 100 U SOD/mL e o captador de spin. Adicionalmente, o efeito de antimicina-A
(Anti-A 100 uM), um conhecido inibidor do complexo Ill da cadeia de transporte de
elétrons foi avaliado desde que recentemente Tischner et al. (2004) reportaram
evidéncias da participacdo da mitocondria na producdo de ‘NO a partir de NO, em

algas.
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Figura 12. Producao de ‘NO, quantificada por EPR, em folhas de A. thaliana mutante
deficiente para NR na presenca de diferentes aminoacidos. Os niveis do complexo
(MGD),Fe(ll)NO foram quantificados de maneira similar a descrita na legenda da
Figura 6. Plantas controle e inoculadas com Psm foram mantidas no escuro por 6 h.
Homogenatos de folhas foram preparados e incubados com o captador de spin, NADH
1 mM e NO, 1 mM na presenca de L-arginina (Arg) ou L-asparagina (Asp) ou L-
glutamina (GIn) ou L-fenilalanina (Phe) nas concentragbes indicadas. Os valores
mostrados representam a média + EPM de dois experimentos independentes
realizados em triplicata.
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Interessantemente, a habilidade de plantas mutantes produzirem uma
quantidade aumentada de *NO a partir de NO, ja foi observada apds 1 h de inoculagao
das plantas (Figura 13). Assim, na presenca de SOD, incubagdes de plantas mutantes
com NOz levou a producdo de 160 e 243 pmol/min/mg no controle e em plantas
inoculadas com Psm por 1 h, respectivamente. A adigdo de anti-A diminuiu tais niveis
de complexo (MGD)2Fe(ll)NO para 48,3 pmol/min/mg no controle e 34,2 pmol/min/mg
em folhas inoculadas com Psm. Isso correspondeu a uma produgdo de °NO
dependente do transporte de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial de 111,7 e
208,8 pmol/min/mg no controle e nas plantas mutantes inoculadas, respectivamente,
indicando uma habilidade de redugao de NO, a *“NO aumentada de 97,1 pmol/min/mg
proteina apds 1 h de inoculagdo bacteriana. Esta diferenga aumentou para 143 pmol
*NO/min/mg apds 6 h de inoculagdo com Psm e comecgou a diminuir 9 h pds-inoculagao
(133 pmol/min/mg).

Em plantas do tipo selvagem, anti-A também diminuiu a producao de ‘NO a partir
de NO: (Figura 13). A producao de ‘NO sensivel a anti-A foi de 83,7 pmol/min/mg apés
6 h de inoculacao das plantas e aumentou para 225 pmol/min/mg apés 9 h de interacao
planta-patégeno, contrastando a resposta de plantas mutantes, que neste periodo ja
apresentavam atividade mitocondrial redutora de NO, diminuida. Estes resultados
mostram que uma atividade mitocondrial pode participar na producéo de *NO a partir de

NO; por plantas de A. thaliana em reposta a inoculagdo com Psm.
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Figura 13. Producao de ‘NO, quantificada por EPR, em folhas de A. thaliana selvagem
e mutante deficiente para NR em resposta a inoculagdo com P. syringae por diferentes
periodos de tempo. Os niveis do complexo (MGD),Fe(ll)NO foram quantificados de
maneira similar a descrita na legenda da Figura 6. Plantas controle (C) ou inoculadas
com Psm (I) foram mantidas no escuro durante os tempos indicados. Homogenatos de
folhas foram incubados com o captador de spin, NADH 1 mM, NO, 1 mM e SOD 100
U/mL. Antimicina-A (Anti-A) e SHAM foram utilizados a 0,1 e 2 mM, respectivamente.
A, plantas mutantes deficientes para NR; B, plantas selvagens. Os valores mostrados
representam a média + EPM de dois experimentos independentes realizados em

triplicata.
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Diferentemente do que foi observado para plantas mutantes defectivas para NR,
uma quantidade substancial de *NO ainda foi produzida em homogenatos foliares de
plantas selvagens na presenca de anti-A. Por exemplo, a producéo total de *"NO em
homogenatos foliares de plantas selvagens foi de 151,3 e 4455 pmol/min/mg no
controle e em plantas inoculadas com Psm por 9 h, respectivamente, e diminuiu para
132,2 e 210,6 pmol/min/mg, na presencga de anti-A.

Em adicao aos principais complexos que constituem a cadeia respiratéria de
mitocbndrias de animais, as mitocondrias de plantas sdo capazes de expressar vias
alternativas para o transporte de elétrons, que inclui a oxidase alternativa (AOX), uma
oxidase terminal diferente do complexo IV (citocromo c¢ oxidase). Esta via para o
transporte de elétrons mostrou ser capaz de reduzir NO2 a *“NO em algas deficientes
na sintese de NR e NiR (Tischner et al., 2004). Assim, foi avaliado se a atividade
redutora de NO2 em plantas do tipo selvagem que foi resistente a anti-A poderia ser
inibida por acido salicilhidroxdmico (SHAM), um inibidor especifico para AOX. A adigao
de SHAM na presenca de anti-A ndo causou efeito na produgédo de *NO (Figura 13).
Como esta atividade de sintese de *NO resistente a inibicdo do transporte de elétrons
pela cadeia respiratéria da mitocéndria é praticamente observada somente em plantas
do tipo selvagem, provavelmente tal atividade remanescente de produgédo de *NO se
deva a acao da NR sobre o NO>'.

Em plantas mutantes, a produgdo do complexo (MGD):Fe(ll)NO em folhas-
controle ndo variou muito com o tempo de acondicionamento no escuro (159,7
pmol/min/mg ap6s 1 h, 160,8 pmol/min/mg apds 6 h e 140,0 pmol/min/mg apd6s 9 h). No

entanto, a producdo de °‘NO a partir de NO, aumentou cerca de 33% (322,6
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pmol/min/mg) 6 h apds a inoculagdo de Psm nas plantas quando comparada aquela
encontrada em plantas sob inoculacdo por 1 h (242,7 pmol/min/mg). Esta producéo
praticamente permaneceu constante por até 9 h sendo observado um decréscimo nos
niveis de (MGD).Fe(ll)NO em torno de 10 % neste periodo de inoculacao (291,0
pmol/min/mg). Diferentemente da mutante nia? nia2, homogenatos de folhas de plantas
do tipo selvagem dobraram os niveis de ‘NO ap6s 9 h de inoculagcdo (445,5
pmol/min/mg) em comparagao as plantas inoculadas por 6 h (de 212,5 pmol/min/mg)
(Figura 13).

