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RESUMO

Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora sdo plantas laticiferas. Em seus fluidos
laticiferos, foram encontradas proteinas do tipo osmotina. A literatura reporta que osmotinas
sdo proteinas relacionadas com mecanismos de defesa vegetal em situacfes de estresse bidtico
e/ou abidtico. Entretanto, ainda h& varias inconsisténcias nessa afirmagdo. Nesse contexto,
técnicas in vitro de cultura de tecidos vegetais foram aplicadas como modelo para auxiliar na
compreensdo de como as células de calos de C. procera e C. grandiflora respondem ao
estresse salino, em termos bioquimicos, e se o nivel de transcritos para a osmotina seria
aumentado em resposta a exposicdo a NaCl. Para inducdo desse estresse, NaCl foi adicionado
a formulacdo nutritiva de Murashige e Skoog (MS), em concentragdes crescentes (0, 20, 40,
60 e 80 mM). Os resultados mostram que os calos cultivados com NaCl a 80 mM tiveram o
crescimento e o teor de umidade reduzidos, respectivamente, em 33% e 10%, em C. procera e
de 83% e 39%, em C. grandiflora, em comparacdo ao seu tratamento controle. Nessas
mesmas condicOes, foi observado um aumento nas concentragdes dos fons Na® e CI de,
respectivamente, 98,9% e 98%, em C. procera, e de 98,8% e 96%, em C. grandiflora. Foi
também observada diminuicdo no teor de K" nos calos tratados com NaCl a 80 mM. Essa
reducdo foi de 43%, em C. procera, e de 18% em C. grandiflora, quando comparado ao
tratamento controle. Os calos tratados com NaCl a 80 mM, apresentaram uma tendéncia de
acumulo de prolina e agUcares sollveis, alcancando, respectivamente valores, 26% e 37%
maiores em calos de C. procera, e 55,4% e 45% maiores, em calos de C. grandiflora, que
aqueles em condigdes controle. O aumento na atividade das enzimas que degradam H»O. foi
observado em calos de C. grandiflora submetidos a estresse salino, sugerindo um possivel
dano oxidativo. Esse aumento foi de 73%, para a ascorbato peroxidase, e de 62% para a
peroxidase do guaiacol, nos calos tratados com NaCl a 80 mM, em relacdo ao controle. Nao
foi observada qualquer alteragdo significante na atividade das enzimas do sistema
antioxidativo em razdo do estresse salino em calos de C. procera. Em relacdo a transcricao da
osmotina, foi avaliado o perfil de seus transcritos nos intervalos de tempo de 0, 2, 12, 24, 48
horas e de 4, 7, 14 e 28 dias sob estresse. Os transcritos de osmotina foram observados a partir
de 12 horas de contato dos calos com NaCl a 80 mM, em ambas as espécies. Contudo, nos
extratos proteicos dos calos de C. procera e C. grandiflora cultivados em condic¢des controle
e de 80 mM de NaCl, ndo foi detectada a presenca da proteina osmotina quando avaliado
pelos ensaios de eletroforese, Dot blotting e espectrometria de massas. Assim, a avaliacdo do

estresse salino utilizando como modelo de estudo células in vitro foi eficiente, fornecendo



informacgdes do comportamento celular de duas espécies laticiferas, mostrando suas alteragdes
fisiologicas, bioquimicas e moleculares. Os resultados sugerem que o estresse salino
favoreceu o0 aumento da transcricdo do gene da osmotina em calos das duas espécies em
estudo e permite propor uma possivel relacdo das osmotinas dessas espécies com a tolerancia
a salinidade. A falha em detectar as proteinas correspondentes aos genes propicia a concepgao

de vérias novas hipoteses a serem validadas.

Palavras - chave: Plantas laticiferas. PR- proteinas. RT-PCR. Salinidade.



ABSTRACT

Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora are laticiferous plants. It was found
osmotin protein. The literature shows that the osmotinas are associated to plant defence
mechanisms in situations of biotic or abiotic stress. However, there are still several
inconsistencies in this hypothesis. In this context, it was used in vitro tissue culture techniques
as model to assist in the understanding of how the C. procera and C. grandiflora callus cells
respond to salt stress in biochemical terms, and whether the transcripts level for osmotin has
raised in response to exposure to NaCl. It was added NaCl to the culture medium of
Murashige e Skoog (MS) in increasing concentrations (0, 20, 40, 60 e 80 mM). The results
show that callus treated with 80 mM NaCl have reduced the growth and the humidity
percentage of respectively 33% and 10% in C. procera and 83% and 39% in C. grandiflora
compared to the control treatment callus. Under the same conditions, it was seen an increase
in ions concentrations of Na" and CI-, 98.9% and 98% in C. procera and 98.8% and 96% in C.
grandiflora respectively. It was also seen a reduction in K* level in callus treated with 80 mM
NaCl, 43% in C. procera and 18% in C. Grandiflora, when compared to the control. The
callus treated with 80 mM NaCl, showed a tendency of the proline accumulation and soluble
sugars, increasing 26% and 37% in C. procera callus and 55.4% and 45% in C. grandiflora
callus, respectively, when compared to control conditions. The increase in the activity of
enzymes that break H>O> has been observed in C. grandiflora callus under the salt stress,
suggesting a possible oxidative damage, this increase was 73% in the ascorbate peroxidase
activity and 62% in guaiacol peroxidase activity when compared to the activity of enzymes of
the control callus with the treaty in 80 mM NaCl. None connection was seen between changes
in the activity of the enzymes of the oxidative system and the salt stress in C. procera callus.
It was evaluated the behaviour of osmotin in the osmotin transcription at 0, 2, 12, 24, 48 hours
and at 4, 7, 14, 28 days of callus contact under stress. The osmotin transcripts were observed
from 12 hours of contact of callus in 80mM NaCl in both species. However, it was not found
osmotin by electrophoresis assays, dot blotting and mass spectrometry in the protein extracts
of C. procera and C. grandiflora callus grown in control conditions and in 80 mM NacCl.
Thus, the salt stress evaluation using in vitro cell model study was effective, providing
cellular behaviour information for these two laticifers plants species showing their
physiological, biochemical and molecular changes. The results suggest that the induced salt
stress has favoured the increase of osmotin gene expression in both cases and suggests a

possible relationship between osmotin of these species with the protection to salinity



conditions. The failure to detect the proteins corresponding to genes provides the conception
of several new hypotheses to be validated.

Keywords: Laticiferas plants. PR-proteins. RT-PCR.
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1 INTRODUCAO
1.1 Plantas laticiferas

Existe um grande numero de espécies laticiferas presentes em diferentes
ambientes, podendo ser herbaceas, arbustivas ou arbdreas. Cerca de 12.500 espécies,
pertencentes a 22 familias, sdo consideradas plantas laticiferas (HAGEL et al., 2008). Uma
caracteristica marcante destas espécies é o fato de exsudarem latex quando sofrem algum tipo
de injdria, seja por dano mecénico ou por herbivoria (KEKWICK, 2002).

O latex € um conteldo citoplasmatico de aspecto leitoso encontrado em células
especializadas denominadas células laticiferas. Esse material é alvo de uma série de estudos
cientificos, devido as suas propriedades farmacoldgicas e industriais (AOKI et al., 2014). Os
laticiferos podem estar presentes em toda a planta, mas prevalecem no caule, nos frutos e
principalmente nas folhas (LOPES et al., 2009). Esses laticiferos sdo classificados em dois
tipos, baseados no desenvolvimento e morfologia: os néo articulados e os articulados (Figura
1). Os laticiferos ndo articulados, se originam e sdo constituidos por uma Unica célula
alongada, que se desenvolve nos espacos intercelulares e, eventualmente, se ramifica, dando
origem a uma rede, cuja disposicdo assemelha-se as hifas de fungos. Os laticiferos
articulados, por outro lado, sdo formados por células dispostas sequencialmente, em fileiras
Unicas, interconectadas por perfuracdes em suas paredes celulares (KONNO, 2011).

Entre as plantas laticiferas mais comuns e conhecidas, estdo espécies pertencentes
as familias Euphorbiaceae e Apocynaceae, e muitas delas apresentam propriedades
bioguimicas interessantes (KONNO, 2011). A Apocynaceae ¢ uma das maiores familias de
Angiospermas, compreendendo 424 géneros e cerca de 3700 espécies, distribuidas em cinco
subfamilias:  Rauvolfioideae, = Apocynoideae, Periplocoideae, = Secamonoideae e
Asclepiadoideae (CANAVEZE, 2012). Duas espécies da subfamilia Apocynoideae merecem
destaque: Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora. O latex dessas espécies é de
bastante interesse, pois possui fungdes biologicas e também utilizagdes na industria, e elas

também merecem destaque pelo fato de sobreviverem em condi¢des ambientais adversas.
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Figura 1 - Representacdo anatdmica dos dois tipos de laticiferos. (A) Cortes longitudinais dos caules de Nerium

oleander (ndo-articulado) e (B) Papaver somniferum (articulado).

NAO- ARTICULADOS ARTICULADOS

Nerium oleander Papaver somniferum

Fonte: HAGEL et al. (2008).
1.1.1 Calotropis procera (Ait.) R.Br.

Essa planta possui varios nomes populares, variando de acordo com a regido onde
é encontrada, podendo ser chamada de: flor-de-seda, algoddo-de-seda, algoddo da praia,
leiteira, paininha-de-seda, queimadeira, pé-de-baldo, janaiba e citme (COSTA et al., 2009).
C. procera é uma espécie xerofila, podendo ser encontrada como arbusto ou arvore, crescendo

frequentemente em solos salinos e secos (HASSAN et al., 2015).

Com relacgdo as suas caracteristicas morfoldgicas, essas plantas possuem um caule
verde e lenhoso, que quando injuriado exsuda latex. Suas raizes sao profundas, podendo
atingir de 3 a 4 m de profundidade. As folhas sdo grandes, com cerca de 15 cm de
comprimento e 10 cm de largura, sdo sesseis, opostas e grossas (HASSAN et al., 2015). Os
frutos tém formato ovoide, sendo inflados e com um tamanho de 8 a 12 cm de comprimento,
possuindo uma aparéncia cerosa, com uma grande quantidade de latex (MURT]I et al. 2010).
Cada fruto possui cerca de 350 a 500 sementes (HASSAN et al., 2015), sendo elas de formato
ovoide, com base arredondada e extremidade aguda; achatadas, e com superficie rugosa, na
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sua extremidade possuem um grande numero de filamentos sedosos que facilitam a dispersao
(GOMES, 2008) (Figura 2).

Figura 2 - Aspectos gerais da planta Calotropis procera (Ait.) R. Br. A: planta adulta; B: flores abertas; C: fruto

globoso maduro; D: sementes ligadas a fios de seda em disperséo.

Fonte: HASSAN et al., 2015.

C. procera é bastante utilizada para fins tecnoldgicos. Um estudo relatou a
eficiéncia dessa espécie no processo de fitorremediacdo, possuindo a capacidade de extrair
metais pesados do solo e acumuléa-los nas folhas (D'SOUZA et al., 2010). Essa espécie
também é utilizada no controle bioldgico de plantas daninhas, ja que é uma espécie
alelopatica (SAMREEN et al., 2009).

Essa espécie tem como caracteristica principal a intensa producéo de latex branco,
que flui abundantemente quando se rompem os tecidos. Muitos autores tém demonstrado
varias propriedades do latex de C. procera, como hemolise das células sanguineas e atividade
antiplasmodial (SHARMA et al., 2001), acdo cicatrizante (RASIK et al., 1999), antitumoral
(CHOEDON et al., 2006), antipirética (DEWAN et al., 2000b), analgésica (DEWAN et al.,
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2000a), anti-inflamatdria (KUMAR et al., 2014), antibacteriana (LARHSINE et al., 1999),
larvicida e inseticida (RAMOS et al., 2006; RAMOS et al., 2010) e preventiva contra choque
séptico (LIMA-FILHO et al., 2010).

Uma propriedade fisioldgica bem caracteristica dessa espécie é a manutencdo do
crescimento e sobrevivéncia quando exposta a condi¢des de seca e a salinidade. Essa planta é
considerada uma das mais tolerantes do deserto, conseguindo manter 0S Seus pProcessos
fisioldgicos sob condicdes adversas, como déficit hidrico, solos salinos e pobres em nutrientes
e altas temperaturas (BOUTRAA, 2010). Sharma (1934) afirma que essa espécie vegetal
ocorre em areas de baixa pluviosidade, com precipitacdo anual variando de 150 a 1.000 mm e
tolera altitudes de 1.000 metros e temperaturas entre 20 e 30 °C. Porém, existem poucos
relatos na literatura sobre quais mecanismos de defesa sdo acionados quando C. procera é

submetida a estresses abioticos.
1.1.2 Cryptostegia grandiflora R. Br.

Esta espécie é endémica de Madagascar (Africa), sendo amplamente distribuida
em areas tropicais. Ela possui muitos nomes populares, entre 0s mais comuns estdo o de
alamanda-roxa, boca-de-ledo, unha-de-onca e vilva alegre. E popularmente conhecida no
estado do Ceara como “unha-de-gato”, “bombom” e “unha-de-bruxa” (CAVALHEIRO,
2010).

Esta planta é arbustiva, com caule, folhas e frutos que exsudam latex quando seus
tecidos séo danificados. Suas folhas sdo simples e opostas, com nervura central bem marcada
e esbranquicada (SOUZA, 2014) e as sementes possuem um grande ndmero de filamentos

sedosos na extremidade (Figura 3).
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Figura 3 - Aspectos gerais da planta Cryptostegia grandiflora. A: frutos maduros com sementes ligadas a fibras de seda; B:

planta jovem; C: fruto imaturo.

Fonte: NIKHARGE (2014).

Algumas atividades bioldgicas relacionadas diretamente ao latex de C. grandiflora ja
foram descritas na literatura, como a atividade proé-inflamatéria, através da migracdo de
neutréfilos e aumento da permeabilidade vascular (ALBUQUERQUE et al., 2009); atividade
larvicida, sendo um agente eficaz contra 0 mosquito Aedes aegypti (RAMOS et al., 2009);
atividade antifungica (RAMOS et al., 2014); e indutor da coagulacdo sanguinea (VIANA et
al., 2013).

A resisténcia da espécie a adversidade ambiental é uma caracteristica bem
peculiar, uma vez que ela sobrevive a condi¢cBes abidticas desfavoraveis, porém ndo ha
registro cientifico sobre os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos usados na defesa contra

essas adversidades.

1.2 Aspectos gerais da salinidade e seus efeitos nas plantas.

A natureza séssil das plantas causa uma exposicdo direta a uma gama de estresses
que podem causar danos ao seu metabolismo. Esses estresses podem ser de natureza bidtica
ou abiodtica. A salinidade é um estresse abidtico que afeta a produtividade agricola
principalmente em regides aridas e semiaridas do mundo (MUNNS, 2002; FLOWERS, 2004;
MAHAJAN; TUTEJA, 2005). Os solos salinos sdo um problema de escala mundial. Estima-
se que 830 a 950 milhGes de hectares no mundo sejam afetados com este problema
(TEAKLE; TYERMAN, 2010; HASEGAWA, 2013).
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Os efeitos deletérios da salinidade nas plantas estdo associados a dois principais
motivos: ao reducdo do potencial osmético do solo (efeitos osmoticos) e/ou acimulo de ions
toxicos para planta (efeitos idnicos). Os efeitos idnicos sdo decorrentes da elevada absor¢édo
de ions Na* e CI', que podem atingir niveis toxicos dentro das plantas, desfavorecendo a
homeostase i6nica das células (ZHU, 2003). Os efeitos osmoticos sdo causados pela alta
concentracdo de sais no ambiente radicular reduzindo o potencial osmético do solo, o que
restringe a capacidade das plantas em absorver agua (ASHRAF; HARRIS, 2004; MUNNS;
TESTER, 2008). A salinidade também pode induzir o estresse oxidativo ao provocar o
acumulo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s), causando danos as estruturas celulares
(MITTER, 2000). Os solos salinos também afetam a nutri¢do da planta, pelo fato de dificultar

a disponibilidade de nutrientes e sais minerais (ZHU, 2003).

Existe grande variabilidade de comportamento entre as culturas com relacdo a
tolerancia a salinidade. Algumas plantas possuem mecanismos de adaptacdo a solos salinos,
tornando-se resistentes, como por exemplo, as espécies classificadas como hald6fitas, que
crescem rapido ou lentamente em concentracbes de NaCl de 200 a 300 mM e chegam a
tolerar concentracdes de sal de até 700 mM (GREENWAY; MUNNS, 1980). Ja outras
espécies sdao menos tolerantes a salinidade, as plantas glicofitas, as quais possuem o seu

crescimento inibido quando cultivadas em solos salinos.

A existéncia de plantas tolerantes e sensiveis a salinidade evidencia a presenca de
fatores genéticos que influenciam a tolerancia aos sais, sendo de interesse o estudo desses
fatores (YAMAGUCHI; BLUMWALD, 2005).

1.3 Mecanismos de defesa das plantas a salinidade

Como resposta ao estresse salino, as plantas desenvolveram mecanismos que
favorecem a sua sobrevivéncia nessa condi¢do. Tais mecanismos envolvem processos
bioquimicos e moleculares que foram evoluindo através de pressdes ambientais. Os
mecanismos bioquimicos incluem a homeostase idnica, a homeostase osmética, indugédo de

enzimas e/ou compostos antioxidantes entre outras respostas.

