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RESUMO

O presente trabalho teve como obhjetivo o estudo
da fisiologia do estresse salino empregando-se técnicas de
culturas de células e tecidos. Foram utilizadas sementes de

feijao de corda pitiliba (Vigna uncuiculata (L.) Walp) e de

seus cotilédones foram induzidos "calli", dos quais foram
obtidas suspensoes celulares.

Estudou-se inicialmente os efeitos do estresse sa

lino sobre o crescimento de "calli", atraves da variacao do
peso fresco dos mesmos. Os resultados mostraram que O es
tresse salino induziu uma reducao exnonencial fa taxa de

crescimento dos "calli", gue atingiu avroximadamente 79% do
controle quando o nivel de sal foi de 0,8% (m/v) . Além dis
so, o0 NaCl foi aparentemente responsével.pelo escurecimento
e menor friabilidade dos mesmos.

Estudo sobre a viabilidade celular mostrou que o
estresse salino induziu uma reducao exponencial, a qual
atingiu um valor de 1 x 10—2, para um nivel de NaCl de 0,8%
(m/v) , enquanto o controle apresentou um valor de 1 X 10_1.
Além disso, a reducao da viabilidade foi acompanhada da di
minuicaoc das dimensoes das coldnias formadas, bem como do
seu escugecimento, efeitos estes proporcionais a concentra
qgo do NacCl.

O efeito do estresse salino sobre o consumo de O

2
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de suspensoes celulares mostrou que a presenca de NaCl indu
ziu uma reduqéo progressiva do consumo de 02, que atingiu
50% do controle gquando o nivel de sal foi de 0,8% (m/v).Foi
observado também gue o consumo de 0, nao foi alterado imedi

atamente apds adicao de NaCl ao meioc de reacao.

No tocante a analise do perfil ribossomal, o es
tresse salino induziu uma liberacao de ribossomas da reaiao
10, provavelmente ribossomas e polissomas associados ds mem
branas do reticulo endoplasmatico. Observou-se que esta 11
beragao foi acompanhada de um aumento correspondente das re
gioces 4, 5, 6, 7, 8 e 9 as quais representam respectivamen
te, monOmeros, dimeros, trimeros, tetrameros, pentameros e

hexameros livres. Estes efeitos foram proporcionais ds con

centracoes de sal no meio.




ABSTRACT

The object of this study was to test the effectsof

salinity on calli and celular suspensions of Viana unaquicu-

lata (L.) Walp cv. pititba.

The effects of the salt stress on calli arowth was
studied by determining the variaticons of their fresh weichts,
The results showed that salt stress induced an exponential
growth reduction of calii that reached anproximately 79% of
the control when the salt concentration the medium was 0,8%
(w/v) . Besides this NaCl was apparently responsible for the
darkening and decreased friability of the calli.The presence

of NaCl induced an exponential reduction in cellular viability

g

wich reached a value of 1 x 10 ° for a NaCl concentration
0.8% (w/v) while the control presented a value of 1 x 10-1.
The reduction in viability was accompanied by the reduction

in colony size as well as darkening, and these effects were

proportional to the concentration of NaCl added to the medium.

The effect of the salt stress induced aproqfessive
reduction in oxigen consumption by cell suspensions that
reached 50% of the control when the salt concentration of
the medium was 0.8% (w/v). It was also observed that 0,

consumption of cell suspensions apparently was not altered

immediately after the addition of NaCl at the levels examined,

Xiv




The effect of NaCl in the microsomal fractions of
calli showed that the presence of NaCl in the callus
inducing medium in explants induced a decrease in fraction
10 probably made up of polysomes and ribosomes associated
to the endoplasmic reticulum membranes, accompanied by a
corresponding increase of the regqions 4, 5, 6, 7, 8 and 9
which represent ribosomes, dimers, trimers, tetramers,
pentamers and hexamers respectively free from the endoplasmic
reticulum membranes. These effects were directly proportional
to the concentration of NaCl added to the callus inducinga

medium in explants.

XV




1 - INTRODUCAO

1.1 - A salinidade e a Producao Agricola'

Sabe-se que o excesso de sais no solo é prejudi
cial ao crescimento'e produtividade das plantas,trazendo co
mo consequéncia sérios problemas no aproveitamento dos  so
los salinizados para a Zaricultura.A irricacio é essencial a
produgao agricola em regioces aridas e semi-aridas, mas con
tribui igualmente para o processo de salinizagao(MARX,1979),
pois nestas regioes observam-se baixas precipitag¢des pluvio
métricas associadas a elevadas taxas de evaporacao.Extensas
areas do globo terrestre encontram-se nesta situagdo.Estima
tivas recentes indicam a existéncia de pelo menog 4 milhoes

de km?

de solos salinizados na superficie terrestre,excluin
do a area dos grandes desertos (FLOWERS et al. 1977) .Nos Es
tados Unidos, a salinidade do solo reduz em mais de 25% a
produgao de suas areas irrigadas (ELACK, 1968) . No Brasil,
o problema se apresenta de forma mais grave na regiao Nor
deste, onde estima-se que 25% da area irrigada esta salini
zada (GOES, 1977).

A instalagao de novos projetos de irrigagdo na re

gido Nordeste, associada ac manejo inadequado do solo e da

égua provocaram aumento das areas salinizadas, com conse




guentes efeitos negativos sobre a producao agqricola.

1.2 - Alternativas para Minorar os Efeitos da Salinidade

Teoricamente existem 3 alternativas para minorar
os problemas resultantes da salinizacao dos solos (PRISCO,

1980) :

1) recuperacao dos solos afetados nela salinidade,
atraves de métodos fisicos e auimicos;

2) modificacoes no ambiente em aue as vplantas sao
cultivadas, e

3) aumento da tolerancia das culturas a salinida
de.

A primeira alternativa apesar de ser tecnicamente
viavel, envolve arandes investimentos, sendo na maioria dos
casos, inexequivel do monto de vista econdmico. Com relacao
a segunda, pode-se modificar o ambiente radicular, atraves
de téecnicas de irr;aacéo gue mantenham a umidade do solo na
zona das raizes nroxima a capacidade de camno. Para a conse
cugao da Ultima alternativa existem velo menos duas manei
ras para solucionar o problema:

1) selecionar, através de melhoramento aenético
classico, cultivares mais resistentes a salini
dade; |

2) selecionar, através das técnicas de cultura de

células e tecidos, cultivares mais resistentes
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ac excesso de sais.