Além da mitocdndria, xantina oxidase (XO), uma enzima envolvida no
metabolismo de purinas também pode catalisar a conversdo de NO, a ‘NO (Godber et
al., 2000; Sauer and Frébort, 2003; Li et al., 2004). Para verificar a possibilidade de
contribuicdo desta enzima na sintese de ‘NO a partir de NO> durante a interagéo A.
thaliana-P.syringae, experimentos utilizando alopurinol, um inibidor especifico para XO,
foram realizados. Como pode ser observado na Figura 14, a utilizagcdo de alopurinol
(0,1 a 10 mM) causou uma diminuigcdo pouco significativa (< 10%) nos niveis do
complexo (MGD)2Fe(ll)NO. Este resultado indica que a enzima XO nao tem uma
contribuicdo relevante para a producdo de ‘NO a partir de NO, sob as condigdes

experimentais aqui descritas.

47



[ ] Controle
N Inoculada

300

— N
o O o
o O o

Complexo (MGD),Fe(l)NO
(pmol/min/mg)
m —
o

o

0 0,1 1,0 10,0
NO, + Alopurinol (mM)

Figura 14. Efeito do alopurinol na producao de ‘NO, quantificada por EPR, em folhas
de A. thaliana mutante deficiente para NR. Os niveis do complexo (MGD),Fe(I)NO
foram quantificados de maneira similar a descrita na legenda da Figura 6. Plantas
controle e inoculadas com Psm foram mantidas no escuro por 6 h. Homogenatos de
folhas foram preparados e incubados com o captador de spin, NADH 1 mM e NO, 1
mM na auséncia ou presencga de alopurinol nas concentragdes indicadas. Os valores
mostrados representam a média + EPM de dois experimentos independentes

realizados em triplicata.
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Uma importante possibilidade a excluir nas condicbes experimentais adotadas
neste sistema € a producao do complexo (MGD).Fe(ll)NO através da reducao direta de
NO, pelo complexo (MGD)JFe(ll) (Tsuchiya et al.,, 2000). Esta possibilidade foi
examinada através da realizacao de experimentos-controle, incubando homogenatos
de folhas de plantas selvagens e plantas mutantes, previamente fervidos por 8 min
(controle ou inoculadas), na presenca de NO," e do captador de spin. Analise por EPR
dessas incubacdes mostrou niveis de (MGD)zFe(ll)'>NO menores que 25 pmol/min/mg
proteina na presenca de '°NO; (Apéndice, Figura 1F) e auséncia deste complexo em
homogenatos incubados apenas com o captador de spin e NADH 1 mM (Apéndice,
Figura 1A e 1B). Estes resultados indicam que menos de 20% do complexo
(MGD)2Fe(lI)NO formado em homogenatos incubados com NO, pode ser originado a
partir da reducdo direta deste anion pelo captador de spin (MGD).Fe(ll), sob as
condicdes experimentais descritas. Adicionalmente, a incubacao de suspensao aquosa
de Psm com °NO, e (MGD)sFe(ll) forneceu um resultado similar (21,7 + 3,1 pmol
®*NO/min/mg) aquele obtido para homogenatos fervidos mostrando que o *NO gerado
no meio de incubacgéo é oriundo da planta e ndo da bactéria (Apéndice, Figura 1E).

Estes resultados fortemente indicam que a maioria do ‘NO em folhas de A.
thaliana é produzida por uma atividade redutora de NO; diferente da atividade NR,
embora haja uma maior contribuicdo desta enzima em plantas do tipo selvagem 9 h
apos inoculacdo com Psm. Relevantemente, esta atividade redutora de NO, é
aumentada apo6s a inoculagdo das plantas com Psm indicando que tal atividade

produtora de *NO esta envolvida na resposta de A. thaliana ao ataque de P. syringae.

Interessantemente esta producao aumentada de ‘NO em folhas de A. thaliana sob
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inoculacdo com Psm é fortemente inibida pela presenca de antimicina-A, sugerindo
uma participacao relevante da cadeia respiratéria de mitocondrias no processo de

sintese deste radical livre sob as condicoes experimentais aqui relatadas.

4.5. Producao de *“NO detectada com DAF-2DA

A producdo de ‘NO, bem como o efeito de L-arginina e NO, sobre a sintese
deste radical livre em A. thaliana foi avaliada in vivo empregando o marcador 4,5
diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA). O DAF-2DA é um composto que facilmente
se difunde para dentro de células e tecidos onde esterases nao-especificas hidrolisam
os residuos diacetato gerando o 4,5 diaminofluoresceina (DAF-2) que permanece
confinado no espaco intracelular. O DAF-2 reage com o ‘NO do meio na presenca de
O, produzindo triazolofluoresceina (DAF-2T) (Tarpey et al., 2004), um composto que

emite uma fluorescéncia verde esmeralda (Figura 15).
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Figura 15: Representacao esquematica das reagdes envolvendo o marcador DAF-2DA

para a deteccao de ‘NO in vivo por microscopia de fluorescéncia.

Cortes finos obtidos a partir de folhas de ambos os genétipos, controle ou
inoculadas por 6 h, foram incubados com DAF-2DA e visualizados por microscopia de
fluorescéncia. Adicionalmente, folhas de plantas deficientes para NR (controle) foram
infiltradas com L-arginina 1 mM ou NO2 1 mM por 3 h e incubadas com DAF-2DA.
Folhas de A. thaliana do tipo selvagem apresentaram uma produgédo basal de ‘NO
(Figura 16A) que aumentou substancialmente a partir da inoculagdo destas plantas
com Psm, como determinado pela intensidade de fluorescéncia verde (Figura 16B). Em
contraste, plantas defectivas para NR ndo apresentaram qualquer sinal de
fluorescéncia, mesmo aquelas inoculadas com Psm (Figura 16C e 16D). Contudo,
quando folhas de plantas mutantes foram infiltradas com L-arginina 1 mM houve uma
emissao de fluorescéncia indicando a sintese de "NO (Figura 16E). Estes resultados
estdo de acordo com os dados obtidos para a atividade NOS (Figura 1). Assim, L-
arginina é convertida a L-citrulina com liberacdo de *‘NO que é detectado utilizando
DAF-2DA, mas nao por EPR devido ao limite de deteccdo deste método
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espectroscopico. Isso porque a atividade NOS nao é alta o suficiente para gerar "NO
detectavel por EPR. Ainda, a infiltragdo de NO, em plantas mutantes promoveu uma
emissao intensa de fluorescéncia indicando que tal substrato induz uma maior
producdo de ‘NO (Figura 16F) que a L-arginina. Este resultado corrobora aqueles
obtidos por EPR onde NO: induz uma elevada producdao de ‘NO tanto em plantas