Os processos moleculares de tolerancia ao estresse salino incluem a regulacéo
positiva ou negativa de genes. Estes genes gque possuem sua expressdo modificada quando

expostos a estresse, geralmente indicam a producdo de RNA ou proteina com funcdes
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adaptativas a condic@es adversas (XIONG; ZHU, 2002; PARIDA; DAS, 2005, BRESSAN et
al., 2008; GUPTA; HUANG, 2014). Sabe-se que a toleréncia de plantas a salinidade é um
fator multigénico, e que esses genes tém como produto final proteinas que estdo relacionadas
com a defesa vegetal (PARIDA; DAS, 2005). Tais genes codificam proteinas com funcdes
fisiologicas variadas como, por exemplo, proteinas relacionadas a fotossintese (ZOU et al.,
2009), sintese de compostos sollveis compativeis (ROSHANDEL; FLOWERS, 2009),
proteinas que compartimentalizam e excluem ions toxicos (CHAKRABORTY et al., 2012) e

enzimas do sistema antioxidativo.
1.3.1 Homeostase idnica de plantas sob estresse salino

Durante a exposicdo a salinidade, os solutos mais acessiveis para as plantas sdo 0s
ions Na* e CI, assim existe uma tendéncia de elevar a absorcdo deles, gerando toxicidade
celular. A elevacdo da concentracdo desses ions no solo dificulta também a aquisicdo de K™ e
de outros nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal (ZHU, 2003; BRESSAN et al.,
2008). O K* é ativador de mais de 50 enzimas do metabolismo vegetal e, apesar da
similaridade atdmica, ndo pode ser substituido pelo Na* nessa funcdo, de modo que uma alta
concentracdo de Na* ou uma alta relacdo Na*/K* acarretara a interrup¢ao de varios processos
metabdlicos essenciais (WILLADINO; CAMARA, 2010). A sobrevivéncia das plantas em
ambientes salinos é dependente da manutencdo da concentracdo ionica intracelular, a qual é
importante para a sustentacdo dos processos metabdlicos que controlam o crescimento e o

desenvolvimento da planta (NIU et al., 1995).

Sabe-se que os fons Na* podem ser absorvidos de duas principais formas: através
de proteinas transportadoras de K* ou através de transporte apoplastico (BLUMWALD et al.,
2000). Existem trés transportadores de K*: o de alta afinidade por K* (HKT, do inglés, High
Transport K*), de baixa afinidade por K* (LKT, do inglés, Low Transport K*) e os canais de
cations ndo sensiveis a voltagem (NSCC, do inglés, Nonselective Cation Channels)
(MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Dentre esses transportadores, as proteinas da familia
HKT representam um sistema importante de co-transporte tipo simporte Na'/K*, ja os
transportadores NSCC sédo as principais vias de influxo de Na* nas células sob salinidade
(SILVEIRA et al., 2010). O transporte de Na* via apoplasto foi apresentado em alguns
estudos realizados com o arroz, e ele consiste na absor¢édo desse ion mediado pelo fluxo
transpiratorio (YEO et al., 1999).
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Como estratégia para evitar um possivel acimulo de ions Na" e manter os niveis
de K*, as plantas desenvolveram mecanismos de exclusdo e/ou compartimentacdo dos ions
toxicos, mantendo assim a homeostase ibnica (ASHRAF; HARRIS, 2004; PRISCO; GOMES-
FILHO, 2010).

Nas plantas, o principal mecanismo de exclusdo de Na* para a regido apoplastica é
mediada por um sistema que envolve proteinas H*-ATPases e transportadores antiporte
Na*/H" presentes na membrana plasmatica (BLUMWALD et al., 2000; MANSOUR et al.,
2003). As H™-ATPases sdo bombas eletrogénicas que realizam o transporte ativo primario de
H™, utilizando a energia proveniente da hidrélise do ATP (NIU et al., 1995; PARIDA; DAS,
2005). Como consequéncia da atividade das H™-ATPases, o acimulo de H* é gerado na parte
apoplastica, formando um gradiente de potencial eletroquimico que €é utilizado na exclusdo de
Na* mediada por transportadores Na*/H* do tipo antiporte presentes na membrana plasmatica.
Assim, esses transportadores acoplam o movimento de H" para dentro da célula ao
movimento de Na* para fora da célula, contra um gradiente de potencial eletroquimico
(APSE; BLUMWALD, 2002; BLUMWALD et al., 2000; PARIDA; DAS, 2005).

Um tipo de transportador antiporte Na*/H* sdo as proteinas SOS1 (SOS, do inglés,
Salt Overly Sensitive). Essas proteinas estdo localizadas na membrana plasmatica e atuam na
exclusdo do excesso de Na* celular, pelo contratransporte Na*/H* (BLUMWALD et al., 2000;
SHI; ZHU, 2002). Segundo o modelo proposto por Hasegawa (2013), a presenca de
concentracdes elevadas de NaCl na parte apoplastica leva a um aumento no teor de Ca2* livre
no citosol, que modula a atividade de proteinas quinases dependentes desse ion (a SOS2 e a
SOS3), no entanto esse mecanismo de aumento na quantidade Ca?* livre ainda é
desconhecido. A ativacdo dessas quinases sinaliza a acdo do contratransporte efetuado pelas
proteinas SOS1. O mecanismo de contratransporte Na*/H* da-se através da diferenca de

potencial de H* gerado pelas H*-ATPases (Figura 4).
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Figura 4 - Representagdo do ajuste ionico. Evidenciando os canais de entrada de Na* (NSCC e HKT1), o
transportador de Na* para a regido apoplastica (SOS1), os transportares de Na* para o vactolo (NHX) e as H*
ATPases (AVP1).

Ca®

Na* AIF%)P ’ p,\

+——S0S2 ¢—-S0S3 ¢+ Ca®

Fonte: Hasegawa (2013)

Além do efluxo de Na*, outro mecanismo importante para a manutencdo da
homeostase ibnica é a compartimentalizacdo dos ions no vacuolo. Esse mecanismo é mediado
por uma proteina transportadora presente na membrana do vactolo (NHX1), que transporta
Na*/H" de forma antiporte, e que é ativada pela via de sinalizacdo das quinases dependente de
Ca?" (S0S3-S0S2). A NHX1 utiliza o gradiente de potencial eletroquimico gerado pelas H*-
ATPases pirofosfatases localizadas na membrana do vactolo como forca eletroquimica para o
transporte Na'/H" (APSE; BLUMWALD, 2002). O funcionamento desses transportadores
Na*/H" do tipo antiporte é de grande importancia em plantas tolerantes (GREENWAY;
MUNNS, 1980).

O actmulo de grandes quantidades de Na* e CI- no vaclolo evita seus efeitos
deletérios em outras partes do citoplasma e favorece a entrada de agua nas celulas, mesmo em
um ambiente de baixo potencial osmético e hidrico (BLUMWALD, 2000; ZHU, 2003).
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Os mecanismos que controlam a absor¢do e o acumulo do CI" também sdo de
grande relevancia para a homeostase ionica das plantas em condicdes de salinidade. Contudo,
ao contrario do que se tem para o Na*, o modo de absorcdo do Cl pelas plantas e o controle da
sua concentracdo nas células vegetais sdo ainda pouco conhecidos (TYERMANN;
SKERRETT, 1999; PARIDA; DAS, 2005). Alternativamente, em altas concentracdes de sais,
o transporte do cloreto ocorreria passivamente através de canais permeaveis ao nitrato
(SKERRETT; TYERMANN, 1994). Alguns autores sugerem que a compartimentalizacdo do
CIl no vacutolo pode ser alcancada atraves de canais, sendo o gradiente de pH gerado pelo
bombeamento de prétons através do tonoplasto a principal forca termodindmica para o
transporte. Além disso, a compartimentalizacdo do CI" no vactolo poderia ocorrer ativamente

por um transportador H*/anion do tipo antiporte (NIU et al., 1995).
1.3.2 Homeostase osmotica

A salinidade diminui o potencial osmdético e o potencial hidrico do solo,
provocando uma diminuicdo no gradiente de potencial hidrico entre o solo e a planta, e
consequentemente, dificultando a absorcdo de adgua pelas células vegetais (MANSOUR et al.,
2003; PRISCO; FILHO, 2010). Como acao protetora a essa reducdo no potencial hidrico, as
plantas passam a produzir compostos que diminuem o potencial osmdtico e favorecem a
absorcdo de &gua. Esse mecanismo € conhecido como ajuste osmotico celular ou
osmorregulagdo, o qual contribui para a manutencdo da abertura estomatica, para sustentacao
dos processos fotossintéticos e para a expansdo celular (SERRAJ; SINCLAIR, 2002; TAIZ;
ZEIGER, 2009).

O acumulo de solutos organicos € um processo comum em plantas submetidas a
estresses ambientais, tais como o hidrico e o salino (MUNNS, 2002). Ao contrario dos solutos
inorganicos, que inibem as atividades de muitas enzimas citosolicas, os solutos organicos,
mesmo em altas concentracfes, ndo interferem no metabolismo celular, sendo por isso
também chamados de solutos compativeis (SAIRAM; TYAGI, 2004). Os solutos organicos
compartilham algumas propriedades, entre elas, o fato de permanecerem invariaveis em pH
neutro e de serem altamente soltveis em 4gua (HASEGAWA et al., 2000). Além da funcéo
de ajuste osmdtico, acredita-se também que os solutos organicos possam contribuir para a
estabilidade das proteinas e das membranas celulares, bem como exercer efeitos protetores
contra especies reativas de oxigénio (ASHRAF; FOOLAD, 2007; GREENWAY; MUNNS,
1980; SMIRNOFF, 1998).
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Os solutos compativeis constituem um pequeno grupo de substancias de natureza
quimica distinta, destacando-se: aminodcidos, compostos amoénio-quaternarios, polidis,
acucares soluveis ou poliméricos (HASEGAWA et al., 2000). Entre os compostos organicos
acumulados sobre condigdes de estresse abiotico, a sintese do aminoacido prolina e de
acucares sollveis é bem apresentada na literatura (PATADE et al.,2008; GHANE et al.,
2014). O papel da prolina é bastante discutido, e sabe-se que, além do papel osmético, ela
regula o estoque de nitrogénio na célula e protege as membranas e proteinas contra danos
causados pelos sais (ASHRAF; HARRIS, 2004). Os carboidratos, tais como glicose, frutose e
sacarose também possuem multiplas funcgdes, a exemplo do ajuste osmotico e armazenamento
de carbono (PARIDA; DAS, 2005).

Além da sintese de compostos organicos, as plantas possuem outros mecanismos
de ajuste osmotico. Estes mecanismos, referem-se a sintese de proteinas de membrana
envolvidas no movimento da agua entre os meios intracelular e extracelular (HASEGAWA et
al., 2000). Tais proteinas sdo denominadas aquaporinas e fazem parte de uma superfamilia
altamente conservadas no reino vegetal, conhecidas como MIP (do inglés, Major Intrinsic
Protein Super-family), que se apresentam sob madltiplas isoformas (TYERMAN;
SKERRETT, 1999). As aquaporinas aumentam a permeabilidade das membranas e atuam
mediando o transporte de moléculas de agua a favor do gradiente hidrico. Essas proteinas
podem transportar também pequenas moléculas, como glicerol, solutos e ions (TYERMAN;
SKERRETT, 1999; ZHANG et al., 2006). Assim, 0 aumento na sintese dessas proteinas

favorece a sobrevivéncia das plantas em ambientes salinos e secos.

1.3.3 Protecao contra o estresse oxidativo

As plantas quando expostas a estresse salino tendem a ativar mecanismos de
defesa que visam amenizar os danos idnicos e osmaticos, porém apenas esses mecanismos
ndo sdo suficientes para elas se tornarem tolerantes a esse tipo de estresse, sendo necessario
desencadar mecanismos de protecdo contra estresses secundarios como o estresse oxidativo
(SILVEIRA et al., 2010).

As EROs sdo compostos reativos frequentemente produzido por seres aerobicos.
Durante o processos respiratorio e fotossintético, as plantas produzem EROs, tais como o
peroxido de hidrogénio (H203), os radicais livres superoxido ("O2") e hidroxil (OH"), que sdo

capazes de oxidar lipidios de membranas, desnaturar proteinas e reagir com DNA (PRISCO;
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FILHO, 2010). As plantas que estéo sob condigdes 6timas neutralizam esses efeitos deletérios
gracas aos antioxidantes por elas produzidos. Quando a producdo desses antioxidantes ndo é
suficiente para neutralizar as EROs, elas se acumulam e a planta passa a sofrer estresse
oxidativo (SCANDALIOS, 2002; AZEVEDO NETO et al., 2008). Estudos mostram que, sob
condicbes de estresse salino, as plantas tendem a aumentar a quantidade de EROs
(AZEVEDO NETO et al., 2005).

Existem dois mecanismos de eliminacdo de EROs, o enzimatico e 0 ndo
enzimatico. Os mecanismos ndo enzimaticos referem-se a sintese de moléculas como
flavondides, ascorbato, carotendides e poliaminas, que s&o compostos com acdo protetora na
célula vegetal (LAWLOR; CORNIC, 2002). Essas moléculas desempenham um papel-chave
na eliminacdo de EROs nas plantas, servindo como um agente redutor doando elétrons para

EROs e as deixando em um estado quimico menos nocivo (ASADA, 1999)

Como resposta de defesa enzimatica as EROs, as plantas aumentam a transcricdo
e traducdo das enzimas do sistema antioxidativo. As principais enzimas do sistema
antioxidativo sdo a superoxido dismutase (SOD; E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT; E.C.
1.11.1.6), a peroxidase do ascorbato (APX; E.C. 1.11.1.11), a peroxidase da glutationa (GPX;
E.C. 1.11.1.9) e a peroxirredoxina (PrxR; E.C. 1.11.1.15), além da peroxidase do guaiacol (G-
POD; E.C. 1.11.1.7), que também pode contribuir para a eliminacdo de EROs (PARIDA,;
DAS, 2005). Essas enzimas agem convertendo as espécies reativas de oxigénio em produtos

menos toxXicos ou ndo toxicos a hiomoléculas.

O radical superoxido é produzido regularmente nos cloroplastos e mitocondrias,
embora pequenas quantidades também sejam produzidas nos peroxissomos, glioxissomos e
reticulo endoplasméatico (ARORA et al., 2002). A SOD, enzima presente em cloroplastos,
mitocdndrias, citosol e peroxissomos, converte 0 ‘O2” a H202. Em seguida, as enzimas APX,
CAT, GPX e G-POD, subsequentemente, convertem o H20. & H20 e O> (MUNNS; TESTER,
2008).

Sairam e colaboradores (1998) demonstraram que os sistemas de remocdo de
EROs pelas enzimas ascorbato peroxidase, glutationa redutase e catalase sdo importantes para
a diminuigdo da peroxidacdo lipidica, mantendo a estabilidade de membranas, bem como 0s

contetdos de clorofilas e carotenoides presentes.
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1.4 Osmotinas

As osmotinas sdo proteinas que possuem estruturas primarias semelhantes a
taumatinas, proteina presente nos frutos da planta tropical Thaumatococcus daniellii. Tanto as
osmotinas como taumatinas pertencem a familia 5 das PR- proteinas (do inglés, Pathogenesis
Related Proteins) (LIU et al.,, 2010). As PR-proteinas sdo definidas como proteinas
sintetizadas pelas plantas quando em situacfes de patogenicidade. Assim estas proteinas sdo
produzidas quando as plantas estdo em contato direto com o estresse ou quando sdo
submetidos a sinalizadores de estresses (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; VAN LOON;
PIETERSE, 2006).

A primeira osmotina foi descrita em culturas de células de plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) adaptadas as condigdes de salinidade (SINGH et al., 1987). Apds a
descoberta da osmotina, muitos estudos tém demonstrado que a sua sintese em plantas é
regulada por diversos sinais hormonais e ambientais, incluindo infeccBes fangicas, injaria
mecanica, salinidade, dessecacdo, frio, radiacdo ultravioleta e hormonios, como auxinas,
etileno e &cido abscisico (NOORI; SOKHANSANJ, 2008). Essas proteinas sao moléculas
indispensaveis para resisténcia vegetal, pois estdo associadas a defesa das plantas a estresses

bioticos e abibticos.

As osmotinas podem ser encontradas em diferentes tecidos vegetais, como nas
raizes, epiderme, corola e botdes florais imaturos, sendo quase indetectaveis em outros tecidos
(VIKTOROVA et al., 2012). Entretanto, alguns estudos identificaram a presenca da osmotina
em latex (SUBROTO et al.,, 2001; FREITAS et al., 2011la; SOUZA, 2014). Como
caracteristicas em comum das osmotinas, encontram-se a propriedade de serem ricas em
cisteina, possuirem baixo peso molecular, estabilidade em pH baixo, estabilidade térmica e
resisténcia a degradacdo por proteases (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

Muitos estudos descrevem o papel da osmotina na defesa contra patégenos. Em
plantas de tabaco e tomate, foi descoberto que as osmotinas séo induzidas quando as plantas
estdo em contato com agentes patogénicos de origem viral e fangica (STINTZI et al., 1993;
WOLOSHUK et al., 1991), indicando uma provavel relagdo com o0s mecanismos de
resisténcia a ataques patogénicos. Existem relatos na literatura de que a superexpressao dessas

proteinas em plantas susceptiveis confere resisténcia a patégenos (RAJAM et al., 2007).
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A elucidacdo do mecanismo de acdo das osmotinas sobre os fungos ainda é alvo
de muitos estudos. Um provavel mecanismo de acdo da-se pela interagdo da osmotina com
proteinas especificas da membrana plasmatica dos microrganismos e, por meio de transducéo
de sinais, levando a morte celular programada como resultado acumulo de espécies reativas
de oxigénio (NARASIMHAN et al., 2005), alternativamente a osmotina pode hidrolisar f3-
1,3-glucano (LAURENCE et al., 2003), componente da parede celular dos fungos (Figura 5).
A capacidade das osmotinas em inibir o crescimento de hifas e a germinacdo de esporos €
diretamente relacionada com o aumento da permeabilidade da membrana plasmatica pela
incapacidade das células de manterem o gradiente de pH (VIKTOROVA et al., 2012).

Figura 5 - Mecanismo de acdo antifingica da osmotina. (1) liberagdo de elicitores pelo patdgeno (2) transcri¢do
de RNAm (3) traducdo da proteina (4) direcionamento da proteina para o vactolo (5) liberacdo da osmotina e

interacdo com o receptor celular do fungo causando danos na membrana do mesmo e apoptose

Fonte: VIKTOROVA et al. (2012).

