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RESUMO

O radical 6xido nitrico (NO), que pode ser produzido nos organismos pela oxidacao de
arginina ou redugdo de nitrito, € uma importante molécula sinalizadora em plantas
atuando como modulador de diversos processos metabdlicos e de desenvolvimento.
Recentemente foi identificado como um dos sinais envolvidos no processo de floragao. A
transicdo da fase de crescimento vegetativo para a fase reprodutiva é atrasada em
plantas mutantes que superproduzem NO, enquanto que a floragao é precoce em plantas
mutantes deficientes na sintese deste radical. O principal objetivo deste trabalho foi
identificar os sitios de producdo de NO durante o desenvolvimento floral de Arabidopsis
thaliana L. Foram utlizados os indicadores fluorescentes 4,5-diacetato de
diaminofluoresceina (DAF-2 DA) e 1,2-diaminoantraquinona (1,2-DAA) para localizar in
situ, por microscopia de fluorescéncia, a producao de NO em botdes florais de A. thaliana
em diferentes estagios de desenvolvimento. Ainda, a producdo de NO pelas estruturas
florais foi comparada entre plantas do tipo selvagem e mutante duplo defectivo para os
genes estruturais da enzima nitrato redutase - NR - (nia7 nia2) que apresentam contetdo
reduzido de aminoacidos e nitrito e, consequentemente, de NO em suas folhas. Foi
analisado também o efeito do sequestrador de NO, CPTIO, na prevencao da emissao de
fluorescéncia. Os resultados mostraram que o NO é sintetizado em células e tecidos
especificos da estrutura floral e que sua produgao aumenta com o desenvolvimento floral
até a antese: a fluorescéncia dos indicadores, prevenida pelo sequestrador de NO, ficou
restrita as papilas estigmaticas em gineceus imaturos e a graos de pélen produzidos pela
antera no estame. Plantas mutantes de A. thaliana nial nia2 apresentaram o0 mesmo
padrao de emissdo de NO nos 6rgéos florais que o tipo selvagem. Sépalas e pétalas nao
apresentaram producdo significativa de NO em ambos os genoétipos analisados. A

validacao dos resultados obtidos por microscopia foi feita através da incubacdo de tecidos
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florais intactos com DAF-2, quantificando-se, por espectrofluorimetria, 0 composto DAF-
2T resultante da reacao do indicador com o NO emitido pelos tecidos. Os dados obtidos
por espectrofluorimetria mostraram que a intensidade de fluorescéncia emitida por botdes
florais foi maior durante o estagio 11 de desenvolvimento, corroborando os dados obtidos
de localizacdo por microscopia de fluorescéncia. Ainda, foi possivel quantificar que as
plantas do tipo selvagem apresentam, em média, maior intensidade de fluorescéncia
emitida, que plantas nia? nia2: 1,39 e 1,89 vezes maior nas fases 11 e 13 de
desenvolvimento, respectivamente. Um segundo objetivo deste trabalho foi avaliar o papel
da enzima NR na inducdo floral. Os dados obtidos revelam que plantas nia? nia2
possuem floracdo precoce, 6 dias em média, quando comparadas com plantas do tipo
selvagem. Para verificar se a floracdo precoce no mutante nial nia2 era conseqiéncia
apenas da deficiéncia do radical NO, ou também da deficiéncia de aminoéacidos, foram
analisados os parametros de indugdo floral em plantas nia? nia2 tratadas com os
aminoacidos arginina ou glutamina, para a recuperacdo dos niveis basais de
aminodcidos. A floracao neste mutante permaneceu precoce, sugerindo que o fenétipo de
floragdo precoce é consequéncia da deficiéncia de NO nestas plantas durante a fase
vegetativa. Estes resultados sugerem que o NO pode ter um importante papel no

processo de floracdo e no sucesso da reprodugao vegetal.
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ABSTRACT

The radical nitric oxide (NO), that can be produced in the organism by arginine oxidation or
nitrite reduction, is an important signaling molecule in plants acting as modulator of several
metabolic and developmental processes. Recently NO was identified as one of several
signals involved in flowering. The transition from vegetative to reproductive growth is
delayed in mutant plants that overproduce NO, while this process is precocious in mutant
plants deficient in NO synthesis. The main objective of this study was to identify the sites
of NO production during floral development of Arabidopsis thaliana. The fluorescent
probes, 4,5-daminofluorescein diacetate and 1,2-diaminoanthraquinone, were utilized to
localize in situ, by fluorescence microsopy, the NO production in floral buds of A. thaliana
at different stages of development. Still, NO production by the floral structures was
compared between wild-type and double defective mutant plants for structural genes of
nitrate reductase enzyme - NR - (nia1 nia2) which have reduced content of amino acids
and nitrite and, consequently, of NO in their leaves. It was also analyzed the effect of the
NO scavenger, CPTIO, in preventing the fluorescence emission. The results showed that
NO is synthesized in specific cells and tissues in the floral structure and its production
increases with the floral development until anthesis: the fluorescence of the indicators,
prevented by NO scavenger, was restricted to the stigmatic papillae, in the gynoecium,
and to pollen grains produced by anther in stamen. Mutant plants of A. thaliana nial nia2
showed the same pattern of NO emission by the floral organs to that observed in the wild
type genotype. Sepals and petals showed no significant NO production in both genotypes
analyzed. Validation of the results obtained by fluorescence microscopy was realized by
incubating floral tissues with DAF-2 and quantifying, by spectrofluorimetry, the DAF-2T
resulted from reaction between the probe and the NO emitted by the tissues. Data

obtained by spectrofluorimetry showed that the fluorescence intensity emitted by floral
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buds was higher during stage 11 of development, corroborating localization data obtained
by fluorescence microscopy. Additionally, wild type plants showed greater intensity of
fluorescence emission, on average, than nial nia2 plants: 1,39 and 1,89 times higher in
phases 11 and 13 of development, respectively. A second objective of this work was to
evaluate the role of the NR enzyme in floral induction. Data obtained revealed that nia?
nia2 plants flowers earlier, 6 days on average, than the wild-type plants. To verify whether
the early flowering phenotype in niat nia2 was only consequence of the NO deficiency, or
was also due to the amino acids deficiency, it were analyzed the parameters of floral
induction in nial nia2 plants treated with the amino acids arginine or glutamine for the
recovery of the amino acids levels. Flowering in this mutant remained precocious,
suggesting that the early flowering phenotype is a consequence of NO deficiency in these
plants during the vegetative growth. These results suggest that NO may have an important

role in the flowering process and to the reproductive success of the plant.
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1. INTRODUCAO

O radical 6xido nitrico (NO) é uma molécula biologicamente ativa, que regula uma
diversidade de processos bioldgicos em diferentes espécies (Beligni e Lamattina, 2001). E uma
molécula gasosa cuja meia vida € relativamente curta, inferior a 6 s (Bethke et al. 2004),
refletindo a natureza altamente reativa do NO — sendo esta devido a estrutura molecular do
radical, que possui um elétron desemparelhado.

O NO reage rapidamente com espécies reativas de oxigénio (ROS), proteinas
(principalmente aquelas que contém aminoacidos reativos como cisteina e tirosina), assim
como diversos receptores e fatores de transcricio (Romero-Puertas et al. 2004). A
citotoxicidade deste radical esta relacionada ao fato desta molécula ser lipofilica, volatil e
possuir um elétron desemparelhado. Em plantas, a sinalizagdo do NO envolve GMP ciclico,
ADP ribose, Ca*, &cido salicilico e proteinas quinases. H4, ainda, uma justaposicdo com a
sinalizacédo do H.O, (Crawford e Guo, 2005).

O radical NO atua como uma molécula mensageira em animais e esta envolvido em
diferentes processos bioldgicos como vasolidatagao, neurotransmissao, defesa antimicrobinana
e regulagéo de processos imune-inflamatérios, entre outros (Stefano et al., 2006).

Nos ultimos anos, o NO tem se destacado como importante molécula sinalizadora para
0s vegetais, atuando em diversos processos de crescimento e desenvolvimento, bem como nas
respostas de defesa a estresses bidticos ou abiodticos (Lamattina et al., 2003; Wendehenne et
al., 2004; Lamotte, 2005; Salgado et al., 2004; Neill et al., 2005, 2007). O NO atua no controle
do crescimento de raizes (Gouvéa et al., 1997; Stdhr et al, 2001; Pagnussat et al., 2002; 2004),
na germinacdo de sementes (Keeley e Fotheringham, 1997), na extensdo foliar (Leshem e
Haramaty, 1996), na fotomorfogénese (Pagnussat et al., 2003), na lignificagdo da parede celular
(Ferrer e Ros-Barceld, 1999), na diferenciacao de células do xilema (Gabaldon et al., 2005) e na
senescéncia de folhas e maturacdo dos frutos (Leshem e Haramaty, 1996). Atua, inclusive,

como modulador da resisténcia a doencas, promovendo a morte celular hipersensitiva e ativa a



expressao de diversos genes de defesa e a produgcdo de compostos com atividade
antimicrobiana (Delledonne et al, 1998; Modolo et al, 2002; Romero-Puertas et al, 2004;
revisto por Wendehenne et al, 2004). E ainda considerado um regulador do movimento
estomatico (Garcia-Mata e Lamattina, 2002; Desikan et al., 2004), tendo influéncia também na
via de sinalizagdo das citocininas (Scherer e Holk, 2000; Scherer, 2005), no aumento da
disponibilidade de ferro para a célula (Murgia et al., 2002), na funcionalidade de mitocéndrias
(Saviani et al., 2002) e na sinalizagao durante injuria (Pedroso et al., 2000), entre outros efeitos.

Exemplificando mais detalhadamente algumas fungdes do 6xido nitrico, é conhecido que
este desempenha um papel central na determinagdo da morfologia e no padrdao de
desenvolvimento de raizes (Lombardo et. al., 2006). As primeiras evidéncias acerca da
participacado do NO no desenvolvimento de raizes induzido por auxina foram providas por
Gouvéa e colaboradores (1997). O acumulo de NO em resposta ao tratamento com auxina foi
mostrado por Pagnussat e colaboradores (2002) em enxertos de pepino durante a formacgéo de
raizes adventicias.

Ainda, foi demonstrado que a aplicacdo de auxina em raizes resultou na producao
localizada de NO durante a formacao de raizes laterais, assim como o acimulo assimétrico de
NO no apice da raiz durante a resposta gravitrépica (Correa-Aragunde et al. 2004; Lombardo et
al. 2006; Hu et al. 2005). A formacgao de raizes laterais, adventicias e convencionais, bem como
a reposta gravitrépica da raiz foi prevenida pela aplicagao do sequestrador de NO CPTIO,
sugerindo uma importante fungao do NO endégeno mediando estes processos.