selvagens quanto nas mutantes (Figura 11).
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Figura 16. Producao in vivo de ‘NO em folhas de A. thaliana do tipo selvagem e
mutante deficiente para NR. Plantas controle e inoculadas com Psm foram mantidas no
escuro por 6 h. Cortes finos a partir das folhas foram incubados com DAF-2DA 10 uM e
analisados ao microscopio de fluorescéncia. A, selvagem (controle); B, selvagem
(inoculada); C, mutante (controle); D, mutante (inoculada); E, mutante (controle)
infiltrada com L-arginina 1 mM e mantida no escuro por 3 h; F, mutante (controle)
infiltrada com NO, 1 mM e mantida no escuro por 3 h. As imagens sao representativas

de dois experimentos independentes realizados em triplicata.

53



4.6. Influéncia da enzima NR sobre a morte celular em A. thaliana durante sua

interacao com P. syringae

Para determinar se a deficiéncia nos genes NIA1 NIAZ afeta a resposta de A.
thaliana ao ataque de P. syringae, a progressao da morte celular seguindo a inoculagao
de Psm em folhas de plantas selvagens e mutantes defectivas para NR foi monitorado.
Para tal, as plantas foram infiliradas com Psm e/ou com NO,; (quando indicado) e
acondicionadas no escuro por diferentes periodos de tempo, apds os quais as folhas
foram coletadas e incubadas com o corante vital azul de tripan. Foram consideradas
células mortas as que incorporaram o corante.

A Figura 17 mostra que plantas do tipo selvagem comecaram apresentar
pequenos pontos de morte celular somente 24 h apds inoculagdo com Psm (setas “a@”).
Por outro lado, discreta morte celular foi visualizada apds 9 h de inoculacao das plantas
deficientes para NR com Psm (seta “c”), e o percentual de células que incorporaram o
corante azul de tripan aumentou consideravelmente com o tempo de exposi¢cdo das
plantas a bactéria (setas “d”). Quarenta e oito horas pés-inoculacdo, as plantas
mutantes ja apresentavam um grande numero de células mortas que conferiram lesdes
vistas a olho nu (Figura 18A) enquanto que as lesbes microscopicas localizadas
visualizadas nas plantas selvagens nao evoluiram mesmo 60 h apds inoculagdo com
Psm. Estes resultados mostraram que plantas defectivas para NR sdo incapazes de
desenvolver a resposta de hipersensibilidade a Psm, em contraste as plantas do tipo

selvagem.
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Figura 17. Morte celular em folhas de A. thaliana do tipo selvagem e de mutante
deficiente para NR inoculadas com P. syringae. Controle (C) e plantas inoculadas com
Psm foram acondicionadas no escuro por diferentes periodos de tempo, como
especificado. As folhas foram entdo coletadas e incubadas com o corante vital azul de
tripan. Os controles se referem a folhas infiltradas com H,O por 60 h (duas primeiras
colunas) ou com NO, 50 uM em tampéo fosfato (Ultima coluna). As barras na ultima
linha correspondem a 100 um enquanto que as demais correspondem a 500 um. As
imagens sao representativas de dois experimentos independentes realizados em

triplicata.
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Figura 18. Imagens de folhas de A. thaliana dos tipos selvagem e mutante deficiente
para NR apds 48 h de inoculagdo com P. syringae. Tecidos foliares foram infiltrados
com Psm ou com Psm + NO, 50 uM e acondicionados por 48 h na auséncia de luz. A,
imagem a esquerda refere-se a mutante inoculada com Psm e aquela a direta refere-se
a selvagem inoculada com Psm; B, imagem a esquerda refere-se a mutante inoculada
com Psm em tampdo fosfato. Imagem a direita destaca uma planta mutante co-
infiltrada com Psm e NO, 50 uM em tampao fosfato; C, experimento-controle onde
folhas de plantas mutantes foram infiltradas com tamp&o fosfato (i) ou com NO, 50 uM
em tampao fosfato (ii) ou com Psm + NO, 50 uM em tampao fosfato (iii) ou com Psm
em tampdo fosfato (iv). Imagens mostram resultados representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata.
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Contudo, quando plantas mutantes foram co-infiliradas com Psm e NO2 50 uM
(5 nmol NO2/100 plL), a morte celular foi prevenida (Figura 17). Somente apos 48 h de
exposicao a Psm e NO; estas plantas comecaram apresentar um pequeno numero de
células que incorporaram o corante vital (Figura 17, seta “e”). Plantas controle
(selvagens ou mutantes) infiltradas com H>O ou plantas mutantes deficientes para NR
infiltradas com NO2 50 uM somente, ndo apresentaram qualquer sintoma de morte
celular (Figura 17, controle) visto nas plantas mutantes infiltradas com a bactéria.
Assim, a concentragdo de NO, empregada ndo foi toxica as plantas (Figura 18B e
18C). Adicionalmente, a habilidade do NO," em prevenir a morte celular em folhas de
plantas deficientes para NR ndo € devido a uma acgéo bactericida direta, desde que a
concentracdo utilizada nos experimentos (50 uM) ndo afetou o crescimento de P.
syringae (Figura 19).

O conjunto destes resultados indica que A. thaliana mutante deficiente para NR
nao consegue se defender do ataque de Psm, diferentemente das plantas do tipo
selvagem. Contudo, o fornecimento de NO;" as plantas mutantes é capaz de atenuar a

disseminacao de P. syringae nas folhas destas plantas.
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Figura 19. Efeito do NO, sobre o crescimento da bactéria P. syringae pv. maculicola.
Suspensdo aquosa de Psm, utilizada nos ensaios de morte celular em folhas de A.
thaliana foi incubada na auséncia (i) ou na presenca de NO, 25 uM (ii), 50 uM (iii) ou
100 uM (iv) por 48 h. Com o auxilio de uma alca de platina, uma pequena aliquota de
cada suspenséao foi plagueada em meio nutriente agar e incubada por mais 48 h em

condi¢cdes de crescimento bacteriano.
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4.7. Identificacao da cultura bacteriana

Cultura re-hidratada de Pseudomonas syringae pv. maculicola foi plagueada em
meio NA para o seu estabelecimento. Mesmo a bactéria fazendo parte de uma colecao
onde se tem como critério 0 armazenamento de culturas sem contaminantes, testes de
confirmacdo da espécie bacteriana (LOPAT) bem como de confirmacdo da
classificacdo do patovar (testes bioquimicos) foram realizados ja que tal cultura foi
liofilizada em 1994.