1.3 - Aspectos Fisioldgicos e Bioquimicos da Cultura de Cé

lulas e Tecidos sob Condicoes de Salinidade

/be acordo com o principio da totipoténcia (STEWARD,
1963) toda celula vegetal tem capacidade de produzir uma no
va planta desde que lhe sejam propiciadas condigoes nutrici
onais e ambientais (fisicas e reguladoras do crescimento)
apropriadas. Baseados neste principio os fitotecnistas de
senvolveram tecnicas de propagacac de plantas a partir' de
células de "calli" ou tecidos vegetais. Além disso, este mé
todo tem sido utilizado no melhoramento vegetal, tendo como
objetivo a selegao de mutantes com caracteristicas  genéti
cas desejaveis (CARLSON, 1973; WIDHOLM, 1974; CHALLEF &

PARSONS, 1978; NABORS et al. 1980} ./

O objetivo principal das pesguisas se concentra
na produgao de plantas tolerantes as condigOes adversas do
meio. Para isso, suspensées celulares sao inoculadas em um
meio de cultura e expostas ao agente seletivo.Gradualmente,
os mutantes presentes na suspensao celular sao selecionados.
Em alguns casos estas células mutantes podem ser facilmente
regeneradas em plantas. Varios mutantes espontaneos e/ou in

duzidos 55 foram regenerados em plantas. CARLSON (1973) se

lecionou mutantes de Nicotiana tabacum, resistentes a sulfo

ximina de metionina, um analogo toxico semelhante a metioni
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na, produzido pelo Pseudomonas tabaci e regenerou plantas

que foram parcialmente resistentes ao Pseudomonas tabaci.

WIDHOLM (1974) selecionou celulas mutantes de Daucus carota

resistentes ao 5-metil triptofano e regenerou plantas a par
tir dessas células que foram resistentes a este inibidor me
tabolico. CHALLEF & PARSONS (1978) isolaram mutantes de fumo
resistentes ao herbicida "picloram" e regeneraram plantas a
partir de alguns clones resistentes. NABORS et al.(1980) iso
laram mutantes de fumo espontanecs e/ou induzidos resisten
tes ao NaCl e regeneraram plantas mutantes resistentes ao
sal. Observaram também gue as plantas regeneradas apresenta
vam um nivel de tolerancia superior ac da cultura de células.
Apesar do sucesso conseguido pelos autores acima, gque utili
zaram esta técnica de melhoramento para produgcao de plantas
tolerantes a salinidade, existem outros que podem afirmar
gue a tolerancia a salinidade & uma propriedade do individuo
como um todo e ndao de cada uma de suas células (STROGONOV,
1973) . Este ultimo baseia-se no fato de que as células de ha

l8fitas sao tdo sensiveis a salinidade guanto as céelulas de

glicofitas. Além disso, "calli" selecionados visando a tole
rancia a sais, quando foram diferenciados em plantas nao ma
nifestaram esta caracteristica. Esta aparente discrepancia
de resultados parece ser devida em grande parte a escassez
de conhecimentos basicos sobre a fisiologia das células e te
cidos em.éulturas sob condigoes de salinidade,indispensiveis

ao desenvolvimento de métodos de selecao adequados e de iden

tificacdao de parametros fisioldgicos que reflitam o cardter




92}

selecionado a nivel celular apds o crescimento dos "calli"”
e regeneracao das nlantas.

Infelizmente, poucos trabalhos referem a obtencao
de mutantes celulares espontaneos de uso potencial na Agri
cultura (DIX & STREET, 1975; NABORS et _a_f_L_ 1975; CROUGHAM
et al. 1978). Contudo, o uso dessas técnicas tem sido de
grande valor para estudos dos aspectcs fisiologicos e hio
guimicos de cultura de células e "calli" sob condicoes de
salinidade. Recentemente CHEN et al. (1980), estudando os
efeitos da salinidade sobre "calli" de fumo, observaram cue
0 estresse salino inibié 0. crescimento destes “calli®. Estu
dos cineéticos de absorcao de Ions, mostraram um grande acua
mulo de ions pelos tecidos durante as primeiras 24 horas de
cultura. Foi observado também que o conteiido de Na~ nos
"calli" tinha aumentado, enguanto ¢ conteudo de k¥ tinha de
crescido. Resultados semelhantes foram obtidos por STROGONOV
(1973) com "calli"” de fumo e sorgo. Maig recentemente, HFISER
& NABORS (1981), estudando o aﬁustamento osmotico de cultu
ra de celulas de fumo sob condicdes de salinidade, observa
ram que além da reducao do crescimento, as células acumula
vam ions Na' e C1” em concentracdes idénticas as do meio.
Este fato sugere que o acumulo de Ions absorvidos do meio
de cultura seja responsavel nelos efeitos tOxicos para as
células;ﬁprovocando transtornos metabdlicos que iriam afe
;ar o crescimento de células e "calli” em cultura.

Apesar da caréencia de dados sohre estudos metabd

licos em cultura de células e tecidos socb condicoes de sali



nidade, sabe-se gue o metabolismc das nlantas & afetado em
condigoes de estresse salino. Existem evidéncias experimen
tais de que a salinidade afeta sistemas enzimaticos relacio
nados ou nao com a atividade mitocondrial (FLOWERS & HANSON,
1969; PORATH & POLJAKOFF, 1969; FLOWERS, 1972; KALTR &
POLJAKOFF-MAYBER, 1975; REINALDO, 1978). Contudo, esta ques
tao ainda e controvertida (LIVNE & LEVIN, 1967).

Existem poucos registros na literatura com rela
cao aos efeitos da salinidade sobre o sistema ribossomal de
plantas. Todavia, YAMAMO™ et al. (1981) submeteram rembra
nas tilacdides de cloroﬁlastos de ervilha a condicoes de es

tresse salino e observaram um aumento da aquantidade de i
bossomas livres (31 - 41% do total) guando comparada a do
controle. Este fato sugere que a salinidade afeta seletiva

mente o sistema ribossomal licadc as membranas com conse

guente liberacao de seus ribossomas.