O NO também atua na regulagdo do movimento estomatico, induzindo o fechamento dos
estbmatos, reduzindo a taxa de transpiracdo e aumentando as respostas adaptativas ao
estresse hidrico. Garcia-Mata e Lamattina (2002) mostraram que a aplicagdo exdgena de NO
induz o fechamento estomatico de maneira Ca®-dependente, em espécies mono e

dicotiledbneas.



Ha, portanto, crescentes evidéncias de que o NO desempenha fungbes importantes em
diversos processos (pato)fisiolégicos em plantas. As enzimas que catalisam a sintese deste
radical e as cascatas de sinalizagdo que mediam os efeitos do NO sdo objetos de estudo e
descoberta recentes, levando a um melhor entendimento de como este radical atua

influenciando na resposta vegetal a varios estimulos (Wendehenne et al., 2004).

1.1 — Origem biossintética do NO

Embora a origem biossintética do NO nos vegetais seja ainda controversa, varias fontes
enzimaticas possiveis para a produgao deste radical tém sido propostas (Corpas et al., 2004),
além de mecanismos nao enzimaticos (Bethke et al., 2004). Diversas fontes de NO em plantas
podem ser distinguidas, cujas funcdes fisiolégicas dependem da espécie, tipo de tecido ou
célula, condigdes externas e ativacdo de vias de sinalizacao (Neill et al., 2003). A sintese de NO
em plantas inclui tanto vias dependentes de arginina quanto de nitrito (revisto por Arasimowicz
et al., 2007).

As fontes de NO mediadas por nitrito incluem nitrato redutase (NR), pH &acido do
apoplasto (Bethke et al., 2004), Ni-NO redutase (NiINOR) (Sthér et al., 2001), possivelmente
uma hemoglobina de classe-2 (Crawford e Guo, 2005) e mitocondria (Tischner et al., 2004;
Planchet et al., 2005, Modolo et al. 2005). E bem conhecido que a enzima NR é capaz de
produzir NO e NO, a partir de nitrito, resultando na emissdo de NO (Dean e Harper, 1986;
Yamasaki e Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002). Dados recentes do nosso grupo de pesquisa,
obtidos a partir de experimentos realizados com a técnica de ressonéncia paramagnética
eletronica (EPR) e marcacéo isotépica do NO, com '°N, puderam demonstrar inequivocamente

que extratos foliares de plantas de Arabidopsis thaliana deficientes na enzima nitrato redutase



(niat1 nia2) apresentam a mesma capacidade de produzir "NO que plantas do tipo selvagem,
quando "NO, é exogenamente fornecido (Modolo et al., 2005). Além disto, extratos foliares
apresentaram substancial producdo endégena de NO em plantas do tipo selvagem,
contrastando com a quase auséncia de producao endégena de NO nas plantas NR-deficientes.
Estes resultados indicaram que, embora a enzima NR nao seja essencial para a sintese de NO
a partir de NO2, ela é importante para originar o substrato desta atividade redutora (o nitrito).
Nossos resultados mostraram ainda que folhas do mutante de A. thaliana, nial nia2,
apresentaram conteldo reduzido de aminoéacidos livres, em especial de arginina -
aproximadamente 10 vezes menor que em folhas do genétipo selvagem (Modolo et al., 2006).
Deste modo, plantas NR-deficientes apresentam niveis endégenos de NO reduzidos, pois
possuem deficiéncia nos substratos (nitrito e arginina) para a sintese deste radical (Modolo et
al., 2006).

Além do nitrito, a producédo de NO pode ser mediada por atividade do tipo 6xido nitrico
sintase (NOS), tendo como substrato 0 aminoacido arginina. Em animais, a enzima NOS é
responsavel pela geragao de NO e catalisa a oxidagao de cinco elétrons de um dos atomos de
L-arginina (N3- para N2+), com participagao de O, e cofatores (NADPH, FAD, FMN e tetrahidro-
L-biopterina), resultando na formacéo de L-citrulina e NO (Stuehr, 1997). A NOS de mamiferos
ocorre tanto na forma constitutiva (neuronal, nNOS e endotelial, eNOS) como na forma
induzida, iINOS (Wang e Marsden, 1995). As primeiras evidéncias da presenca de enzima do
tipo NOS de mamiferos em plantas foram mostradas em 1996 (Leshem e Hamaraty, 1996;
Ninnemann e Maier, 1996; Cueto et al., 1996). Por exemplo, atividade NOS foi encontrada em
raizes e nédulos de leguminosas, induzida por lipopolissacarideos de Rhizobium (Cueto et al.,
1996). Ainda, andlises de imunolocalizacdo com anticorpos feitos contra NOS de cérebro de
coelho ou NOS de macréfagos de rato mostraram reatividade com extratos de tabaco e milho,
que possuiam altos niveis de NOS (Huang e Knopp, 1998; Ribeiro et al., 1999). Em plantas,

atividade NOS dependente de arginina tem sido detectada através da inibicido da producao de



NO por inibidores de NOS de mamiferos (Ribeiro et al.,, 1999; del Rio et al., 2004). Embora
varios resultados bioquimicos e imunolégicos indiquem a existéncia de uma enzima do tipo
NOS em plantas, nenhum gene ou proteina com seqliéncia similar a NOS de mamiferos foram
encontrados em Arabidopsis thaliana, considerada planta modelo por ter seu genoma
seqlenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Estes resultados sugerem que a
atividade NOS em plantas provém de um tipo enzimatico distinto.

Guo e colaboradores (2003) isolaram um gene do genoma de Arabidopsis, AINOS1, que
codifica proteina com atividade do tipo NOS, o qual esta envolvido no processo de sinalizagdo
hormonal e crescimento, atuando também no controle da floracdo (He et al., 2004) e na
resposta de defesa induzida por lipopolissacarideos (Zeidler et al., 2004). Entretanto, analises
da seqiéncia do DNA da proteina AtINOS1 ndo apresentaram similaridade com isoformas de
NOS de origem animal. Estudos recentes apresentam criticas a respeito da natureza de
AtNOS1 (Zemoijtel et al., 2006; Crawford et al., 2006).

Zemoijtel e colaboradores (2006) clonaram AtNOS1 (Q66GP9) e seus ortélogos de arroz
(Q6YPGS5) e milho (AY110367), e apds purificacdo de proteinas recombinantes ndo detectaram
atividade NOS com os reagentes [*H]-arginina ou pelo método de Griess, baseados em ensaios
para NOS propostos por Guo e colaboradores (2003). Assim, os resultados de Zemojtel e
colaboradores (2006) colocaram em questionamento a funcdo de AtNOS1, permanecendo
entdo elusiva a existéncia de uma proteina com atividade NOS em plantas. Diante desta
descoberta, Crawford e colaboradores (2006) propuseram entdo que o gene AtNOS17 fosse
renomeado para AINOA1 — 6xido nitrico associado 1, ja que a natureza de AtINOA1 permanece

elusiva e controversa (Zemojtel et al., 2006; Crawford et al., 2006; Guo, 2006).



1.2 - NO e o Processo de Floracao

O tempo necessario para que a transigao floral ocorra tem conseqléncias significativas
para o sucesso reprodutivo dos vegetais (Henderson e Dean, 2004). A floracdo é a principal
fase de transicdo no desenvolvimento do ciclo reprodutivo da planta (Simpson e Dean, 2002).
Inicialmente, as plantas transitam por um periodo de desenvolvimento vegetativo, caracterizado
pela producdo de folhas pelo meristema apical (Poethig, 1990). Em fase mais avancada do
desenvolvimento vegetal, este meristema passa a produzir flores, caracterizando o
desenvolvimento reprodutivo da planta (Henderson e Dean, 2004). De acordo com Poethig
(1990), a transicdo do estado vegetativo para o desenvolvimento reprodutivo é abrupta e
envolve mudancgas nas caracteristicas do meristema, principalmente em plantas que florescem.
Tanto em espécies arbustivas como herbaceas, o formato foliar € um dos sinais mais
conspicuos da fase vegetativa do meristema (Poethig, 1990). Brotos jovens sdo usualmente
caracterizados por folhas menores e mais simples em estrutura do que quando adultos, embora
0 contrario possa ocorrer (Poethig, 1990). Durante o desenvolvimento reprodutivo, mudancgas
na fase vegetativa do meristema parecem ser induzidas por fatores difusiveis que atingem o
meristema apical.

Sinais exd6genos e endbgenos, como fotoperiodo, vernalizacdo, giberelinas e relégio
circadiano controlam o tempo de transicao floral (Battey, 2000, lzawa et al., 2000, Mouradov et
al., 2002; Simpson e Dean, 2002). Recentemente, o NO foi identificado como um fator de
sinalizacdo adicional que controlaria o processo de floracdo. He e colaboradores (2004), ao
investigarem o efeito do NO no crescimento vegetativo, descobriram que a aplicagao do doador
de NO nitroprussiato de sodio (SNP) resultava no atraso da floracdo. Estudos com mutante de
Arabidopsis que superproduz o radical éxido nitrico mostraram que nestas plantas a floragao

ocorre tardiamente em relacdo a plantas do tipo selvagem. Ainda, mutantes apresentando



niveis enddégenos de NO reduzidos florescem precocemente quando comparados ao genotipo
selvagem (He et al., 2004).

He e colaboradores (2004) mostraram que tratamento com o doador de NO
nitroprussiato de sddio (SNP) resultou no atraso da floragdo de modo dose-dependente, que foi
avaliado pelo aumento do numero de folhas em roseta e do numero de dias para o
aparecimento do primeiro botao floral. Um indicador padrao do tempo de floragdo € o nimero
de folhas em roseta produzido pelo meristema primario antes do aparecimento do primeiro
botéo floral; plantas que florescem tardiamente produzem mais folhas (Koornneef et al., 1991).
Ou seja, um aumento do numero de folhas estd diretamente relacionado com o atraso da
transicao floral.

Durante o processo de floracdo, a interagao entre o pdlen e o estigma consiste em um
dos mais importantes estagios no ciclo de vida de plantas que florescem, ja que este fato
determina se a fertilizacdo ocorrera e, consequentemente, se as sementes serdo formadas e
posteriormente liberadas (Mclnnis et al., 2006). Para que a fertilizacdo seja bem sucedida é
necessario que o grao de pélen possua compatibilidade molecular com o estigma, para que
subsequentemente ocorra a formagdo do tubo polinico (Mclnnis et al., 2006). Prado e
colaboradores (2004) mostraram que o radical 6xido nitrico estd envolvido em guiar o tubo
polinico, atuando como um regulador negativo do crescimento do tubo, capaz de induzir a
reorientagdo do seu 4pice.