A cultura bacteriana em teste apresentou resultado positivo para a producao de
levano, caracterizado pelo desenvolvimento de colénias bacterianas mucéides em alto-
relevo (Figura 20A). Este resultado indicou que a bactéria em questdo expressa a
enzima levano sucrase, capaz de clivar moléculas de sacarose, polimerizando as
unidades de frutoses livres resultantes.

Resultado negativo foi observado no teste da oxidase que é usado para
determinar a presenca de citocromo c¢ oxidase. No método utilizado, a enzima
citocromo ¢ oxidase, que catalisa a oxidagdo de citocromo ¢, promove a abstracao de
elétrons do reagente dicloreto de tetrametil-p-fenilenediamina, cujo produto de oxidacao
adquire coloracao résea (Mac Faddin, 1981). Este resultado indicou que a bactéria
reativada n&o apresenta a enzima citocromo c oxidase presente na cadeia de

transporte de elétrons mitocondrial.
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Figura 20. Resultado do teste LOPAT para a classificacdo da bactéria-teste. A,
Resultado positivo (formacdo de colénias mucéides) para o teste de producdo de
levano; B, Resultado do teste de podriddo em batata. Imagem a esquerda, resultado
negativo para a bactéria em teste; Imagem a direita, controle positivo (Erwinia
chrysanthemi); C, Resultado do teste de atividade arginina dihidrolase. Imagem a
esquerda, controle positivo (P. marginalis). Imagem a direita, resultado negativo para a
bactéria em teste; D, Resultado positivo para bactéria-teste na resposta de
hipersensibilidade (RH) em folhas de fumo.
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O teste da podriddao em batata também apresentou resultado negativo. Nao foi
observado o aparecimento de podridao na regiao em que foi espalhada uma colénia da
bactéria em estudo (Figura 20B). Como controle positivo, foi utilizada cultura de Erwinia
chrysanthemi.

O teste da arginina dihidrolase permite identificar bactérias que metabolizam L-
arginina através da enzima arginina dihidrolase (Lelliott et al., 1966). Resultado
negativo, caracterizado pela auséncia de alteracdo da coloracédo do meio (de amarela
para vermelha), foi observado para a bactéria de interesse (Figura 20C). Como esta
enzima atua na conversao de L-arginina a L-putrescina (uma diamina) com formacéao
de L-citrulina como um intermediario, este resultado indicou que Psm nao apresenta
atividade arginina dihidrolase e assim nao contribui para a produgao de L-citrulina nos
ensaios de medida de atividade NOS em folhas de A. thaliana inoculadas com esta
bactéria.

Reacédo de hipersensibilidade (RH), caracterizada pelo desenvolvimento de
lesédo local do tecido vegetal que restringe o crescimento e proliferacdo do invasor, é
originada numa interagdo incompativel planta-microrganismo (Lamb e Dixon, 1997).
Quando folhas de fumo foram inoculadas com suspensdo aquosa da bactéria de
interesse, RH foi observada ap6s 24 h de incubacéao das folhas a temperatura ambiente
(Figura 20D).

Assim, os resultados obtidos no teste LOPAT (Levano, Oxidase, Podridao da
batata, Arginina dihidrolase e reacao de hipersensibilidade em Tabaco) possibilitaram

determinar que a espécie da Pseudomonas em estudo € syringae (Lelliott et al., 1966).
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Apoés a realizagao do teste LOPAT, ensaios bioquimicos foram conduzidos para
se classificar a que patovar a Pseudomonas syringae estudada pertence. Os resultados
dos testes bioquimicos sao apresentados na Tabela .

No teste de producdo de pigmento fluorescente, foi observada a presenca de
colénias fluorescentes a luz UV decorrentes da sintese de fluoresceina pela bactéria
em estudo quando cultivada em meio B de King.

Auséncia de formagcao de bolhas, como um resultado da liberacao de Oo,
quando a bactéria interagiu com solucao de H.O indicou que o microrganismo de
interesse nao possui a enzima catalase que promove a conversao de H.O, em H>O e
Og.

A producao de 2-cetogluconato a partir de gluconato foi avaliada utilizando um
meio especifico para bactérias fluorescentes do género Pseudomonas. Nenhuma
formacéao de precipitado marron-alaranjado foi observada quando reagente de Benedict
foi adicionado ao meio, mostrando que a P. syringae estudada nao apresenta este
metabolismo.

No teste de hidrélise de macromoléculas, a bactéria em estudo nao foi capaz de
hidrolisar gelatina uma vez que, ap6s 0 seu crescimento em meio contendo esta
macromolécula (21 dias), nao foi observada liquefacdo do sistema. No entanto,
resultado positivo foi observado no teste da aesculina que consistiu na diminuicdo de
fluorescéncia azul decorrente da presenca desta macromolécula no meio de cultura.
Diminuicdo da fluorescéncia foi caracterizada pela hidrolise acida da aesculina,
desencadeada pela bactéria em estudo. Glicose e esculetina foram geradas como

produtos desta hidrélise, e esta ultima, reagindo com o sal de ferro presente no meio
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causou o aparecimento de uma coloracdo marrom e consequente diminuicdo da
fluorescéncia do meio.

Os testes com carboidratos foram realizados visando identificar quais sao
oxidados para a obtencdo de energia tendo como produto final os seus
correspondentes acidos organicos. O produto de oxidacdo causa mudangca na
coloracao do meio, de purpura para amarela, devido ao aumento da acidez do mesmo.

Os testes com acidos organicos foram realizados visando identificar quais sao
utilizados como fonte de energia e o produto deste metabolismo causa mudanca na
coloracao do meio, de verde para azul, decorrente do aumento do pH do mesmo.