Além da defesa contra agentes patogénicos, existem muitos estudos que
comprovam a acdo protetora da osmotina a danos abiéticos. Estudos mostram a relagdo da
osmotina na protecdo de estresses causados por danos mecénicos (NELSON,1992), por
resfriamento (ZHU; CHEN; LI, 1995; HONG et al., 2004) e déficit hidrico (ZHU; CHEN; L.,
1995).
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A relacdo da osmotina com o estresse salino também é bastante estudada.
Trabalhos realizados por Onishi et al. (2006) mostraram que a expressdo do RNAm da
osmotina foi induzida em raizes de soja (Glycine max) por acido abscisico, escassez de agua
ou alta concentracdo de sal. Outro estudo demonstrou que plantas de morangueiro,
expressando um gene codificando uma osmotina de N. tabacum, foi resistente a altas
concentracdes de sal (HUSAINI; ABDIN, 2008). A tolerancia a salinidade conferida pela
osmotina esta ligada a sua acdo como soluto compativel, sendo bastante Gtil para aumentar o
potencial osmatico das células (VIKTOROVA et al., 2012), fazendo dela um eficiente agente

osmoprotetor.

Outro ponto observado é que a osmotina leva ao acUmulo de prolina
(BARTHAKUR et al., 2001). Estudo realizado com o tomate transformado com o gene
codificador da osmotina do tabaco revelou um aumento no teor de prolina de 4 a 6 vezes em
plantas transformadas, quando comparadas com as plantas do tipo selvagem. O acumulo de
prolina induzida pela osmotina € um mecanismo de tolerdncia a estresses abioticos, porém
este mecanismo ainda é alvo de muitos estudos. Acredita-se que a osmotina ndo seja um fator
de transcricdo, ja que estudos da sequéncia de genes dessa proteina em varias espécies
mostram que ndo existem motivos de ligagdo ao DNA. Assim, supde-se que a osmotina

induza a producédo de prolina através de sinalizacédo celular.

As osmotinas possuem estruturas primarias, secundarias e terciarias bastante
conservadas (REISS et al., 2006). Um estudos realizado com duas espécies de Apocynaceae
descreveu a estrutura tridimensional de osmotinas nativas do latex. Um desses estudos foi
realizado com C. grandiflora, onde purificou-se do latex uma osmotina de 21,7 kDa. Essa
proteina, denominada de CgOsm, é composta por trés dominios: o dominio I, que consiste de
11 fitas beta, formando uma conformacao do tipo beta sanduiche; o dominio Il, que é formado
por diversos loops que se estendem até o dominio I, e o dominio Ill, que consiste de um
pequeno loop (SOUZA, 2014).

No latex de C. procera, encontrou-se uma osmotina denominada de CpOsm. Essa
proteina foi encontrada em duas isoformas, sendo registrados dois diferentes valores de pl, 8,9
e 9,1, mas uma Unica sequéncia N-terminal de aminoacidos foi determinada
[ATFTIRNNCPYTIWAAA VPGGGRRLNSGGTWTINVAPGTA]. Essas duas isoformas
possuem massas moleculares de 22,3 e 22,5 kDa (FREITAS et al., 2011a). A CpOsm, é

composta por trés dominios: o dominio I, que consiste de duas folhas betas formadas por 5 e
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6 fitas beta, formando uma conformacdo do tipo beta sanduiche, em que as duas folhas sdo
posicionadas opostamente e sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio e duas pontes
dissulfeto; o dominio Il, que é estabilizado por quatro pontes dissulfeto e é constituido
principalmente por estruturas randomicas, aleatorias ¢ contém uma a-hélice de nove residuos
de aminoécidos; e o dominio 111, o0 menor dos dominios, que € constituido por duas pequenas
fitas beta que contém 15 residuos de aminodcidos estabilizados também por duas pontes
dissulfeto (OLIVEIRA, 2014).

Essas osmotinas também j& foram estudadas em relacdo as suas atribuicGes
bioldgicas. Andlises in silico revelaram que a osmotina do latex de C. grandiflora (CgOsm)
possui segmentos estruturais com folding similar a adiponectina, enquanto que ensaios de
modelagem molecular demonstraram que CgOsm poderia interagir com o0 receptor de
adiponectina favoravelmente, sugerindo que essa osmotina mimetize atividades da
adiponectina humana (SOUZA, 2014). A CpOsm apresentou atividade antifingica sobre
Fusarium solani, Neurospora sp. e Colletotrichum gloeosporioides, inibindo a germinacéo de
esporos e 0 crescimento vegetativo de hifas (FREITAS et al., 2011). Contudo, ndo existe
registro na literatura que avalie alguma relagdo das CpOsm e CgOsm com a protecdo ao

estresse salino.

1.5 Cultura in vitro de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais consiste em um conjunto de técnicas que possui
varias aplicacGes, podendo ser usada em diferentes areas, como na bioquimica, fisiologia,
fitopatologia e genética. Nessa técnica, pequenos fragmentos de tecido vegetal, denominados
de explantes, passam por um processo de desinfestacdo, e sdo cultivados em formulagdes
nutritivas apropriadas, suplementadas com reguladores de crescimento sob condicGes
assépticas (ANDRADE, 2002).

Os explantes podem ser submetidos a processos de embriogénese somatica ou
organogeénese, 0s quais podem ocorrer de forma direta ou indireta. A embriogénese somatica é
uma via de desenvolvimento na qual a formagdo de embrides é induzida de células sométicas;
ja na organogénese, o0 6rgdo vegetal é induzido e se desenvolve diretamente de um explante
(MANTELL et al., 1994), sendo considerados processos diretos. Ja nas vias de regeneracao
indireta, formam-se um aglomerado de células denominado de calos e subsequentemente

surge a formacao de embrides ou 6rgaos.
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Muitas vezes existe a formacao de calos, esse sdo grupos ou massas de células em
crescimento desordenado o0s quais podem apresentar certo grau de diferenciacdo
(NOBECOURT, 1939). Esses calos podem apresentar estruturas compactas e/ou friaveis.
Calos friaveis sdo formados por divisdo celular répida, e compostos por células
indiferenciadas, altamente vacuoladas e frouxamente ligadas. Por outro lado, os calos
compactos sdo formados por células com pequeno espaco intercelular e densamente

compactadas, desfavorecendo a rapida divisao celular (IKEUCHI et al., 2013).

A formacdo dos calos dé&-se quando os explantes sdo expostos a um meio de
cultura apropriado, assim as células passam por um processo de desdiferenciacdo e,
consequentemente, o explante da origem a um novo tecido, composto por células ndo
diferenciadas, semelhantes a células meristematicas, 0os quais por sua vez sdo de natureza
parenquimatosa (GEORGE et al.; 2008). O processo de inducdo de calos pode ocorrer através
de estimulacdo feita por lesdes fisicas ou por estimulagbes quimicas, sendo realizadas por
fitorreguladores adicionados ao meio nutritivo (IKEUCHI et al., 2013). O que determina o
nivel de diferenciacdo e desdiferenciacdo das células do explante € o equilibrio entre os
hormonios auxina e citocinina (SKOOG; MILLER, 1957 apud IKEUCHI et al., 2013).
Combinagdes de auxinas e citocininas em cultura in vitro sdo capazes de promover

diferenciacdo celular, a embriogénese e também a organogénese.

A técnica de cultura de células e tecidos fornece ferramentas para varias pesquisas
biotecnoldgicas, sendo muito utilizada em estudos de selecdo ou avaliacdo da tolerancia de

plantas e também como modelo de estudo para processos fisioldgicos de espécies vegetais.
1.5.1 Selecdo de espécies tolerantes in vitro

A produtividade agricola é frequentemente prejudicada em decorréncia de
estresses bidticos e abioticos, 0s quais sdo responsaveis por perdas econémicas em todo o
mundo. Como uma forma de amenizar esses problemas, pesquisas cientificas tém tentado

tracar estratégias para reduzir os danos causados aos vegetais (RAI et al., 2011).

A engenharia genética desenvolve muitos estudos com base na introdugdo de
genes em plantas, com a intencdo de torna-las tolerantes ao estresse (YAMAGUCHI;
BLUMWALD, 2005). No entanto, essa técnica possui alguns fatores limitantes, ja que é

complexa e necessita de um alto investimento econdmico (KONISH; SUGIYAMA, 2003). As
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técnicas de cultura de tecidos vegetais surgiram como uma alternativa viavel e de baixo custo
para o desenvolvimento de plantas tolerantes ao estresse. Essas técnicas possuem indmeras
vantagens, como o fato de trabalhar em condi¢bes controladas, produzindo plantas mais
uniformes e sadias, a fim de selecionar espécies tolerantes ao estresse com um menor custo de
producdo além de produzir materiais vegetais assépticos (SAKHANOKHO; KELLEY, 2009).

A selecdo in vitro consiste em cultivar células, tecidos ou Orgaos vegetais em
meio nutritivo contendo agentes seletivos. Esses agentes oferecem a oportunidade de
selecionar caracteristicas desejaveis das plantas. Entre os agentes mais utilizados para a
selecéo in vitro, podemos destacar o NaCl, que seleciona materiais tolerantes ao sal, o0 PEG
(Polietileno glicol) e o manitol, que estdo relacionados a selecdo de espécies tolerantes a seca,
e filtrado de fungos ou fitotoxinas, para selecdo de espécies tolerantes a doencas (RAI et al.,
2012).

Apbs a realizacdo da técnica de selecdo in vitro, apenas os explantes capazes de
sustentar sua sobrevivéncia sdo selecionados. Existem duas formas de selecdo de explantes:
(@) a que agentes estressantes sdo gradualmente adicionados durante o tempo e (b) o
tratamento de choque, em que os explantes sdo diretamente submetidos a alta concentracdo de

agente estressante, selecionando apenas os mais resistentes (PUROHIT et al., 1998).

A selecéo in vitro ocasiona uma condicdo de estresse nos explantes, provocando
distarbios durante a divisdo celular, denominados varia¢fes somaclonais (MOHAMED et al.,
2000). A maioria das variacdes somaclonais origina-se de distarbios ocorridos durante o
processo de separacdo dos cromossomos duplicados na anafase mitdtica, ocasionando
poliploidias e aneuploidias nos cromossomos (CANCADO et al., 2009). Assim, essas
variagcdes somaclonais podem, muitas vezes, resultar em uma variedade de organismos com

variacOes fenotipicas de origem genética, Uteis na melhoria das culturas.

Apesar das muitas vantagens, o desenvolvimento de plantas tolerantes ao estresse
através de selecdo in vitro apresenta algumas limitacGes, como a perda da capacidade de
regeneracdo dos explantes e o fendmeno de adaptacéo epigenética (TAL, 1994). As alteractes
epigenéticas ndo sdo herdaveis e representam alteracGes na sequéncia de nucleotideos na fita
de DNA. Numerosos estudos documentam que DNA alterado por metilagdo é uma das
principais causas de modificacdo epigenética (GUO et al., 2007; LI et al., 2007). Muitos

autores sugerem que o problema da adaptacdo epigenética durante a selecéo in vitro pode ser
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superado pela utilizagdo de sele¢fes em curto prazo, impedindo o desenvolvimento de células
epigeneticamente adaptadas (TAL, 1994).

Devido a eficiéncia das técnicas de selecdo in vitro, muitos estudos investem em
empregar essa técnica para solucionar os problemas da sensibilidade das plantas a salinidade
(BARAKAT; ABDEL-LATIF, 1996; GANDONOU et al., 2006). O excesso de sal no solo
interfere em varios processos bioquimicos e fisiologicos. Para que as plantas se tornem
tolerantes ao estresse, elas passam por mudancas fisiologicas. Assim, acredita-se que as
plantas selecionadas sob condi¢Ges salinas desenvolvem uma série de mecanismos de
protecdo contra os efeitos nocivos do estresse salino. Entre os mecanismos de tolerancia
desenvolvidos por espécies selecionadas in vitro, encontra-se: reducdo na taxa de crescimento
(QUEIRQOS et al., 2007), reducdo no teor de clorofila das plantas (EHSANZADEH et al.,
2009), aumento na sintese e na atividade das enzimas do sistema antioxidativo (PIQUERAS
et al., 1996, HOSSAIN et al., 2007; LU et al., 2007; HE et al., 2009), homeostase i0nica e
sintese de solutos compativeis (HASSAN et al., 2008; HE et al., 2009). Estes mecanismos
desenvolvidos sdo Uteis para amenizar problemas, como o desequilibrio i6nico, deficiéncia de

minerais, 0 estresse osmético, toxicidade causada pelos ions e o estresse oxidativo.
1.5.2 Cultura de tecidos in vitro como uma ferramenta para estudos da fisiologia de plantas

As pesquisas na area de fisiologia vegetal estdo concentradas em analisar os
comportamentos bioquimicos, fisiologicos e moleculares das plantas em determinadas
condicdes. Frequentemente, torna-se dificil analisar a resposta das plantas a condicGes de
estresse abidtico quando elas sdo cultivadas em casa de vegetacdo, devido estarem sujeitas a
outros danos além dos desejados para o estudo (PEREZ-CLEMENTE; GOMEZ-CADENAS,
2012).

A cultura in vitro de tecidos vegetais proporciona ferramentas que auxiliam a
padronizacdo das pesquisas, tendo uma importancia incontestavel, pois minimiza as
possibilidades de erros durante o desenvolvimento do experimento. Para obter possiveis
estratégias para a resolucdo de danos causados por estresses bidticos e abidticos, faz-se
necessario a compreensdo dos processos fisiologicos que levam a adaptacdo de espécies
vegetais em condicdes adversas. A cultura de células e de tecidos vegetais € um dos meios

mais eficazes para o estudo de processos bioldgicos fundamentais (GHOULAM et al, 2001).
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Muitos estudos atuais concentram-se em verificar os mecanismos de defesas de
cultura in vitro de plantas e células quando submetidas a estresse salino. Nesse contexto, as
técnicas de cultura in vitro de calos friaveis servem como uma ferramenta Util para estudar as
respostas de estresse salino de células indiferenciadas, proporcionando o uso de condi¢cfes
controladas, uniformes e assépticas (SHARMA; RAMAWAT, 2014). Um estudo abrangente
do mecanismo de adaptacdo fisioldgica em parametro celular seria de grande ajuda para
entender os processos de crescimento e adaptacdo da planta em ambientes hostis (YANG et
al., 2010).



38

2 JUSTIFICATIVA

Neste estudo foi proposto o uso da técnica de cultura in vitro de calos de
Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora, como uma estratégia para avaliar o efeito da
salinidade sobre a expressao da osmotina.

Esse interesse de investigar a expressao da osmotina surgiu do fato de terem sido
purificadas osmotinas a partir do latex das espécies em estudo. Para a osmotina purificada de
C. procera, foi encontrada atividade antifungica, podendo essa proteina estar relacionada com
a protecdo de mecanismos de defesa contra agentes patogénicos, porém, para a osmotina de C.
grandiflora, ndo foi registrada qualquer atividade. Sabendo que a osmotina é uma PR-proteina
que esta relacionada a estresse osmotico, sugeriu-se estudar a relacdo deslas com o estresse

salino nas espécies.

Esta pesquisa abordou trés aspectos extremamente relevantes. O primeiro aspecto
foi o de permitir o estabelecimento de condi¢Ges controladas para avaliar o efeito da
salinidade em nivel celular. O segundo foi o de caracterizar os mecanismos desenvolvidos
durante o estresse salino. O terceiro aspecto esteve relacionado com a hipotese de que, em

condicdes de estresse salino, o nivel de expressao da osmotina seria aumentado.

Sabe-se que a salinidade é um fator limitante para a produtividade agricola.
Muitos pesquisadores acreditam que a solucdo para o problema da salinidade depende da
compreensdo do que acontece com a fisiologia e bioquimica das plantas cultivadas sob essas
condicdes. Os resultados gerados neste trabalho visam contribuir com proposi¢des de como o
estresse salino é enfrentado por essas espécies laticiferas. Assim, uma vez que seja elucidado
como as células vegetais se comportam em ambientes salinos, fica mais apropriado o
estabelecimento de metodologias para amenizagdo destes problemas. Outro fato relevante é o
de avaliar a relagdo da osmotina com os mecanismos adaptativos ao estresse, sugerindo sua
relacdo com a reducdo dos efeitos deletérios da salinidade, sendo uma molécula alvo para
pesquisas de clonagem do gene para transformacdo genética de plantas de importancia

agricola.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do estresse salino em cultura in vitro de calos de Calotropis
procera e Cryptostegia grandiflora e analisar a expressdo da osmotina em resposta as

condicdes de estresse.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o desenvolvimento de calos de C. procera e C. grandiflora obtidos a partir de
hipocotilo e cultivados in vitro sob diferentes concentracfes de NaCl (0, 20, 40, 60 e
80 mM);

e Analisar o contelido de Na*, K" e CI" dos calos de C. procera e C. grandiflora
cultivados em condicéo de estresse salino;

e Determinar o contetdo de prolina e de agucares soltveis dos calos de C. procera e C.
grandiflora em condigéo de estresse salino;

e Auvaliar a atividade de enzimas (catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase),
envolvidas na remogdo de espécies reativas de oxigénio em calos de C. procera e C.
grandiflora cultivados em condicao de estresse salino;

e Quantificar a atividade proteolitica dos calos de C. procera e C. grandiflora cultivados
sob condigdes de estresse salino;

e Determinar o nivel de peroxidacdo de lipideos dos calos cultivados em condicdes de
estresse como indicativo de dano de membrana;

e Auvaliar o nivel de transcritos de osmotina em calos de C. procera e C. grandiflora
cultivados em condicéo de estresse salino;

e Verificar por eletroforese, imunodectec¢do e espectrometria de massa, se a osmotina é
expressa em calos de C. procera e C. grandiflora cultivados em condicdo de estresse

salino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Reagentes quimicos

Os kits para extracdo de RNA foram adquiridos da QIAGEN. Os reagentes para
obtencdo das outras anélises de biologia molecular foram fornecidos pela Promega. O
marcador de massa molecular de &cidos nucléicos usado nas eletroforeses em gel de agarose
(®X174 RF DNA/Hae III Fragments) foi adquirido da Invitrogen.

