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RESUMO

A cana-de-acucar € um dos principais produtos agricola no cenario econdmico e
social brasileiro e sua manutencdo, bem como o aumento de producdo e
produtividade estd ligado ao melhoramento genético com sele¢cdo de novos
genotipos que apresentem caracteristicas de interesse agrondmico. As técnicas de
cultura de tecidos podem ser utilizadas em estudos de selecdo ou avaliagdo da
tolerancia de plantas contribuindo no esclarecimento das alteracdes provenientes
das condi¢Bes de estresse. A produtividade da cana-de-acgUcar sofre influéncia de
diversos fatores ambientais como a salinidade que limita a producédo devido aos
efeitos osmaéticos e de toxidade i6nica pela absor¢do de Na* e CI'. O estresse salino
aumenta a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo
promover estresse oxidativo e provocar injarias aos lipideos, proteinas, carboidratos
e DNA. Para minimizar os danos causados pelo acumulo de ROS, as plantas
possuem o sistema antioxidativo de defesa que envolve substéncias de natureza
enzimatica (catalase-CAT, peroxidase-POD, ascorbato peroxidase-APX e
polifenoloxidase-PPO) e ndo enzimética como a prolina. Os objetivos desse estudo
foram avaliar a acdo de prolina exégena no cultivo in vitro de gendtipos de cana-de-
acucar submetidos ao estresse salino e analisar as altera¢des bioquimicas que
ocorrem nessas condicbes. Foram utilizadas plantas micropropagadas dos
gendtipos RB931011 e RB872552. As plantas foram cultivadas, durante 20 dias, na
auséncia ou presenca de 20 mM de prolina associada ou ndo a 100 mM de NacCl,
totalizando cinco tratamentos. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
com fatorial 2x5 (gendtipo x tratamento). Amostras de folhas foram coletadas
procedendo-se analises dos teores de prolina endégena e proteinas sollveis totais,
porcentagem de extravasamento de eletrélitos, concentracdo dos ions Na* e K* e
atividade das enzimas CAT, POD, APX e PPO. Os dados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Nos tratamentos salinos, ambos 0s gendtipos apresentaram aumento
no extravasamento de eletrdlitos, causado, possivelmente, pela peroxidacao lipidica.
As plantas cultivadas sob estresse salino apresentaram reducdo no teor de
proteinas sollveis totais e paralelamente ocorreu uma manuteng¢ao ou acréscimo no
teor de prolina endégena. O sal também promoveu o0 aumento na concentracdo de
Na" e diminuicdo de K* gerando, consequentemente, uma elevada relacdo Na'/K*. A
atividade das enzimas CAT, POD, APX e PPO, responséaveis pela eliminacao de
ROS, aumentaram em funcdo da salinidade em ambos os genoétipos. O gendtipo
RB931011 apresentou uma maior aclimatacdo ao estresse salino quando
comparado ao genétipo RB872552 devido ao maior aumento do teor de prolina
enddgena e maior atividade das enzimas antioxidantes o que resultou em um menor
dano de membrana.

Palavras-chave: Saccharum officinarum L., ROS, estresse oxidativo, enzimas
antioxidantes.
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ABSTRACT

Sugarcane is one of the main agricultural products in the economic and social
scenario Brazilian and maintenance, as well as increased production and productivity
is linked to genetic improvement with selection of new genotypes that have the
characteristics of agronomic interest. The techniques of tissue culture can be used in
studies of selection or evaluation of the tolerance of plants contributing to clarify the
changes from the conditions of stress. The productivity of sugarcane is influenced by
several environmental factors such as salinity that limits production due to osmotic
effects and ion toxicity by absorption of Na* and CI. Salt stress increase the
concentration of reactive oxygen species (ROS), may promote oxidative stress and
cause injury to lipids, proteins, carbohydrates and DNA. To minimize the damage
caused by the accumulation of ROS, plants possess the antioxidant defense system
involving substances of nature enzyme (catalase-CAT, peroxidase-POD, ascorbate
peroxidase-APX and polyphenoloxidase, PPO) and not enzyme as the proline. The
objectives of this study were to evaluate the effects of exogenous proline in
cultivation in vitro of sugarcane submitted to salt stress and analyze the biochemical
changes that occur in these conditions. Plants were micropropagated genotypes
RB931011 and RB872552. Plants were grown, for 20 days, in the absence or
presence of 20 mM proline with or without 100 mM NacCl, totaling five treatments. We
used a completely randomized design with 2x5 factorial (genotype x treatment). Leaf
samples were collected proceeding to analysis of endogenous levels of proline and
total soluble proteins, percentage of electrolyte leakage, concentration of Na* and K*
and activity of enzymes CAT, POD, APX and PPO. The data were analyzed using
ANOVA and means compared by Tukey test at 5% probability. In the saline
treatments, both genotypes showed an increase in electrolyte leakage, caused
possibly, by lipid peroxidation. Plants grown under salt stress showed a reduced
content of total soluble protein and in parallel maintenance or increase in the
endogenous proline content. The salt also promoted the increase in the
concentration of Na* and decreased K' generating thus a high ratio Na'/K*. The
activity of CAT, POD, APX and PPO, responsible for the elimination of ROS,
increased with increasing salinity in both genotypes. The RB931011 genotype had a
greater acclimation compared to genotype RB872552 due to the largest increase in
endogenous proline content and increased activity of antioxidant enzymes resulting
in minor membrane damage.

Key words: Saccharum officinarum L., ROS, oxidative stress, antioxidant enzymes.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

ROS — Reactive Oxigen Species

NaCl - cloreto de sodio

K" - potassio

Ca** - célcio

H,O, — peroxido de hidrogénio

0O," - radical superéxido

OH?* - radical hidroxila

HO,® - radical hidroperéxido

0, - oxigénio singleto

SOD (EC 1.15.1.1) - superéxido dismutase
APX (EC 1.11.1.11) - ascorbato peroxidase
GR (EC 1.6.4.2) - glutationa redutase

CAT (EC 1.11.1.6) - catalase

PPO (EC 1.14.18.1) - polifenoloxidase
POD (EC 1.11.1.7) - peroxidase

P5CS - pirrolina-5-carboxilato sintase
P5CR - pirrolina-5-carboxilato redutase
PDH - prolina desidrogenase

P5CDH - pirrolina-5-carboxilato desidrogenase
BAP - 6-benzil aminopurina

Pro - prolina

PIA - porcentagem de integridade absoluta da membrana

SIT — Sistema de Imersdo Temporaria
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1. ASPECTOS BOTANICOS E IMPORTANCIA AGROINDUSTRIAL DA CANA-DE-
ACUCAR

Monocotiledbnea de ciclo semi-perene, a cana-de-acucar (Saccharum
officinarum L.) pertence a Divisdo Magnoliophyta, Classe Liliopsida, Familia
Poaceae e ao Género Saccharum. E originaria do Sudeste Asiatico, na grande
regido central da Nova Guiné e Indonésia (SACILOTO, 2003).