1.4 - Objetivos do Presente Trabalho

O presente trabalho visou o estudo da fisioloaia
do estresse salino empregando-se técnicas de cultura de cé
lulas e tecidos. Foram utilizadas sementes de feijao de COE
da pitilba e de seus cotilédones foram induzidos "oalli®,
dos quai; foram obtidas suspensces celulares. A secuir, em

presenca e na auséncia de estresse salino foram estudados:

a) crescimento de "calli";
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b) formacao de coldnias;
c) consumo do oxigénio das suspensoes celulares;

d) perfil ribossomal de "calli".



2 - MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas sementes de fei

jao de corda Viagna unquiculata (L.) Walp cv. pitidba, forne

cidas pelo Banco de Sementes da UFC. As referidas sementes
apos uma rapida selecao foram acondicionadas em frascos de
vidro contendo silica gel e armazenadas a uma temperatura
. o
de aproximadamente 4-87C.
Foram emnregados os reagentes abaixo relacionados

com suas respectivas procedéncias.

- Difco Laboratories, Detroit, Michiagan, EEUU:
Potato Dextrose Aagar (PDA)

Bacto Agar

— Nutritional Biochemical Corporation, Cleveland
0Ohio, EEUU:

Acido Naftaleno Acetico (ANA)

.~ Schwartz / Mann, Oranaebura, New York, EEUU:
Sacarose, tipo Gradiente de Densidade (Livre de

Ribonuclease)

- Sigma Chemical Companv,Sant Louis,Missouri,EEU:

Acido 2?2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D)

8



Furfurilamino purina {(CINETINA)
Vitamina E crist. Tipo IV

Mio - Inositol

- Merck, Darmstadt, Alemanha:
Pantotenato de Calcio
Vitamina H (D' Biotina)
Vitamina By (Dicloreto de Tiamina)

Vitamina 86 (Cloridrato de Piridoxina)

- Carlo Erba, Brasil:

Acido Nicotinico

Os demais reaaentes foram todos de grau analitico
com excegao do Hipoclorito de S6dio cue foi obtido sob o no
me comercial de Q-Boa (Industrias Anhembi S.A., Av. Perifée

rica II, Simoes Filho - Ba).

2.1 = ‘Meios de Cultura /

Os meios de cultura utilizados sao constituidos de
um meio bé;ico,modificado;xn:PHILIDS(1974),de acordo com a ci

tacao de OSWALD et al. (1977) ,acrescidos dos elementos variaveis,




A composicao do meio basico & a seauinte:

Constituintes Concentracao
NH4 NO3 | 17}49 mM
KNO3 9,89 mM
Ca (NO3)2 2,12 mM
Mgso, 0,14 mM
KC1 0,87 mM
KH,PO, 2,20 mM
MnSO4 26,03 uM
H,BO, 25,87 uM
ZnSO4 5,22 uM
KI 4,52 yM
COCl2 0,15 uM
Glicina 26,54 uM
Mio - Inositol ‘0,56 uM
Cloridrato de Piridoxina 0,49 M
Dicloretq de Tiamina 0,30 uM
Biotina ' 0,82 uM
Acido Nicotinico 4,06 uM

Pantotenato de Calcio 12,58 uM




Meio Indutor de "Callus" em Exnlantes

Meio basico acrescido de:

FeSO4 0,36 mM
EDTA 0,46 mM
ANA 19,59 pM
Cinetina 0,46 uM
Vitamina E 2,12 uM
Sacarose 3% (m/v)
Agar 0,6% (m/v)

Meio de Crescimento de Células em Suspensao

Meio basico acrescidec de:

F‘eSO4 0,18 mM
EDTA 0,?3 mM
2;4=D 2,76 uM
Cinetina 0,46 uM
Vitamina E '2,12 uM
Sacarose 23 (m/v)

Meio Indutor de "Callus" em Suspensao Celular

Meio bhasico acrescido de:

F‘eSO4 0,07 mM
EDTA 0,09 mM
2, 4=p 2,76 uM
Cinetina 0,46 ¢M
Sacarose 2% (m/v)

Agar 13 (m/v)



Os estoque: de FeS0, foram sempre utilizados ime
diatamente apds a preparacao.

Apdos a dissolucao de todos os constituintes cada
meio de cultura teve seu pH ajustado rara 6,0 com MaOH 0,'M
sendo em seguida autoclavado por 15 miautos a 120

O meio de germinacao "Potato Dextrose Aaar” (PDA)

foi preparado na concentracao de 3,9% (m/v).

O meio "Penassav/-Aagar" foi nremarado nas concen
tragoes de 1,75% (m/v) de "Bacto-Penassay Broth" e L, 5%

(m/v) de "Bacto Agar".

Os meios DA e "Penassay-Aacar" foram autocclavados

por 20 minutos a 120%,

A Gaua utilizada vpara o reraro dos meios de cul

tura foi destilada e desionizada.

2.2 - Condicoes de Germinacao

As membranas apds selecionacas de acordo com o ta
manho e conformacao foram esterilizadas em Alcool Ftilico
96° Bl por 30 segundos e em seauicda durante 5 minutos em
Hipoclorito de Sodio a 2,5% (m/v) (0-Roa diluida 1:1 ~om

agua desionizada estéril) .Em secqui’a as sementes foram lava

das 3vezes com aaqua desionizada estéril,semeadas asseoticamente,
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em numero de 8 por placa de petri, contendo PDA a 3,9%(m/v)
e incubadas no escuro a temperatura de 28 —30°C durante 4

dias.

2.3 - 1Inducao de "Callus"

ApOs retirado o tequmento das sementes germinadas
(FIGURA 1), as mesmas foram cuidadosamente cortadas trans
versalmente, com auxilib de uma pingz e bisturl estéreis,em
3 segOes de aproximadamente as mesmas dimensdes, conforme o

diagrama abaixo:

Secao 1 = proximal em relacdo ao eixo embrionirio
Segcao 2 = mediana em relacdo ac eixo embrionirio
Secao 3 = distal em relagaoc ao eixo embrionario

As porcoes proximais 0 eixo embriondrio foram se



FIGURA 1 - Plantulas de Vigna unguiculata (L.) Walp:

cv. pitiuba, com 4 dias de idade. As se

mentes germinaram em PDA.