Acrilamida, &gar, agarose, acido 1-naftaleno acético (ANA), cinetina (CIN),
marcadores de massa molecular de proteina e membrana de dialise “cut off” 12.000 Da foram
obtidos de Sigma ou Sigma-Aldrich Co. USA. Os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

4.1.2 Material vegetal

Exemplares de C. procera (Ait) R. Br. e C. grandiflora R. Br. foram identificadas
por um taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara e
depositadas sob exsicatas de numero N. 32663 e N. 040409, respectivamente. Frutos de
plantas saudaveis crescendo nas proximidades de Fortaleza, Ceard, Brasil, foram usados como
fonte de sementes viaveis para realizacdo do trabalho. Apés a obtengdo dos frutos eles foram
armazenados em temperatura ambiente e transportados para o laboratério de Biotecnologia
Vegetal da Universidade Federal do Ceard, Brasil.

4.2 Métodos

4.2.1 Germinacéao das sementes e inducdo de calos de C. procera e C. grandiflora.

Sementes de C. procera e C. grandiflora, foram submetidas a lavagem com
detergente comercial diluido e tiveram suas superficies desinfestadas por imersdao em solucao
etandlica na concentragdo de 70%, por um periodo de 5 minutos. Em seguida, foram lavadas
trés vezes com agua destilada autoclavada. Na sequéncia, foram imersas em solucdo de
hipoclorito de sodio (1% cloro ativo), por um periodo de 15 minutos e finalmente lavadas por
trés vezes com agua destilada autoclavada. Todo o procedimento foi realizado em cdmara de

fluxo laminar.
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Apos a etapa de desinfestacdo, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a metade das solucGes de
macronutrientes e acrescido de sacarose (2%) e agar (0,7%) (TEIXEIRA et al., 2011). A
formulacdo do meio MS é descrita no Quadro 1. O pH dos meios de cultura foi ajustado em
5,8. Para esterilizar esses meios de cultura, foi utilizada autoclavagem a 121 °C, por 15
minutos. O procedimento de semeadura foi realizado em camara de fluxo laminar e em

seguida este material foi acondicionado em sala de cultura sob fotoperiodo de 16 h.

Ap0s quatro semanas da semeadura, as plantulas das espécies em estudo foram
usadas como fonte de explante para inducdo dos calos, essas plantulas possuiam um tamanho
aproximado de 4 cm. Para obtencdo dos calos, segmentos de hipocétilo e cotilédone foram
cultivados por quatro semanas em meio MS, contendo metade das concentracGes de
macronutrientes, acrescido de sacarose a 2%, agar a 0,7% e suplementado com os reguladores
de crescimento acido naftaleno acético (ANA) e cinetina (CIN), nas concentragdes de 3,0 uM
e 4,6 uM, respectivamente (SURI; RAMAWAT, 1995). O cultivo dos calos foi realizado em
placas de Petri contendo 25 mL de meio nutritivo, o qual continha 5 explantes de hipocotilo
no tamanho de 1 cm? cortados longitudinalmente e explantes de cotilédones no tamanho de 1
cm?. Para o desenvolvimento dos calos, estes foram armazenados em cdmara de germinagao

tipo B.O.D. na auséncia de luza 25+ 2 °C.
4.2.2 Inducao de estresse salino

Apbs a obtencdo de calos fridveis de C. procera e C. grandiflora, estes foram
submetidos ao cultivo em placas de Petri contendo 25 mL de meio MS acrescido de diferentes
concentragdes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM), cada placa de Petri contendo 5 calos de
aproximadamente 1 g cada. O procedimento de obtencdo do meio MS foi similar ao
anteriormente citado, sendo este acrescido de NaCl. Apo6s a preparacdo dessa formulacdo
nutritiva, realizou-se medidas da osmolalidade do meio de cultura. Para a determinacgdo desta
medida, o meio de cultura foi submetido a uma temperatura de aproximadamente 80 °C para a
despolimerizacdo do agar presente, e em seguida, foi diluido em uma proporg¢éo 1:3 em agua
desionizada. Essa solucdo diluida foi utilizada para determinacdo da osmolalidade em
microosmometro (VAPRO 5520, Wesco,Logan, Utah,USA), tomando uma aliquota de 10 pL.

Os valores da osmolalidade foram expressos em mmol/kg.
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Os calos obtidos passaram 28 dias sob estresse salino e em seguida foram

submetidos a analises descritas nos topicos seguintes.

Quadro 1 - Lista de nutrientes, vitaminas e compostos organicos utilizados para formulacdo do meio de cultura
de Murashige e Skoog (MS).

COMPONENTES CONCENTRACAO (mg/mL)
MACRONUTRIENTES
NH,NO3 1650,0
KNO; 1900,0
CaCl,2H,0 440,0
M/,S0,7H,0 370,0
KH,PO, 170,0
MICRONUTRIENTES
MnS04,4H,0 22,3
ZnS0,7H,0 8,6
Na,Mo0,2H,0 0,25
CoCl,6H,0 0,025
CuS0,5H,0 0,025
KI 0,83
H3BO; 6,2
VITAMINAS E COMPOSTOS ORGANICOS
Acido nicotinico 0,5
Cloridrato de piridoxina 0,5
Cloridrato de tiamina 0,1
Glicina 2,0

4.2.3 Determinagéo da taxa de crescimento relativo

Para a determinacdo da taxa de crescimento relativo (TCR), utilizou-se a
metodologia descrita por Lokhande et al. (2010). Calos de C. procera e C. grandiflora
submetidos a 28 dias de cultivo na presenca de diferentes concentragdes de NaCl (0, 20, 40,

60 e 80 mM), tiveram sua TCR determinada pela seguinte equacéo:

TCR = 2EFo Equacéo 1

0
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Onde: Po= peso fresco dos calos no inicio do tratamento (antes do cultivo em meio
com NaCl), Ps= peso fresco ap6s quatro semanas do inicio do experimento, TCR= taxa de

crescimento relativo.

Para a obtencdo deste parametro, foram utilizadas trés repeticdes, tendo como
unidade experimental uma placa de Petri contendo cinco calos. O efeito dos tratamentos foi

analisado comparando-se os valores obtidos das trés repeticdes.
4.2.4 Teor de umidade

Para a avaliacdo desse critério, os calos de C. procera e C. grandiflora, tiveram
seus pesos frescos determinados e logo em seguida foram submetidas ao processo de

liofilizacdo. Apos isto, o teor de umidade foi determinado pela seguinte equacao.

Mf-Ms
Mf

% Umidade = ( )x 100 Equacao 2
Onde: Ms= massa dos calos secos depois de submetidos ao estresse salino, Pi =

massa inicial dos calos frescos.

Esta metodologia foi descrita por Lokhande e colaboradores (2010). Para a
obtencdo deste parametro, foram utilizadas trés repeticdes, tendo como unidade experimental
uma placa de Petri contendo cinco calos. O efeito dos tratamentos foi analisado comparando-
se 0s valores obtidos das trés repeticdes.

4.2.5 Determinacéo de ions inorganicos

Para a determinacdo dos teores de Na", K* e CI-, os calos de C. procera e C.
grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo, na presenca de diferentes concentracfes de NaCl
(0, 20, 40, 60 e 80 mM), foram liofilizadas para obtencdo do material seco. Apds isso, 0
material foi macerado com o auxilio de cadinho de porcelana e pistilo até a obtencdo de um

po, e em seguida este material foi armazenado em tubos de ensaio hermeticamente fechados.

Para obtencdo do extrato contendo os ions de interesse, foram adicionados em
tubos de ensaio 50 mg de po liofilizado de calos e 10 mL de &gua desionizada. Apos serem
hermeticamente fechados, os tubos foram levados a banho-maria a 100 °C, por 1 h, sob

agitacdo periddica. Decorrido esse tempo, o extrato foi filtrado em ponteiras de 5 mL
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contendo filtro de algoddo. Apos a filtragem, as metodologias especificas para determinacao
dos ions foram empregadas.

Para avaliar as concentracdes de sddio e potassio nos extratos obtidos foi utilizada
a metodologia descrita por Malavolta e colaboradores (1989). As analises de Na* e K* foram
realizadas atraves de leituras em fotdmetro de chama calibrado em solugdo padrdo de NaCl

com 50 ppm de Na*.

Jé& para a determinacdo das concentragdes dos ions CI-, foi empregado o método
de titulagdo como descrito por Malavolta e colaboradores (1989), tendo como solucdo padréo
nitrato de prata (AgNO3), indicando o volume de Cl- presente no extrato. Para realizacéo
dessa analise, foi adicionado 0,5 mL da solucdo indicadora de K2CrO4 (cromato de potassio) a
5% (m/V) em 5 mL dos extratos dos calos. Cada amostra foi titulada lentamente com AgNO3
a 28 mM, até ocorrer uma mudanga de cor indicada através da formacdo do precipitado de
Ag2CrO4, que possui uma coloragdo marrom. Para a realizagdo dos calculos, foi considerado
que cada 1 mL de nitrato de prata gasto na titulacdo correspondeu a 1,5 mg de cloreto em 100
mg de matéria seca. Foi utilizado um controle negativo com 5 mL de &gua deonizada +
indicador + Ag2NO> até obtencdo da coloragdo marrom. O volume do controle negativo foi

subtraido de cada amostra.

Os contetidos de Na*, K* e CI- foram expressos em mmol por grama de massa seca
(MS). Para a realizacdo dessas andlises, utilizaram-se amostras compostas de calos de
diferentes repeticBes, sendo a determinacdo realizada em triplicata. Os resultados obtidos

foram analisados comparando os valores das trés repeticdes.
4.2.6 Teores de solutos organicos
4.2.6.1 Prolina

Para a determinacgéo do teor de prolina, utilizaram-se 500 mg de calos de C. procera e
C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na presenga de diferentes concentragdes de
NacCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). A concentracdo de prolina foi determinada de acordo com o0s
procedimentos descritos por Bates e colaboradores (1973). Nesta metodologia, 500 mg de
calo fresco foi homogeneizado em 20 mL de acido sulfossalicilico 3%. Em seguida este
material foi centrifugado em uma velocidade de 4.000 x @, durante 15 minutos, em

temperatura ambiente, e o sobrenadante gerado foi retirado para analise de conteudo de
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prolina. Para tanto, foram adicionados em tubo de ensaio: 1 mL da amostra, 1 mL de ninidrina
acida e 1 mL 4cido acético glacial. Para o preparo da ninidrina &cida, foi pesado 1,25 g de
ninidrina e dissolvido em 30 mL de &cido acético glacial e 20 mL de acido fosforico 6 M. Os
tubos de ensaio rosqueaveis foram fechados, agitados vigorosamente e colocados em banho-
maria a 100 °C por 1 hora. A reacdo foi interrompida colocando as amostras em banho de
gelo por aproximadamente cinco minutos. Apos o resfriamento, as amostras foram retiradas
do banho de gelo, mantidas em temperatura ambiente, e em seguida foram adicionados 2 mL

de tolueno no meio da reacéo.

Apobs a adicdo do tolueno, os tubos foram agitados vigorosamente, e a fase
superior menos densa foi aspirada com o auxilio de pipeta Pasteur e utilizada para a realizacédo
das leituras da absorbancia em 520 nm. Os teores de prolina das amostras foram determinados
através de comparacdo com uma curva padrdo de prolina, utilizando-se como controle
negativo o tolueno. As amostras foram compostas de fragmentos de calos de trés repetices

diferentes, sendo as analises feitas em triplicata.
4.2.6.2 Aglcares sollveis totais

O teor de agUcares soltveis foi determinado de acordo com os procedimentos
descritos por Koehler (1952). Para realizacdo desta analise, utilizaram-se 500 mg de calos de
C. procera e C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na presenca de diferentes
concentragdes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Inicialmente, homogeneizou-se em gral de
porcelana 500 mg dos calos com alcool etilico 80%. Posteriormente, filtrou-se este material e
o mesmo foi levado a estufa para a evaporacdo do alcool e apds a secagem o material foi
ressuspendido em 30 mL de H2O desionizada. Aliquotas de 1 mL das solucGes obtidas foram
adicionadas a 1 mL do reagente de antrona a 100 °C, por 10 minutos. Em seguida, realizou-se
as leituras da absorbancia em 620 nm. Para obtencdo do reagente de antrona dissolveu-se 50
mg de antrona em 50 ml de acido sulfurico concentrado. Os teores de acUcares das amostras
foram determinados através de comparagdo com uma curva padrdo de glicose, utilizando
como controle a &gua desionizada. Esse parametro foi determinado atraveés de amostras
compostas, formadas por fragmentos de calos de trés repeticdes diferentes, sendo as anélises
feitas em triplicata. A quantidade de agUcares foi expressa em mg de agUcares sollveis totais

por grama de matéria fresca.
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4.2.7 Obtencéo do extrato proteico

Para a obtencdo do extrato proteico, macerou-se em nitrogénio liquido 500 mg de
diferentes amostras de calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na
presenca de diferentes concentracfes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Em seguida,
adicionaram-se 5 mL de tampéo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM.
Logo apds, centrifugou-se o homogeneizado a 12.000 x g, a 4 °C, por 30 minutos, 0
sobrenadante foi considerado o extrato proteico soltvel. Esse extrato proteico foi utilizado nos

testes de atividade das enzimas antioxidativas e atividade proteolitica.

O extrato proteico para a realizacdo dos ensaios de eletroforeses, imunodeteccao e
espectrometria de massas foi obtido usando a mesma metodologia acima citada, adicionando
uma etapa de dialise. Essa dialise foi realizada utilizando uma membrana com capacidade de
retencdo de moléculas com massa molecular superior a 12 kDa e as amostras foram dialisadas
em agua destilada por 2 dias. Em seguida, esse extrato proteico foi concentrado pelo processo

de liofilizacao.

4.2.8 Determinacdo da concentracao de proteinas soluveis

A dosagem de proteinas soluveis foi determinada utilizando a metodologia
descrita por Bradford (1976). Para essa determinagdo, 100 uL. de amostras foram adicionados
a 2,5 mL do reagente de Bradford e a mistura foi agitada vigorosamente em vortex. Apos 10
minutos em repouso, as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595 nm. A concentragdo proteica foi estimada com base em uma
curva padrdo obtida a partir de concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

4.2 .9 Atividades das enzimas antioxidativas

A atividade das enzimas antioxidativas foram realizadas com os extratos proteicos
das amostras de calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na
presenca de diferentes concentracdes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Essas andlises foram
determinadas através de amostras compostas, formadas por fragmentos de calos de trés

repeticdes diferentes, sendo as analises feitas em triplicata.

4.2.9.1 Peroxidase do ascorbato (APX)
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A atividade da APX (EC: 1.11.1.1) foi determinada pelo método de Nakano e
Asada (1981). Nessa metodologia, aliquotas de 0,1 mL de extrato proteico foram adicionadas
ao meio de reacdo composto de 2,7 mL de tampéao fosfato de potassio a 50 mM, pH 6,0,
contendo &cido ascérbico 0,5 mM. Logo apo6s, adicionou-se 0,2 mL de H202 30 mM ao meio
de reagdo e foi acompanhado o decaimento da absorbéancia a 290 nm. Esta leitura da
absorbéncia foi realizada em espectrofotdmetro no intervalo de 0 a 300 segundos, sendo feita
em intervalos sucessivos de 15 segundos. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o
coeficiente extingdo molar do ascorbato (e= 0,0028 M cm™) e seu resultado foi expresso em
UM de H20, min™. g! MF, considerando a estequiometria que dois moles de ascorbato reage

com um de H20..
4.2.9.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT (EC: 1.11.1.6) foi determinada pelo método descrito por
Beer e Sizer (1952). A reacdo foi iniciada através da adicdo de 0,05 mL do extrato enzimatico
no meio de reacdo contendo 2,95 mL do tampédo fosfato de potassio 50 mM, contendo H>O>
20 mM em pH 7. O consumo de H>O> foi monitorado em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 240 nm. O caélculo da atividade foi feito usando o coeficiente de extin¢cdo molar do

H20; (e= 36 Mt cm™) e seu resultado foi expresso em uM de H.02. mint. gt MF.
4.2.9.3 Peroxidase do guaiacol (G-POD)

Para determinar a atividade da G-POD (EC 1.11.1.7) foi utilizada a metodologia
descrita por Urbanek et al. (1991), que consite de uma mistura reacional contendo tampé&o
fosfato de potassio 100 mM, acrescido de EDTA 0,1 uM, em pH 7,0, H202 15 mM e guaiacol
0,02M. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 10uL do extrato enzimatico ao meio de reacdo e 0
aumento da absorbancia foi medido a 470 nm por minuto. A atividade foi determinada pela
quantidade de tetraguaicol formado, usando seu coeficiente de extin¢gdo molar como base para
calculos (26,6 M cm™), levando em consideracio que 4 moles de guaiacol s30 necessarios

para reduzir 1 mol de H202. Os resultados foram expressos em uM de H20, min™. g*MF.
4.2.10 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica total foi testada através da reacdo colorimétrica, em que se

utiliza azocaseina como um substrato ndo especifico. Essa proteina, ao sofrer degradagéo por
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proteases, libera um composto denominado de azo que funciona como um cromoforo, sendo

detectado no comprimento de onda de 420 nm.

Para a realizacdo desse ensaio, foi utilizada aliquota de 100 puL da amostra dos
extratos proteicos de calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na
presenca de diferentes concentra¢des de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Essas amostras foram
adicionadas a reagdo com 200 uL de azocaseina 1% e o volume ajustado para 500 uL. com
tampdo acetato de soédio 50 mM, pH 5,0. Apds 60 minutos a 37 °C, a reacao foi parada com
adi¢ao de 300 pL de &cido tricloroacético (TCA) 10%. Os tubos foram centrifugados a 5.000
X @, por 10 minutos, a 25 °C e 400 puL do sobrenadante foram misturados com 400 pL de
hidroxido de sddio (NaOH) 2 M. O desenvolvimento de cor foi medido por espectofotdmetro
a 420 nm. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de proteina capaz de
aumentar a absorbéncia em 0,01 em uma hora (XAVIER-FILHO et al., 1989). Os resultados
foram apresentados em UA pg* de proteina.