A cana-de-acucar desenvolve-se em forma de touceira com a parte aérea,
formada por colmos, folhas e inflorescéncias, e a parte subterrdnea formada de
raizes e rizomas. O colmo, constituido por nédios e internddios, é a parte que fica
acima do solo, sustentando as folhas e a panicula. As raizes séo fasciculadas e os
rizomas possuem naédios, internddios e gemas, responsaveis pelo aparecimento dos
perfilhos, formados na touceira. A folha € ligada ao colmo, na regido nodal, formando
duas fileiras opostas e alternadas. A inflorescéncia € uma panicula aberta e a flor é
hermafrodita, possuindo ovario, com um ovulo, e trés estames que sustentam as
anteras com os graos de pélen. O fruto, como na maioria das gramineas, € uma
cariopse de forma eliptica alongada (CESNIK e MIOCQUE, 2004).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo. Atualmente, o setor
sucroalcooleiro passa por um acelerado processo de crescimento devido a escassez
das reservas de petréleo e a preocupacdo da sociedade com as iminentes
mudancas climéaticas (DEDEMO, 2006). Na safra 2008/2009 a cultura ocupou mais
de 7 milhBes de hectares e atingiu a producdo de 571,4 milhdes de toneladas,
contribuindo com cerca de um terco da producdo mundial (CONAB, 2009). No
Nordeste, ocupou 1,05 milhdes de hectares e produziu 64,4 milhdes de toneladas de
cana-de-acgucar. Nessa Safra, a agroindustria canavieira ocupou, em Pernambuco,
uma area de 321,4 mil hectares com uma producao de 19,1 milhdes de toneladas,
gerando cerca de 120 mil empregos diretos, nas areas rural e industrial (CONAB,
2009).

Do processo de industrializacdo da cana-de-acucar obtém-se produtos como
acucar, etanol e aguardente. A industria canavieira brasileira mantém o maior
sistema de producéo de energia comercial de biomassa no mundo através do etanol
e do uso quase total do bagaco. Souza e Silva (2002) afirmam que existe a
perspectiva de se utilizar a cana-de-acucar como biorreator na geracado de energia

elétrica, bem como na producao de plasticos biodegradaveis, agucares nao caloricos
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e compostos quimicos de interesse farmacéutico. O cultivo de cana-de-acucar €
responsavel pela geracdo de muitos empregos diretos e indiretos, 0 que evidencia
sua importancia econdmica e social (SACILOTO, 2003).

A cana-de-agucar € um dos principais produtos no cenario econémico e social
brasileiro e 0 sucesso desse agronegdécio esta ligado ao melhoramento genético
com selecdo de novas variedades, obtidas por meio de programas de melhoramento
desenvolvidos pelos centros de pesquisa e estacdes experimentais (VETTORE et
al., 2001). Conforme Barbosa et al. (2002), o melhoramento genético foi fundamental
para o desenvolvimento do setor canavieiro nacional, propiciando ganhos elevados
tanto em produtividade quanto em qualidade.

O sucesso da industria canavieira esta baseado, incontestavelmente, em
cultivares que se adaptem bem ao clima, ao solo e as caracteristicas intrinsecas de
uma dada regido de interesse. No Brasil, particularmente no Nordeste, destacam-se
as variedades RB (Republica Brasileira) lancadas pelo Programa Nacional de
Melhoramento de Cana-de-Acucar, conduzido pela Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro — RIDESA. Essas variedades RB
caracterizam-se pela produtividade e adaptacdo as condi¢cdes edafocliméticas de
cada Regido (RIDESA, 2005).

Como toda cultura agricola, a producdo da cana-de-acucar é influenciada por
um grande numero de fatores ambientais. A busca por altos rendimentos a baixos
custos implica em conhecer mais detalhadamente a fisiologia, bioguimica e genética
da cultura, com o objetivo de racionalizar as relacées entre os diferentes fatores de
producao visando o maximo desempenho.

Em decorréncia da posicdo de destaque que ocupa na economia mundial,
essa cultura estad freqientemente inserida em programas de melhoramento de
espécies cultivadas, visando a introducdo de caracteristicas de interesse
agronémico, como resisténcia a pragas e patdgenos, aumento no teor de sacarose e

tolerancia a herbicidas e aos estresses ambientais (CIDADE et al., 2006).
2. CULTIVO IN VITRO
De acordo com Suzuki (2008), a cultura de tecidos ou cultivo in vitro de

plantas pode ser definida como sendo a cultura de células, tecidos ou 6rgéos

vegetais em condicbes assépticas. Essa tecnologia tem imprescindivel papel na
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producéo de plantas importantes sob o ponto de vista agrondmico e ornamental e na
manipulacdo de plantas para melhorar a produtividade agricola.

Vérias técnicas sdo aplicadas na cultura de tecidos, dentre elas estdo a
micropropagacao, cultivo de meristema (limpeza clonal), cultivo de embri&o zigotico,
fusdo de protoplastos e hibridacdo somética, suspensdo celular, embriogénese
somatica, organogénese e selecéo in vitro.

A micropropagacdo de cana-de-acucar facilita a rapida multiplicacdo das
novas variedades melhoradas e garante a producao de mudas isentas de doencas e
pragas, algumas vezes transmitidas pelos métodos convencionais de propagacao
(GEIJSKES et al., 2003). Deste modo, ganhos consideraveis na producdo dessa
cultura tém sido observados. Ademais, o cultivo in vitro consiste de uma estratégia
que contribui com avanc¢os no melhoramento de plantas através da conservacao do
germoplasma in vitro e na producao de plantas geneticamente transformadas.