Tendo em vista que a superficie do estigma é receptiva ao poélen por um curto periodo, o
tempo para que a polinizagao ocorra, é, portanto, critico (Mclnnis ef al., 2006). Sabe-se que os
estigmas receptivos sédo caracterizados por possuir niveis elevados de atividade peroxidase
(Dupuis e Dumas, 1990; Mclinnis et al., 2006), embora ainda seja desconhecida a funcao destas
enzimas no estigma (Mclnnis et al., 2006).

Recentemente foi identificada e caracterizada uma peroxidase especifica do estigma

(SSP), de Senecio squalidus (Mclnnis et al., 2005). Foi mostrado também que estigmas de



Senecio acumulam niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS), principalmente
H.O. em suas células epidérmicas, que constituem as papilas estigmaticas, onde a SSP esta
localizada (Mclnnis et al., 2006). A presenca de altos niveis de ROS/ H,O, na papila — local em
que o pdlen é recebido e discriminado — sugere que ROS/ H,O,, e pela potencial associacao a
SSP, sejam importantes na funcionalidade do estigma (Mclnnis et al., 2006). Sao atribuidas
diversas fungbes para ROS/ H,0,, relacionadas ao metabolismo celular, atuando também na
sinalizagdo de moléculas, mediando diferentes processos celulares desde o desenvolvimento
até a defesa, sendo frequentemente associados ao NO (Hancock et al., 2006). Sendo assim,
justifica-se a especulacdo de que ROS/ H,O, podem estar envolvidos na interagdo pélen -
estigma. Ainda, Mclnnis e colaboradores (2006) investigaram a produgao de NO em estigmas e
em graos de poélen aderidos a superficie estigmatica de Senecio squalidus e Arabidopsis
thaliana, utilizando o indicador fluorescente DAF-2 DA. E importante ressaltar que neste
trabalho os autores analisaram apenas o estagio mais avancado da estrutura floral de
Arabidopsis thaliana, nao avaliaram, portanto, a producao de NO durante o desenvolvimento do
botéo floral de Arabidopsis, mas sim, somente quando a flor ja estava aberta. Enquanto que os
estigmas apresentaram emissdo de fluorescéncia reduzida, refletindo a presenga de baixo
conteido de NO, nos graos de pdlen de ambas as espécies estudadas a emissdo de
fluorescéncia foi bastante intensa. De modo interessante, a producdo de NO detectada pelo
indicador fluorescente foi maior em tubos polinicos de ambas as espécies quando comparados
com pélen ndo germinado ou em graos de poélen que ainda nao produziram tubos polinicos,
mas que estavam aderidos a superficie estigmatica. Deve existir, portanto, uma fungédo para

ROS/ H,0,, peroxidases e o NO na interacao do poélen — estigma (Mclnnis et al., 2006).



1.3 - Deteccao de NO por indicadores fluorescentes

A maior parte do entendimento da sintese e sinalizagdo do NO é embasada em estudos
que utilizam doadores, indicadores ou sequestradores deste radical. Estudos celulares com o
indicador fluorescente de NO 4,5-diacetato de diaminofluoresceina (DAF-2 DA) mostraram que
o tratamento de células guarda com &acido abscisico (ABA) induziu um aumento dos niveis de
NO (Desikan et al., 2002; Garcia-Mata e Lamattina, 2002; Neill et al., 2002; Guo et al., 2003).
Quando estas células foram tratadas com (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-
oxil-3-oxido) (CPTIO), seqlestrador de NO, o fechamento estomatico induzido por ABA foi
inibido, enquanto que tratamentos com doadores de NO induziram o fechamento dos
estbmatos. Ainda, tratamento com auxina elevou a concentracdo de NO em hipocotilos e
aplicacdo de doadores de NO induziu a formacgao de raizes laterais e adventicias em Cucumis
sativus (Pagnussat et al., 2002) e em tomate (Correa-Aragunde et al., 2004), enquanto que o
CPTIO inibiu respostas induzidas por auxina em raizes em Cucumis sativus (Pagnussat et al.,
2002) e em tomate (Correa-Aragunde et al, 2004). De modo semelhante, a aplicacao de
doadores de NO em segmentos de raizes de milho induziu seu elongamento, que foi prevenido
pelo sequestrador de NO azul de metileno (Gouvéa et al., 1997). Corpas e colaboradores
(2004) analisaram a producédo de NO em folhas, caule e raizes de mudas de ervilha durante o
desenvolvimento vegetal. A sintese de NO foi avaliada por microscopia confocal de
fluorescéncia, utilizando os indicadores DAF-2 DA ou DAF-FM DA. Os resultados mostraram
que o maximo de emissdo de NO detectado coincide com os estagios de maximo
desenvolvimento da planta, sugerindo um papel importante deste radical nos tecidos
analisados.

Um dos maiores obstaculos na pesquisa do radical éxido nitrico € a exata localizacao e
quantificagao de sua formagao em extratos ou tecidos de plantas (Sthér e Stremlau, 2006). As

diaminofluoresceinas (DAFs) sdo indicadores que foram desenvolvidos para a deteccao do NO



in vivo ou in situ, utilizando microscopia de fluorescéncia (Yao et. al., 2004), sendo amplamente
utilizadas como indicadores de NO (Kojima et al., 1998).

A transformacgao quimica do composto 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) esta baseada
na reatividade de diaminas vicinais aromaticas com o NO, em presenca de O,. A N-nitrosilacao
de DAFs resulta na formacdo de um triazol, DAF-2T, que emite fluorescéncia esverdeada
(Kojima et al., 1998) (Figura 1). DAFs ndo reagem diretamente com o NO, mas sim com suas
formas oxidadas (revisto por Gomes et al., 2006) e tem sido proposto que os mecanismos de
reacdo desta classe de indicadores com NO envolva o N.Os, composto resultante da oxidacao
do NO (Fernandes et al., 2004). Entre as DAFs mais utilizadas como indicadores de NO, tem
destaque o composto permeavel a membrana plasmatica DAF-2 diacetato (DAF-2 DA), que ao
entrar na célula é hidrolisado por estearases para formar DAF- 2, sensivel ao NO (Kojima et al.,
1998). O limite de detec¢do de DAF-2 DA para o NO é de, aproximadamente, 5 nM (Kojima et
al., 1998). Como o DAF- 2 DA é capaz de entrar na célula, este indicador ndo pode ser utilizado
para monitorar o contedudo de NO extracelular. De modo geral, DAFs possuem propriedades
favoraveis para visualizagao da producao de NO por amostras biolégicas (Nagano, 1999); ja
que a excitacdo desta classe de indicadores estd no comprimento de luz visivel (causando
menos danos as células), e ndo esta sujeita a autofluorescéncia de amostras biolégicas
(Nagano, 1999). Contudo, existem alguns problemas metodologicos no uso de DAFs para
aplicacdes bioldgicas. A sensibilidade ao pH deste indicador pode limitar seu uso (Halbach,
2003). Além disso, recentemente a especificidade do indicador DAF- 2 ao NO foi questionada,
uma vez que este indicador é capaz de reagir com acido ascoérbico (AA) ou &cido
dehidroascérbico (DHA), resultando na geragcdo de um composto que tem padrdo de emissao
de fluorescéncia semelhante ao DAF- 2T, ou pode ainda reagir com espécies geradas como
produtos secundarios ao metabolismo do NO (Zhang et al., 2002).

Tendo em vista as limitagdes das diaminofluoresceinas como indicadores de NO, outros

marcadores tém sido desenvolvidos, como a 1,2- diaminoantraquinona (1,2- DAA) (Halbach,
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2003). 1,2- DAA é um indicador de NO de alta sensibilidade, especificidade e acuracia
(Halbach, 2003). Isolado, o 1,2- DAA é violeta escuro e nao fluorescente. A reacdo deste
indicador com NO resulta na formagdo de um composto insolivel em agua e que emite
fluorescéncia avermelhada, denominado 1-H-antra-[1,2d]-[1,2,3]-triazol-6,11-diona (ATD). A
especificidade de 1,2 - DAA ao NO parece ser maior quando comparado a DAFs. Beligni e
colaboradores (2002) mostraram que células de cevada quando marcadas com os indicadores
1,2- DAA e DAF- 2DA apresentaram intensa emissdao de fluorescéncia, que poderia ser
atribuida a producao de NO por estas células. Entretanto, quando as mesmas estruturas foram
submetidas ao tratamento controle, com os indicadores 1-aminoantraquinona (1- AQ) e 4-
aminofluoresceina diacetato (4-AF DA), a emissao de fluorescéncia foi reduzida somente com
1- AQ, sugerindo que o DAF- 2DA nao ¢é tao eficiente para monitorar a produgdo de NO nas
células de cevada. Os indicadores utilizados como controle negativo, 1- AQ e 4-AF DA, nao
possuem um dos grupamentos amino que se combina com o sitio ativo do NO, mas que estado
presentes em 1,2-DAA e DAF-2 DA, respectivamente.

Os efeitos das reacoes cruzadas das diaminofluoresceinas com outros compostos que
nao o NO podem ser evitados por metodologia desenvolvida por Ye e colaboradores (2004), em
que as amostras sdo incubadas diretamente com DAF-2. Neste caso, como o NO,
diferentemente dos outros compostos, é uma molécula gasosa, pode entédo difundir dos tecidos
e reagir diretamente com DAF-2, eliminado a interferéncia na deteccdo da produgéo do radical

NO.
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membrana celular

Figura 1 — Representacao esquematica das reacoes envolvendo o indicador DAF-2DA para
a deteccao de NO in vivo por microscopia de fluorescéncia. DAF- 2DA é permeavel através
da membrana celular e é hidrolisado por estearases intracelulares a DAF- 2. DAF- 2 reage com
NO para formar o composto fluorescente diaminotriazolfluoresceina (DAF- 2T). Esquema

adaptado de Kojima et al., 1998. Ac, acetil.
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1.4 - Estrutura e desenvolvimento floral de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana € uma roseta anual, com fases distintas de crescimento vegetativo
e reprodutivo (Figura 2A). O meristema apical, que produz folhas na fase vegetativa, formando
uma estrutura tipica denominada roseta, passa a produzir flores no periodo reprodutivo
(Bowman e Smyth, 1994). As folhas em roseta, produzidas pelo meristema juvenil durante a
fase vegetativa, sdo pequenas e possuem a forma arredondada, enquanto que, no decorrer do
desenvolvimento o meristema passa a produzir folhas mais compridas e de formato espatulado.
As ultimas folhas produzidas antes da transicdo para a floragdo sdo as folhas caulinares,
pequenas e lanceoladas, ao contrario das folhas em roseta que se assemelham a um peciolo
(Bowman e Smyth, 1994).