A capacidade para metabolizar NO3™ foi avaliada através do crescimento da
bactéria em meio de cultura contendo este anion. Apds 10 dias a 28 °C, a adigéo a
cultura bacteriana de reagente de Follet e Ratcliff, especifico para a detecgdo de NO>,
nao causou qualquer alteracdo na coloracdo deste meio, indicando auséncia de NOy
(Figura 3B). A perda do acumulo de NO> no meio poderia indicar que o NOj3 teria
passado por processo de desnitrificacao gerando *‘NO2, “NO, NH3; ou N2 (Zobell, 1932).
Para avaliar esta possibilidade, pequena quantidade de pé de zinco (ponta de espatula)
foi adicionada ao meio ja contendo o reagente de Follet e Raicliff. Alteracdo na
coloracao do meio de amarela para marrom avermelhada foi observada, indicando que
NO3 estava presente e foi, entdo, reduzido pelo zinco a NO, (Stanier, 1966). Assim, a
bactéria Psm nao apresenta atividade nitrato redutase (NR) e nem desnitrifica NO3™ a
outros produtos o0 que poderia interferir nos resultados obtidos para folhas de A.
thaliana inoculadas com a bactéria. A bactéria Erwinia chrysanthemi foi utilizada como

controle positivo (Figura 3A).

63



Tabela I: Resultados dos testes bioquimicos realizados com Psm.

Testes IBSBF 1115
Producao de pigmento fluorescente +
Producao de catalase -
Producao de 2-cetogluconato -
Hidrolise de gelatina -
Hidrélise de aesculina +
Reducao de nitrato a nitrito -
Producéo de acido a partir de:
adonitol, D (-) arabinose -
eritritol, inulina, D (+) maltose -
D (-) salicina, D (+) trealose -
L (+) arabinose, D (+) celobiose +
D-frutose, glicerol, m-inositol +
lactose, D (-) manitol, sacarose +
D (-) sorbitol -
Utilizagao de sais de acidos organicos:
benzoato, oxalato -
DL-lactato, L (+) tartarato -
citrato, gluconato, glutarato +
malonato, succinato, D (-) tartarato +
Betaina +
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A inoculacdo da bactéria-teste em folhas de couve causou o surgimento de
sintomas de doenca (clorose nas folhas) ao longo de 30 dias de interacdo planta-
bactéria. Este resultado (ndo apresentado) demonstra a ocorréncia de uma interagao
compativel tipica para couve-Pseudomonas syringae pv. maculicola .

De uma maneira geral, os resultados dos testes bioquimicos permitiram
classificar a cultura IBSBF 1115 como pertencente ao patovar maculicola de acordo

com a classificacao proposta por Bradbury (1986) e Lelliott et al. (1966).

65



5. DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que a inoculacdo de folhas de A.
thaliana com a bactéria avirulenta P.syringae pv. maculicola desencadeou a sintese de
*NO na planta (Figuras 1, 5-11, 16) e que esta resposta foi importante para a prevengao
da replicacao e disseminacao do patégeno (Figura 17). O monitoramento da sintese de
*NO in vivo utilizando DAF-2DA, a formacao de L-[U-'*C] citrulina a partir de L-[U-'*C]
arginina, bem como a formacado de complexo (MGD)2Fe(I)NO a partir de substratos
marcados com "°N permitiu demonstrar que nitrito é a principal fonte para a produgéo
de *NO durante esta interagdo planta-microrganismo embora a atividade NOS pareca
desempenhar um papel regulatério.

A inoculacao de Psm em folhas de A. thaliana aumentou a producdo de L-
citrulina a partir de L-arginina tanto em plantas do tipo selvagem quanto naquelas
mutantes deficientes para NR (Figura 1) indicando a participagdo de uma enzima do
tipo NOS, como previamente observado em outras interagbes planta-patégeno tais
como fumo-virus do mosaico do fumo (Durner et al., 1998) e soja-Diaporthe
phaseolorum (Modolo et al., 2002). Embora a atividade NOS tenha aumentado nas
plantas apos inoculagdo com Psm (Figura 1), a mais proeminente fonte de ‘NO sob
estas condicées ndo foi aquela derivada de atividade desta enzima. Analises por EPR
mostraram que plantas do tipo selvagem tiveram uma producédo enddégena de *NO na
faixa de 50-57 pmol/min/mg proteina que nao foi oriunda da L-arginina (Figuras 5 e 6).
De fato, a producdo de °*NO a partir de atividade NOS foi muito mais baixa (~12

pmol/min/mg (Figura 1) sendo dificil discrimina-la em experimentos por EPR (Giorgio et
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al., 1998; Bonini et al., 1999; Linares et al., 2001) em funcdo do limite de deteccéo
desta técnica espectroscopica. No entanto, a utilizacdo do marcador DAF-2DA
possibilitou a deteccdo de *NO (producao de DAF-2T) em plantas mutantes deficientes
para NR apés infiltragdo com solugao de L-arginina 1 mM (Figura 16).

O °NO detectavel por EPR nas plantas selvagens, originado a partir de uma
fonte endbgena, também nao foi derivado do NO3™ (Figuras 7 e 8) o que esta de acordo
com Dordas e colaboradores (2004). Estes autores nao detectaram produgédo de "NO a
partir de NOs™ em culturas de células de Zea mays sob condi¢cbes aerdbicas, embora
*NO derivado de NOj3 tenha sido produzido quando as culturas de células foram
mantidas sob hipdxia.

Em contraste aos resultados obtidos com L-arginina (Figura 5) e NO3™ (Figura 7),
a presengca de NO, desencadeou um aumento substancial nos niveis de °‘NO
detectavel por EPR em homogenatos de folhas de plantas controle e inoculadas com
Psm (Figuras 9-11). De inicio, esta conversdo de NO, a *NO poderia ser atribuida a
atividade NR, como tem sido proposto na literatura (Yamasaki and Sakihama, 2000;
Rockel et al., 2002; Vanin et al., 2004). Contudo, sob as condi¢cdes experimentais aqui
descritas, muito do "NO produzido a partir de NO," provavelmente nao é oriundo de
atividade NR, uma vez que plantas mutantes deficientes nos genes estruturais NIA1
NIA2 que codificam a NR produziram niveis de *NO similares aqueles produzidos pelas
plantas selvagens (Figura 11). Essa producdo de °NO derivada de NO, nao é
influenciada pela luz (Apéndice, Tabela A3). A presenca de antimicina-A nos
homogenatos de plantas mutantes inibiu em 82% esta produgédo de *‘NO derivada do