14
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meadas assepticamente, em numero de % por placa de vetri,
contendo meio indutor de "callus" em exnlantes e incubadas
no escuro durante 3 semanas i temperatura de ?8-30°C. A se
cao proximal ao eixo embrionario foi escolhida em virtude
de ser esta secao a produtora de maiores rendimentos de

"callus" das 3 secoes referidas. (MATOS BRITO, 1980),

2.4 - Crescimento-de "Callus"

Amostras de aproximadamente 0,3aq de "callus" for
madas em secoes proximais de cotilédones apds 3 semanas de
incubacao no escuro em 'meio indutor de "callus" em exnlan
tes, (FIGURA 2), foram transferidas assepticamente para pla
cas de petri, contendo meio indutor de "callus" em exnlan
tes acrescido de NaCl nos seaguintes niveis percentuais(m/v):
0,0; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8%. Em seaquida, as bnlacas foram incu
badas durante 10 dias no escuro i temperatura de ?28-30°cC.

Para a determinacao quantitativa do érescimento
dos "calli", foram determinadas as variacces de peso fresco
dos mesmos através de pesagens antes e depois dos periodos

de incubacao.

2.5 - Preparacao de Suspensoes Celulares

"Calli" friaveis formados em secoes proximais de
cotilédones obtidos apds 3 semanas de incubacdo em meio in
dutor de "callus" em explantes, foram transferidos para um

erlenmeyer de 250ml de capmacidade, na oronorcao de 30 "calli"

para 50ml de meio de crescimento de ceélulas em suspensao.
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FIGURA 2 -

"Calli" formados em se¢oOes proximais de

cotilédones. Os exvlantes foram incuba
dos em meio indutor de "callus" durante

3 semanas, segundo o0 descrito em MATERI

AL E METODOS.
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Em seguida, os frascos foram incubados sob agita
cao rotativa (120 rpm) a temperatura de 28-30°C e ilumina
gao continua (3.000 lux). Apos um periodo de 24 horas de
agitacao as suspensoes produzidas foram filtradas em malhas
de nylon (250-300 um de diametro), a fim de remover os frag
mentos de tecidos somaticos e aagregados celulares de mais
de 5 celulas por agregado. Dar; a contaagem de células foram
retiradas amostras de 0,5ml das suspensoes celulares,e avos
adicao de 0,1lml de TCA 90% (m/v) foram aaditadas e deixadas
em re?ouso por 30 minutos (HUBER et al. 1978). Em sedauida,
determinou-se a densidade celular através de contaagem de cé
lulas em camara de Newbauer de 0,1 mm de profundidade.

A contaminacao por microoraanismos foi controlada

plagueando-se aligquotas das suspensoes em "Penassay-Raar” e

incubando-se a 37OC vor 24 horas.

2.6 - Plagueamento das Suspensoes Celulares

Para o plaqueamento e suspensoes celulares, uti
lizou-se a tecnica de HORSCH & JONRS 1920). As suspensoes
celulares foram obtidas a martir de "calli" de secoes coti
ledonares proximais como o descrito anteriormente. Aliquo
tas de 2-ml de suspensoes com densidade celular de 1,2x106

células/ml foram semeadas em placas de vetri, contendo

meio indutor de "callus" em suspensao celular acres
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cido de NaCl nos seguintes niveis percentuais: N, 0 0,27 0,4

e O,8%<m/@.

Posteriormente, as placas foram agitadas até queas
células se distribuissem uniformemente e deixadas em repou
so por 2 horas para absorcao do excesso de liquido pelo agar.
Esta camada de celulas constituiu a "camada alimentadora".
Discos estéereis de paéel de filtro qualitativo foram cuida
dosamente colocados sobre a camada alimentadora, cobrindo
completamente toda a superficie da placa, e sobre este, um
segundo disco, de diametrc?2 cm mehor gque o primeiro foi su
perposto. As suspensoes pafa plagueamento foram preparadas
conforme descrito anteriormente e diluidas adequadamente
com meio liquido para uma densidade celular de 100 celu
las/ml. Cada célula ou agregado celular foi referido como
uma "unidade de plaqueamento". Aliguotas de 1 ml da ‘suspen
sao celular diluida foram cuidadosamente semeadas exclusiva
mente sobre o papel de filtro de mencr didmetro, em cada
placa. Em seguida, as placas foram incubadas no escuro a
28 — 30°C por 4 semanas apds o gue os resultados foram re

gistrados.

2.7 - Consumo de Oxigénio de Suspensoces Celulares

A atividade respiratdria das celulas em suspensao

foi medida pela determinagﬁo poclarocrafica do consumo de



oxigénio em um oxigrafo GILSON, modelo K-1C polarizado a
0,8V com eletrodo de CLARK acoplado i cimara de reacao a
26°C. o consumo de oxigénio foi determinado

! ‘0 em amostras de
1,5ml cada de suspensdo celular (densidade celular 6,8 x10°
células/ml) acrescidas de NaCl nos sequintes niveis vercen
tuais: 0,0; 0,2; 0,4 e 0,R% (m/v). As determinacoes polaro
graficas do consumo de oxigenio nas suspensoes celulares fo
ram realizadas nos tempos: 0, 24 e 48 horas ands a adicao
de NaCl as mesmas. Ao longo de todo o experimento as suspen

sSes celulares foram mantidas a 28-30°C sob aaitacao rotati

va (120 rpm) e iluminacac continua (3.000 lux).