A flor madura de Arabidopsis possui uma estrutura simples, tipica da familia das
Brassicaceae. A flor contém um calice com quatro sépalas e corola com quatro pétalas, cujas
posicdes sao alternadas e interiores as das sépalas (Figuras 2B e C). O androceu consiste de
quatro estames medianos ou longos e dois laterais, curtos. As anteras possuem deiscéncia
longitudinal e a liberacao do pdlen pode resultar na autofertilizacao da flor. O gineceu é sUpero,
séssil e ocupa o centro da flor. E formado da fusdo de dois carpelos, cujos léculos sdo
separados por um falso septo, do qual évulos emergem com placentacdo do tipo parietal

(Bowman e Smyth, 1994).

O desenvolvimento das estruturas florais em A. thaliana foi classificado em 20 estagios
definidos por eventos especificos (Smyth et al, 1990). Os estagios de 1 a 6 progridem desde o
inicio da formacao do botao floral no meristema apical até o aparecimento de sépalas, pétalas e
estames, sendo que estes se tornam maiores rapidamente enquanto que as pétalas crescem de
forma lenta. E ainda no estagio 6 que o gineceu comega a se desenvolver. O estame comega a

se tornar mais longo no estégio 7, e as anteras desenvolvem loculos no estagio subsequente.
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No estdgio 8, o botdo floral apresenta aumento no tamanho do estame, principalmente em
relacdo as pétalas (Figura 3A). A antera e o filamento dos estames j4& se encontram
diferenciados, sendo que a antera corresponde a maior parte do peso do 6rgao neste estagio.
Durante o estagio 9, as células precursoras de micrésporos (células maes de gréao-de-pdlen) se
separam umas das outras na antera e ocorre a meiose (microsporogénese) para a formagao
das tétrades. No estagio 10, nas anteras, 0os micrésporos maduros se separam e ficam livres no
interior do saco polinico. Na fase seguinte, 11, as papilas estigmaticas aparecem no topo do
gineceu (Figura 3B). O estilete comecga a se tornar morfologicamente distinto do ovario, € no
interior deste ocorre a megaesporogénese. No interior das anteras, as células do tapete
(tapetum) e o tecido microesporoginico degeneram. As pétalas crescem rapidamente e atingem
a altura dos estames médios (ou longos) no estagio 12, que é o Ultimo estagio antes da
abertura do botdo floral (Figura 3C). Nas anteras, o tecido microesporoginico desenvolve
numerosas paredes fibrosas, e posteriormente, a degeneracao do tapete, a epiderme do saco
polinico mostra sinais de murchamento. Durante o estagio 12, os integumentos do 6vulo em
desenvolvimento crescem e quase cobrem o nucelo, a megagametogénese ocorre, e os 6vulos
comecam a apresentar orientagao anatropa. A parte superior do gineceu torna-se diferenciada,
levemente constrita na base. Um ténue limite separa o topo do estilete das papilas
estigmaticas, que no decorrer do desenvolvimento floral tornam-se mais compridas. Neste
estagio o estigma ja esta receptivo ao grao de poélen. Esta fase termina quando o botéo floral
abre (estagio 13), tornando as pétalas visiveis e a antese ocorre. Neste estagio, o botao passa
para a fase considerada flor. As fases de 14 a 20 caracterizam-se pelo desenvolvimento da
siliqua (fruto) e senescéncia das demais estruturas reprodutivas, terminando com a liberagdo

das sementes no estagio 20.
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sépalas

Figura 2 —Arabidopsis thaliana nas fases vegetativa (esquerda) e reprodutiva (direita) (A) e flor

de A.thaliana do tipo selvagem (B) e (C).

& Gineceu
i

Figura 3 — Imagens de microscopia eletronica de varredura de botdes florais de
Arabidopsis thaliana, em diferentes estagios de desenvolvimento. Os estagios 8, 11 e 12 de
desenvolvimento floral estao representados em A, B e C, respectivamente. Barra = 10 um em A,

e 100 ymem B e C.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de se determinar a importancia do
oxido nitrico no desenvolvimento e na inducgao floral, procurando avaliar os locais de producdo
deste radical nas diferentes estruturas florais da planta modelo Arabidopsis thaliana e como a
mutacado para a NR afeta esta producéo e a inducdo da floracdo nestas plantas. Para atingir tais

objetivos, as seguintes metas foram propostas:

1. Localizar a producdo de NO nos diferentes 6rgaos florais durante o desenvolvimento
reprodutivo de Arabidopsis thaliana, utilizando os indicadores fluorescentes para NO, DAF-

2 DA e 1,2- DAA;

2. Comparar o padrao de producdao de NO durante o desenvolvimento floral entre o genétipo
selvagem (WT) e o mutante nia1 nia2, que possui nivel enddégeno de NO diminuido nas

folhas;

3. Validar os resultados de microscopia de fluorescéncia quantificando, por
espectrofluorimetria, a emissdo de NO por botdes florais, detectada com a forma livre da

diaminofluoresceina;

4. Avaliar como a deficiéncia na producao de NO durante a fase vegetativa de crescimento da
planta afeta a transicao floral, comparando os parametros de inducao floral de plantas

selvagens com aqueles do mutante nia? nia2;

5. Analisar os pardmetros de inducdo floral em plantas selvagens e no mutante nia? nia2
tratado com glutamina ou arginina, na tentativa de se recuperar os niveis de aminoacidos da

planta selvagem.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Material vegetal: A. thaliana

Os ensaios foram realizados com plantas de Arabidopsis thaliana L. ecotipo Columbia-0
e plantas da mesma linhagem, mutantes para os genes estruturais NIAT NIAZ2 para a enzima
nitrato redutase (NR), que as tornam deficientes na assimilacdo de nitrogénio (Wilkinson e
Crawford, 1993). As sementes foram esterilizadas com hipoclorito de sédio a 0,3%, € as plantas
cultivadas em vasos com vermiculita/perlita (1:1). Plantas do tipo selvagem foram irrigadas com
meio liquido de Murashige e Skoog (1962), & metade da concentracdo, e sem adi¢do de glicose
e glicina. Para o cultivo das plantas mutantes foi utilizado o meio descrito por Wilkinson e
Crawford (1991), que contém quantidade de nitrato reduzida e aménia como fonte de nitrogénio.
As plantas foram cultivadas em camaras de crescimento sob umidade de 100%, 24 ° C e
fotoperiodo de 12 horas. Para os experimentos foram utilizados botoes florais em diferentes

estagios de desenvolvimento, conforme descrito por Smyth e colaboradores (1990).

3.2 - Visualizacao do NO in situ

Amostras de botdes florais de A. thaliana foram tratadas com 10 uM de 4,5-diacetato de
diaminofluoresceina (DAF-2 DA; Calbiochem-Novabiochem., San Diego, CA), para a
visualizacdo do NO, conforme descrito por Pedroso e colaboradores (2000). As amostras
permaneceram incubadas por 30 minutos a 25°C, sob agitagdo no escuro. Alternativamente,
amostras de botdes florais foram incubadas com 50uM do marcador 1,2-diaminoantraquinona
(1,2-DAA; Calbiochem-Novabiochem.), preparado em dimetil-sulféxido (DMSQO) 100%, por 30
minutos a 25°C, sob agitacdo no escuro. Os controles negativos foram feitos incubando-se os

diferentes érgaos florais em agua, por 30 minutos a 25°C, sob agitacdo no escuro, ou com o

17



sequestrador de NO, CPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido)
(Calbiochem).

Ap6s os tratamentos, as amostras foram montadas em laminas com vectashield
contendo 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). O
vectashield tem a propriedade de retardar a perda da fluorescéncia dos corantes marcadores
(antifading) quando expostos a luz; e o DAPI presente no vectashield, atua como contra
corante, colorindo (destacando) a cromatina.

As amostras foram visualizadas utilizando-se um microscopio de fluorescéncia Olympus
BX50, equipado com uma camara digital tipo CCD (Charge Coupled Device), Olympus Q-Color,
com refrigeracdo. Para analise de amostras ao microscépio de fluorescéncia foram usados os
seguintes cubos de filtros da Olympus: U-MNB2 com comprimento de onda de excitacdo a
450nm e de emissdo a 570 nm para o indicador DAF-2DA (Kojima et. al., 1998); U-N41005 com
excitacdo em 535 - 550 nm e emissdo em 645 - 675nm para o indicador 1,2-DAA (Halbach,
2003); e o filtro U-MWU para o DAPI com excitacdo a 372 nm e emissdo a 456 nm (Lakowicz
et. al., 1999). As imagens foram adquiridas através de um sistema computadorizado de captura
e andlise de imagens equipado com o software Image-Pro Plus versdo 6 (Media Cybernetics,

Inc. Silver Spring, MD, USA) e processadas utilizando-se o software Corel Photo Paint.

3.3 - Quantificacao da producao de NO por espectrofluorimetria

Partes florais de A. thaliana de ambos os genoétipos (selvagem e nial nia2) foram
incubadas por 1h em 200 pL de solucdo contendo o indicador 4,5-diaminofluoresceina na sua
forma livre (DAF-2) ou esterificada (DAF- 2DA), a 75 uM, preparado em tampao fosfato (pH
7,2), a temperatura ambiente, sob abrigo de luz. Apés o tratamento, as diferentes partes florais
foram retiradas do meio de reacgao, o volume foi completado para 1500 puL com tampao fosfato
(pH 7,2), resultando em uma concentracdo final do indicador de 10 pM. As amostras foram

entdo centrifugadas por 5 minutos, em centrifuga Eppendorf (modelo 5417R), a 7500 x g e
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posteriormente congeladas a 78 °C, para leitura do sobrenadante em espectrofluorimetro apds
24h. O volume final de cada amostra analisada foi de 1,5 mL. Esta metodologia foi adaptada de
Ye e colaboradores (2004).