NO, e independente da NR (Figura 13), indicando que a cadeia de transporte de
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elétrons da mitocéndria é requerida para esta atividade redutora de nitrito. Tal producao
de *‘NO derivada de NO, e dependente da mitocondria foi recentemente observada na
alga unicelular Chlorella sorokiniana (Tischner et al., 2004). Além do mais, ja que 0s
niveis basais de ‘“NO enddgeno em plantas de A. thaliana mutantes sdo despreziveis,
houve uma maior facilidade em determinar que a producao de *NO derivada do NO, foi
mais pronunciada em plantas inoculadas com Psm por 6 h (227 pmol/min/mg) do que
em folhas-controle (119 pmol/min/mg) (Figura 11). No entanto, diferenca significativa
entre plantas inoculadas e plantas-controle somente foi observada em plantas
selvagens quando as incubag¢des dos homogenatos de folhas com NO, foram
realizadas na presenca de SOD (Figuras 11 e 13). A enzima SOD previne a reagéo do
*NO com Oy presente no meio (Beckman et al., 1990), cuja producdo é aumentada
durante interacdes incompativeis planta-microrganismo (Lamb e Dixon, 1997). Assim,
na presenca de SOD, a producdo de °*NO a partir de NO, aumentou para 212
pmol/min/mg em plantas selvagens inoculadas com Psm e para 136 pmol/min/mg em
folhas controle. Em adigdo, a incubacdo de homogenatos de plantas mutantes com
SOD tornou ainda mais evidente a diferenca de producado de ‘NO a partir de NO™ entre
folhas inoculadas (312 pmol/min/mg) e folhas controle (155 pmol/min/mg) (Figuras 11 e
13B). Como SOD permitiu obter diferenca significativa na sintese de *NO a partir de
NO," todos os experimentos com homogenatos de folhas, utilizando antimicina-A (Anti-
A) foram conduzidos na presencga desta enzima. Os resultados obtidos com antimicina-
A claramente estabelecem que a producdo de ‘NO derivada de NO; e dependente de
mitocondria compreende uma importante resposta de defesa de A. thaliana contra P.

syringae.
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No entanto, foi demonstrada para outras espécies que a producdo de ‘NO a
partir da atividade NR ocorre em tecidos onde a concentracdo de NO;" é alta (Morot-
Gaudry-Talarmain et al., 2002; Rockel et al., 2002) e que plantas transgénicas
expressando a enzima NR permanentemente ativada apresentam uma emissao de *“NO
consideravelmente aumentada (Lea et al., 2004). De fato, o efeito inibitério da
antimicina-A na sintese de *‘NO a partir de NO, foi de 65% em homogenatos foliares de
plantas do tipo selvagem (Figura 13) enquanto que em plantas mutantes esta inibi¢cao
foi mais acentuada (82%). Considerando que, dos 35% de *NO formado que foram
resistentes a antimicina-A, cerca de 10 a 20% podem ser oriundos da reducao direta do
NO, pelo complexo (MGD)2Fe(ll), como demonstrado nos experimentos realizados
com homogenatos fervidos incubados com NO, (produgao de ~25 pmol *"NO/min/mg).
Dessa maneira, a atividade redutora de NO;" da enzima NR contribuiria com menos de
25% para produgao total de "NO na interagdo entre A. thaliana do tipo selvagem e P.
syringae. Assim, embora a participacdo da mitocondria seja bem mais expressiva, a
atividade redutora de NO,™ a *NO apresentada pela NR, também deve ser considerada
na interagdo A. thaliana-P. syringae. A enzima NR mostrou mediar a sintese de *NO
induzida por acido abscisico (ABA) em células guarda de A. thaliana utilizando NOy
como substrato (Desikan et al., 2002). Nitrito e ABA induziram o fechamento de
estbmato em plantas do tipo selvagem num processo dependente da concentracao de
NO, enquanto que nenhum efeito da adicdo destes compostos foi observado em
plantas mutantes nial nia2, deficientes na sintese de NR.

Embora a sintese de *NO via reducado de NO2 possa ocorrer por processos nao

enzimaticos (Klepper, 1990; Tsuchiya et al., 2000), esta rota foi significativamente
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limitada sob as condicdes experimentais aqui adotas. Homogenatos ativos de folhas de
plantas de ambos os genétipos produziram niveis do complexo (MGD).Fe(ll)NO 10
vezes maiores (Figuras 11 e 13) que aqueles encontrados para homogenatos fervidos
(25 pmol/min/mg).

Adicionalmente a atividade mitocondrial, outras enzimas poderiam estar
envolvidas no processo de sintese de *NO a partir de NO;. Nitrito redutase (NiR)
presente em cloroplastos reduz NO2 a NH4" usando ferredoxina como um doador de
elétrons. Esta enzima contém um siroheme e um centro [4Fe-4S] como grupos
prostéticos. Recentemente, evidéncia espectroscopica forneceu um estado
intermediario em que um nitrosil-Fe(ll) siroheme € formado durante o ciclo catalitico da
enzima NiR, purificada a partir de cloroplastos de espinafre (Kuznetsova et al., 2004).
Contudo, recentes relatos mostram que plantas de fumo contendo uma sequiéncia anti-
senso para NiR (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2004), bem como a alga verde
Chilorella sorokiniana (Tischner et al., 2004) acumulam NO; e, portanto, emitem uma
guantidade elevada de “NO. Baseando-se nestas observacdes, parece pouco provavel
que NiR seja responsavel por esta importante atividade produtora de *‘NO em A.
thaliana seguindo inoculagdo com Psm.

Em adicdo a NiR como uma possivel fonte de *NO via reducdo de NO, é
proposto que uma enzima ligada a membrana plasmatica apresente tal atividade (Stohr
et al., 2001). Contudo, essa enzima foi identificada somente em tecidos de raizes de
plantas de fumo nao sendo justificavel a sua acao na reducao de NO;" detectada em
folhas de A. thaliana. Outra possibilidade seria a enzima xantina oxidase (XO), embora

a sua atividade nitrito redutase ja tenha sido apenas demonstrada in vitro e com
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enzimas de origem animal (Godber et al.,, 2000; Sauer and Frébort, 2003; Li et al.,
2004). No entanto, o gene para XO foi recentemente identificado em A. thaliana e
mostrou apresentar alta homologia (93%) com o de animal (Hesberg et al., 2004). Por
isso, a relevancia da XO na producao de ‘NO a partir de NO> durante a interagao A.
thaliana-P. syringae foi considerada. Entretanto, alopurinol, um potente inibidor desta
enzima, praticamente ndo teve efeito sobre a atividade redutora de NO," a “NO tanto
em plantas inoculadas com Psm quanto no grupo controle (Figura 14).