4.2.11 Peroxidacéo de lipideos

Para avaliar a peroxidacdo de lipideos, foi estimado o conteudo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS, do inglés, Thiobarbituric Acid Reactive
Substances), conforme descrito por Heath e Packer (1968). Para isso, foram macerados na
presenca de nitrogénio liquido 200 mg das amostras de calos de C. procera e C. grandiflora
submetidos a 28 dias de cultivo na presenca de diferentes concentragdes de NaCl (0, 20, 40,
60 e 80 mM). Durante a maceragdo, adicionou-se 1 mL de TCA 5 % e o material foi
macerado por mais trés minutos. O material formado foi centrifugado a 12.000 x g, durante 15
minutos na temperatura de 4°C. Em seguida, 500 pL desse extrato foram adicionados a 500
uL de uma solucdo &cido tiobarbiturico (TBA) 0,5% (m/v), preparado em TCA 20% (m/v),
em tubos de ensaio rosqueaveis. A reacdo foi levada a banho-maria a 95 °C durante 1 hora,
esta reacdo foi interrompida adicionando os tubos de ensaio em banho de gelo. Apds 30
minutos em temperatura ambiente, foram realizadas as leituras em espectrofotdometro em dois
comprimentos de onda distintos: 532 e 660 nm (formagdo do complexo MDA-TBA). O
contedo de peroxidacdo de lipideos foi determinado ap0s a subtracdo entre leituras de
absorbancia em 532 nm e 600 nm e utilizando-se seu coeficiente de extingdo molar 155 mM™
cm, sendo o resultado expresso em nmol g MF. Essa andlise foi determinada através de
amostras compostas, formadas por fragmentos de calos de trés repeticdes diferentes, sendo as

analises feitas em triplicata.
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4.2.12 Eletroforeses em gel de poliacrilamida em primeira dimenséo

Nesta etapa, 50 pg de proteinas oriundas do extrato proteico de calos de C.
procera e C. grandiflora submetidos a 28 dias de cultivo na presenca de diferentes
concentragdes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM) foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970).

Os géis de separacdo e de concentracdo tinham 12,5% e 5% de poliacrilamida,
respectivamente. As amostras foram diluidas em tamp&o de amostra Tris-HCI (Hidroximetil
Aminometano) 0,0625 M, pH 6,8 contendo SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 2,5% (v/v) e
azul de bromofenol 0,001% (m/v). Apo6s a diluicdo, as amostras foram aplicadas no interior

dos pocos do gel de concentracao.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema vertical Dual Gel Caster
(Hoefer, Sao Francisco, EUA), a temperatura ambiente, a 120 V e 20 mA por gel, utilizando
como tampéo de corrida Tris 0,025 M, pH 8,3, contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v).
Ap0s a corrida, os géis foram corados com solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2%
(m/v), preparado em metanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v). Os géis foram descorados
com solucdo de metanol 50% (v/v) e &cido acético 10% (v/v), e em seguida escaneados para

uma posterior analise.

4.2.13 Obtencao e determinacéo da qualidade do RNA

4.2.13.1 Extracdo de RNA

Tecidos de calos obtidos a partir de hipocétilo de C. procera e C. grandiflora
foram utilizados para extracdo de RNA. Estes calos foram submetidos a estresse salino (MS
acrescido de NaCl a 80 mM) e condicdo controle (Meio MS). Foram realizados diferentes
tempos de coleta sendo eles de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28 dias de contato com o

meio de cultura.

Para o procedimento de extracdo, utilizaram-se 200 mg de calos. Esse material foi
obtido através de amostra composta por calos de diferentes repeticbes. Os calos foram
macerados em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pistilo. Do material vegetal
macerado, fez-se a extracdo de RNA total, através do RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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Em microtubos, adicionaram-se 700 pL do tampao RLT e 10 pL de pB-
mercaptoetanol as amostras de calos macerados, e a mistura foi homogeneizada usando
vorteX, e a solucdo obtida foi transferida através de pipetagem para uma mini coluna do kit
(QIAshedder spin column), acoplada a um tubo coletor de 2 mL e centrifugada a 12.000 x g, a
25 °C, por 2 minutos. O sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo microtubo,
onde foram adicionados 400 pL de etanol 95% sendo a solugéo obtida foi misturada por

inversao.

A solucdo obtida anteriormente foi transferida para uma nova coluna do Kit
(RNeasy mini spin column), também acoplada a um tubo coletor de 2 ml e centrifugada a
temperatura ambiente (25 °C) por 15 segundos a 8.000 x g. O eluido foi descartado sendo
adicionado na coluna 400 puL de tampao RW1, centrifugando-se a 8000 x g, a temperatura
ambiente, por 15 segundos. Apos essa lavagem com RW1, a coluna foi transferida para um
novo tubo coletor e foram adicionados 500 uL. de tampédo RPE na coluna, que foi submetida a
uma nova centrifugacdo a 8000 x g, a temperatura ambiente por 15 segundos. O eluido foi
descartado e foram adicionados mais 500 pL de tampdo RPE na coluna. A amostra foi
submetendo a uma nova centrifugacdo a 8000 x g, a temperatura ambiente por 2 minutos, a

fim de eliminar qualquer residuo de etanol que pudesse interferir em reacdes posteriores.

O eluido e o tubo coletor foram descartados e a coluna foi transferida para um
novo tubo coletor de 1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 40 uL de agua livre de RNases
diretamente na coluna, submetendo a nova centrifugagdo a 8000 x g, por 1 minuto para
eluicdlo do RNA. O RNA eluido foi armazenado a -20 °C para posterior quantificacdo,

analises eletroforéticas, reacdes de transcricdo reversa (RT) e ensaios de RT- PCR.

4.2.13.2 Quantificacio do RNA

A concentracdo do RNA foi estimada com base nas leituras das absorbancias das
amostras no comprimento de onda de 260 nm, utilizando espectrofotdometro GeneQuant
(Pharmacia). O grau de pureza deste RNA também foi avaliado neste equipamento por meio
da razdo das absorbancias 260/280 nm e a razdo de 260/230 nm. As amostras foram
quantificadas em triplicata e em seguida foram feitas uma média foi feita da leitura da

absorbancia.
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4.2.13.3 Integridade do RNA

A integridade do RNA total e a verificacdo de contaminacdo com DNA genémico
foram examinadas usando-se 0,5 pg de RNA total. Para isso foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose a 1%. Geis de agarose para migracao eletroforética foram preparados de acordo
com o protocolo descrito por Sambrook (1989). Para a producdo do gel, agarose foi fundida
em tampdo TAE, pH 8,0 (Tris acetato a 0,04 M e EDTA a 0,001 M) contendo 0,5 ug de
brometo de etideo. Logo em seguida, essa mistura foi colocada em uma cuba horizontal

apropriada para insercao de pentes, possibilitando a formagao de pocos.

Apds a polimerizacdo do gel, aplicou-se nos pogos um volume de 5 pL contendo
as amostras de RNA. Para a preparacdo destas utilizaram-se 500 ng de RNA total (com
volume variado), 1,5 puL do tampao da amostra (Azul de bromo fenol) e agua desionizada

autoclavada para completar o volume final de 5 pL.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em cuba horizontal preenchida com
tampdo TAE, pH 8. Os parametros utilizados foram: amperagem constante de 35 mA e
voltagem de 70 V. A duracdo da corrida foi de aproximadamente 30 minutos e foi realizada a
temperatura ambiente. As bandas do RNA ribossomal (18S e 28S) no gel de agarose foram
visualizadas por exposicdo a luz UV, em um transiluminador Vilber Lourmat (Marne-la-
Vallée, France), e a imagem foi capturada por um sistema de fotodocumentacdo acoplado ao

equipamento.
4.2.16 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Apbs realizar a quantificacdo das amostras de RNA, foi realizada uma corrida
eletroforética visando identificar se as amostras de RNAs estavam realmente homogéneas e
integras. Confirmada a homogeneidade das amostras de RNA, foram realizadas as reacdes de

transcricao reversa.

O RNA total foi utilizado para a sintese do DNA complementar (cCDNA),
utilizando o Kit da IMpromll™ Transcriptase Reverse (Promega, Estados Unidos), de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

Para ocorrer a reacdo, incubou-se 1upg da amostra de RNA com 500 ng de
iniciador Oligo (dT)1s, por 5 minutos, a temperatura de 70 °C e depois a 4 °C, por mais 5
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minutos. Logo apds, adicionou-se uma mistura reacional contendo: 4 pL de tampédo de
transcricdo reversa 5 vezes concentrado, 2,4 pL de MgCl, 0,025 M, 1 uL de dNTP 0,01 Me 1
pL da enzima transcriptase reversa a 1 UA/ pL. A reacdo de sintese da fita complementar
ocorreu a 25 °C por 5 minutos, 42 °C por 1 hora, seguida de 75 °C por 15 minutos (inativacédo

da enzima). O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C para posteriores rea¢des de PCR.
4.2.17 Padronizagdo da RT-PCR

Para a realizacdo das RT-PCR, foram utilizados dois oligonucleotideos iniciadores
degenerados (Primers): o CpOsm e o EFla. Os oligonucleotideos degenerados de CpOsm
foram desenhado por Oliveira (2014), produzidos com base na sequéncia N-terminal obtida de
osmotina de C. procera. Devido a alta similaridade entre a sequéncia N- terminal das
osmotinas encontradas no latex das espécies em estudos, 0s oligonucleotideos degenerados
CpOsm foram uteis para amplificacdo da osmotina de C. grandiflora.

Outros oligonucleotideos utilizados foram os EFla (fator de elongagdo da sintese
proteica em eucariotos), sendo este um gene de expressdo constitutiva. O objetivo da sua
utilizacdo foi a normalizacdo dos dados obtidos por meio da sua expressdo estavel. Estes
oligonucleotideos foram descritos por alguns pesquisadores (COSTA et al., 2010; GODIM et
al., 2012). Os oligonucleotideos foram desenhados a partir da regido 3’ ndo traduzida
(3°’UTR). O Quadro 2 mostra as sequéncias de nucleotideos dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados no experimento.

Quadro 2 - Sequéncia de oligonucleotideos utilizados.

Nome Sequéncia

CpOsm F 5’CCGGCCACNTTYACNATHCGNAACAAYTGYCC 3°
CpOsm R 5> CCGGGRCARAANAYAACYCTRTARTTDGT 3°
EFla F 5> AGRTTYGAGAARGARGCTGC 3’

EFla R 5" CCACGCTTSAGATCCTTVAC 3'
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4.2.17.1 Gradiente de temperatura

Com o objetivo de verificar qual a temperatura mais apropriada para ocorrer o
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores CpOsm e EFla, foi feito um gradiente de
temperatura. Para isto, coletou-se um pool das amostras de cDNA. Este procedimento foi
realizado em termociclador Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf®). As temperaturas
usadas foram (52; 53; 54; 55; 56 e 57 °C).

4.2.17.2 Padronizagéo da quantidade ideal de ciclos

Esta etapa foi realizada com o intuito de verificar qual o melhor niamero de ciclos
para amplificar o produto génico dos primers CpOsm e EFla. Para isso, foi selecionado um
pool de amostras de cDNA de C. procera e testadas com 27 ciclos, 30 ciclos, 33 ciclos e 35
ciclos de amplificacdo. Em seguida foi determinado o melhor nimero de ciclos para ocorrer a
reacdo da polimerase em cadeia. A reacdo foi realizada em termocilador Mastercycler ep

realplex 4S (Eppendorf®), tendo como temperatura de anelamento 57 °C.

4.2.17.3 RT-PCR semi-quantitativa

ApOs padronizadas as temperaturas e nimero de ciclos dos primers CpOsm e
EFla, procedeu-se a RT-PCR, a fim de avaliar o nivel de expressdo da osmotina e do gene
EFla em calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a estresse salino em diferentes
tempos de exposicdo ao sal. Os tempos analisados foram 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28

dias.

Os produtos das reacdes de RT (cDNA de fita simples) foram submetidos a
reacOes de PCR utilizando primers degenerados para o gene da osmotina (CpOsmF e
CpOsmR) e para o gene do fator de alongamento EFla (EFl1aF ¢ EF1aR). O nimero de
ciclos utilizados para os diferentes genes foram distintos: utilizou-se 33 ciclos para a osmotina
e 27 ciclos para EFla, isto em ambas as espécies estudadas. O procedimento utilizado para a
obtencdo da reacdo de PCR foi o indicado pelo fornecedor. O kit para realizacdo da PCR foi

GoTagq® DNA Polymerase da Promega.

Para a reacdo, pipetou-se 1 pL de cDNA obtido pela transcricdo reversa em
microtubos de 0,2 mL. Esta amostra foi incubada em uma mistura reacional consistindo de:
0,1 pL (0,5 U) de GoTaqg DNA Polymerase 5 U/uL, 5 pL de tampdo 5x Colorless Reaction
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Buffer, 1 uL de uma mistura de dNTP 0,001 M, 1 pL de cada oligonucleotideo iniciador na
concentracdo de 5 UM (senso e antisenso) e agua desionizada estéril. Além das amostras
testadas na reacdo de PCR, um controle negativo contendo todos os componentes da reacao
exceto DNA, foi sempre utilizado. Os ciclos reacionais consistiram em uma etapa inicial de
desnaturacdo a 95 °C por 3 min, e uma série de 33 ciclos (para os primers da osmotina) ou 27
ciclos (para os primers EF1a) nas seguintes temperaturas: 94 °C (etapa de desnaturagao), 57,5
°C (etapa de anelamento dos primers) e 72 °C (extensdo da fita), e todas essas etapas tiveram
a duracdo de 1 minuto. Apos esses ciclos, houve uma etapa de finalizacéo, a qual consistiu de
4 minutos a 72 °C. Essa reacdo foi realizada no termociclador Mastercycler ep realplex 4S
(Eppendorf®)

Os produtos das reacbes de PCR foram armazenados a -20 °C até uso posterior.
Para analise dos produtos da rea¢do, uma aliquota de 8 pL foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 1%.

4.2.18 Producdo de anticorpos anti-CpOsm nativa

O método de producdo de anticorpos anti-osmotina foi descrito por Ramos et al.
(2006). A primeira etapa para a producao de anticorpos anti-CpOsm consistiu na purificacao
da osmotina nativa de C. procera (CpOsm) . Esta purificacdo foi realizada através do método
descrito por Freitas et al. (2011). A fracdo proteica do latex de C. procera (PL) foi fracionada
em trés picos apds cromatografia em coluna de CM-Sepharose Fast Flow a pH 5,0. O pico
PII-CM-Sepharose (eluido com NaCl 0,2 M) foi aplicado em uma coluna de troca idnica
Resource-S acoplada em um sistema de FPLC, previamente equilibrada com tampéo fosfato
de sodio 25 mM, pH 6,0. Eletroforeses em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram

realizadas para visualizar o grau de pureza das amostras.

Os anticorpos policlonais contra a osmotina nativa foram produzidos em coelho
macho, da raca Nova Zelandia, de quatro meses de idade, obtido no Departamento de
Zootecnia da UFC. A sensibilizagéo foi induzida por uma dose inicial com CpOsm (0,5 mg
em 0,5 mL de salina estéril) e adjuvante completo de Freud (0,5 mL), administrada por via
intramuscular, na pata traseira do animal. Doses de reforco de 1 mg de CpOsm em 1 mL de
solucgdo salina, sem o adjuvante, foram posteriormente aplicadas por via subcutanea no dorso
do animal nos dias 21, 35 e 42. Cortes nas extremidades das orelhas do coelho foram

realizados e aproximadamente 10 a 15 mL de sangue foram coletados antes da primeira
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sensibilizagéo (dia 0) e das doses de reforco (dia 35 e 42). O sangue foi deixado em repouso
em estufa a 37 °C, por 5 horas, para retracdo do coagulo. Posteriormente, o soro foi obtido
apos centrifugacdo a 2.000 x g, por 5 minutos, a 25 °C. O soro total resultante foi utilizado

para os ensaios de Dot blotting.

4.2.19 Imunodeteccdo de proteinas (Dot blotting)

Os testes de Dot blotting foram realizados com proteinas extraidas de calos de C.
procera e C. grandiflora cultivados em meio controle (Meio MS) e em meio MS
suplementados com NaCl a 80 mM, nos tempos de O horas e 7 e 28 dias de contato com 0

meio.