A emissao de fluorescéncia (varredura entre 500-600 nm) de cada tratamento foi
monitorada sob excitagdo de 495 nm em espectrofluorimetro (F 4500, Hitachi, Tokyo, Japan). A
quantificagao da fluorescéncia obtida foi calculada com o software Microsoft Excel, utilizando os
dados referentes a emissdo em 515 nm, que é considerado o comprimento de emissao do DAF-
2T (Kojima et al., 1998). A concentracao de NO emitida pelos botdes florais foi estimada através
do preparo de uma solucdo de DEA-NONOato (2-oxido 2-(N,N-detilamino)-diazenolato),
preparado em tampao fosfato (pH 7,2) 0,1 M na concentracdo de 0,5 mM. Neste preparo, o
composto foi dissolvido em tampao gelado e previamente deaerado com argbnio; apds a
dissolucdo o frasco foi vedado com tampa de borracha e mantido a temperatura ambiente por
30 min para produzir uma solu¢do concentrada de NO. Aliquotas desta solugao de NO foram
adicionadas a solucdo de DAF- 2 preparada em tampao fosfato (pH 7,2) com a finalidade de se
construir uma curva padrao para estimar a concentracao de NO produzida pelas diferentes

partes florais.

3.4 - Anadlise dos Parametros de Inducéo Floral

Para se avaliar o efeito da mutagao da NR na indugao floral, ou seja, na transicdo do
estado vegetativo para o estado reprodutivo, foram analisados os seguintes parametros (He et
al., 2004), tanto em plantas de A. thaliana do tipo selvagem quanto para mutantes NR-
deficientes, nial nia2 tratadas com glutamina ou arginina, bem como na mutante sem o

tratamento de recuperacédo dos niveis de aminoacidos:

(a) Numero de dias para o aparecimento do primeiro botao floral desde a semeadura;

(b) Numero de dias para a ocorréncia da antese (abertura do botao floral);

19



(c) Intervalo de dias entre o aparecimento do primeiro botao floral e a antese;

(d) Numero de folhas em roseta e caulinares no dia da antese.

3.5 - Numero amostral

As imagens apresentadas nos resultados, referentes as marcagdes com os indicadores
fluorescentes DAF- 2DA ou 1,2- DAA, sdo representativas de pelo menos 5 ou 3 experimentos
independentes, respectivamente.

As andlises realizadas em espectrofluorimetro sao representativas de trés experimentos
independentes, sendo que cada experimento foi realizado com, no minimo, 15 botdes florais.
Os dados obtidos foram analisados através da média aritmética e calculo do desvio padréo,
com auxilio do software Microsoft Excel.

Os parametros de inducéo floral foram avaliados em trés lotes de floragdes diferentes,
sendo que em cada uma delas foram utilizados dados de pelo menos 20 plantas dos gendtipos
selvagem e niat nia2. Os dados obtidos foram analisados realizando-se a média aritmética dos
parametros de inducao floral, o célculo do desvio e do erro padrao dos valores coletados, com

auxilio do software Microsoft Excel.

4. RESULTADOS

4.1 - Localizacao da sintese de NO pelas estruturas florais de A. thaliana, detectada com

DAF-2DA

Conforme apresentado na Figura 4, apenas gineceus e estames apresentaram elevada
producdo de NO (Figuras 4A e B, respectivamente), indicada pela emissdo de fluorescéncia
esverdeada do composto DAF-2T, resultante da reacao do indicador com o radical NO. Sépalas

e pétalas nao emitiram fluorescéncia esverdeada (Figuras 4C e D, respectivamente). A emissao

20



de fluorescéncia avermelhada pelas sépalas se deve a autofluorescéncia dos cloroplastos neste
comprimento de onda. Controles onde as estruturas florais foram incubadas apenas com agua

nao apresentaram emissao de fluorescéncia no espectro do DAF- 2T (Figuras 4E-H).

A Figura 4A mostra ainda que nos gineceus a producao de NO ficou restrita a regiao das
papilas estigmaticas. Em estames, a emissdo de fluorescéncia esverdeada ficou limitada as
anteras que produziam grdaos de péblen (Figura 4B), sugerindo que nesta fase de

desenvolvimento estas células germinativas sdo capazes de sintetizar NO.

As estruturas florais do mutante nia? nia2, quando marcadas com DAF-2DA,
apresentaram o mesmo padrao de emissao de fluorescéncia (resultados nao mostrados) que o
gendtipo selvagem, indicando que a deficiéncia na NR nao alterou os locais de produgao de NO
nas estruturas florais nesta fase de desenvolvimento. Através das analises por microscopia de
fluorescéncia nao foi possivel quantificar se a intensidade de producao de NO variou entre os

genatipos.
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Figura 4 — Producao de NO detectada por DAF-2DA, em botdes florais de A. thaliana do
genétipo selvagem, durante o estagio 12 de desenvolvimento floral. As diferentes partes
florais foram tratadas com 10 yM do indicador de NO DAF-2DA, ou apenas com agua (controle),
conforme indicado. A emissdo de fluorescéncia esverdeada indica producdo de NO. A
fluorescéncia emitida em vermelho representa a autofluorescéncia dos cloroplastos neste

comprimento de onda.



4.2 - Localizacao da sintese de NO em diferentes estagios de desenvolvimento floral de

A. thaliana, detectada com DAF-2 DA

A produgao de NO por botdes florais de A. thaliana foi avaliada em diferentes estagios

de desenvolvimento floral.

Em gineceus de plantas mutantes nial nia2, durante o estdgio 8 de desenvolvimento
floral, a produg¢édo de NO visualizada apds tratamento com DAF-2DA ficou restrita a regido onde
posteriormente no desenvolvimento se encontrardo as papilas estigmaticas (Figura 5A - seta). A
regido correspondente ao estilete do gineceu apresentou emissdo de fluorescéncia
avermelhada, atribuida a presencga de clorofila. No estagio 11 de desenvolvimento floral, em
que as papilas estigmaticas estdo recém diferenciadas e aparecem no topo do gineceu,
observou-se uma intensa producdo de NO (Figura 5B). No estagio 12, (conforme ja mostrado
na Figura 4 para o tipo selvagem), as papilas completamente diferenciadas ainda apresentam
intensa emissao de fluorescéncia esverdeada (Figura 5C). Neste estagio de desenvolvimento a
producdo de NO pareceu estar restrita a determinadas regides da papila estigmatica. No

estagio 13 ja nao se observa producao de NO pelas papilas (Figura 5D).

Os estames de nial nia2 na fase 8 de desenvolvimento floral (que iniciaram sua
diferenciacdo, mas ainda ndo produzem graos de poélen) nao apresentaram fluorescéncia
esverdeada, que seria indicativo da producdo de NO (Figura 5E). Neste estagio de
desenvolvimento os estames apresentam apenas emissdo de fluorescéncia avermelhada no
comprimento de onda analisado, indicando a autofluorescéncia da clorofila. Nas fases 11, 12 e
13 de desenvolvimento (Figura 5F, G, H, respectivamente) a sintese de NO ocorreu somente
nas anteras em que havia produg¢ao de graos de pélen, assim como anteriormente mostrado no

estagio 12 de desenvolvimento no tipo selvagem (Figura 4).

A Figura 6 mostra resultados de marcagdo com DAF-2DA realizados em gineceu de A.

thaliana do gendétipo selvagem. Como é possivel perceber na Figura 6A, as papilas estigmaticas

23



na fase 11 de desenvolvimento apresentam maior emissao de NO, seguido da fase 12, em que
esta mesma estrutura apresenta menor emissdo de fluorescéncia (Figura 6B). No estagio 13
(em que a antese ja havia ocorrido) a emissdo de fluorescéncia esverdeada pelas papilas
praticamente ja ndo se observa, quando comparada aos demais estdgios florais analisados
(Figura 6C). E possivel perceber nitidamente a existéncia de grios de pélen aderidos as papilas
observando-se a Figura 6D, que representa a imagem obtida através de microscopia de
contraste diferencial da Figura 6C. A microscopia de contraste diferencial utiliza filtros
polarizadores e prismas para separar € recombinar trajetos de luz dando as amostras uma

aparéncia tridimensional.

Os resultados mostram que o padréo de emisséo de fluorescéncia entre os gendtipos foi
semelhante nas diferentes fases de desenvolvimento floral. Para ambos os genétipos a
producdo de NO se mostrou maxima nas papilas estigmaticas jovens e a medida que os
gineceus se desenvolvem, a produgao de NO por estas estruturas foi diminuida. Nos estames a
producdo de NO ficou restrita aos grdaos de pdlen, que sé se formam nos estagios mais

adiantados do desenvolvimento floral.
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Figura 5 — Localizacao da producao de NO em gineceu e estames de botdes florais do
mutante nia1 nia2 de A. thaliana, em diferentes estagios de desenvolvimento floral. As
estruturas florais (gineceus e estames), removidas de botdes nas fases de desenvolvimento

indicadas, foram tratadas com 10 uM do indicador de NO DAF-2DA.
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Figura 6 — Emissao do radical NO por gineceu de plantas de A. thaliana do genétipo
selvagem, em diferentes estagios de desenvolvimento. Os tecidos foram tratados com o
indicador fluorescente de NO, DAF-2DA, a 10 uyM. Fases 11, 12 e 13 de desenvolvimento floral
estdo representadas em A, B e C, respectivamente. Em D estd representada a imagem de

contraste diferencial de C.
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4.3 - Emissao de NO nas estruturas florais detectada por DAF- 2DA é prevenida por

CPTIO

A emissao de fluorescéncia esverdeada nas estruturas florais tratadas apenas com
DAF-2 DA ficou restrita as papilas estigmaticas do gineceu (Figura 7A) e aos graos de pélen
nas anteras (Figura 7B). No tratamento com CPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5,-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido), um composto que seqiiestra NO do meio (Pfeiffer et al.,
1997) a emisséo de fluorescéncia foi significativamente reduzida, tanto no gineceu (Figura 7C)
como nos estames (Figura 7D), indicando que a fluorescéncia emitida nos controles positivos,
deve-se a sintese de NO. Nos estames, embora o CPTIO tenha reduzido significativamente a
emissao de fluorescéncia esverdeada (Figura 7D), alguns micrésporos ainda apresentaram
niveis basais de fluorescéncia esverdeada, o0 que pode indicar que a concentracao utilizada de
CPTIO néo foi suficiente para sequestrar todo NO, ou que mesmo assim exista uma produgao

basal deste radical nestas células.
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Figura 7 — Deteccao de NO em gineceus e estames de A. thaliana é prevenida por CPTIO.
Amostras de botdes no estagio 12 de desenvolvimento floral de plantas do genétipo selvagem
foram incubadas com o indicador fluorescente para NO, DAF-2DA, a 10 uM (A, B) ou pré-

tratadas com o sequiestrador de NO (CPTIO 1mM), antes dos tratamentos com DAF-2DA (C, D).
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4.4 - Localizacao da sintese de NO em diferentes estagios de desenvolvimento floral de

A. thaliana detectada com 1,2- DAA

Em gineceus de plantas de A. thaliana do genétipo selvagem, durante o estagio 11 de
desenvolvimento floral, a producdo de NO visualizada ap6s tratamento com 1,2 - DAA ficou
restrita as papilas estigmaticas, que pode ser observada pela intensa emissao de fluorescéncia
avermelhada (Figura 8A). Entretanto, a intensidade da emisséo de NO foi maxima durante a
fase 11 (Figura 8A), sendo diminuida no estagio 12 (Figura 8B) e bastante reduzida no estagio
13 de desenvolvimento (Figura 8C). Estes resultados sao condizentes com os observados com

o indicador DAF- 2DA, mostrados anteriormente.