2.8 — Analise das Fracoes Microssomais

As fracoes microssomais analisédas neste exneri
mento foram preparadas a partir de "calli", seaqundo DAVIES
et al. (1972). Toram utilizados ‘"calli", apos 10 dias de
repicados em meio indutor de "callus" em explantes (con
trole) e no mesmo meio acrescido de 0,4 e 0,8% de
NaCl (m/v). As amostras foram homoaeneizadas em um aral
de porcelana contendo meio de homoaeneizacao (sacarose
60 mM, KC1 60 mM, Mg Cl, 30 mM, Tris 200 M, pH #,5)

na proporcao de la de material ("callus") opor 10 ml
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de meio. O homogenato resultante foi centrifugado por 20 mi
nutos a 20.000 x g. O sobrenadante desta centrifugacao (35
ml) foi cuidadosamente colocado sobre uma camada de 15 ml
de sacarose 1,5M, Tris-HC1l 40mM, MgCl2 10mM, KC1 20mM, pH
8,5 em um tubo do rotor A-170 de uma ultracentrifuga "Inter
national", modelo B-60 e centrifugado por 120 minutos a
35.000 rpm. O sobrenadante fcoi descartado, o precipitado foi
lavado com 1,2 ml de tampao Tris-HC1l 40mM, MgCl, 10mM, KCl
20mM, pH 8,5 e suspenso em 0,5ml do mesmo tampao. Aliquotas
de 0,2ml das fragSes microssomais foram cuidadosamente adi
cionadas ao topo de gré&ientes lineares de sacarose (125~
500mg/ml) em tampao Tris—-HCl 20mM, MgCl, 10mM, KCl 20mM, pH
8,5 e centrifugadas por 75 minutos a 33.000 rpm no rotor

SB-283 da mesma ultracentrifuaga.

Os gradientes foram preparados a 4°C em tubo de
"Polyallumer" do rotor SB-283 adicionando-se iricialmente
2 ml de sacarose (500mg/ml) seguidos de 4 ml de sacarose
(375mg/ml) , 4 ml de sacarose (250ma/ml) , 2 ml de sacarose
(125mg/ml) e deixados equilibrar_por 48 horas a mesma tempe
ratura. Apds a centrifugagao dos gradientes os mesmos foram
analisados em um fracionador de Gradiente de Densidade Isco
modelo 640, monitorizado continuamente a 254 nm. As areas
das diferentes regidces dos perfis de sedimentacao das diver
sés fraéées microssomais foram em seguida determinadas atra

ves de corte e pesagem das mesmas.



3 - RESULTADOS

3.1 - Efeitos do NaCl no Crescimento de "Callus"

A TABELA 1 mostra os valores de aumento de peso
fresco relativo, isto &, aumento de peso por unidade de pe
so inicial. Diante destes resultados pode-se afirmar que a
adicao de NaCl ao meio indutor de "callus" em explante, re
duz progressivamente a taxa de crescimento dos "calli". De
acordo com a FIGURA 3 a reducao de crescimento dos "calli"
& do tipo exponencial. Além da reducao exponencial da taxa
de crescimento dos "calli”, os diversos niveis de'NaCl acres
cidos ao meio indutor de "callus" em explante, foram resnon
saveis por uma menor friabilidade e pelo escurecimento dos
mesmos. Isto se acentuou a medida qgue aumentou a concentra

cao de NaCl (FIGURA 4).

3.2 - Efeito do NaCl na Formagao de Coldnias

As celulas plaqueadas observadas no microscopio

21




TABELA 1 - Efeito do NaCl no crescimento de “callus"de Vigna unguiculata (L.) Walp cv.

pitiuba.
(1)
NacCl Peso fresco (%)
(%) relativo(Q) do controle
0,0 : 0,795 + 0,026 100,0
01 057 £ 0,037 76,8
0,2 0,434 + 0,017 54,5
0,4 0,336 & 0,022 42,7
0,8 0,196 + 0,006 71,2

1) O sal foi adicionado ac meio indutor de "callus" em exnlantes.
2) Os valores representam a média de 15 determinacoes acompmanhada do desvio nadrao,

que foi calculado de acordo com a expressao:

il

Sx

[
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FIGURA 3 -

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
o/o DE NaCl
Efeito do NaCl no crescimento de "callus" de

Viana unguiculata (L.} Waln cv, nititba.As con

dicoes experimentais estac descritas na ]eneg
da da FIGURA 4,




FIGURA 4

Coniunto de vlacas, mostrando o cresci
mento de "calli". Os "calli" foram transfe
ridos para o meio indutor de "callus" em
explantes, contendo da esguerda vara a di
reita 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8% de NaCl (m/v).
As condicoes experimentais estao descritas

em MATERIAL E METODOS.
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Yoty

apresentavam grandes vaclc.os e faixas citoplasmaticas. As
unidades de plagueamento eram constituidas, na sua maiocria,
por ceélulas isoladas (64%) e as demais por agregados celula
res de duas a dez células por aqreaado{ sendo os agregados
maiores tanto menos frequentes quanto maiores o seu nuamero
de ceélulas. A TABELA 2 mostra os valores de viabilidade das
suspensoes celulares em meio indutor de "callus" em suspen
sao celular acrescidos dos diversos niveis de NaCl. Pode-se
afirmar que a adicdao de NaCl aoc meioc indutor de "callus" em
suspensao celular reduz proaressivamente a viabilidade das

células.

De acordo com a FIGURA 5 a reducao de viabilidade
observada & do tipo expconencial. Além da reducao exponen
cial da viabilidade celular, os diversos niveis de NaCl fo
ram responsaveis pela reducao das dimensoes das colonias

formadas e pelo escurecimento das mesmas. Isto se acentuou

a medida que aumentou a concentracdc de NaCl (FIGURA 6).
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TABELA 2 - Efeito do NaCl na viabilidade de suspensoes ce
lulares de Viana unauiculata (L.) Walp cv. Dl
tiuba.

(1) : -
NaCl Viabilidade
(%)
0,0 ) i
-2
0,2 & x 10
0,4 & % 1072
0,8 1% 1677
(1) O sal foi adicionadc aoc meio indutor de "callus" em

suspensac celular.
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FIGURA S‘- 0O efeito do NaCl na viabilidade de susnensoes

celulares de Viana unauiculata (L.) Walo cv. ni
tioba. As condicoes experimentais estao descri

tas na legenda da FIGURA 6.