As técnicas de cultura de tecidos vém sendo, ultimamente, utilizadas em
estudos de selecdo ou avaliacdo da tolerancia de plantas, sendo, em alguns casos,
vantajosos pela relativa rapidez de resposta e pela possibilidade de controle das
condicbes ambientais, podendo contribuir no esclarecimento das alteracdes
provenientes das condicdes de estresse (SILVA et al., 2001).

A cultura de tecidos evita as complexidades fisiologicas e estruturais da
planta, podendo controlar a homogeneidade do estresse e suas implicacdes, e
fornece importante ferramenta para o estudo dos efeitos da salinidade e seus
mecanismos (KEREPESI et al.,, 2004). Assim, esta técnica torna-se conveniente

para investigar as respostas das plantas de cana-de acucar submetidas ao NaCl.

3. ESTRESSE

O estresse é uma alteracdo fisiolégica causada por fatores que tendem a
alterar o equilibrio dos organismos (GASPAR et al., 2002). Larcher (2004) refere-se
ao estresse como um desvio das condi¢cfes 6timas para a vida induzindo mudancas
e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, as quais sao reversiveis a
principio, mas podem se tornar permanentes. Taiz e Zeiger (2004) mencionam que
em condi¢Bes naturais e agricultaveis as plantas estédo freqientemente expostas as
condi¢cdes de multiplos estresses. Para Lawlor e Cornic (2002), os varios estresses

ambientais afetam de maneira negativa 0 crescimento, o0 metabolismo e a
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produtividade das plantas. Seca, salinidade, baixas e altas temperaturas, inundagéo,
poluentes e radiacdo sdo os fatores de estresse mais importantes que limitam a
producao das culturas.

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade, com duracao
variavel, combinados ou ndo, de modo continuo ou alternando com momentos de
normalidade. No que concerne as plantas, a intensidade do estresse vai depender
do 6rgao ou do tecido alvo, do estadio de desenvolvimento da planta e do gendtipo
em questdo. Levando-se em consideracdo esses fatores, o0 genoétipo pode
manifestar tolerancia, sobrevivendo e crescendo, mesmo que em menores taxas, ou
0 genodtipo pode manifestar suscetibilidade e, dependendo da intensidade do
estresse, chegar a morte (CAMBRAIA, 2005).

3.1 Estresse Salino

A salinizacdo dos solos pode ocorrer por fatores naturais ou antropicos.
Dentre os fatores naturais, as baixas umidades associadas a intensa
evapotranspiracdo podem levar a formacdo de solos salinos, como ocorre em
regides aridas e semi-aridas. O homem, por meio de um inadequado manejo do solo
e da agua nos perimetros irrigados pode também induzir ou agravar o processo de
salinizacdo (ORCUTT e NILSEN, 2000).

O estresse salino é um dos grandes problemas enfrentados ndo sO nas
regides do Nordeste brasileiro, mas, também, em muitas outras regides do mundo
(SILVEIRA et al., 2001). A maioria das espécies vegetais submetidas a salinidade
tem o crescimento reduzido afetando sua produtividade. As consequéncias desse
estresse manifestam-se na planta tanto no ambito fisiolégico e bioquimico (MUNNS
et al., 2002) como no molecular (WINICOV, 1998).

Os efeitos do estresse salino podem ser classificados em priméarios e
secundarios. Os primarios incluem os efeitos téxicos especificos dos ions; os danos
na permeabilidade das membranas celulares e de organelas citoplasmaticas; o
desequilibrio metabdlico nos processos fotossintético e respiratorio; anabolismo e
catabolismo de aminoé&cidos, proteinas e acidos nucléicos; reagbes enzimaticas e
conversdes de fitormbnios (WILLADINO e CAMARA, 2005). JA os secundarios
incluem efeitos osmoticos e deficiéncia de nutrientes induzida pela competicdo dos

jons Na* e CI' com os demais durante o processo de absorcdo (LEVITT, 1980).
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Sob estresse, as modificagcbes das membranas podem ser evidenciadas
atraveés da liberacdo de solutos. Borochov-Neori e Borochov (1991) observaram que
em plantulas de meldo o extravasamento de eletrélitos sob tratamento salino foi
mais r4pido e com maior magnitude em comparacdo ao controle, indicando
alteracdo nas propriedades das membranas. Uma das causas do aumento da
liberacdo de eletrélitos é a peroxidacao lipidica, causada por espécies reativas de
oxigénio - ROS (QUEIROZ et al., 2002).

As alteracdes na membrana podem ocorrer, também, devido ao contato com
o fon Na’*, o que causa sua despolarizacdo, podendo conduzir a interrupcdo dos
mecanismos de absorcao ibnica e seletividade (GREENWAY e MUNNS, 1980). De
acordo com Mansour (1995), o componente osmatico do estresse salino, ou seja, a
menor disponibilidade de agua para a planta, ndo confere danos a membrana
plasmética. Os efeitos deletérios da salinidade referem-se essencialmente a acao
dos efeitos toxicos dos ions.

Quando as plantas sado expostas a salinidade, o equilibrio no transporte de
fons Na* e CI' e de outros nutrientes minerais essenciais é interrompido. O ion
cloreto € um dos solutos que contribui para a reducao do potencial osmatico celular
facilitando a absorcédo de agua, entretanto, seu excesso provoca clorose e necrose
das folhas, ocasionando queda de producdo (MARSCHNER, 1990).

Os distirbios metabdlicos gerados pelo acimulo de Na* na célula sdo, em
parte, resultantes da competicdo com o ion K* pelos sitios ativos das enzimas. O
aumento da concentracdo de Na' é acompanhado de reducdo na absor¢do de K*
nos tecidos vegetais, proporcionando aumento excessivo na relacdo Na'/K'. Essa
relacdo € usada como um indice que permite estimar a toxidez de ion Na*, uma vez
que esse cation inibe a atividade das enzimas dependentes de ion K*. A capacidade
de manter uma relacédo Na'/K" relativamente baixa no citoplasma (cerca de 0,6) e a
habilidade de transportar os ions Na* e CI” para longe dos sitios do metabolismo
primario (folhas) sdo duas condi¢des criticas para que ocorra 0 crescimento da
planta em condi¢des salinas (TESTER e DAVENPORT, 2003).