Sabendo-se que NO: é a principal fonte de *NO em A. thaliana durante sua
interacdo com Psm e que a origem de NO, depende da atividade NR a partir de
reducdo de NOg, € de se supor que plantas mutantes nial nia2 sejam suscetiveis a
bactéria Psm. De fato, uma andlise da morte celular nas folhas de plantas de ambos os
gendtipos durante interagdo com Psm mostrou que mutantes deficientes para NR séo
suscetiveis a bactéria Psm, permitindo o espalhamento da bactéria nas folhas (Figura
17). Em contraste, pontos de morte celular correspondendo a resposta por
hipersensibilidade (Figura 17, setas “a”), vistos em plantas do tipo selvagem apés 24 h
de interacdo ndo aumentaram em tamanho em tempos tardios de inoculagcdo. A
suscetibilidade de plantas deficientes na sintese de NR, contudo, foi abolida quando
NO, foi co-infiltrado com Psm (Figura 17). Estes resultados indicaram um papel
relevante para a NR como a fonte de NO. requerido para a defesa de A. thaliana.
Ainda, a resisténcia de plantas do tipo selvagem provavelmente se deve a sua
capacidade em sintetizar NO> via atividade NR, bem como a sua habilidade de manter
a NOS em maxima atividade por um periodo de tempo maior que as plantas mutantes

(Figura 1). Portanto, um papel para a NOS na resposta de defesa de A. thaliana contra

71



Psm nao pode ser excluido. Esta conclusdo estda de acordo com observacdo que
plantas de A. thaliana deficientes na sintese da enzima AtNOS1 sdo suscetiveis a P.
syringae pv. tomato (Zeidler et al., 2004). No entanto, os resultados aqui apresentados
mostram que a atividade NOS nao é suficiente para garantir a resposta de defesa de A.
thaliana contra P. syringae pv. maculicola, uma vez que plantas mutantes nial nia2,
mesmo apresentando atividade conversora de L-arginina em L-citrulina (Figura 1) nao
conseguem conter a disseminacao da bactéria nas folhas (Figura 17).

Igualmente interessante, os resultados aqui mostrados revelam que altas
concentracbes de L-arginina (10 mM) atenuaram os niveis de °‘NO endbgeno
detectaveis por EPR em plantas selvagens (Figuras 7 e 8) bem como os niveis de *“NO
oriundo do NO2>" em ambos os gendtipos (Figuras 9-11). Ainda, este efeito parece ser
especifico para L-arginina desde que outros aminoacidos mesmo na concentracao de
10 mM nao causaram reducdo nos niveis de ‘NO produzido via reducdo de NO
(Figura 12). Assim, a L-arginina parece ter um efeito regulatério sobre a atividade
enzimatica responsavel pela producdo de °NO a partir de NO.. Estudos prévios
mostram que os niveis de aminoacidos, o produto final do processo de assimilacdo de
NOj3, sao fortemente reduzidos em plantas de tabaco transgénicas com baixa atividade
NR (Hansch et al., 2001). Estes relatos e o fato de que as plantas de A. thaliana
deficientes na sintese de NR foram cultivadas na auséncia de NO3™ sugerem que estas
mutantes provavelmente apresentam conteldo reduzido de aminoacidos, incluindo L-
arginina. Ainda, a producao in situ de *NO por plantas mutantes deficientes para NR foi
apenas visualizada apéds a infiltragdo das folhas com L-arginina 1 mM (Figura 16E). Os

niveis reduzidos de L-arginina favoreceriam a alta producdo de *NO a partir de NO2
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quando plantas mutantes s&o inoculadas com Psm (Figuras 10 e 11). Em contraste, os
elevados niveis de L-arginina em plantas de A. thaliana do tipo selvagem manteriam a
atividade redutora de NO2" em um estado inibido, o que explicaria o fato de a atividade
NOS nestas plantas ser mantida por um periodo de tempo maior (até 9 h apos
inoculacao) quando comparada as plantas mutantes (Figura 1). Realmente, os niveis
de *NO derivado do NO," em plantas do tipo selvagem praticamente dobraram 9 h apés
a inoculagéo bacteriana quando comparado aos niveis obtidos para as plantas sob 6 h
de interacdo com a bactéria (Figura 13). Ja nas plantas mutantes, os niveis de *NO
derivado do NO, comegaram diminuir apés 9 h de inoculacdo (Figura 13) e foram
substancialmente menores (291,5 pmol/min/mg) que aqueles apresentados por plantas
do tipo selvagem sob o mesmo periodo de inoculagdo com Psm (445,5 pmol/min/mg
proteina). Provavelmente a diminuicdo nos niveis de *NO derivado de NO>" nas plantas
mutantes apds 9 h de inoculacdo se deve ao quadro de morte celular que estas plantas
ja comegam apresentar neste periodo de tempo (Figura 17).

Medidas in situ da producdo de *NO permitiram mostrar que uma quantidade
substancial deste radical livre é produzida em resposta a inoculacao bacteriana em
plantas do tipo selvagem, ndao sendo o caso para as plantas mutantes (Figura 16)
porque elas provavelmente ndo possuem os substratos em quantidade suficiente para
tal sintese, L-arginina e NO>. A suplementacdo das folhas de plantas mutantes com
estes substratos promove a producado de ‘NO tanto in vivo (Figura 16) quanto in vitro
(Figuras 1 e 4). Dessa forma, os baixos niveis enddgenos destes substratos
necessarios a sintese de ‘NO possivelmente explicam a suscetibilidade de A. thaliana

mutante nial nia2 a P. syringae (Figura 17).
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Em conclusdo, o conjunto de resultados obtidos no desenvolvimento desta
pesquisa fortemente indica a existéncia de um mecanismo cooperativo entre, pelo
menos trés atividades enzimaticas para produzir ‘"NO em quantidade suficiente para
que plantas de A. thaliana se defendam contra o ataque de P. syringae (Figura 21).
Neste mecanismo, a inoculacdo de Psm em folhas de A. thaliana aumentaria a
atividade NOS nas plantas e estimularia a conversao de L-Arginina em L-citrulina com
concomitante formacao de *NO. Subseqlientemente, a reducdo dos niveis de L-arginina
estimularia uma atividade redutora de NOy', principalmente por uma via dependente da
mitocondria € menos extensivamente via atividade NR, resultando em uma substancial
producdo de °NO pela planta. A enzima NR também seria responsavel pelo
fornecimento de NO, para o sistema gerador de *NO a partir de reducao deste anion.
Como resultado, plantas de A. thaliana seriam capazes de prevenir a proliferacéo de P.