FIGURA 6
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3

Coﬁ%uhto de ﬁlacas, mostrando o crescimen
to de coldonias. As suspensoes celulares
foram semeadas em meio indutor de "callus"
em suspensao celular, contendo os niveis
de NaCl acima indicados. As condicoes expe
rimentais estao descritas em MATERIAL E ME

TODOS .
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3.3 - Efeito do NaCl no Consumo de Oxigénio das Suspensoes

Celulares

A TABELA 3 mostra os valores do consumo de  oxiaé
nio apds 0, 24 e 48 horas da adicac de NaCl, os quais foram
calculados a partir das FIGURAS 7, 8 e 9, Pode-se afirmar
que quando o consumo de oxigénio foi medido loao apds a adi
g&o de sal, o mesmo manteve-se inalterado, independente da
concentracao de sal utilizado. Todavia, quando o consumo de
oxigénio foi medido ands 24 ou 4R horas da adicao do sal
ele foi inibido a partir de 0,2% de WNaCl (m/v). Para uma
mesma concentracao de sal a inibicdac do consumo de oxiaénio

aumentou com o tempo de incubacac das células em presenca

do NaCl (FIGURA 10).

3.4 ~ Efeito gg NaCl nas FracoOes Microssomais

O efeito do NaCl nas fracdes microssomais de
"callus" foi medido atraveés de estimativa das areas corres
pondentes as respectivas reagices dos perfis de sedimenta

cao destas fracOes em gradiente de sacarose. A TABELA 4 mos
tra os valores destas estimativas calculadas a partir das
FIGURAS 11, 12 e 13. Diante destes resultados pode-se

afirmar que a adigao de NaCl provocou uma diminuicdo conside



TABELA 3 - Efeito do NaCl no consumo de oxigénio de suspensoes celulares de Viana

‘unguiculata (L.) Walp cv. pititba.

Consumo de Oxiaenio
(1)
Nakl nmoles x min * x 1,5 wml L % do Controle

(%) :

gL 2442 dgied 0(2 24(?) [ 4g(?)
0. 6 18 18 18 100 100 100
0,2 18 16 15 100 R9 33
0,4 18 14 132 100 7R 67
058 18 . 11 09 100 61 50

(1) O sal foi adicionado ao meio de crescimento de células em suspensao.
(2) Tempo, em horas, decorrido entrea adicdo de NaCl e a determinacao do consumo de oxi

genio.

(013
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CONTROLE 0,8 % de NaCl

FIGURA 7 - Tracado polaroorafico do consumo de oxicenio de suspensoes

celulares de Vigna uncduiculata (L.) Walo cv. nitidba, na au

séncia de NaCl (controle e na nresenca de 0,8%% de NaCl (m/v),
0O NaCl foil adicionado ao meio de cultura € o consumo de 0,
foi medido a seauir, na ausencia de suhstratos exdoenos. As
condicoes experimentais estao descritas em MATFRIAL E MATO

DOS.
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0,8 %
NaCl

0,4 %
Na Cl

CONTROLE

0,2%
NaCl

FIGURA 8 -

Tracado polarogqrafico mostrando o consumo de oxigénio de sus

pensoes celulares.de Vigna unguiculata (L.) Walp cv.pitiba,

na auséncia de NaCl (controle) e apds 24 horas da adicao de
NaCl ao meio de cultura. As condicces experimentais estao
descritas em MATERIAL E METODOS e na leagenda da FIGURA 7.
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FIGURA 9 -

Tracado polarograficoc mostrando o consumo de oxigeénio de sus

pensoes celulares de Viona unguiculata (L.) Walp cv.pitiuba,

na auséencia de NaCl (controle) e apds 48 horas de adicao de
NaCl ao meio de cultura. As condicoes experimentais estao
descritas em MATERIAL E METODOS e na leagenda da FIGURA 7.
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FIGURA 10

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
% DE NaCl

Efeito do NaCl no consumo de oxigé
nio de suspensdes celulares Vigna

unguiculata (L.} Walp cov. pitidha,

apods 0, 74 e 48 horas de incubacao
em meio de crescimento de células
em suspensao. As condicdes experi
mentais estao descritas em MATERI
AL E METONOS e na legenda da FIcy
RE. T




TABELA 4 - Efeito do NaCl nas fragoes microssomais de

"callus" de Vigna unguiculata (L.) Walp cv. pi

tiuba.
Frag6es Percentagem do Total
lLressaiay Controle 0,4% de NaCl 0,8% de NaCl
1 : % 1,8 2,0
2 0,3 0,8 0,8
3 G %7 0P 1,4
4 11,4 12,6 13,3
2 6,7 9,3 10,3
¥ 5,0 5,8 6,9
7 4,2 4,7 8,5
8 3,8 4,2 4.6
4 4,0 4,5 5,0

10 61,8 55,1 50 33
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FIGURA 11 - Perfil de sedimentacio da fracao microssomal de "calli" de
Vigna ungquiculata (L.) Walp cv. pitilba, cultivados na au
sencia de NaCl. Os "calli" utilizados foram repicados em

meio indutor de."callus" em explantes e o perfil de sedimen
tacao determinado apds 10 dias de incubacdo. As  condicdes

experimentais estao descritas em MATERIAL E METODOS.
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FIGURA 12

FUNDO

Perfil de sedimentacao da fracao microssomal de "calli" de

Vigna unguiculata (L.) Walp cv. pititba, cultivados na pre
senca de NaCl 0,4% (m/v). As condicoes experimentais estao
descritas em MATERIAL E METODOS e na legenda da FIGURA 11.
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FIGURA 13 -

FUNDO

Perfil de sedimentacao da fracao microssomal de "calli" de

Vigna unquiculata (L.) Walp cv. vwitiiilba, cultivados na pre

senca de NaCl 0,8% (m/v). As condicoes experimentais estao
descritas em MATERIAL E METODOS e na legenda da FIGURA 11.
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ravel da regiao 10, diminuicao esta gue foi proporcional a
concentragao de sal. Em decorréncia deste fendmeno, houve
um aumento correspondentes das regioces 4, 5, 6, 7, 8 e 9.As
diferengas observadas para as regioes 1, 2 e 3 foram consi

deradas insignificantes.