Em estames, a produg¢édo de NO em A. thaliana do tipo selvagem ficou restrita as anteras
que produziam graos de pélen. Durante a fase 11, é possivel perceber que 0s microsporos nao
sintetizam NO, uma vez que o tratamento com 1,2- DAA ndo resultou na emissdo de
fluorescéncia avermelhada (Figura 8D). Entretanto, a medida que a microsporogénese ocorre,
com o decorrer do desenvolvimento floral, os graos de po6len passam a sintetizar NO (Figuras

8E e F, para os estagios 12 e 13 de desenvolvimento, respectivamente).

Amostras de estames de plantas do tipo selvagem, na fase 12 de desenvolvimento
floral, foram incubadas com o indicador 1,2- DAA e contra coradas com o indicador DAPI,
especifico para visualizar o nucleo das células. Esta dupla marcacao possibilitou acompanhar a
evolugao da microsporogénese. Anteras produzindo graos de pélen, apds tratamento com 1,2-
DAA, apresentaram emissdo de fluorescéncia avermelhada (Figura 9A). E possivel observar
que a medida que a microsporogénese progride (dados observados com o indicador DAPI) nas
anteras, os micrésporos apresentam emissao crescente de NO (Figuras 9B e C, sendo que em
C, o grao de pélen apresenta maior intensidade de fluorescéncia — seta). A Figura 9D mostra a
antera marcada com DAPI, ja nas Figuras 9E e F sdo mostradas a fluorescéncia do nucleo de

micrésporos ou graos de polen (seta), contra corados com DAPI.
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Botdes florais de plantas NR-deficientes apresentaram o mesmo padrao de emissao de
fluorescéncia que o observado em plantas do gendtipo selvagem, para ambas as estruturas
florais tratadas (gineceu e estame). A sintese de NO foi maior em papilas estigmaticas de
gineceu na fase 11 (Figura 10A), tendo sua produgédo diminuida no estagio 12 (Figura 10B) e
quase ausente no estagio 13 de desenvolvimento (Figura 10C). Em estames incubados com
1,2- DAA, durante as fases 11 e 12 de desenvolvimento floral (Figuras 10D e E,
respectivamente), ndo foi observada emissao de fluorescéncia avermelhada, sendo esta restrita
apenas as anteras que produziam graos de polen, de botdes no estagio 13 de desenvolvimento

(Figura 10F).
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Figura 8 — Producao de NO em gineceu e estames de botoes florais de A. thaliana
selvagem em diferentes estagios de desenvolvimento floral, detectada por 1,2- DAA.
Amostras de gineceu e estames de plantas nos estagios 11, 12 e 13 de desenvolvimento floral,

foram tratadas com 50 uM do indicador de NO 1,2-DAA.
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Figura 9 - Visualizacao da producao de NO in situ em estames de plantas de A. thaliana
selvagem, durante o estagio de desenvolvimento floral 12. Os tecidos foram tratados com o
indicador fluorescente de NO, 1,2-DAA, a 50 uM. Em D, E e F sdo mostradas as marcagdes do
ndcleo com o indicador DAPI. As setas indicam maior emissdao de NO em C, que corresponde ao

nudcleo do grao de pélen, em F.

32



Fase 11

Fase 12

S0 pm

01 mm

Fase 13

01 mm
———

Figura 10 — Sintese de NO em gineceu e estames de botdes florais do mutante nia1 nia2 de
A. thaliana em diferentes estagios de desenvolvimento floral, detectada por 1,2- DAA.
Amostras de gineceu e estames de plantas nos estagios 11, 12 e 13 de desenvolvimento floral,

foram tratadas com 50 uM do indicador de NO 1,2-DAA.
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4.5 - Emissao de NO nas estruturas florais detectada por 1,2- DAA é prevenida por CPTIO

Gineceus de plantas selvagens, durante o estagio 12 de desenvolvimento floral, quando
incubados com 1,2-DAA, exibiram intensa emissao de fluorescéncia avermelhada na regido das
papilas estigmaticas, que nao foi observada no tratamento controle com o seqiiestrador de NO,
CPTIO (Figura 11), em que as partes florais foram previamente incubadas por 30 minutos em
CPTIO e posteriormente tratadas com o indicador 1,2-DAA. Estes resultados indicam que a
emissao de fluorescéncia nas papilas estigmaticas pode ser atribuida a sintese de NO neste
local. De forma andloga, quando estames foram incubados com o mesmo indicador
fluorescente, os graos de podlen presentes na antera revelaram intensa emissao de
fluorescéncia avermelhada, que foi totalmente suprimida no tratamento com o sequestrador de
NO (Figura 11), j& que ndo se observa emissdo de fluorescéncia. Ainda, na Figura 11 sé@o
mostradas imagens de microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC),

representando imagens tridimensionais dos controles negativos, tratados com CPTIO.
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Figura 11 — Emissao de fluorescéncia por gineceu e estames de A. thaliana do tipo
selvagem, detectada por 1,2- DAA, é prevenida por CPTIO. Os tecidos foram tratados com o
indicador fluorescente de NO, 1,2-DAA, a 50 pM. Controle negativo foi realizado com pré-
tratamento com 20mM de CPTIO. Imagens de interferéncia de contraste (DIC) correspondem

as amostras de gineceu e estame tratados com o sequestrador de NO, CPTIO.

4.6 - Validacao dos dados de microscopia de fluorescéncia por espectrofluorimetria
Considerando que os dados obtidos através de microscopia de fluorescéncia sao
apenas qualitativos, foram realizados experimentos incubando-se os botdes florais de A.
thaliana com os indicadores fluorescentes para NO, DAF- 2 ou DAF-2 DA, com a finalidade de
se quantificar a producao de NO e validar os resultados observados nas imagens de
microscopia de fluorescéncia. Adaptando-se metodologia desenvolvida por Ye e colaboradores
(2004), os botdes florais foram incubados com DAF-2; durante o periodo de incubagéao, o radical
NO emitido pelo tecido floral péde ser liberado para a solugdo e reagir com o indicador. Apéds

uma hora de incubacgédo, a temperatura ambiente, as amostras foram congeladas a 78° C, com
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a finalidade de aumentar a detecgdo de NO, uma vez que o NO pode ser emitido a partir de
amostras biolégicas mesmo quando congeladas (Ye et al, 2004). A emissao de NO foi
detectada por espectrofluorimetria a partir do sobrenadante das amostras.

Para avaliar a especificidade do marcador ao NO, uma vez que este indicador tem sido
questionado por sofrer interferéncias de outros compostos, como o acido ascorbico (AA) e
dehidroascorbato (DHA), foram comparados os resultados de emissao de fluorescéncia das
partes florais incubadas com DAF-2 ou DAF-2 DA, ambos a 10 uM. A Figura 12 mostra os
espectros de fluorescéncia das amostras de botdes florais durante as fases 11 e 13 de
desenvolvimento, tratados com DAF-2. E possivel notar pelos espectros que a maxima emissao
de fluorescéncia é observada em 515 nm, que corresponde ao comprimento de onda de
emissao de fluorescéncia do DAF-2T. Deste modo, para as analises quantitativas foram
utilizados os valores de fluorescéncia obtidos em 515 nm. Ainda na Figura 12 é possivel
perceber que botdes florais de plantas do tipo selvagem, WT, apresentaram maior emissao de
fluorescéncia que a mutante nial nia2, em ambas as fases de desenvolvimento avaliadas
(sendo que durante a fase 11 a intensidade de fluorescéncia emitida foi maior que durante a
fase 13, em ambos os genotipos).

Na Figura 13, € possivel visualizar claramente que a intensidade de fluorescéncia
emitida por botdes florais incubados com DAF-2 foi maior do que quando os botdes foram
tratados com DAF-2 DA. Ainda, esta emissdo foi maior em ambos o0s gendtipos durante o
estagio 11 de desenvolvimento floral. Botdes florais de plantas do tipo selvagem e niat nia2,
incubados com DAF-2 durante o estagio 11 de desenvolvimento floral apresentaram em média
concentragédo de 14,83 £ 0,63 e 10,66 = 0,92 nmol de NO, respectivamente. No estagio 13, sob
este mesmo tratamento, plantas do tipo selvagem e niat nia2 apresentaram 4,88 + 0,57 e 2,57
+ 0,37 nmol de NO, respectivamente. Ja no tratamento com DAF-2 DA, a concentragcao de NO

emitida por botdes florais do tipo selvagem e nia? nia2, durante o estagio 11 foi em média 0,09
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*+ 0,02 e 0,52 + 0,06 nmol, respectivamente, e durante a fase 13, 0,5 + 0,09 e 0,18 £ 0,04 nmol,
respectivamente (Figura 13).