A imunodeteccdo de proteinas imobilizadas em membrana de nitrocelulose foi
realizada de acordo com o procedimento originalmente descrito por Towbin et al. (1979).
Para essa técnica, 20 ug de extrato proteico de calos de C. procera e C. grandiflora dissolvido
em 10 pL &gua foram adicionados @ membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE
Healthcare). Logo ap6s, as membranas foram incubadas em solucdo blogueadora, composta
de PBS (NaCl 0,13 M, KCI 2,6 mM, Na2HPO4 5,3 mM, KH2PO4 1,7 mM, pH 7,4) contendo
5% de leite desnatado, sob agitacdo orbital constante de 40 rpm, a 25 °C por 2 horas.
Decorrido esse periodo, a solugdo bloqueadora foi descartada e a membrana foi lavada trés
vezes consecutivas em PBS contendo 5% de leite desnatado. Os anticorpos primarios (anti-
CpOsm nativa) foram adicionados em uma dilui¢do de 1: 5.000 (v:v) na solucéo blogqueadora
e a incubacdo foi realizada a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, por 2 horas. A
membrana foi entdo submetida a trés lavagens (cada uma por 2 minutos, sob agita¢do) com
PBS, para eliminacdo do excesso de anticorpo primario nao ligado as proteinas retidas na
membrana. Em seguida, o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-lgG de coelho, conjugada
com fosfatase alcalina) foi adicionado a solu¢do, em uma diluicdo de 1:5.000 (v:v), e 0
permanecendo em contato com a membrana por 2 horas, sob agitacdo constante, a
temperatura de 25 °C. Finalmente, ap6s um ciclo de trés lavagens sucessivas idénticas as
anteriores, a reacdo de revelacdo foi desenvolvida utilizando o substrato BCIP/NBT, que
constituiu de uma solucdo de Tris-HCI 0,2 M, pH 9,0, NaCl 0,1 M, MgCl 2,5 mM, NBT 10
mg/mL e BCIP 25 mg/mL. As membranas foram deixadas sob agitacdo com a solugdo do
substrato, até o aparecimento das bandas. A reacdo foi interrompida com a lavagem da

membrana em agua destilada.
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4.2.20 Espectrometria de massas

Os testes de espectrometria de massas foram realizados com proteinas extraidas de
calos de C. procera e C. grandiflora cultivados em meio MS (controle) e meio MS
suplementado com NaCl 80 mM, nos tempos de 0 horas, 7 e 28 dias de contato com o meio.
A técnica utilizada foi de ionizacdo por eletropulverizacdo (electrospray), em um
espectrémetro de massas do tipo SYNAPT HDMS (Waters Co., Milford, MA, EUA).

As amostras dos extratos proteicos dos calos foram submetidas ao processo de digestéo
com tripsina, para liberacdo de peptideos e sua posterior identificacdo. Nesse ensaio, 50 g de
proteinas foram dissolvidas em 50 pL de agua deionizada. Logo em seguida, esse material foi
transferido para tubos de microcentrifuga, acrescido 10 pL de bicarbonato de aménio 50 mM,
sendo a mistura agitada em vortex, e aquecida a 80 °C, durante 15 minutos. Em seguida, foi
feita a adicdo de 2,5 uL de DTT 100 mM, sendo a mistura novamente agitadas em vortex.
Logo apos, estas amostras foram aquecidas a 60 °C durante 30 minutos e foram adicionados
2,5 uL de iodoacetamida (IAA) 300 mM, e agitadas em vortex. As amostras foram colocadas
no escuro a temperatura ambiente, por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram digeridas
pela adigdo de 1 ug de tripsina (Promega) e agitadas em vortex. A digestdo das proteinas pela
tripsina foi realizada por 18 horas, a 37 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g, a 4 °C durante 30 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para

frascos apropriados (Total Recovery vials, Waters).

Os peptideos obtidos foram analisados em espectrémetro de massas por ESI-Q-TOF
acoplado a um sistema de cromatografia nano ACQUITY UPLC, utilizando separacao por
fase reversa em uma coluna do tipo BEH C18 com dimesdes de 100 mm x 75 pm e tamanho
da particula de 1,7 ym, com um gradiente de 0 a 85% (v/v) de acetonitrila, contendo &cido
férmico 0,1% (v/v), a um fluxo de 400 nL/minuto. A coluna foi alimentada com 50 ng de
amostra, contendo os peptideos. Para todas as medicGes, o espectrometro de massas foi
operado no modo V', com uma poténcia de resolucao de, pelo menos, 10.000 m/z. Todas as
analises foram realizadas utilizando ionizacao por electrospray no modo ESI (+), através da
fonte NanoLockSpray. O canal de coleta do analito foi fechado a cada 30 segundos para
passagem do ion de referéncia contendo o peptideo GFP (Glu-fibrinopeptide). Os espectros de
massas obtidos foram processados usando o software ProteinLynx Global Server v. 2.4
(Waters) e os arquivos PKL gerados foram consultados no bando de dados NCBI (National
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Center for Biotechnology Information), usando a pesquisa do software MASCOT v.2.2

(Matrix Science — www.matrixscience.com).
4.2.21 Anélise estatistica

Os dados foram examinados utilizando a analise de variancia (ANOVA). O teste de
multiplas comparacdes de Tukey foi utilizado para identificar as médias que diferiram no teste
de ANOVA. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente diferentes. O programa
utilizado foi o GraphPadPrism 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos calos

Como fase inicial do experimento, foram utilizados protocolos para obtengéo de
calos de C. procera e C. grandiflora. Esses calos foram desenvolvidos com o intuito de servir
como modelo de estudo para avaliar os processos fisioldgicos e bioquimicos que ocorrem

nessas espécies quando submetidas a estresse salino.

O substrato utilizado para o processo de germinacdo das sementes foi eficiente
para germinacdo de C. procera e C. grandiflora. Apds 30 dias da semeadura, as sementes
forneceram pléntulas viaveis como fonte de explante para a obtencdo dos calos, sendo o
tamanho médio dessas plantulas de 4 cm. Apo6s a aquisicdo das plantulas, utilizou-se

segmentos de hipocotilo e cotilédones como fonte de explantes para formacéao dos calos.

Devido a proximidade botanica entre as espécies em estudo, a metodologia de
inducdo de calos de C. procera ja registrada na literatura foi testada e comprovou ser eficiente
para obtencdo de calos de C. grandiflora. Como resultado, observaram-se calos parcialmente
friaveis e de coloracdo amarelada a partir de hipocétilos. Enquanto que a partir de explantes
cotiledonares houve predominantemente a formacdo de raizes adventicias, com apenas sutil
formacéo de calos. O inicio da formacdo de calos e raizes foi observado apds 2 semanas da
inoculacdo dos explantes no meio nutritivo. Ap6s 4 semanas, os calos estavam bem
desenvolvidos. Assim, observou-se uma melhor formacdo dos calos a partir de tecidos do
hipocétilo, apresentando um peso de médio de 1 g cada calo. Esse padrédo foi determinado nas
duas espécies em estudo (Figura 6), sendo estes calos utilizados para dar continuidade ao

experimento.

Os calos viaveis, com peso médio de 1 g e livre de contaminacdo, foram
transferidos para um novo meio de cultura MS contendo concentragdes crescentes de NaCl
para induzir o estresse salino. O tempo de permanéncia dos calos no meio com sal foi de 28
dias, e em seguida foram avaliados alguns critérios do seu desenvolvimento e mecanismo de

resposta ao estresse salino.

O meio de cultura MS é uma solugcdo composta por macronutrientes e
micronutrientes essenciais e compostos organicos. Estes elementos sdo sais necessarios para o

crescimento e desenvolvimento das plantas. Com o intuito de verificar a forca salina exercida
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pelos ions neste meio de cultura, foi quantificada a osmolalidade dos meios utilizados.
Observou-se que a osmolalidade aumentou com o incremento da concentragdo de NaCl no
meio. Verificou-se também que 0 meio MS sem a adicdo de sais possuia uma osmolalidade de

89 mmol/kg, sendo essa consideravelmente elevada (Tabela 1).

Figura 6 - Calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) ap6s quatro semanas de cultivo, obtidos a partir de

explantes de hipocétilo e cotilédone.

(&)  C procera (B) Cr. grandiflora

Hipocétilo

JCotilédone

Tabela 1 - Osmolalidade do meio MS acrescido de concentragdes crescentes de NaCl (0- 80 mM).

Concentracéo de 0mM 20mM  40mM  60mM 80 mM
NaCl no meio MS

Osmolalidade 89 105 146 180 220

(mmol/kg)

5.2 Crescimento dos calos

O ambiente salino causa uma série de danos a célula vegetal. Como resposta
fisioldgica final, a planta reduz o seu crescimento e sua produtividade. Com o intuito de
avaliar possiveis danos causados pelo aumento da salinidade no meio de cultura, foi analisada

a taxa de crescimento relativo (TCR) dos calos submetidos a 28 dias de cultivo no meio com
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NaCl. Neste trabalho, a TCR, obtida através da massa fresca total dos calos antes e apo6s a
exposicdo ao estresse, foi afetada por concentragdes elevadas de NaCl. Observou-se um
decréscimo na taxa de crescimento dos calos das espécies em estudo a medida que ocorreu
aumento da concentracdo de NaCl no meio, contudo sé houve uma reducdo estatisticamente
comprovada em calos tratados com NaCl 80 mM. Nessa concentracdo de NacCl,
correspondente a uma osmolalidade de 220 mmol/kg, os calos sofreram reducdes de ordem de
36% na taxa de crescimento em C. procera e 83% em C. grandiflora, quando foi feita a
comparacdo com os tratamentos controle. Essa porcentagem reflete uma queda na TCR de
0,11 em calos controle para 0,07 em calos submetidos ao meio salino e de 0,101 no controle
para 0,016 dos calos submetidos a estresse, nas espécies de C. procera e C. grandiflora,

respectivamente (Figura 7).

Esse padrdo de reducdo de crescimento sob condi¢des de estresse salino, foi
relatado em varios trabalhos envolvendo calos de diferentes espécies, como arroz, cana-de-
acucar, trigo e niger (REDDY; VAIDYANATH,1985; BARAKAT; ABDEL-LATIF,1996;
PATADE et al., 2008; GHANE et al., 2014). Reddy e Vaidyanath (1985) justificam que essa
diminuicdo no crescimento dos calos esté relacionada ao estresse osmotico e idnico causados
pela grande quantidade de sal presente no meio de cultura. Além disso, as células cultivadas
sob estresse tendem a crescer menos do que as cultivadas em meio sem agentes estressantes
(CROUGHAN et al. 1981), pois as reservas energéticas sdo gastas com rotas que
proporcionam a resisténcia ao estresse, desfavorecendo o crescimento (CUSHMAN et al.
1990). Essa justificativa também é aplicavel quando analisada a reducdo do tamanho de folhas
de plantas submetidas ao estresse salino. Munns (2002) relata que o gasto metabdlico
adicional nas plantas estressadas seria devido a producdo de varios osmdlitos compativeis

como, por exemplo, a prolina e certos aglcares.

Patade et al. (2008) apresentaram outra possivel causa para diminuicdo do
crescimento dos calos em meio de cultura com NaCl. Acredita-se que os fons Na* e CI
causem um desequilibrio nutricional devido a competicdo com 0s nutrientes essenciais
presentes no meio de cultura, que estdo envolvidos em processos metabolicos de crescimento

dos calos.

Neste trabalho, € provavel que a redugédo no crescimento dos calos das espécies
em estudo tenha sido devido a ocorréncia de niveis toxicos de ions e/ou um desbalanco

nutricional causados pelos altos niveis de NaCl. Essa hipdtese é plausivel, pois foi
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identificado um acumulo de ions nos calos submetidos a estresse. Pode-se considerar ainda,
que as células cultivadas em meio com sal também tiveram um maior gasto metabdlico, ja que

elas intensificaram a producéo de solutos compativeis, desfavorecendo seu crescimento.

Figura 7 - Taxa de crescimento relativo (TCR) dos calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) submetidos a
estresse salino em concentragdo crescente de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM de NaCl). Os dados foram avaliados
por analise de variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. Letras minusculas

iguais ndo diferem significativamente entre si.

A C. procera B C. grandiflora
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ab ab a
0.104 T ab b 0.104
T T &

0.05- 0.05- T T
0,004 . . 0.00 < - - i

o D © & ) ? B K & &
NaCl (mM) NaCl (mM)

5.3 Teor umidade

Apbs 28 dias em contato com o meio de cultura contendo NaCl, os calos do
tratamento controle apresentaram um teor de umidade médio de 67% em C. procera e 60%
em C. grandiflora. O estresse salino causado pela maior concentracdo de NaCl (80 mM)
diminuiu o TRA para um valor médio de umidade de 63% em C. procera e 38% C.
grandiflora (Figura 8). Assim, pode-se inferir que houve uma reducdo no TRA total de 6% e
39% em C. procera e C. grandiflora, respectivamente, quando comparados a porcentagem de
agua dos calos do tratamento controle com os tratados com NaCl 80 mM.
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Figura 8 - Umidade dos calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) submetidos a estresse salino com
concentracdo crescente de NaCl (0- 80 mM) no meio de cultura MS. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05 % de probabilidade para confirmar a significAncia do

resultado. Letras minGsculas iguais ndo diferem significativamente entre si.
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O teor relativo de agua apresentou padrdes diferenciados nas duas espécies. Em
calos de C. procera houve uma menor reducdo no teor de agua, assemelhando-se a valores
encontrados em calos de espécies hal6fitas submetidas ao mesmo dano (SHARMA;
RAMAWAT, 2013). O comportamento mais sensivel de C. grandiflora foi similar ao
registrado em calos de niger sob estresse com NaCl (GHANE et al, 2014). Sabe-se que essa
diminuicdo do teor de umidade em plantas submetidas a estresse salino se da pelo fato do
excesso de sais presentes no solo agirem diminuindo o potencial osmotico e,
consequentemente, o potencial hidrico do solo, provocando uma diminuicdo no gradiente de
potencial hidrico entre o solo e a planta, dificultando, portanto, a absor¢do de agua pelas
plantas (PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).

Uma possivel hipdtese para uma maior redugdo do teor de agua dos calos de C.
grandiflora quando submetidos a meio com NaCl é que eles ndo tenham produzido uma
quantidade de solutos organicos suficiente para manutengdo da osmorregulacéo celular, o que
acabou dificultando os mecanismos de absorcdo de 4gua do meio de cultura. Essa afirmativa é

reforgada, quando ao se comparar as concentragdes de aglucares solUveis totais e prolina entre
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as espécies em estudo, pode-se perceber que a quantidade desses solutos é bem mais alta em
C. procera, tornando esta espécie mais resistente a este tipo de dano.

5.4 Teores de sodio, potassio e cloreto

O desequilibrio idnico é bastante relatado em estudos que avaliam os danos
causados pelo estresse salino. Sabe-se que existe uma relacdo direta entre o equilibrio idnico e
a resisténcia de espécies a salinidade. Entdo, com o intuito de avaliar um possivel desbalanco
ibnico, foram dosados os principais ions envolvidos no metabolismo celular. Para isso, foram

determinadas os teores de sodio, cloreto e potéssio (Figura 9).

Os teores de sdédio nos calos foram aumentados com o acréscimo da concentracéo
de NaCl no meio de cultura, sendo esse aumento significativo a partir de 20 mM de NaCl, nas
duas espécies em estudo. A diferenca entre o controle e o tratamento com NaCl 80 mM foi de
3,2 para 29,3 mM por grama de calos de C. procera e de 3,7 para 31,6 mM por grama de C.
grandiflora. Em porcentagem podemos observar que houve um aumento de 98,9% em C.
procera e 98,8% em C. grandiflora nos teores de sddio nos calos submetidos a NaCl 80 mM

quando comparados com os calos do tratamento controle.

Os teores de cloreto em condicOes salinas aumentaram nos calos de ambas as
espécies quando ocorrida a adi¢do de NaCl no meio. Assim, o aumento médio dos teores de
fons cloreto nos tratamentos com NaCl 80 mM foi de 98% e 96%, respectivamente, em

relacdo aos controles, nas espécies C. procera e C. grandiflora.

O aumento na concentracdo de Na" e CI" nos tecidos vegetais quando ocorre
incrementos de NaCl é bastante relatado na literatura (LIU; STADEN; 2000; ALVAREZ et
al., 2003; HOSSAIN et al., 2007; QUEIROS et al., 2007; PATADE et al., 2008; ZHAO et al.,
2009). Muitas espécies vegetais acumulam ions inorgénicos dentro das células, com o intuito
de baixar o potencial hidrico e garantir assim a absor¢do de agua, para poder crescer em solos
com excesso de sais (ZHAO et al., 2009). Porém, neste estudo podemos verificar que o
acumulo destes sais mostrou um potencial toxico, ja que reduziu o acimulo de biomassa e foi

ineficiente para suprir o estado hidrico celular de C. grandiflora.

Os teores de potassio foram afetados pela salinidade nas duas espécies em estudo.
Em C. procera, houve uma tendéncia de redugdo de K* de aproximadamente 43% na

quantidade total desse ion quando comparado o controle com a concentracdo maxima de



64

NaCl. Ja a média da reducdo em C. grandiflora foi de 18% nos calos tratados com NaCl 80

mM, quando comparados com o tratamento controle.

O decaimento de ions K" a medida que aumenta a salinidade é comumente
encontrada na literatura como, no trabalho realizado por Gandonou et al. (2006). Esses
pesquisadores analisaram variedades de calos de cana-de-agUcar selecionados em meio
contendo NaCl, e os resultados observados mostraram a existéncia de uma tendéncia de
diminuicéo dos fons de K* com o estresse salino. A justificativa mais abordada para esta causa
seria a competicdo do K™ com o Na*, ja que estes possuem os raios atdmicos semelhantes e a
disponibilidade de Na* esta em maior quantidade no meio (COSTA et al., 2003; TRINDADE
et al., 2006; GARCIA et al., 2007).

A relacdo Na*/K* nos calos aumentou em funcdo do estresse salino. Porém esse
aumento foi mais evidenciado nos calos de C. procera. A porcentagem de aumento foi de
93,9% em C. procera e 90,2% em C. grandiflora, quando comparados os valores do

tratamento controle com os calos tratados com NaCl 80 mM (Figura 10).

Um indicativo do estresse idnico sdo as alteracdes na relacdo Na*/ K*. Quando a
célula vegetal esta sob um desequilibrio idnico, frequentemente observa-se um aumento dessa
relacdo (MAATHUIS; AMTMANN,1999). Nos calos de ambas as espécies, foi constatado
um acumulo preferencial de Na™ em detrimento ao K*, sugerindo que os calos estdo sofrendo

um desequilibrio ibnico causado pela alta concentracdo de NacCl.
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Figura 9 - Teores dos ions Na* (A e B), ClI' (C e D) e K* (E e F), em calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a concentracdes crescentes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80

mM). Os dados foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. Letras minusculas iguais ndo diferem

significativamente entre si.
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Figura 10 - Relagdo entre os ions Na*/K* dos calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) submetidos a estresse
salino com concentracéo crescente de (0, 20, 40, 60 e 80 mM) de NaCl. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade para confirmar a significancia do

resultado. Letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente entre si.
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5.5 Teores de solutos organicos

Uma das respostas metaboélicas ao estresse salino é a sintese e acimulo de solutos
organicos compativeis. Esses compostos osmoticamente ativos sdo agucares, aminoacidos,
entre outros metabolitos, sendo responsaveis pelo ajuste osmotico celular. Com o objetivo de
avaliar a capacidade de producdo desses compostos organicos, foram determinados os teores

de prolina e agucares solUveis totais nos calos em estudo.