Sob estresse salino ha reducdo no conteudo de proteinas sollUveis totais
(SILVEIRA et al., 2003). Esse decréscimo pode refletir retardamento na sintese
protéica ou aceleracdo na sua degradacdo, levando ao aumento na quantidade de
aminoacidos livres ou a inibicdo da incorporacdo destes aminoacidos nas proteinas.

A protedlise fornece aminoacidos necessarios para a manutencdo celular durante
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distarbios nutricionais, que podem ser causados pela salinidade. Kumar et al. (2008),
observaram uma reducéo nos teores de proteinas totais soliveis em pinhdo manso
cultivado em meio com 100 mM de NaCl. Resultados similares foram encontrados
por Piza et al. (2003) em plantas de abacaxi micropropagadas em tratamentos
salinos aos 15 dias de cultivo in vitro.

A tolerancia ao estresse salino requer uma série de adaptacdes integradas
envolvendo sistemas celulares e metabolicos. A tolerdncia € uma caracteristica
multigénica com uma grande quantidade de genes responsaveis pela minimizacéo
dos efeitos do excesso de sal (MUNNS, 2005). Estes genes codificam proteinas
fotossintéticas, proteinas ligadas ao transporte de ions para o vacuolo e enzimas
antioxidantes. Muitos desses genes sao induzidos sob estresse salino e tém sido
detectados por ensaios de hipersalinizacdo na planta modelo Arabidopsis thaliana
(ESTEVES e SUZUKI, 2008).

As plantas tém distintos niveis de tolerancia as concentracdes de sais.
Utilizando uma variedade de mecanismos 0s vegetais ampliaram suas respostas
bioguimicas e moleculares para tolerar o estresse salino através de produtos e
processos alternativos (IYENGAR e REDDY, 1996). Esses mecanismos permitem
gue a planta restabeleca suas condicfes permitindo seu crescimento mesmo sob
estresse.

Em termos moleculares, o sinal de estresse, uma vez produzido pela célula
vegetal, deve ativar uma rota de transducao que envia a mensagem aos fatores de
transcricdo, que regulam a expressdo dos genes encarregados da resposta ao
estresse (Figura 1). A perda do volume e da turgescéncia celular ou a concentragcao
de solutos altera a conformacdo de proteinas da parede celular e da membrana
plasmatica, ativando rotas de transducdo de sinais que dao lugar a expressao de
determinados genes, transformando o fendbmeno do estresse em uma resposta
bioguimica (WILLLADINO e CAMARA, 2005).

As estratégias bioquimicas incluem acumulagcdo ou exclusao seletiva de ions,
controle da entrada de ions pelas raizes e transporte para as folhas,
compartimentalizacdo de ions a nivel celular (vacuolos) e estrutural (folhas), sintese
de osmolitos, alteragbes nas vias fotossintéticas, modificagbes na estrutura de
membrana, inducdo de enzimas antioxidantes e horménios (ESTEVES e SUZUKI,
2008).



20

Sinais externos = Agentes estressantes

Percepcao do sinal

Transducao do sinal

Expressao génica Respostas metabdlicas
| !
Sintese de: horménios (ABA, ajuste osmatico, acumulacao
etileno), proteinas de membrana, ou exclusao de ions, ativacao
solutos compativeis ... enzimatica ...

Figura 1. Percepcao de sinais externos e resposta da planta ao estresse salino

3.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é um fator central do fenoméno de estresses abibticos e
biéticos que ocorre quando h&d um sério desbalanco entre a producao de ROS e as
defesas antioxidantes (FOYER e NOCTOR, 2000). O rompimento do estado
estacionario em favor da condicdo pro-oxidativa, elevando a concentracdo das ROS,
favorece injarias celulares tendo como consequéncias danos as biomoléculas como
DNA, lipideos, proteinas e carboidratos (SIES, 1986).

Esses danos se traduzem em diversos processos degenerativos incluindo
peroxidacao de lipideos de membrana, que leva a diminuicdo de fluidez, perda do
contetdo celular ou da organela e causa danos secundarios as proteinas de
membranas (HALLIWELL, 2006). As ROS podem causar hipo ou hipermetilagcdo do
DNA, delecdo e substituicdo de bases no DNA, alteracdes cromossémicas
(aneuploidias e poliploidias) e rearranjo cromossémico (CASSELLS e CURY, 2001).
Proteinas expostas as ROS passam por modificacfes tipicas, incluindo alteracdes
na especificidade dos aminoacidos, fragmentacdo polipeptidica, agregacéo,
desnaturacdo e susceptibilidade a protedlise (REDDY et al., 2004). A oxidacao de
carboidratos ndo é considerada deletéria, uma vez que os produtos ndo danificam
componentes celulares (MOLLER et al., 2007). Assim, a oxidagdo de biomoléculas

através do acumulo de ROS durante o estresse oxidativo afeta seriamente o
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metabolismo de plantas o que levam a disfuncdes fisiologicas, podendo acarretar em
morte celular (SCANDALIOS, 2005).

As ROS sdo formadas como subprodutos toxicos da respiracdo e
fotossintese. Os principais pontos de producdo na célula, durante o estresse, sao as
organelas com alta atividade de oxidacdo metabdlica: mitocondrias e cloroplastos.
Contudo, o fendmeno de fotorespiracdo nos peroxissomos € outra forma de
producado de H,O, (SOARES-NETO, 2001).

O oxigénio molcular (O;) é completamente reduzido por quatro elétrons
transportados ao longo da cadeia respiratdria, gerando agua (H,O). No entanto, uma
pequena parcela dos elétrons escapa da cadeia transportadora resultando em uma
reducao parcial do O, com a consequente producdo das ROS (Figura 2). A
transferéncia de um, dois ou trés elétrons para o O, resulta na formacéo do radical
superéxido (0,"), peréxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila (OH®),
respectivamente (NEILL e GOULD, 2003).