Considerando os resultados mostrados nas figuras anteriores (Figuras 12 e 13), é
possivel afirmar, entdo, que o indicador que reage com o NO (ou seus produtos derivados) € o
DAF-2. Deste modo, os demais experimentos foram realizados com este marcador. Como
mostra a Figura 14, botdes florais de plantas do tipo selvagem incubados com o indicador DAF-
2 a 10 pyM, durante a fase 11 de desenvolvimento, apresentaram emissao de fluorescéncia
maior quando comparada com o estagio 13 de desenvolvimento (em média 8,97 + 1,18 e 4,65 +
0,9 nmol de NO, respectivamente). Botdes florais de planta mutante nia? nia2 também
apresentaram maior conteido de NO no estagio 11 de desenvolvimento, quando comparada ao
estagio 13 (5,88 + 0,54 e 2,29 + 0,48 nmol de NO, respectivamente). De maneira interessante, a
intensidade de fluorescéncia emitida por botdes florais de plantas do tipo selvagem foi maior
quando comparada com a mutante nial nia2 (1,39 e 1,89 vezes maior nas fases 11 e 13 de

desenvolvimento, respectivamente).
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Figura 12 — Espectros de emissao de fluorescéncia de DAF-2 e DAF-2 DA por botdes
florais de A. thaliana (selvagem e mutante nial nia2) nos estagios 11 e 13 de
desenvolvimento floral. Os espectros foram obtidos apdés 1h de exposicdo ao indicador
fluorescente DAF- 2 ou DAF- 2DA, a 10 pM, & temperatura ambiente, e posterior

congelamento por 24h a -78°.C.
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Figura 13 — Deteccao da sintese de NO em botodes florais de A. thaliana dos genotipos
selvagem (WT) e nial nia2, durante os estagios de desenvolvimento floral 11 e 13, por
espectrofluorimetria. A produgdo de NO foi avaliada apds tratamento com DAF- 2 ou DAF-
2DA, a 10 pM, por 1h e posterior congelamento a -78°. C por 24h. Os dados representam médias

dos valores da concentracdao de NO, em nmol, por grama de tecido * erro padréao.
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Figura 14 — Emissao de fluorescéncia por botoes florais de A. thaliana durante as fases 11
e 13 de desenvolvimento. As amostras foram incubadas com o indicador fluorescente para NO
DAF- 2, a 10 pM, por 1h a temperatura ambiente e posteriormente congeladas a -78°. C por 24h.
As andlises foram realizadas por espectrofluorimetria, conforme descrito na metodologia. Os

valores apresentados representam as médias dos valores * erro padréo.

4.7 - Efeito da mutacao para NR na inducao floral

Com a finalidade de se analisar o efeito da deficiéncia na enzima NR na transicdo da
fase vegetativa para a reprodutiva, foram comparados os parametros de indugéo floral entre os
gendtipos selvagem e mutante conforme descrito na metodologia. Estas andlises foram
realizadas em pelo menos 20 plantas dos genétipos selvagem e nial nia2, sendo que os dados
foram amostrados em trés floracdes independentes. Os dados obtidos foram analisados
realizando-se a média aritmética dos parametros de indugéo floral, o calculo do desvio e do erro

padrao dos valores coletados.
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Conforme mostra a Figura 15, em média, sob as condi¢des de crescimento das plantas
utilizadas em nossos experimentos, o aparecimento do primeiro botao floral em plantas do tipo
selvagem ocorreu 37,09 + 0,78 dias apds a semeadura, enquanto que em mutantes nia? nia2 o
primeiro botdo floral apareceu precocemente, 31,69 £ 0,31 dias ap6s a semeadura. De forma
analoga, a antese, ou seja, a abertura do botao floral ocorreu primeiramente em plantas niat
nia2 (35,56 £ 0,31 dias apbés a semeadura), enquanto que em plantas do tipo selvagem a
antese ocorreu apés 40,87 + 0,99 dias desde que as sementes foram plantadas. Entretanto,
apds o surgimento do primeiro botao floral, o intervalo de dias para que a antese ocorresse foi
semelhante em ambos os gendtipos (3,78 * 0,37 dias para o tipo selvagem e 3,89 + 0,23 dias
para nial nia2). Em geral, os resultados mostram que a mutacdo para a enzima NR afetou
significativamente o tempo de floracdo em plantas de A. thaliana, acarretando no adiantamento
de 5,4 dias, em média, para o aparecimento do primeiro botdo floral. Outro pardmetro de
inducao floral afetado pela mutacdo para a NR foi o tempo necessario para que a antese
ocorresse, uma vez que esta ocorreu em plantas niat? nia2 5,31 dias antes, em média, que em
plantas do tipo selvagem.

Ainda, foi analisado o nimero de folhas em roseta (caracteristicas do estado vegetativo)
e de folhas caulinares (caracteristicas do estado reprodutivo) no dia em que a antese ocorreu
em plantas de ambos os genétipos. Em média, plantas do tipo selvagem e mutante nia? nia2
apresentavam 10,26 + 0,28 e 8,56 + 0,32 folhas em roseta, respectivamente. O numero de
folhas caulinares praticamente nao diferiu entre os genétipos (1,74 + 0,18 no tipo selvagem e
1,97 £ 0,12 em nia1 nia2). Esta correlagdo pode ser visualizada na Figura 16.

Com a finalidade de verificar se a floracdo precoce em mutantes NR-deficientes era
consequéncia apenas da deficiéncia do radical NO, ou também da deficiéncia de aminoacidos,
foram analisados os parametros de inducdo floral em plantas nia? nia2 tratadas com os
aminodacidos arginina (Arg) ou glutamina (GIn), a 10 mM. E importante salientar que os

tratamentos de recuperacdo de aminoacidos no mutante nial nia2 faz parte do trabalho de
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doutorado de aluno do nosso grupo de pesquisa. Estas plantas foram utilizadas para as
analises de inducao floral. Em média, o aparecimento do primeiro botdo floral em plantas nia1
nia2 tratadas com Arg ocorreu 31,18 = 0,75 dias apds semeadura e em 29 + 0,61 dias apds
semeadura em plantas de mesmo genétipo tratadas com GIn (Figura 17 e Tabela 1). A antese
ocorreu apés 34,21 + 0,78 dias em plantas nial nia2 tratadas com Arg e apés 32,32 + 0,21 dias
em plantas da mesma linhagem tratadas com Gin (Figura 17 e Tabela 1). Em geral, os
resultados mostram que apesar dos niveis de aminoacidos terem sido recuperados com 0s
tratamentos com arginina ou glutamina, o fenétipo de floracdo precoce — quando comparado
com o gendtipo selvagem — se manteve, levando ao adiantamento de, em meédia, 5,91 e 8,09
dias para o aparecimento do primeiro botao floral em plantas nia? nia2 tratadas com Arg 10mM
ou GIn 10mM, respectivamente. Foi também analisado o niumero de folhas em roseta e de
folhas caulinares no dia em que a antese ocorreu em plantas nial nia2 de ambos os
tratamentos. Em média, plantas tratadas com Gin apresentavam 1,36 folhas em roseta a mais
que a mutante nial nia2 tratada com Arg, enquanto que o nimero de folhas caulinares nao
diferiu (1,71 em ambos os tratamentos). Esta correlacdo pode ser visualizada na Figura 18 e na

Tabela 1.
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Figura 15 — Parametros de floracao nos genoétipos selvagem e nial nia2 de Arabidopsis
thaliana. (a) NUmero de dias para o aparecimento do primeiro botédo floral desde a semeadura.
(b) Numero de dias para a ocorréncia da antese (abertura do botéo floral). (c) Intervalo de dias
entre o aparecimento do primeiro botao floral e a antese. Os valores apresentados representam

as médias dos valores + erro padréo.
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Figura 16 — Analise comparativa do efeito da deficiéncia para a enzima NR na inducao
floral. A transicao da fase vegetativa para a fase reprodutiva (indugao floral) é representada pela
formacdo de folhas caulinares em detrimento das folhas em roseta, caracteristicas da fase

vegetativa. Os valores apresentados representam as médias dos valores * erro padrao.
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Figura 17 — Parametros de floracao em plantas de A. thaliana do genétipo nia1 nia2,
tratadas com arginina ou glutamina, a 10 mM. (a) Nimero de dias para o aparecimento do
primeiro botao floral desde a semeadura. (b) Numero de dias para a ocorréncia da antese

(abertura do botao floral). Foi representada a média dos valores + erro padrao.
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Figura 18 — Analise comparativa do efeito dos tratamentos com arginina e glutamina, a
10 mM, na inducéo floral de plantas de A. thaliana do genétipo nia1 nia2. A transicao da
fase vegetativa para a fase reprodutiva (inducao floral) é representada pela formacao de folhas
caulinares em detrimento das folhas em roseta, caracteristicas da fase vegetativa. Foi

representada a média dos valores + erro padréo.
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Tabela 1 - Parametros de inducao floral de plantas Arabidopsis thaliana do tipo selvagem
e mutantes duplo defectivas para NR (nia7 nia2). (a) NUmero de dias para o aparecimento do
primeiro botao floral desde a semeadura. (b) Niumero de dias para a ocorréncia da antese
(abertura do botéo floral). R = niumero de folhas em roseta. C = nUmero de folhas caulinares. Os

dados sao representativos da média * erro padréo.

Genétipo (a) (b) R C
WT 37,09+0,78 | 40,87 +0,99| 10,26 + 0,28 1,74 £0,18
nial nia2 31,69+0,31 | 35,56+0,31| 8,56+0,32 1,97 £0,12
niat nia2 Arg 10 mM 31,18+0,75 | 34,21+0,78] 4,82+0,14 1,71 +£0,14
nia1 nia2 Gin 10 mM 29 + 0,67 32,32 +0,21| 6,56 +0,51 1,71 £0,17
5. DISCUSSAO

5.1 - Sintese de NO pelas estruturas florais de A. thaliana detectada com indicadores

fluorescentes

No presente trabalho, além do indicador fluorescente DAF-2 DA, utilizou-se também o
marcador de NO diaminoantraquinona (1,2-DAA) para localizar a produgao de NO durante o
desenvolvimento floral de Arabidopsis thaliana. O conjunto dos resultados mostra que a
emissao deste radical é especifica a alguns tipos de células do gineceu e do estame. No
gineceu, a producao de NO ficou restrita as células das papilas estigmaticas e esta nao foi
afetada pela deficiéncia da enzima nitrato redutase, uma vez que no mutante nial nia2 também
se observou emissao de fluorescéncia esverdeada ou avermelhada, dependendo do indicador
utilizado (DAF-2 DA ou 1,2-DAA, respectivamente). No estame, apenas anteras produzindo
células germinativas (micrésporos ou graos de polen) mostraram emissao de NO e esta foi

observada tanto em plantas selvagens como em plantas duplo defectivas para NR, mostrando
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que a deficiéncia na enzima NR ndo afetou na producdo do radical NO nas anteras dos
estames.

Como os indicadores de NO podem reagir de modo nao especifico nas células em geral
(Zhang et. al., 2002) e alguns tecidos podem também apresentar autofluorescéncia na regiao do
espectro em que as amostras sdo analisadas, o uso do sequestrador de NO (CPTIO) como
controle negativo foi importante para mostrar que a fluorescéncia emitida pelos diferentes

orgaos florais deve ser atribuida, de fato, a sintese de NO nestes locais.