A salinidade alterou os teores de prolina livre com uma tendéncia de aumento na
producdo de prolina nos calos cultivados em meio com sal. Contudo, o acimulo de prolina foi
maior em calos de C. grandiflora tratados com NaCl 80 mM. Esse acimulo foi de 55,4%
quando comparado ao controle. J& em C. procera, 0 aumento no teor de prolina foi menor, em

torno de 26%, em relacdo ao controle (Figura 11).

Em plantas o acumulo de prolina ocorre em varias espécies em resposta ao
estresse salino (COSTA et al., 2003). Este padréo de producdo de prolina sob condicGes de
estresse também foi registrado por pesquisadores que avaliam o estresse salino em calos
(GANDONOU, 2006; PIQUERAS, 1996; HOSSAIN et al., 2007). Valores semelhantes de
producdo de prolina foram encontrados em calos de espécies tolerantes a salinidade de
cultivares selecionados de capim liméo (PATNAIK; DEBATA,1997). Os valores encontrados
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foram préximos a 2,9 UM de prolina por grama de calos, estes valores aproximam-se dos
teores de prolina registrados nos calos de C. procera. Em trabalho realizado por Sharma e
Ramawat (2014), que estudaram a relacdo entre a concentracdo de prolina e o estresse salino
em calos de plantas hal6fitas do deserto da india, os resultados obtidos mostraram a existéncia
de calos de algumas espécies de haldfitas que concentram quantidade semelhante ao
encontrado em C. procera e outras que apresentam semelhanca com C. grandiflora, quando

expostas a NaCl a 80 mM.

Figura 9 - Teores de prolina em calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) submetidos a estresse salino com
concentragdo crescente de NaCl (0, 20, 40,60 e 80 mM). Os dados foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. Letras minGsculas iguais ndo diferem

significativamente entre si.
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Os niveis crescentes de salinidade aumentaram os teores de agucares sollveis nos
calos das duas espécies. Os calos de C. procera apresentaram um aumento de 37% na
concentracdo mais alta de sal (NaCl 80 mM) em relacdo ao controle, enquanto o acimulo de
acucares nos calos de C. grandiflora foi de 45% no mesmo nivel de salinidade (Figura 12).
Observou-se também que a concentracdo de agUcares solUveis totais foi bem mais alta em C.

procera, quando comparada com C. grandiflora.

Mudancgas nos teores de carboidratos soluveis tém sido relatadas em plantas
submetidas a salinidade, o que sugere um papel desses solutos na adaptagdo das mesmas ao
estresse salino (GARG et al., 2002; KEREPESI; GALIBA, 2000). Em calos, esta relacdo

também é mantida, existindo uma tendéncia de calos de espécies tolerantes acumularem uma



68

concentracdo mais alta de agucares sollveis quando comparada com calos de espécies
sensiveis a salinidade (GANDONOU, 2006).

Figura 10 - Teores de aclcares sollveis totais (AST) dos calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B)
submetidos a estresse salino com concentracdo crescente de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Os dados foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. Letras

minasculas iguais ndo diferem significativamente entre si.
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O acumulo de osmdlitos compativeis sob condi¢cdes de estresse salino € um
indicativo que esta ocorrendo algum dano osmotico as células. Como forma de mecanismo de
defesa as células acumulam compostos organicos no citoplasma para protecdo contra
desidratacdo (LOKHANDE et al., 2010). Neste estudo, o acimulo destes solutos na espécie
de C. grandiflora ndo mostrou eficiéncia no processo de osmorregulacdo, assim podemos
sugerir que a producdo destes solutos compativeis estd relacionada com outras funcdes de

protecdo nos calos de C. grandiflora.

Sabe-se que além do papel no ajuste osmotico celular, os osmolitos compativeis
também estdo envolvidos na protecdo de estruturas subcelulares, contra danos oxidativos
causados por radicais livres (ATTIPALI et al., 2004) e na manutencdo das atividades de
enzimas sob estresse salino (YOKOI et al., 2002). Dessa forma, a sintese de compostos
organicos em C. grandiflora pode estar relacionada a fatores como a protecdo de
macromoléculas celulares, estocagem de nutrientes, manutencdo do pH celular,
desintoxicacdo de células e minimizacdo dos efeitos das espécies reativas de o0Xigénio
(ASHRAF; HARRIS, 2004). Essa suposicdo e validada quando observados os dados de
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peroxidacdo de lipideos, mostrando que ndo houve uma tendéncia de dano de membrana,

podendo esses compostos auxiliarem na estabilidade celular.
5.6 Atividade enzimatica

O estresse salino envolve mecanismos complexos de aumento ou reducéo de atividade
enzimatica. Com o intuito de avaliar o comportamento das enzimas do estresse oxidativo, foi
quantificada a atividade da catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e da peroxidase
do guaiacol (G-POD).

A enzima CAT ndo foi detectada em nenhum dos ensaios realizados, sendo
provavelmente inexistente nos calos das espécies em estudo. A atividade da APX foi
detectada em ambas as espécies, porém ocorreu uma aumento da atividade em condicdes
estressantes apenas nos calos de C. grandiflora, sendo sua atividade aumentada em 73% nos
calos submetidos a NaCl 80 mM em relacdo aos calos cultivadas no tratamento controle. A G-
POD também foi detectada em ambas as espécies em estudo, porém o incremento de atividade
sob condicOes de estresse sO foi observado em calos de C. grandiflora, que apresentou um
aumento de 62% na atividade dos calos submetidos a estresse a NaCl 80 mM em relacdo aos

calos controle.

Entre os maleficios causados pela salinidade, o estresse oxidativo € bastante
relatado, sendo esse estresse caracterizado pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Como forma de protecéo, as plantas possuem uma variedade de enzimas do sistema
antioxidativo, as quais desempenham um papel de desintoxicacdo das EROs (MITTLER,
2002). Comumente, a atividade dessas enzimas é afetada durante condi¢bes de salinidade,

tendo uma tendéncia de aumento na sua atividade.

Em relacdo ao estudo feito sobre a agdo das enzimas do estresse oxidativo em
calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a condicfes salinas podemos inferir muitas
observacBes. A primeira observacdo faz referéncia ao fato da auséncia da atividade da
catalase. Esta enzima é capaz de converter o H202 em H>O e oxigénio molecular, sendo
comumente usada para protecao contra o estresse oxidativo. Freitas et al. (2010) relatam que a
a atividade da enzima nédo foi detectada no latex de C. procera. SILVA (2015) mostrou a
auséncia de atividade da catalase em calos de C. grandiflora. Assim podemos inferir que esta

enzima ndo seria a via prioritaria para degradagdo de H>0O2 nas amostras em estudo.
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Outra observacéo relevante seria o fato do aumento da atividade das enzimas APX
e G-POD em calos de C. grandiflora submetidos a estresse salino, quando comparada com a
atividade dos calos na condicdo controle. Ambas as enzimas apresentam a capacidade de
converter H.O> a 4gua, porém elas oxidam diferentes substratos, sendo o ascorbato o substrato
da APX e guaiacol o substrato da G-POD. Existem relatos de aumento na sintese destas
enzimas em condicdes de estresse (ZHAO et al., 2014). Diante disso, podemos afirmar que as
células de C. grandiflora cultivadas em meio MS suplementado com NaCl sofreram dano
oxidativo, sendo necessario o aumento na atividade destas enzimas, diferentemente do que

ocorreu com as células de C. procera.

Além das enzimas do sistema antioxidativo, avaliou-se a atividade das enzimas
proteases, para verificar uma possivel relacdo delas com o estresse salino. Os resultados
mostraram que ndo houve atividade proteolitica em calos de C. grandiflora, mas nos calos de
C. procera uma baixa atividade proteolitica foi determinada. Os dados referentes as atividades
enzimaticas estdo representados na Tabela 6. A auséncia de atividade proteolitica nos calos de
C. grandiflora ja foi registrada por SILVA (2015), que relatou a auséncia destas enzimas
através de varios métodos, como ensaio colorimétrico, zimograma, ELISA e espectrometria
de massas. Nesse mesmo trabalho foi analisada a atividade proteolitica dos calos de C.

procera, e os resultados encontrados assemelham-se com os obtidos neste trabalho.
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Tabela 2 - Atividade enzimatica da APX, CAT, G-POD e atividade proteolitica em calos de C. procera e C. grandiflora submetidos a estresse com concentragdes crescentes

de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), aplicando o teste de Tukey a 0,05 % de probabilidade. Letras mindsculas

iguais ndo diferem significativamente entre si.

APX (uM H,0,). min™. g™

Desvio padrao

CAT (uM H,0;). min™. %"
G-POD (uM H,0,). min™". g
Desvio padrao

Atividade proteolitica (UA/ug)
Desvio padrdo

APX (uM HyO). min™. g™
Desvio padrao

CAT (uM H;O). min™. g™
Desvio padrdo

G-POD (uM H0,). min™". g
Desvio padrao

Atividade proteolitica (UA/ug)

C. procera
0 mM 40 mM 60 mM 80 mM
0,021131a 0,021429a 0,021726a 0.021131a 0,022321a
0.003 0.002 0.001 0.002
ND ND ND ND
0.193734a 0,18822a  0,185464a 0.185464a 0.185464a
0.003 0.007 0.007 0.007
0.13a 0.14a 0.13a 0.11a
0,01 0.01 0,01 0,01

C. grandiflora
0 mM 40 mM 60 mM 80 mM
0,014286a 0,027679b 0,033631b 0,035714b 0,053571c¢
0.003 0.004 0.005 0.001
ND ND ND ND
0.368922a 0,979198b 0,958898b 0.959404b 0.980201b
0.019 0.009 0.032 0.0109
ND ND ND ND
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5.7 Peroxidacéo de lipideos de membrana

O método do TBARS ¢ utilizado para avaliar danos oxidativos causados nos
lipidios, em especial acidos graxos insaturados de membranas. Os resultados mostram que
ndo ocorreu a peroxidagdo de lipidios em calos submetidos ao tratamento com diferentes
concentracfes de NaCl, pois os niveis de TBARS foram estaveis, quando comparados as
amostras do tratamento controle, sendo este padrdo similar para as duas espécies em estudo
(Figura 13). Os lipideos sédo biomoléculas que desempenham um papel importante como
componente estrutural das membranas celulares (PARIDA; DAS, 2005). Sabe-se que durante
0 estresse oxidativo os radicais livres induzem a peroxidacdo de lipideos da membrana
celular. Nesse trabalho ndo foi observado um aumento no nivel de malondialdeido (MDA),
indicando que as membranas das células dos calos de C. procera e C. grandiflora ndo foram
afetadas. Esses resultados foram similares aos encontrados por Cori et al.(2013), que
caracterizaram o estresse salino em calos de murta, mostrando que esse estresse ndo afetou a
peroxidacdo de lipideos dos calos. Assim, podemos inferir que o provavel dano oxidativo,
indicado pelo aumento das enzimas antioxidantes dos calos de C. grandiflora, ndo atingiu

niveis danosos para membrana.
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Figura 11 - Peroxidacao de lipideos em calos de C. procera (A) e C. grandiflora (B) submetidos a variadas
concentracdes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80 mM). Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA),

aplicando o teste de Tukey a 0,05% de probabilidade. Letras minGsculas iguais ndo diferem significativamente

entre si.
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5.8 Obtencao e determinacdo da qualidade do RNA

Para verificar a qualidade do RNA extraido de calos de C. procera e C.
grandiflora foram avaliadas as leituras espectrofotométricas buscando uma possivel
contaminagdo com carboidratos e/ou proteinas. Com base nas relacdes 260/280 os resultados
obtidos foram entre 1,9 e 2,1 e a relacdo 260/230, entre 2,2 e 2,8. Assim a qualidade do RNA
extraido foi considerada boa, j& que o padrdo de qualidade do RNA é que os valores da
relacdo 260/280 seja entre 1,8 e 2 e a razdo 260/230 esteja acima de 2. A média de
concentracdo do RNA total variou de 976 e 136 ng/uL (Tabela 3).

Em relacdo a integridade dessas biomoléculas, os perfis observados no gel de
agarose demonstraram a integridade do RNA extraido, ja que foram visualizadas as bandas do
RNA ribossomal referentes as subunidades 18S e 28S (Figura 14).



Tabela 3 - Valores médios das concentracdes e relagbes de absorbancias dos RNAs extraidos de calos de C.

procera e C. grandiflora, cultivados por 4 semanas em meio MS suplementado ou ndo com NaCl 80 mM.

Calos de C. procera

Tempo  Concentragio 260280 260230 Concentragio 260/280 260/230
ng/ uL ng/ puL

2 horas 454 2.11 2,11 202 2,11 221

24 horas 310 2,00 2,09 334 2,13 232

4 dias 136 2.10 2,10 220 2,13 222

[
L
oo

14 dias 252 2,12 2,12 2,12 2,81

Calos de Cr. grandiflora

Tempo Concentfracio 260/280 260230 Concentragcdio 260/280 260/230

ng/ uL ng/ uL
(Oboms 7 1%z e L 281
2horas 664 2,01 234 890 2,12 2,53
B
24 horas 430 2,1 2,23 666 2,14 2,33
L I
4 dias 358 2.01 2,23 372 2.11 2.43

14 dias 265 1.96 2,22 236 2,09 2,63
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose (1%), evidenciando as bandas do RNA ribossomal 18S e 28S. (A)
amostras de RNA extraida de calos C. procera nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28 dias de
exposicdo ao meio MS controle (nas bandas de 1-9) e ao meio MS com NaCl 80 mM (nas bandas de 10- 18); (B)
amostras de RNA extraidas de calos C. grandiflora nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28 dias de

exposicao ao meio MS controle (nas bandas de 1-9) e ao meio MS com NaCl 80 mM (nas bandas de 10- 18).

A C. procera
Controle NaCl

Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d ©Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Tempo

RNAr28s
RNAr 18s

B Cr. grandiflora
Controle NaCl

Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d  T1emPo

RNAr28s
RNAr18s

5.9 Padronizacdo da RT-PCR

A melhor temperatura de anelamento foi escolhida com base na realizagdo de uma
RT-PCR usando um gradiente de temperatura (Figura 15). Como resultados podemos
verificar que ambos os primers tiveram uma faixa de amplificacdo bastante similar. O EFla
foi entre 52-57 °C e a osmotina entre 53-57 °C, contudo a temperatura que foi selecionada

para as analises posteriores foi a de 57 °C para ambos os primers.

Para verificar o melhor numero de ciclos, foram realizadas sucessivas RT-PCRs
com diferentes ciclos de amplificagdo, a temperatura de anelamento de 57 °C (Figura 16). A
quantidade de ciclos selecionados para cada par de primers variou, sendo de 27 ciclos para o

EF1la e 33 ciclos para a equencia codificadora da osmotina.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose 1% com o produto da amplificacdo da PCR do cDNA de C. procera
com temperatura de anelamento em gradiente a 52, 53, 54, 55, 56 e 57 °C. (A) Amplificacdo usando os primers

EF1a; (B) amplificagdo usando os primers CpOsm. O pogo M, contém o marcador ®X174 RF DNA/Haelll.

A Primer EF la

M 52 3 S 5$ 56 57 Temperatura em*C

B Primer osmotina
M $2 $3 54 55 56 $7  Temperatura em °C
1.353
1.078
872
603

310




Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 1% com o produto da amplificacdo da PCR do cDNA de C. procera.
Foi realizada uma quantidade variada de ciclos com a temperatura de anelamento de 57°C utilizando os primers
EF1la (A) e os primers da osmotina (B). O poco M, refere-se ao marcador ®X174 RF DNA/Haelll.

A Primer EF 1-a B Primer Osmotina

5 ciclos

0

35 cclos

30 ciclos

1.353
1.078
872
603

310

7 e
/i 27 ciclos
27 ciclos

5.10 Qualidade e padronizacdo do cDNA obtido pela reagdo de transcricédo reversa

Para confirmar a integridade, a qualidade e a homogeneidade dos cDNAs
sintetizados, uma amplificacdo prévia foi realizada empregando-se primers degenerados para
0 gene que codifica o fator de elongacdo EFlo. Assim, utilizou-se todas as amostras de

cDNA produzidas para certificar que o padréo de expressdo apresentava-se homogéneo.

O EFla ¢ utilizado como um controle constitutivo. Os genes EFla sdo altamente
expressos em todos os tecidos de plantas, sendo considerados genes “Housekeeping” e,

portanto, sdo usados para normalizar experimentos de analise da expressdo génica
(SARAIVA, 2013).



A banda referente ao amplicon do gene EFlo, usado para as reagdes, foi
evidenciada nas diferentes amostras analisadas, demonstrando boa qualidade e uma

homogeneidade entre as amostras do cDNA produzidos (Figura 17).

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose (1%), evidenciando a banda do amplicon para o gene EFla
amplificado a partir de cDNA de calos (A) de C. procera nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28
dias de exposicdo ao meio MS controle (nas bandas de 3-11) e ao meio MS com NaCl 80 mM(nas bandas de 12-
20); (B) de Cr.grandiflora nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28 dias de exposi¢cdo ao meio MS
controle (nas bandas de 3-11) e ao meio MS com 80 mM de NaCl (nas bandas de 12- 20). O pogo C-, refere-se
ao controle negativo da reacdo. O poco M, refere-se ao marcador ®X174 RF DNA/Haelll fragments, no qual
possui fragmentos de 1.353, 1.078, 872, 603 e 310 pares de bases.