syringae ao longo dos seus tecidos.
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A. thaliana + P. syringae pv. maculicola

NOS sobre
atividade NR
L-arginina —» L-citrulina + NO; —» NO,
Atividade
L-arginina@ Redutora
de NO,

v
N02- 4’

v

Resposta de
hipersensibilidade

v

Bloqueio da disseminacao
do patégeno

Figura 21. Possivel mecanismo cooperativo para a producdo de "NO por éxido nitrico
sintase (NOS), nitrato redutase (NR) e atividade mitocondrial redutora de nitrito em
folhas de A. thaliana durante interagdo com P. syringae pv. maculicola.
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Figura 1. Representacao dos espectros de EPR de homogenatos de folhas de A.
thaliana ou suspensao aquosa de P. syringae incubados com L-[15N2-guanidineimino]
arginina, 15NO3' ou 15NOQ'. Plantas selvagens e mutantes nia1 nia2 ou ainda suspensao
de Psm (108 UFC/mL) foram mantidos por 6 h na auséncia de luz. Homogenatos
foliares e a suspensdo de Psm foram incubados por 1 h de acordo com os tratamentos
a seguir relatados e entdo analisados por EPR segundo as condi¢des instrumentais
descritas na legenda da Figura 5. A, homogenato fervido (selvagem-controle) incubado
com (MGD),Fe(ll); B, homogenato fervido (selvagem inoculada) incubado com
(MGD),Fe(ll); C, Psm incubada com L—15N—arginina 1 mM, (MGD),Fe(ll) e todos os
cofatores para a NOS de mamiferos; D, Psm incubada com 15N03' 1 mM, (MGD),Fe(ll)
e NADH 1 mM; E, Psm incubada 15N02' 1 mM, (MGD),Fe(ll) e NADH 1 mM; F,
homogenato fervido (mutante inoculada) incubada com 15NOZ' 1 mM, (MGD),Fe(ll) e
NADH 1 mM. Perfil espectral similar foi obtido em amostras pré-acondicionadas na

presenca de luz.
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Tabela A1. Efeito da L-arginina e luz na producdo de "NO em folhas de A. thaliana do
tipo selvagem em resposta a P. syringae. Homogenatos de folhas foram extraidos de
tecidos-controle ou inoculados com Psm por 6 h na presenca ou auséncia de luz. Os
homogenatos foram incubados com complexo (MGD),Fe(I)NO e L-arginina e

analisados por EPR.

pmol de complexo (MGD),Fe(l)NO/min/mg proteina

Tratamento Escuro Luz
Controle 51,6 £6,6 50,0+ 1,6
Controle + L-arginina 1 mM 52,6 £5,0 50,8 +5,0
Controle + L-arginina 10 mM 32,5+7,0 35,2+£5,9
Controle + L-arginina 1 mM + SOD 100 U/mL 55,0+ 6,0 50,0 +1,7
Inoculada 53,3 +£3,3 53,3+3,3
Inoculada + L-arginina 1 mM 55,0+ 5,0 52,6 + 3,3
Inoculada + L-arginina 10 mM 31,5+6,0 29,1+£3,9
Inoculada + L-arginina 1 mM+ SOD 100 U/mL 50,0 + 6,5 50,0 + 3,7
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Tabela A2. Efeito de NO3 e luz na producdo de "NO em folhas de A. thaliana do tipo
selvagem em resposta a P. syringae. Homogenatos de folhas foram extraidos de
tecidos-controle ou inoculados com Psm por 6 h na presenca ou auséncia de luz. Os

homogenatos foram incubados com complexo (MGD)2Fe(ll)NO e NOs™ e analisados por
EPR.

pmol de complexo (MGD).Fe(l)NO/min/mg proteina

Tratamento Escuro Luz
Controle 50,0 + 15,1 50,1 + 18,1
Controle + NO3 1 mM 55,1 +5,8 58,3+ 13,3
Controle + NO3 1 mM + L-arg 10 mM 16,6 + 1,7 20,0+1,7
Inoculada 63,3+ 15,0 45,0 + 6,7
Inoculada + NO3z™ 1 mM 58,4 +6,0 48,5+ 10,9
Inoculada + NO3" 1 mM + L-arg 10 mM 20,0+ 3,3 20,0+ 6,7

93



Tabela A3. Efeito de NO, e luz na producdo de ‘NO em folhas de A. thaliana em
resposta a P. syringae. Homogenatos de folhas de plantas do tipo selvagem e de
mutantes nial nia2 foram extraidos de tecidos-controle ou inoculados com Psm por 6 h
na presenca ou auséncia de luz. Os homogenatos foram incubados com complexo
(MGD)2Fe(Il)NO e NO;" e analisados por EPR.

pmol de complexo (MGD).Fe(l)NO/min/mg proteina

Tratamento Escuro Luz
Controle 50,0 £ 15,0 58,0+ 12,0
Controle + NO2,” 1 mM 116,7+£0.6 155,8 + 38,3
E{’ Controle + NO2” 1 mM+ L-arg 10 mM 51,7+ 13,3 61,6 £+ 10,0
]
?>, Inoculada 30,1 +4,0 43,3 + 5,1
? linoculada + NOy 1 mM 1392+151  137,6+31,6
Inoculada + NO2" 1 mM+ L-arg 10 mM 50,0 + 20,1 41,0+0,5
Controle 3,3+1,7 13,3+ 1,7
Controle + NO2 1 mM 119,2 + 31,6 132,5+19,2
-‘E Controle + NO2” 1 mM+ SOD 100 U/mL 155,0 + 16,7 176,7 + 23,3
& |Controle + NO2 1 mM + L-arg 10 mM 35,0 £ 10,0 90,0 + 10,8
E), Inoculada 15,0 £ 3,3 38,9£9,2
£ |Inoculada + NO; 1 mM 2265+259  2617+16,6
= Inoculada + NO2, 1 mM + SOD 100 U/mL  311,7 £ 32,0 366,7 £ 16,7
Inoculada + NO2™ + L-arg 10 mM 46,7 £4,9 65.0 £ 10,1
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