Os resultados gerais mostram que a emissao intensa de fluorescéncia ocorreu em
estruturas florais especificas em estagios de desenvolvimento mais avancado, coincidindo com
a diferenciacao morfologica do gineceu e com a microsporogénese, em anteras. Deste modo, o
radical éxido nitrico deve desempenhar um papel importante no desenvolvimento floral. Ainda,
sépalas e pétalas marcadas com o indicador DAF-2 DA ndo apresentaram emissdo de NO,
evidenciando que apenas partes florais diretamente envolvidas no sistema reprodutivo é que
sintetizam 6xido nitrico. Resumidamente, os resultados sugerem que o NO é produzido em
fases e tecidos especificos das estruturas reprodutivas das plantas e deve, portanto,

desempenhar um papel importante no processo de reproducdo sexuada em vegetais.

Os resultados mostraram também que a produgcdo de NO nas papilas estigmaticas
aumenta com o estagio de desenvolvimento, alcangando produgdo maxima na fase 11 de
desenvolvimento, em que as papilas estdo recém diferenciadas e aparecem no topo do
gineceu. Como A. thaliana é uma planta que se reproduz por autofertilizacao (Bowman e Smyth,
1994), é provavel que os estigmas estejam receptivos ao grao de pdlen momentos antes de
ocorrer a antese, uma vez que apos a abertura do botdo floral o gineceu ja esta fertilizado. Este
fato pode explicar os resultados observados, onde papilas estigmaticas de gineceus na fase 11
de desenvolvimento apresentaram intensa sintese de NO, que foi significativamente reduzida

no final do estagio 12 ou inicio da fase 13 (em ambos os genétipos analisados), sendo quase
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inexistente no estagio em que o botao floral sofreu a antese. Flores de A. thaliana na fase 13 de
desenvolvimento, em que havia estigmas com gréos de pélen aderidos as papilas, quando
incubadas com o indicador fluorescente DAF-2 DA, mostraram uma reducgdo significativa de
emissao de NO, o que coincide com os dados apresentados pelo grupo de Mclnnis (2006). Este
grupo mostrou que estigmas de flores em estagio avangado de desenvolvimento, de Senecio
squalidus e Arabidopsis thaliana, apresentaram emissdo de fluorescéncia reduzida quando
analisados com o indicador DAF- 2DA, refletindo a presenca de baixo conteido de NO,
engquanto que nos graos de pélen de ambas as espécies estudadas, a emissao de fluorescéncia
foi bastante intensa. Em grdos de pélen de plantas de ambos os gendétipos, os resultados
obtidos mostram que a medida que a microsporogénese progride, a emissdo de NO pelas
células germinativas é aumentada, atingindo niveis maximos quando o grao de poélen esta

formado.

Deste modo, o radical 6xido nitrico pode ter importante papel no desenvolvimento do
botao floral e pode estar relacionado ao sucesso reprodutivo da planta, uma vez que sua
presenga € intensa em 6&rgdos reprodutivos da flor, especialmente em estagio de

desenvolvimento anterior a antese em flores de A. thaliana.

Com a finalidade de quantificar e verificar a especificidade da localizacao do NO in situ
no tratamento das estruturas florais de A. thaliana com DAF-2 DA, a emissédo de fluorescéncia
do composto DAF-2T foi quantificada apés a incubacao das partes florais com a forma livre do
indicador, DAF-2. Quando o DAF-2 é diretamente utilizado para quantificar a emissao de NO, a
interferéncia por algumas moléculas, como &cido ascorbico ou dehidroascorbato, pode ser
evitada (Ye et al.,, 2004). Apesar dos dados de microscopia de fluorescéncia ndo apresentarem
diferengas quanto ao padrao de emissao de NO em plantas selvagem e nia1 nia2, os resultados
obtidos por espectrofluorimetria evidenciam que a sintese deste radical é diminuida no mutante

nial nia2. Estes resultados sao condizentes com os anteriormente obtidos com folhas de
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plantas NR-deficientes, em que nado se observou producdao de NO (Modolo et al., 2006). Existe,
portanto, uma deficiéncia no conteldo deste radical em botdes florais do mutante nial nia2

quando comparado ao tipo selvagem.

5.2 - Efeito da mutacao para NR na inducao floral

O complexo controle do tempo de floracdo garante que as plantas florescam em
condigbes favoraveis para o sucesso reprodutivo (revisto por Simpson, 2005). O papel do
radical 6xido nitrico na floracao foi mostrado por He e colaboradores (2004), atuando como
repressor da transi¢ao floral em A. thaliana. Andlise de plantas tratadas com NO, assim como
mutantes que superproduziam NO, mostrou que estas floresceram tardiamente; enquanto que
plantas mutantes produzindo niveis de NO reduzidos floresceram precocemente. A agdo do
oxido nitrico nas vias de floracao esta relacionada com o controle do tempo de floragao, sendo
que este radical atua reprimindo a amplificacdo da expressdao do gene dependente do relégio
circadiano, e promove o acumulo do RNA mensageiro que codifica um repressor chave da
floracao, FLC (He et. al., 2004). Os resultados mostraram que plantas com niveis enddégenos
de NO reduzidos devido a deficiéncia na enzima NR durante a fase vegetativa apresentaram
diferengas significativas na maioria dos parametros de floragdo quando comparados ao tipo
selvagem, resultando na floracao precoce. Estes resultados, utilizando uma mutacéo diferente
para reduzir os niveis enddégenos de NO na planta, corroboram a proposicdo de He e
colaboradores (2004) de que o radical NO pode ser considerado como um fator envolvido no
controle do tempo de floragao. Assim, os resultados sugerem que, além do NO ser fundamental
na determinacdo da transicdo do estdgio vegetativo para o estagio reprodutivo, ha o
envolvimento da enzima NR no controle do desenvolvimento reprodutivo, sendo significativa a

importancia deste radical no desenvolvimento floral.
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O controle do tempo de floragdo, em plantas superiores, € essencial para garantir a
eficiéncia reprodutiva, uma vez que plantas que florescem em condi¢coes desfavoraveis para
sua reproducdo morrerdo sem deixar progénie (Attolico e De Tullio, 2006). A maioria das
plantas utiliza sinais ambientais para regular a transi¢ao floral, ja que todos os individuos de
uma mesma espécie precisam florescer sincronicamente para que o cruzamento seja bem
sucedido, e porque todas as espécies precisam completar sua reproducdo sexual sob
condi¢des externas favoraveis (Bernier et al., 1993). Adicionalmente, sinais endégenos atuam
no controle da transicéo floral, garantindo o sucesso reprodutivo (He et al., 2004).

Tendo em vista que a transicdo para a floracdo requer a integracdo de diferentes
estimulos e é regulada por multiplos sinais, endégenos (como via sinalizagdo hormonal) ou
ambientais (como estimulos de luz, temperatura), fatores estressantes para a planta podem
alterar seu tempo de floracdo (Attolico e De Tullio, 2006). Modolo e colaboradores (2005)
mostraram que o mutante nial nia2 apresenta deficiéncia no conteudo total de aminoacidos, em
especial arginina, cujo conteudo foi de aproximadamente 10 vezes menor que em folhas do
gendtipo selvagem. Deste modo, para verificar se a floragdo precoce em mutantes NR-
deficientes observada em nossos resultados era de fato conseqiiéncia apenas da deficiéncia do
radical NO durante o estado vegetativo ou se isto poderia ser atribuido também ao fato deste
mutante ser também deficiente em aminoacidos, foram analisados também os parametros de
inducéo floral no mutante nia 1 nia2 tratados com arginina ou glutamina, na tentativa de se
recuperar os niveis de aminodacidos da planta selvagem. Estes tratamentos de recuperacao dos
niveis de aminoacidos em plantas NR-deficientes foram realizados pelo aluno de doutorado do
nosso grupo de pesquisa. De forma interessante, apesar dos niveis de amino4cidos das plantas
nial nia2 terem sido recuperados (dados ndo mostrados), o fenétipo de antecipacdo da
transicao floral permaneceu inalterado, o que sugere que a floragdo precoce neste mutante é

conseqliéncia, portanto, da deficiéncia de NO durante a fase vegetativa.
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E interessante observar que, apesar da deficiéncia na NR ter afetado a transicao floral,
os locais de producao de NO durante o desenvolvimento da flor ndo foi alterado no mutante
nial nia2, embora os dados da validagao por espectrofluorimetria mostrem que a producgéo de
NO neste mutante é reduzida, quando comparada ao genétipo selvagem. Estes resultados
sugerem que durante o desenvolvimento floral devam existir mecanismos de controle para
manter a producao de NO em tecidos especificos dos 6rgaos reprodutivos.

O entendimento detalhado dos mecanismos que controlam a transicdo para o estado
reprodutivo ndo é essencial somente para melhorar o conhecimento sobre a reproducdao em
plantas, mas também é um tema importante no gerenciamento da colheita (Attolico e De Tullio,
2006). A floracdo precoce é altamente desejada em colheitas que sao utilizadas para a
producdo de sementes e flores, enquanto que a floracdo tardia é vantajosa para plantas
comercialmente usadas em seu estado vegetativo (Attolico e De Tullio, 2006).

Os resultados aqui apresentados acrescentam informagdes acerca da importancia do
radical 6xido nitrico durante o processo de floracdo, tanto no desenvolvimento do botéo floral
como na indugéo da floracéo, contribuindo para a elucidacédo e o entendimento dos processos
fisiolégicos envolvidos no controle da floragdo. Futuramente, os dados podem ser utilizados
para o manejo de colheitas, dependendo da comercializagdo das mesmas, levando em conta se

o interessante é atrasar ou adiantar a floragao destas plantas.

6. CONCLUSOES

Os resultados gerais indicam que a producao de NO durante o desenvolvimento floral e
a inducao da floracao sdo afetadas no mutante niat nia2, revelando um importante papel da NR
no controle da floracdo e na reproducao vegetal. Durante o desenvolvimento de botdes florais
de A. thaliana a fonte de sintese de NO mais significativa parece advir da enzima NR, uma vez

que os baixos niveis de NO durante o crescimento vegetativo do mutante nia? nia2 (deficiente
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na NR) resultaram na precocidade da transi¢ao floral. O presente trabalho evidencia, ainda, a
importancia do radical 6xido nitrico e seu envolvimento durante o desenvolvimento do botédo
floral e na indugdo floral, demonstrando a importancia desta molécula como um fator de

sinalizagé&o que controla o processo de floragao.
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