4 - DISCUSSAO

Os resultados apresentados na TABELA 1 e na FIGU
RA 3 mostram que houve uma reducao exponencial da taxa de
crescimento dos "calli", induzida pelo estresse salino. Esta
reducao atingiu aproximadamente 79% do controle quando a
concentragao de sal no meio foi de 0,8% (m/v). O mecanismo
de inibigdo do crescimento induzido pelo NaCl & ainda em
nossos dias objeto de especulacoOes. Varios estudos ja foram
realizados mas ainda nao se chegou a um consenso sobre o me
canismo de inibicao do crescimento dos "calli". Todavia, sa
be~se que a salinidade do meio induz a absorgéo de ions, gue
pode propiciar uma acumulacao excessiva dos mesmos e desem
penhar papel relevante na inibigao do referido crescimento.
CHEN et al. (1980) estudando a cinética de absorgao de ions
durante o crescimento de "calli"” de fumo encontrou altera
¢oes nos niveis de Na® e K'. A anilise da concentracao de
ions nos "calli",revelou uma elevacao nos niveis de Na® e re
dugcao nos niveis de K'. Resultados semelhantes também foram
obtidos por STROGONOV (1973). Mais recentemente, HEYSER &
NABORS (1981) estudando ¢ ajustamento osmbOtico de células
de fumo em condigées de estresse salino, observaram que as

e + - -~ 3 - . =
celulas acumulavam Na e Cl em concentracoes identicas as

do meio. Diante destes fatos & provavel que essas altera

40
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cdes possam desencadear distiirbios metabdlicos aerais, con
tribuindo para exvlicar a reducac do crescimento dos "calli",

A presenca de NaCl (TABELA ? e FIGUPA 5) induziu
uma redugao exponencial da viabilidade celular. F®sta redu
cao da viabilidade atingiu o valor de 1 x'lﬂ—? auando a con
centracao de NaCl era de 0,8% (m/v) enguanto o controle

apresentou o valor 1 x 10_l

. Observou-se também que a redu
gao da viabilidade foi acompanhada do escurecimento das co
1dnias (FIGURA 6). Tais efeitos foram proporcionais as con
centragoes de sal. Como ja foi discutido anteriormente, o
aumento da salinidade dé meio induz a absorcao de ions Na
e C1 . O excesso destes ions pode determinar alteracoes me
tabolicas gerais, o que contribui nara justificar a reducao
da viabilidade celular.

A reducao proaressiva do consumo de oxiqénio,indg
zida pelo estresse salino (TABELA 3 e FIGURA 10) . atinaiu,
apos 48 horas, 50% do controle quando ¢ nivel de NaCl foi
de 0,8% (m/v). Logo apds a adicao de NaCl ao meio de reacao,
o consumo do oxigenio manteve-se inalterado, independente da
concentragéo de sal (TABELA 3, FIGURAS 7 e 10). Este fato
reflete, possivelmente, uma baixa velocidade de penetracao
dos ions Na' e €17 através das membranas. Com o aumento do
tempo de incubacao em presenca de NaCl (24 e 48 horas) bhou
ve, pro&gvelmente, penetracao de ions, exolicando assim a
redugao do consumo de O, (TABELA 3, FIGURAS 8, 9 e 10). Es

tudos com tecidos de plantas evidenciaram gue o metabolismo

celular & alterado nela salinidade. Esta alteracao se refle
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te em modificacdoes dos sistemas enzimaticos relacionados ou
nao com o metabolismo energético (WEIMBERG, 1967; FLOWERS &
HANSON, 1969; PORATH & POLJAKOFF-MAYBER, 1969; FIOWERS,1972
KALIR & POLJAKOFF-MAYBER, 1975). Ja & fato conhecido que a
malato desidrogenase, por exemplo, & inibida pela salinida
de. Esta enzima catalisa a oxidacao do malato a oxalacetato,
Na auséncia de oxalacetato nio ocorrerid formacao de citrato
gque e imprescindivel para a sequéncia de reacoes do ciclo
de Krebs. Este blogueio do ciclo de Krebs torna impossivel
a metabolizacao de carboidratos e o fornecimento de pocer
redutor a cadeia de transnortadores de eletrons. Outros ex
plicam a influéncia da salinidade como uma acao sobre enzi
mas, particularmente no tocante a sua funcao como cataliza
dores do fornecimento de equivalentes de Oxido-reducao a ca
deia respiratoria mitocondrial acoplada a fosforilacao Xi
dativa (REINALDO, 1978).

No tocante & analise do perfil ribossomal, os re
sultados da TABELA 4 e FIGURAS 11, 1? e 13 mostram gue O es
tresse salino induziu a liberacao de ribossomas e polisso
mas da regiao 10, provavelmente ribossomas e polissomas 1i
gados as membranas do reticulo endonlasmatico. Observou-se
que esta liberacao foi acompanhada de um aumento correspon
dente das reqgices 4, 5, 6, 7, 8 e 9, as quais devem repre
sentar,lfespectivamente, ribossomas, dimeros, trimeros, te
grémeros, pentameros e hexameros livres de membranas do re
ticulo endoplasmatico. Este efeito desorganizador provavel

mente estad ligado a acao dos ions sobre as interacoes ele
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trostaticas que mantém acuelas entidades associadas (YAMA
MOTO et al. 1981). Observou-se gue a extensao da liberacao

foi proporcional as concentracoes de sal. YAMAMOTO et al.
(1981), tambem observaram "in vitro" o mesmo dendomeno, estu
dando a influencia do NaCl sobre o sistema ribossomal de
membranas tilacoides de cloroplastos. Os resultados mostra
ram que a salinidade foi canaz de nrovocar uma liberacao de
41% dos ribossomas ligados as membranas, quando comparado
ao controle. Acredita-se que este efeito desorganizador do
sal tenha afetado gqualitativa e cguantitativamente os niveis
de sintese de proteinas nesses locais, o que contribuiu sia
nificativamente para a reducao do crescimento discutida an
teriormente. Estudos de microscovia eletronica téem suagerido
que os ribossomas ligados as membranas sintetizam proteinas
de exportacao de importancia para as €‘uncoes das células,
enquanto que ribossomas livres sintetizam oroteinas wara uso
intracelular (BIRBECK & MERCER, 1961, citaﬁo vor BLNOBEL &
POTTER, 1967). Portanto, uma deficiéncia na exnortacao des
sas proteinas podera ocasionar distirbios metabdolicos mais
profundos.