O 2 (55D
Fe

(H:B:E) HO =2 T * Oz (:6:0 )

Ho O (H:5: H)

Figura 2. Reducdo tetravalente do oxigénio molecular (O,) até a formacao de agua
(H,O). Varias espécies reativas de O, sdo formadas no processo (Adaptado de
COHEN, 1989)

Outras ROS conhecidas sdo o radical hidroperéxido (HO') e o oxigénio
singleto (*O,). O HO.' representa a forma protonada do radical superdxido e
evidéncias mostram que o hidroperdxido € mais reativo, devido a maior facilidade

em iniciar a destruicdo de membranas bioldgicas (COHEN, 1989). O 'O,
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considerado extremamente reativo, € gerado nos cloroplastos através da
transferéncia de energia da clorofila foto-excitada para o O, (BARREIROS et al.,
2006).

Contrario ao superoxido, o peroxido de hidrogénio é capaz de transpor as
membranas celulares facilmente. E tal como o superéxido, o H,O, é pouco estavel e,
portanto, menos toxico que outras espécies reativas de oxigénio; a principal ameaca
imposta pelo superoxido e peroxido de hidrogénio estd na habilidade de ambos
gerarem altas quantidades do radical hidroxila (SGHERRI e NAVARI-1ZZO, 1995).

O radical hidroxila é considerado a ROS mais reativa em sistemas bioldgicos.
Ela tem grande afinidade por moléculas biolégicas em seu sitio de producédo. A
hidroxila apresenta uma meia-vida muito curta, pois reage muito rapidamente de
forma ndo especifica com as biomoléculas, sequestrando aleatoriamente um atomo
de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001).

As ROS séo vistas como indicadores celulares de estresse e mensageiros
secundarios envolvidos em varios aspectos da expressao génica e na traducédo da
quimica enzimatica (FOYER e NOCTOR, 2003). Os radicais livres e outras espécies
reativas de oxigénio, como o H.0, e *O,, séo produzidos de forma continua em
gualquer sistema vivo. Consequentemente, os organismos desenvolveram diversos
sistemas antioxidantes de defesa, visando a protecdo contra 0s possiveis danos
causados pelas ROS (GRATAO et al., 2005).

Conforme Ribeiro et al. (2005), em baixas concentracbes as ROS sao
consideradas mediadores de sinalizagdo em mecanismo de ajuste celular durante o
crescimento e desenvolvimento dos vegetais. Para Azevedo-Neto (2005), a
producdo excessiva de ROS, moléculas potencialmente toxicas para as plantas,
ativa a morte celular programada (apoptose) ou aumenta a resposta sistémica de

resisténcia, através dos complexos sistemas de defesa.

4. SISTEMA ANTIOXIDATIVO DE DEFESA

As estratégias adaptativas das plantas séo utilizadas para limitar os efeitos do
estresse salino. Os mecanismos complexos para resisténcia ao estresse idnico e
osmatico incluem: ajustamento osmotico e protecdo de estruturas sub-celulares,
mediante a acumulacdo de solutos compativeis, como a glicina betaina, prolina e

polidis; manutencdo da homeostase idnica intracelular, por meio da manutencéao de



23

alta relacdo K*/Na" citosdlica, seqiiestro de ions toxicos para o vactiolo ou extruséo
celular, e; eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) oriundos do estresse
oxidativo (BRILHANTE et al., 2007).

Ao longo dos anos, Varios estudos encontraram relacdo positiva entre niveis
de antioxidantes e o0 grau de tolerancia ao estresse em espécies e variedades de
plantas (GRESSEL e GALUN, 1994).

A primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo € evitar a producéo das
ROS (NOCTOR et al., 2004). Uma vez formadas, as ROS devem ser eliminadas
para minimizar os efeitos danosos. Diferentes mecanismos sdo utilizados pelas
plantas para interromper a cascata de oxidacdo descontrolada (GRATAO et al.,
2005). Assim, mecanismos de desintoxicacdo constituem a segunda linha de defesa
(MOLLER, 2001). A terceira linha de defesa esta relacionada ao reparo dos danos
oxidativos.

O termo antioxidante refere-se a compostos capazes de eliminar ROS sem
gue elas se convertam em radicais destrutivos. Os antioxidantes ndo enzimaticos e
enzimaticos funcionam na interrup¢cdo de cascatas descontroladas de oxidacdo. As
enzimas antioxidantes sao consideradas catalisadoras de reacdes ou estao
envolvidas no processamento direto das ROS. (MEDICI et al., 2004).

A protecdo enzimética das células e compartimentos sub-celulares dos efeitos
citotéxicos das ROS se da pela ativacdo da superéxido dismutase (SOD — EC
1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX — EC 1.11.1.11), glutationa redutase (GR —
EC 1.6.4.2), catalase (CAT — EC 1.11.1.6), polifenoloxidase (PPO — EC 1.14.18.1) e
peroxidase (POD — EC 1.11.1.7) (REDDY et al., 2004).

Além das enzimas antioxidativas, as plantas podem tolerar o estresse
oxidativo pela sintese de moléculas como flavondides, ascorbato, tocoferol,
alcaldides, acido ascorbico, carotendides e poliaminas. Podem ainda sintetizar e
acumular osmdlitos compativeis ou osmoprotetores como a prolina (LAWLOR e
CORNIC, 2002)

Os sistemas de defesa removem ou neutralisam as ROS. Estudos sugerem
que o0 apoplasto, citosol, cloroplasto, mitocondria e peroxissomo contém
mecanismos de defesa as ROS (NOCTOR et al., 2004).
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4.1 Enzimas

Os maiores mecanismos de defesa das plantas incluem as enzimas SOD,
CAT, POD, PPO, APX e GR. O nivel de estresse oxidativo € determinado pela
guantidade de O,", H,O, e OH’ presentes nas células vegetais.

Uma série de passos de detoxificacdo € requerida para evitar a conversao de
uma espécie reativa em outra mais nociva. A SOD é considerada uma primeira
barreira enzimatica contra o estresse oxidativo por converter o O,* a H,0, e O,. O
H,O, deve ser removido a fim de evitar sua conversdo em radicais mais reativos,
como o radical OH®. Para isso, as enzimas APX, POD e CAT subsequentemente
convertem o H,O, a H,O e O, (DEL RIO et al., 2002). O equilibrio da atividade das
enzimas é essencial para determinar o nivel fixo de O, e H,O, (BOWLER et
al.,1991).