C. procera
A B
Controle NaCl
M C- Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Oh 2h 12h 24h 48d 4d 7d 14d 28d
~ 800 pb
B Cr. grandiflora

Contole NaCl

M C- Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Oh 2h 12h 24h 48d 4d 7d 14d 28d

~800pb
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5.11 Relacéo entre as osmotinas e o estresse salino

5.11.1 Analise da transcri¢do de osmotinas

Os resultados mostram que o gene da osmotina teve uma expressao induzida pelo
contato com o meio de cultura MS, porém esta inducdo foi mais evidente e prolongada
quando os calos foram submetidos a meio MS suplementado com NaCl. Esse padrdo foi

registrado para ambas as espécies (Figura 18).

Em C. procera, os transcritos da osmotina comecaram a ser observados a patir de
12 horas de contato com o0 meio contendo NaCl 80 mM, e os transcritos tendem a acumular-se
até o 7° dia de contato com o estresse, tendo uma reducdo de producdo no 14° e 28° dia. No
meio MS controle, foi observado o aparecimento de uma banda de menor intensidade nos

tempos de 24 e 48 horas.

Os resultados mostram que nos calos de C. grandiflora, os transcritos da osmotina
comecaram a ser observados a partir de 12 horas de contato com o meio contendo NaCl 80
mM e 0 RNAmM mostrou um pico de acimulo a partir de 24 horas sendo mantido até o 14° dia
de contato com o estresse, tendo uma diminui¢cdo no 28° dia. Observou-se também que 0 meio
de cultura MS sem NaCl induziu os transcritos de osmotina entre o tempo de 12 horas a 7 dias

de contato com o meio.
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Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose (1%), evidenciando a banda do amplicon do gene da osmotina
amplificado a partir de cDNA de calos (A) de C. procera nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28
dias de exposicdo ao meio MS controle (nas bandas de 3-11) e ao meio MS com NaCl 80 mM (nas bandas de 12-
20); (B) de Cr.grandiflora nos tempos de 0, 2, 12, 24 e 48 horas e 4, 7, 14 e 28 dias de exposi¢do ao meio MS
controle (nas bandas de 3-11) e ao meio MS com NaCl 80 mM (nas bandas de 12- 20). O poco C-, refere-se ao
controle negativo da reacdo. O poco M, refere-se ao marcador ®X174 RF DNA/Haelll fragments, no qual

possui fragmentos de 1.353, 1.078, 872, 603 e 310 pares de bases.

C. procera
A
Controle NaCl
M C-0h 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Oh 2h 12h 24h 4Sh 4d 7d 14d 28d
~600 pb
B Cr. grandiflora

Controle NaCl

M C-0h 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d Oh 2h 12h 24h 48h 4d 7d 14d 28d

~600pb

5.11.2 Avaliacéo da presenca de osmotinas

Foram analisadas os extratos proteicos dos calos de C. procera e C. grandiflora
submetidas a 28 dias de contato com concentracfes crescentes de NaCl (0, 20, 40, 60 e 80
mM de NaCl), por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os resultados indicam a presenca de

proteinas de variadas massas moleculares, tendo a proteina mais predominante detectada em
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uma massa proxima de 66 kDa, porém ndo foi apresentada a banda préxima a 22 kDa,

referente & osmotina, em nenhuma das espécies em estudo (Figura 19).

Figura 17 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%). Foram aplicadas 50 pug das amostras dos extratos
proteicos e o gel foi corado com Comassie Brilliant Blue R-250. Os poc¢os 2- 6 sdo referentes aos extratos
proteicos de calos de C. procera apds 28 dias de tratamento em meio contendo NaCl a 0, 20, 40, 60 e 80 mM. Os
pocos 7- 11 sdo referentes aos extratos proteicos de calos de C. grandiflora apds 28 dias de tratamento em meio
contendo NaCl a0, 20, 40, 60 e 80 mM.

C. procera Cr. grandiflora
M 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 mMde NaCl
97,0/ W8 +~8 - BR-BE. &
66,0 . — :
45,0
30,0
20,1 w»=

144

Como foi observado, os géis de eletroforese ndo indicavam a presenca da
osmotina madura em calos de C. procera e C. grandiflora submetidos ao cultivo em meio MS
e suplementados com NaCl (0 a 80 mM). Com intuito de comprovar a existéncia desta
proteina foi realizada a técnica de Dot blotting, com anticorpos policlonais anti-osmotina de

C. procera.

O Dot blotting demonstrou que ndo houve um reconhecimento especifico do
anticorpo anti-osmotina no extrato proteico dos calos de ambas as espécies, sendo observada

apenas uma fraca reacdo ndo especifica nos calos de C. procera (Figura 20).
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Figura 18 - Dot Blotting de extratos proteicos de calos de C. procera e C. grandiflora. O circulos representam:
(1) controle positivo- proteinas do latex de C. procera, (2) controle negativo- BSA, proteinas dos calos de C.
procera (3) 0 horas de contato com o meio controle, (4) 7 dias de contato com o meio controle, (5) 28 dias de
contato com o meio controle, (6) 0 horas de contato com 80 mM de NaCl, (7) 7 dias de contato com o0 meio com
80 mM de NacCl, (8) 28 dias de contato com 80 mM de NaCl; proteinas dos calos de Cr.grandiflora (9) 0 horas
de contato com o meio controle, (10) 7 dias de contato com o meio controle, (11) 28 dias de contato com o0 meio
controle, (12) 0 horas de contato com 80 mM de NaCl, (13) 7 dias de contato com 0 meio com 80 mM de NaCl,
(14) 28 dias de contato com 80 mM de NaCl

[
(]

LpCp BSA

Calos de C. procera

Controle 80 mM de NaCl
3 4 5 6 7 8

Calos de Cr. grandiflora

Controle 80 mM de NaCl
9 10 11 12 13 14

Com o intuito de verificar a presenca da osmotina por uma ferramenta mais sensivel,
foi realizada a espectrometria de massas das amostras de C. procera e C. grandiflora. Para
isso, coletou-se proteinas dos tempos que houve o pico de transcricdo de osmotinas. Os
resultados ndo foram conclusivos. Apesar disso, os resultados mostram que ndo houve a
deteccdo da proteina osmotina em nenhuma das amostras, sendo predominante o

aparecimento de proteinas do tipo Housekeeping e de peroxidases (Tabela 4).
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Em calos de C. procera foram identificadas doze proteinas, entre elas, sete
peroxidases com massa molecular variando de 37 kDa a 40 kDa; uma protease cisteinica com
massa molecular semelhante a 40 kDa; e outras proteinas do metabolismo basal. A presenca
de proteases e peroxidase por esta técnica corroboram com os ensaios in vitro, ja que foi

observado por ensaio colorimétrico a atividade dessas enzimas.

Nos calos de C. grandiflora, foram detectadas sete proteinas, dentre elas se destacam
cinco peroxidases com massas moleculares variando de 40 a 37 kDa; um inibidor de protease
com massa molecular de 23 kDa e uma pectina metil esterase com massa molecular de 35
kDa. Ensaios colorimétricos realizados com esse material indicaram a presenca da atividade
de peroxidase. Estudos realizados por SILVA (2015), indicam a presenca de inibidor de

proteases em amostras proteicas de calos de C. grandiflora.

A presenca de peroxidases nos calos de ambas as espécies pode estar associada a
importancia do papel fisioldgico dessa proteina, uma vez que as peroxidases estdo presentes
em quase todos os organismos vivos (HIRAGA et al., 2001). Nas plantas, elas estdo
envolvidas em diferentes papéis fisiologicos: lignificacdo da parede celular, ligacdo cruzada
entre proteinas de parede celular, tolerdncia a salinidade, senescéncia e defesa contra
patogenos (HIRAGA et al., 2001). As peroxidases sdo classificadas como pertencente a
familia 9 de proteinas relacionadas a patogénese (van LOON et al., 2006). Sabe-se da
existéncia de peroxidases no latex de C. procera (FREITAS, 2009) e no latex de C.
grandiflora (FREITAS, 2010), o que leva a supor que estas enzimas estejam envolvidas em

processos de defesa destas espécies.
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Tabela 4 - Lista de proteinas identificadas por espectrometria de massas ESI-QUAD-TOF a partir de extratos proteicos de calos de C. procera e C. grandiflora, submetidos a
0 horas 7 e 28 dias de contato com o meio MS controle e adicionado de 80 mM de NaCl. Estas foram caracterizadas pela massa molecular e pl teéricos, sequéncias dos

peptideos incomuns, o nimero de entrada no NCBI, e a origem das proteinas.

Amostras Teorico Score ID Sequéncia de Peptideo Descricdo e origem das Proteinas

Massa pl Identificadas

Molecular

Calos C. procera 38 8.4 97 0i|703103599 | DIGQAAGLLR Peroxidase 12 (Morus notabilis)
Controle DSVFLSNGPDYAVPLGR
0 horas 87 6.7 95 0i|974782 YLFAGVVDGR Metionina sintase independente de
FALESFWDGK cobalamina (Solenostemon
scutellarioides)
39 5.53 95 0i|218138216 | DIGQAAGLLR Peroxidase 4 (Litchi chinensis)
DSVFLSGGPDYEVPLGR

38 5.28 94 0i[702382306 | DIGQAAGLLR Peroxidase-like 12 (Eucalyptus
DSVFLSGGPEYDVPLGR | grandis)

21 9.8 72 0i|168828727 | SLPIAAGLLR Fator de transcricdo R2R3-Myb14
SLPDAAGLLR (Pinus taeda)

39 6.56 60 0i|218157 VAPEVIAEYTVR Aldolase citoplasmatica (Oryza
sativa Japonica)

35 8.9 57 0i|565386264 | MGQLNVLTGSKGEIR Malato desidrogenase,
mitocondrial-like (Solanum
tuberosum)

39 8.42 55 0i|55057256 | MGQLNVLTGSKGEIR Peroxidase (Picea abies)

Calos C. procera ND ND ND ND ND ND

Controle

7 dias

Calos C. procera 38 8.46 79 gi|703103599 [ DIGQAAGLLR Peroxidase 12 (Morus notabilis)
Controle DSVFLSNGPDYAVPLGR




28 dias 40 4.77 59 0i|26452046 | VVTIDGYEDVPR Protease cisteinica RD21A
(Arabidopsis thaliana)
Calos C. procera 85 5.9 198 0i|8134568 FALESFWDGK Metionina sintase independente da
80 mM de NaCl YLFAGVVDGR vitamina B12
0 horas AGINVIQIDEAALR (Mesembryanthemum
YGAGIGPGVYDIHSPR crystallinum)
38 6.4 124 0i|2213867 GILAADESTGTIGK Aldolase frutose-bifosfato
VAPEVIAEYTVR (Mesembryanthemum
crystallinum)
35 8.9 80 01565386264 | LALYDIAGTPGVAADVS | Malato desidrogenase,
HINTR mitocondrial (Solanum tuberosum)
DDLFNINAGIVK
39 8.4 62 gi|55057256 | MGQLNVLTGSKGEIR Peroxidase (Picea abies)
40 5.8 62 019931567 MGQLDVLTGSQGEIR Peroxidase classe Il (Pinus
sylvestris)
39 7.5 60 0i|563426020 [ DSVFLSGGPDYDLPLGR | Prx02 (Brunfelsia pauciflora var)
Calos C. procera ND ND ND ND ND ND
80 mM de NaCl
7 dias
Calos C. procera 39 6.5 76 gi|218157 VAPEVIAEYTVR Aldolase citoplasméatica (Oryza
80 mM de NaCl sativa Japonica Group)
28 dias 37 7.5 67 0i|223931156 | DPTMDQTFFNNLR Peroxidase (Doritis pulcherrima)
YYVDLMNR
Calos de 39 7.5 100 0i|563426020 [ DSVFLSGGPDYDLPLGR | Prx02 (Brunfelsia pauciflora var)
grandiflora YYVDLMNR
Controle 39 55 84 01218138216 | DSVFLSGGPDYEVPLGR | Peroxidase 4 (Litchi chinensis)
0 horas YYVDLMNR
37 7.5 67 01223931156 | DPTMDQTFFNNLR Peroxidase (Doritis pulcherrima)
YYVDLMNR
Calos de ND ND ND ND ND ND
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grandiflora
Controle
7 dias
Calos de ND ND ND ND ND ND
grandiflora
Controle
28 dias
Calos de 39 7.5 76 01563426020 | DSVFLSGGPDYDLPLGR | Prx02 (Brunfelsia pauciflora var)
grandiflora 39 55 59 0i|218138216 | DSVFLSGGPDYEVPLGR | Peroxidase 4 (Litchi chinensis)
80 mM de NaCl
0 horas
Calos de 39 55 131 0i|218138216 | DSVFLSGGPDYEVPLGR | Peroxidase 4 (Litchi chinensis)
grandiflora YYVDLMNR
80 mM de NaCl YYVDLMNR
7 dias QGLFTSDQDLYTDKR
39 7.5 111 0i|563426020 | DSVFLSGGPDYDLPLGR | Prx02 (Brunfelsia pauciflora var)
YYVDLMNR
Calos de 38 5.2 104 0i[702382306 | DIGQAAGLLR Peroxidase- like 12 (Eucalyptus
grandiflora DSVFLSGGPEYDVPLGR | grandis)
80 mM de NaCl 37 7.5 97 0i[223931156 | DPTMDQTFFNNLR Peroxidase (Doritis pulcherrima)
28 dias YYVDLMNR
40 6.9 75 gi|720015983 [ DIGQAAGLLR Peroxidase-like 12  (Nelumbo
MGQLIVLTGTQGEIR nucifera)
35 6.6 56 0i|160419153 | SVVDGWTTFR Pectina metil esterase (Actinidia
deliciosa)
23 4.9 54 0i|35187106 | VSTDLNIK Inibidor de tripsina Kunitz 4

(Populus trichocarpa)
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Como mecanismos de defesa a salinidade as plantas alteram a transcricdo de gene
e intensificam a producdo de proteinas relacionadas a protecdo ao estresse salino. Uma
proteina comumente relaciona ao estresse salino é a osmotina. Neste estudo, foi observado a
inducdo na producdo de transcritos de osmotinas a medida que os calos de C. procera e C.
grandiflora foram transferidos para um novo meio de cultura. Porém, a expressdo da
osmotina foi mais evidente e prolongada quando os calos foram transferidos para meio de
cultura MS adicionado de 80 mM de NaCl, no qual possuia um osmolaridade 2,5 vezes maior

que o0 meio controle.

Muitos trabalhos relatam a indugdo da osmotina sob condigdes de estresse salino.
Onishi e colaboradores (2006) estudaram o comportamento da expressdo da osmotina de soja
em concentracdes elevadas de NaCl. Os resultados apontam que transcritos desta proteina
foram induzidos sob condicGes estressantes, porém a intensidade e o periodo de inducgdo foi
dependente do tecido em estudo. O autor justifica a inducéo rapida de transcricdo da osmotina
ao fato do elevado acumulo de Na*/Cl- que ocorre na soja, ja que em tecidos que ndo
acumularam ions ndo houve a expressdo. Assim esses ions seriam sinalizadores do estresse

salino para transcricdo da osmotina.

Estudos realizados com a osmotina identificada na pimenta, demonstraram a
inducdo de transcritos por varios tipos de estresse incluindo o estresse salino causado por
NaCl. Neste trabalho, os autores sugeriram que o sinal indutor da transcricdo do RNAm seria
0 estresse osmotico, causado por NaCl e/ou déficit hidrico (HONG et al., 2004).Estas
observacOes sobre os sinalizadores do estresse para sintese de transcritos de osmotinas podem
ser associadas com a regulacdo dos transcritos de osmotinas nas espécies em estudo, ja que 0s

calos sofreram um estresse osmotico e aciimulo de ions.

Estudos com expressdo da osmotina mostram que ela ajuda a sobrevivéncia das
plantas em condicdes de estresse salino, porém o mecanismo de acdo preciso da mesma ainda
nédo foi relatado na literatura (PARKHI et al., 2009). Acredita-se que a funcdo da osmotina
seja de soluto compativel, aumentando o potencial osmético das células (VIKTOROVA,
2012).

Outro fato descrito na literatura € que a osmotina induz de alguma forma o
acumulo de prolina (ABDIN, 2011). Como ja foi discutido, houve um acumulo na

concentracdo de prolina dos calos submetidos a estresse nas duas espécies em estudo. Este
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acumulo de prolina pode estar relacionado a producdo de osmotina, sendo necessarias

investigagBes mais especificas para afirmar uma possivel correlag&o.

Em relacdo aos resultados referentes a produgdo da proteina osmotina, podemos
afirmar que ndo foram conclusivos. Nestes, ndo observamos a presenca de osmotina atraves
das técnicas de eletroforese, Dot blotting e espectrometria de massas. Resultados obtidos por
LaRosa e colaboradoes (1992) também citam as dificuldades de estabelecer relacdes entre o
nivel de transcricdo da osmotina com a producdo da proteina madura. Hipotetizamos que o
ndo reconhecimento da osmotina por anticorpos se da devido a pequena concentracdo de
osmotina que foi acumulada em resposta a indutores. Desta forma, este trabalho ndo
conseguiu estabelecer uma relacdo entre transcritos de osmotinas e proteinas maduras. Mas,
acredita-se que esta proteina possua alguma relacdo com a protecdo ao estresse salino, ja que

foi vista a indugéo da transcri¢do dos seus respectivos genes.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que os mecanismos de tolerancia a salinidade
foram  diferentes entre as espécies em estudo. Os calos de Calotropis
procera apresentaram um menor dano quando expostos a concentraces elevadas de sal,
quando comparados com os calos de Cryptostegia grandiflora. A salinidade causou um
desequilibrio ibnico em ambas as espécies, e elas desenvolveram mecanismos de ajuste
osmotico. Foi evidente a existéncia de uma relacdo das osmotinas destas espécies com a
protecdo a condi¢bes de salinidade, ja& que o estresse salino favoreceu o aumento da
transcricdo dos genes destas. As proteinas correspondentes aos genes de osmotinas nao foram

detectadas pelas técnicas utilizadas.
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