Os resultados agui obtidos, embora proporcionem
uma visao relativamente ampla do problema dos efeitos da sa

linidade em células e tecidos veagetais nao dispensam que es

tudos mais detalhados ainda seijam realizados.



que:

1}

2)

4)

5 - CONCLUSHOES

De acordo com os resultados obtidos conclui-se

a salinidade provocou uma reducao exponencial da taxa
de crescimento dos "calli", bem como escurecimento e me

nor friabilidade dos mesmos;

a salinidade provocou uma reducac exponencial da viabi
lidade celular, escurecimento e diminuicao das coldonias

formadas;

o consumo de oxiagénio nao foi alterado imediatamente
apds a adicao de NaCl, mas foi reduzido com o aumento
do tempo de incubacao das células e o aumento da concen

.

tracao do sal;

a salinidade induziu a liberacao de ribossomas e polis
somas das membranas do reticulo endopnlasmatico e provo
cou um aumento correspondente de monomeros, dimeros,tré

meros, tetrameros, pentameros e hexameros livres.
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7 - ANEXOS
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EFEITO DA SALINIDADE SOBRE A VIABILIDADE DE SUSPENSOES CELULARES DE Vigna unguicu-
late {L.) WALP cv. PITIUBA

A.M.ARquino e R.J. Martins
Departamento de Blogquimica e Biologla Holegular, Universidade Federal do Ceara, Cal
xa Postal, 1065, 60,000 - Fortalezs - Ceara.

Suspensoces celulares obtidas pela dispersao das células de "calli' fridveis induzi
das em seccoes cotilegonares proximais de sementes germinadas por 2 dias em '"Potato Dextrose Agar'',
apresentando 1,2 x 106 celulas/ml em meio basico: KH, KO 12,5 mM, KND, 9,9 mM, Ca(NO,) 2,1 mM
KgS0, 0,14 mi,'KC1 0,9 mM, KN PO, 2,2 mA, eSO, 26.0:x°, B0, 25,9 2K, Znso, 5,2un 2 KI k.5 uN,
COC|2 0,15 uM, glicina 26,5 uM, mio-inositol 0,56 mM, cloridrato de piridoxina 0,50 uM, di- cloreto
de tiamona 0,30 uM, biotina 0,82 uM, 3cidec nicotinico 4,0 uM e pantotenaio de calcio 12,6 uM acres-
clido de: FeSO“ 0,18 mM, EDTA 9,23 mM, 2,4-D 2,2% M, cinetina 0,56 M, vitamina £ 2,12 M e sacaro-
se 21 m/v, foram semeadas em meio basico, acrescido de: Fes0, 0,07 mM, EOTA 0,09 mM, 2,4-D 2,26 H,
cinetina 0,46 M, sacarose 2% m/v, agar 1% m/v e NaC! nos zeguintes niveis percentuais: 0,0%, 0,2%,
0,4% e 0,8% de acordo com a técnica de HORSCH, R.B. & JONES, G.E. (im Vitro 16: 103-108, 1980). A-
pos 4 semanas de incubagdo no escuro a 28-30°C cs resultades foram registrados. A viabilidade, rela
¢30 entre o nimero médio de ccldnias formadas e ¢ nimero médic de unidades de plaqueamento por pla
ca {uma célula isolada ou um agregado celuvlar cacaz de dar origem a ume coldnia apds plagqueamen=~

to e incubacao), € reduzica de modc exponencial pelos niveis ce NaCl acrescidos ao meio de cultura.

Auxilio financeiro: CNPg e CAPES.
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(07

EFEITO DA SALINIDACE SOSRE O CONSUMO DE CXIGENIO DE SUSPENSCES CELULARES DS Vigra

unguticulata (L.) WALP cv. FITIUBA
A.M. Aquino & R.J. Martins
Departamento de Bioquimica e Biclogia Molecular, Universidade Federal do Ceara, Caixa Post3l 1065 ,
60.000 - Fortaleza - Cearad

Suspensces celulares obtidas pela dispersac das c2lulas de "calli' €riaveis induzidas
em seccces cotiledonares proximais de sementes germinadas por 3 diss em ''Potato Dextrose Agar', a-
presentando 6,8 x 105 celulas/ml em meio basice: NH;N?} 12,5 mH4, KN03 9,3 mM, Ca(N03)2 26,0 uK
HBEGB 25,9 pM, ZnSOh 5,2 uM, Kl 4,5 pM, CaCl2 0,15 pK, ghicins 25,5 LM, mio-inositol 0,56 mM, clori
drato de piridoxina 0,50pM, di-clcreto de tiamina 0,30 uM, biotina G,80 uM, acido nicotinico 4,0 uM
e pantotenato de calcio 12,6 uM, acrescido de: FeSGh 0,18 mH, EDTA 0,23 mM, 2,4-D 2,26 pM,vitamina
E 2,12 uM e sacarose 2% m/v, fcram nos tempos zero acrescidas de NaCl parz os seguintes niveis per-
centuais: 0,0%, 0,2%, 0,4% e 0,85 m/v e imediatamente em seguica tiveram suas atividades respirato-
rias determinadas polarograficamente em amostras de 1,5 m! num oxigrafo GILSON, modelo K-1C polari
zado a 0,8 V com eletrodo de CLARX acopliado & camara de reacaoc. As determinagces po;arogréfiéas de
consumo de oxigénio foram repetidas 24 e 48 hcras apds & adigac de NaCl as suspensces celulares, as
quais foram martidas ao longo de todo © experimento a 28-309C sob agitagdc rotativa (120 r.p.m.) e 1
luminacao continua (3.0600 lux). O consumo de oxigénio das suspensoes celulares aparentemente n3o €
alterado Imediatamente apos a adicao de NaCl nos niveis estudado:z. no entretanto é reduzido proares

sivamente com o tempos apos a adicao do NaCl, e de mocdo proporcional! acs niveis de sal acrescidos.

Auxilio financeiro: CAPES e CNPq.

IT - REUNIAO REGIONAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE BIOQUIMICA -
RECIFE, OUTUBROC: DE 1982.

ARQ. BIOL. TECNOL. 23 (3/4) 1982.



UFC
Caixa de texto


	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 56
	Page 57
	Page 58
	Page 59
	Page 60
	Page 61
	Page 62
	Page 63
	Page 64
	Page 65
	Page 66
	Page 67