Diferentemente da CAT, que degrada diretamente o H,O, sem consumir
agentes redutores celulares, a detoxificacdo pela APX ocorre com a oxidagdo de
ascorbato, reacdo que resulta em monodeidroascorbato (MDHA) e H;O. E a
detoxificacdo pela POD ocorre com a oxidacdo de compostos de natureza fendlica
(NAKANO e ASADA, 1980). A PPO promove a oxidagdo enzimatica de compostos
doadores de hidrogénio como fendis, ela utiliza doadores de elétrons aromaticos
como o pirogalol (ASADA, 1999).

Durante o estresse oxidativo, geralmente, a atividade das enzimas
antioxidantes aumentam nas diferentes espécies vegetais. Plantas com elevados
niveis de antioxidantes, constitutivos e induzidos, tém mostrado maior resisténcia ao
estresse oxidativo (MITTOVA et al., 2003).

Alteracfes na atividade das enzimas antioxidantes reflete na resposta das
plantas ao estresse salino. Como exemplo pode-se citar 0 aumento na atividade de
CAT, SOD, POD e GR em uma macroéfita aquatica flutuante (Pistia stratiotes L.)
sujeita as concentracdes de 100 e 200 mM de NaCl (UPADHYAY e PANDA, 2005);
acréscimo na atividade das enzimas CAT, APX e POD em plantas de trigo cultivadas
em concentracdes de 50 e 100mM de cloreto de sédio (MANDHANIA et al., 2006);
incremento na atividade da CAT e POD em folhas de arroz sob 25, 50, 75 e 100 mM
de NaCl (LIMA, 2008); aumento da atividade da APX em folhas de sorgo a 100mM e
200mM de NaCl (HEIDARI, 2009); incremento da PPO, POD e CAT em plantulas de
Cassia angustifolia L. submetidas a 20, 50 e 100 mM de NaCl (AGARWAL e
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PANDEY, 2004) e, acréscimo da POD e PPO em folhas de Mamordica charantia aos
30 dias de cultivo a 25 e 75 mM de NaCl. (AGARWAL e SHAHEEN, 2007).

Reddy et al. (2004) sugerem que as enzimas removedoras de ROS, além de
remover o H,O, favorecem o fotossitema |, tornando o NADP disponivel para aceitar
os elétrons provenientes da ferredoxina, minimizando assim a formacédo do radical
aniénico superoxido.

Sairam et al. (1998) demonstraram que o0s sistemas de remocdo de ROS
pelas enzimas ascorbato peroxidase, glutationa redutase e catalase séo importantes
para a diminuigcdo da peroxidacéo lipidica, mantendo a estabilidade de membranas,

bem como os conteudos de clorofilas e carotendides presentes.

4.2 Osmoprotetores

Os solutos organicos, que participam ativamente reduzindo o potencial
osmotico, sdo comumente conhecidos como osmolitos compativeis ou
osmoprotetores, por serem sollveis e nao interferirem no metabolismo
citoplasmatico, mesmo em altas concentragdes. Destacam-se dois papeis funcionais
para esses solutos: em altas concentracdes atuam no ajuste osmatico e em baixas
concentracfes desempenham funcéo protetora (MUNNS, 2005).

Os solutos compativeis atuam como osmoprotetores de macromoléculas
como proteinas e lipideos, bem como nas membranas, por ter um carater hidrofilico
podem subsituir a agua na superficie das proteinas, por exemplo, e agir, ndo
enzimaticamente, como chaperonas de baixo peso molecular, estabilizando a
estrutura proteica (HASEGAWA et al., 2000).

O acumulo de osmodlitos em células de plantas resulta em um decréscimo no
potencial osmético e também na manutencdo da absorcdo de 4gua e da pressao de
turgor, o que contribui para a manutencao dos processos fisioldgicos, como abertura
estomatica, fotossintese e crescimento (BLUM,1996).

A classe de pequenas moléculas conhecidas como osmoprotetores inclui
iminoacidos como a prolina, compostos quaternarios de amonio (glicina betaina,
prolina betaina, B-alanina betaina e colina-o-sulfato) e o composto terciario de
sulfato, 3-dimetilsulfoniopropionato (DMSP). Os compostos quaternarios de amonio
e DMSP séo derivados de precursores de aminoacidos (SAKAMOTO e MURATA,
2000).
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5. PROLINA

L-prolina € um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos. Aminoacidos sdo moléculas que contém porgdes amino (-NH>) e
um grupo funcional carboxil (-COOH). A prolina, entretanto, contém uma por¢ao
imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo imino secundario, tendo sido
apontada como um importante osmoprotetor em muitas plantas.

A acumulacao da prolina ocorre apos os Varios tipos de estresse, como seca,
salinidade, altas e baixas temperaturas, metais pesados, deficiéncia de nutrientes,
infeccbes por patdgenos, entre outros (HARE e CRESS, 1997). Alguns autores
sugerem que a acumulacdo de prolina represente um mecanismo compensatorio
para melhor sobrevivéncia das plantas durante o periodo de estresse, atuando como
regulador osmatico, protetor contra a desnaturacdo enzimética, reserva de carbono
e nitrogénio, estabilizador da sintese proteica e como sequestradora de ROS
(DOLATABADIAN et al., 2008).

A prolina é o Unico dos solutos compativeis para o qual foi demonstrada uma
funcdo protetora contra os danos induzidos pelo oxigénio singleto e por radicais
livres. Ela atua eliminando o 'O, e seqiiestrando OH* e ainda é capaz de estabilizar
proteinas, DNA e membranas (KAVI KISHOR et al., 2005).

A prolina pode manter o pH citosélico e o equilibrio do estado Redox. Pode
fazer parte do sinal de estresse influenciando na resposta adaptativa da planta
(VERBRUGGEN e HERMANS, 2008), e ainda pode ser uma fonte de energia, pois
sua oxidacéo produz 30 ATPs (KAVI KISHOR et al., 2005).

A acumulacdo desse osmoprotetor, em condi¢cdes de estresse, proporciona o
NAD" e NADP"* necesséarios para a manutencdo dos processos respiratorios e
fotossintéticos, respectivamente. Enquanto a sintese de prolina gera NADP®, sua
degradacdo produz NADPH. Assim, o ciclo da sintese e degradacdo da prolina é
essencial para manter o potencial redox no citosol e nos plastideos (VERMA, 1999).

Bellinger et al. (1991) sugeriram que a acumulagdo de prolina ndo é um
indicador de resisténcia e sim um indicador de tolerancia adquirida, visto que
diversos experimentos demonstram que células, calos e somaclones selecionados
como tolerantes ao estresse apresentam uma maior acumulagéo de prolina do que

0s nao adaptados.
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Heuer (1994) observou que o acumulo de prolina difere entre cultivares
adaptadas a certas condicbes ambientais, assim como em espécies tolerantes a
seca ou a salinidade, e que esse acumulo depende da duracdo do estresse e da

concentracéo dos sais.

5.1 Sintese e Degradacao

A prolina parece ter sua sintese e catabolismo coordenados pelo controle de
sua acumulacdo em plantas sob estresse (BRAY et al., 2000). A sintese e 0 acumulo
de solutos organicos é uma resposta muito freqiiente em plantas submetidas a baixo
potencial osmaotico no meio externo (RAVEN, 1985).

Nas plantas existem dois precursores de prolina, o glutamato e a ornitina. A
via principal, durante o estresse osmotico, € a do glutamato. A biossintese ocorre no
citosol e nos plastideos, enquanto sua degradacdo ocorre nas mitocondrias
(VERBRUGGEN e HERMANS, 2008). O glutamato é convertido a prolina por duas
reducdes sucessivas catalisadas pelas enzimas pirrolina-5-carboxilato sintase
(P5CS) e pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) (Figura 3). Segundo Szoke et al.
(1992) a degradacao da prolina é o processo inverso da biossintese e é catalisada
pelas enzimas prolina desidrogenase (PDH) e pirrolina-5-carboxilato desidrogenase
(P5CDH) (Figura 3). O precursor alternativo para biossintese de prolina é a ornitina.
Roosens et al. (1998) constaram em plantas jovens de A. thaliana que a via da

ornitina também contribui para o0 aumento de prolina.

P5CS P5CR
Glu 4_' P5C 4_' Pro
P5CDH PDH

Sintese de prolina

v

A

Degradacéao de prolina

Figura 3. Representacéo das reacfes de sintese e degradacdo da prolina.
P5CS: pirrolina-5-carboxilato  sintase; P5CR: pirrolina-5-carboxilato
redutase; P5CDH: pirrolina-5-carboxilato desidrogenase; PDH: prolina
desidrogenase (Adaptado de VERBRUGGEN e HERMANS, 2008)

Nas plantas os niveis de P5CS e P5CR estdo correlacionados com o
conteudo de prolina. Durante o estresse, apenas a expressao de P5CS esta

correlacionada com esse contetdo. A atividade da P5CS nos cloroplastos pode
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reciclar o NADP™, agindo como aceptor final da cadeia transportadora de elétrons,
reduzindo a producédo de ROS no fossistema | (VERBRUGGEN e HERMANS, 2008).

Sob a prolongada desidratacdo ou sob estresse salino, sdo ativados 0s genes
que codificam a P5CS enquanto que o gene que codifica a PDH é reprimido,
indicando que a prolina sera acumulada em funcdo da sua biossintese (KAVI
KISHOR et al., 2005).

A prolina, sob condicdes de estresse, pode ser uma chave de sinalizacao
capaz de ativar multiplas respostas que fazem parte do processo de adaptacdo. Ha
um grande interesse em melhorar plantas osmotolerantes para a agricultura. 1sso
tem sido conseguido, por exemplo, pela manipulacdo genética da producdo de
osmolitos. Na ultima década, foram feitas tentativas para aumentar o nivel de prolina
em plantas por transferéncia de genes associados com sua biossintese. Tolerancia
a salinidade e melhoria no crescimento das plantas foram observadas em uma
variedade de transgénicos com superproducdo de prolina (KAVI KISHOR et al.,
2005). Smirnoff e Cumbes (1989), analisando mutantes de A. thaliana, com insergéo
de p5cs, confirmaram o papel da prolina como sequestradora de ROS.

E, portanto, possivel que culturas geneticamente manipuladas para a sintese
de prolina sejam comercializadas no futuro, a fim de aumentar a tolerancia das
plantas aos varios estresses. Kavi Kishor et al. (2005) acreditam que diversos
mutantes gerados ao longo dos anos, especialmente de A. thaliana, irdo

proporcionar uma avaliacdo do papel exato da prolina durante o estresse salino.

5.2 Mecanismos de acumulacédo de prolinainduzidos por estresse

O aumento da concentracao de prolina esta sendo amplamente estudado em
condicBes de estresse, especialmente sob estresse salino (CAMARA et al., 2000).
Vérias plantas, incluindo hald6fitas, acumulam altos niveis de prolina em resposta ao
estresse osmotico como mecanismo de tolerancia, tanto em elevados niveis de
salinidade quanto em deficiéncia hidrica (MANIVANNAM et al., 2007).

Brilhante et al. (2007) indicaram que houve aumento significativo na
acumulacao de prolina em folhas de cajueiro ando submetidos a tratamentos com
NaCl. Viégas et al. (1999), estudando plantas jovens de caju submetidas a 100mM

de NacCl, também verificaram aumento no conteudo de prolina.
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Bezerra et al. (2001) constataram que o contetudo de prolina dos calos de
milho da cultivar Jatind C3 ando, tenderam a aumentar com 0 incremento da
concentracdo de NaCl até o nivel de 150 mmol L™, mas em condi¢8es de estresse
severo observou-se uma tendéncia ao decréscimo no conteldo desse iminoacido.
Camara et al. (2000) observaram que a adi¢cdo de prolina exégena ao meio de
cultura reduziu o efeito prejudicial do mais alto nivel de sal (205 mM de NaCl), em
calos de dois genotipos de milho.

Rodriguez et al. (1997) afirmaram que plantas de milho respondem
positivamente a salinizagdo com a manutencdo de maiores concentracbes de
prolina. O nivel desse soluto aumenta com a adicdo de NaCl e com o tempo de
exposicao das plantas ao sal, sugerindo um papel protetor da prolina. Garcia e
Medina (2003) encontraram resultados semelhantes em folhas e raizes de dois
genotipos de cana-de-acucar submetidos a 100 mM de NacCl.

De acordo com Rossi et al. (1997), nas folhas de feijoeiro cultivado em
solucdo contendo NaCl, ocorreu um aumento nos niveis de prolina. Lima et al.
(1997) observaram que o0 aumento nos niveis de prolina, detectados tanto no
cotilédone como no embrido de sementes de feijoeiro tratadas com NacCl, seria um
ajuste osmotico, mecanismo da planta em tolerar o baixo potencial osmatico criado
pelo nivel de NacCl.

Utilizando folhas de canola em condi¢des de estresse salino, Dolatabadian et
al. (2008) confirmaram que o conteudo de prolina foi superior no tratamento com
NaCl. Jaleel et al. (2007), estudando o metabolismo da prolina em Phyllanthus
amarus, também verificaram aumento na acumulacdo de prolina sob salinidade.
Esses autores associaram o fato ao concomitante aumento da enzima que sintetiza
a prolina e a diminuicdo da enzima que atua na sua degradacao.

Estudo feito com manitol, sorbitol, mio-inositol e prolina demonstram que a
prolina é um eficaz sequestrador do radical hidroxila (SMIRNOFF e CUMBES, 1989).
Paleg et al. (1984) constataram que a atividade das enzimas catalase, peroxidase e
polifenoloxidase foram promovidas pela prolina.

Estudos sugerem que a relacao da aplicacéo de prolina exégena e a atividade
das enzimas antioxidativas ndo é simples. Ozden et al. (2008) demonstraram que a
aplicacao de prolina em folhas de videira causou diminui¢cdo na atividade da SOD e
CAT. Por outro lado, a atividade da APX e da POD foi aumentada com a aplicacéo

desse iminoacido. A aplicacdo de prolina exdégena em tabaco resultou num aumento
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da atividade da SOD, CAT e POD em células submetidas ao estresse salino (Hoque
et al., 2007). Resultados similares foram encontrados por Khedr et al. (2004), que
observaram incremento na atividade da CAT e POD em Pancratium maritimun na
presenca de prolina.

O nivel de tolerancia de varias plantas ao estresse é aumentado pela
aplicacdo exdégena de alguns solutos compativeis. A manipulacdo de teores
endodgenos e exdgenos de prolina vem sendo explorada e resulta em dados
importantes, porém, bastante variados, principalmente ao avaliar a relagdo da
prolina as atividades das enzimas antioxidantes. Ainda ndo se tem dados
conclusivos sobre a aplicacdo de prolina exdégena associada ao estresse oxidativo
(OZDEN et al., 2008).

Andlises das alteracBes bioquimicas em plantas sob situacdo de estresse
oxidativo, induzido pelo estresse salino, podem ser utilizadas como ferramenta
auxiliar em programas de melhoramento para a selecao de genotipos tolerantes aos

estresses ambientais.
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Acéo da prolina exdgena em gendtipos de cana-de-acucar cultivados in vitro sob estresse
salino

RESUMO - O cultivo da cana-de-acucar sofre influéncia de estresses abidticos. A salinidade
pode induzir o estresse oxidativo originado pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que causam danos a biomolécula e estruturas celulares. Esses danos podem ser
evitados pelo sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico das plantas. Os objetivos desse
estudo foram avaliar a acdo de prolina exdgena no cultivo in vitro de gendtipos de cana-de-
acucar (RB931011 e RB872552) submetidos ao estresse salino e analisar as alteracdes
bioguimicas que ocorrem nessas condi¢des. As plantas foram cultivadas durante 20 dias na
auséncia ou presenca de 20 mM de prolina associada ou ndo a 100 mM de NaCl, totalizando
cinco tratamentos. Nos tratamentos salinos, ambos 0s gendtipos apresentaram reducdo na
integridade de membrana, causada, sobretudo, pela peroxidacdo lipidica. As plantas
cultivadas sob estresse salino apresentaram reducdo no teor de proteinas sollveis totais e
paralelamente manutencdo ou acréscimo no teor de prolina enddgena, osmolito compativel
utilizado na defesa ndo enzimética dos vegetais. O sal também promoveu o aumento na
concentracio de Na' e diminuicdo de K* gerando, consequentemente, uma elevada relacéo
Na'/K*. A atividade das enzimas catalase, peroxidase, ascorbato peroxidase e
polifenoloxidase, responsaveis pela eliminacdo das ROS, aumentaram em funcdo da
salinidade em ambos os gendtipos. O gendtipo RB931011 apresentou uma maior aclimatacao
guando comparado ao genotipo RB872552 devido ao maior aumento do teor de prolina e
maior atividade das enzimas antioxidantes o que evitou um maior dano de membrana
provocado pelo NaCl.

Palavras-chave: Saccharum officinarum L., ROS, estresse oxidativo, enzimas antioxidantes.

Action of exogenous proline in genotypes of sugarcane grown in vitro under salt stress

ABSTRACT - The cultivation of sugarcane is influenced by abiotic stresses. Salinity can
induce oxidative stress caused by the accumulation of reactive oxygen species (ROS) that
cause damage to bimolecular and cellular structures. Such damage can be avoided by
enzymatic defense system and non-enzymatic plant. The objectives of this study were to
evaluate the effects of exogenous proline in cultivation in vitro of sugarcane (RB931011 and
RB872552) submitted to salt stress and analyze the biochemical changes that occur in these
conditions. Plants were grown for 20 days in the absence or presence of 20 mM proline with
or without 100 mM of NacCl, totaling five treatments. In the saline treatments, both genotypes
showed a reduction in membrane integrity, caused mainly by lipid peroxidation. Plants grown
under salt stress showed a reduced in the level of total soluble proteins and in parallel
maintenance or increase in the endogenous proline content, compatible osmolyte used in non-
enzymatic defense of plants. The salt also promoted the increase in the concentration of Na*
and decreased K" generating thus a high ratio Na'/K". The activity of catalase, peroxidase,
ascorbate peroxidase and polyphenoloxidase, responsible for the elimination of ROS,
increased with increasing salinity in both genotypes. The RB931011 genotype had a greater
acclimation compared to genotype RB872552 due to the greater increase in proline content
and increased activity of antioxidant enzymes, thereby preventing further damage of
membrane caused by NaCl.

Key words: Saccharum officinarum L., ROS, oxidative stress, antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) € uma fonte de riqueza para a economia
brasileira principalmente pela producdo de aclcar e etanol (Souza & Silva, 2002). O setor
sucroalcooleiro do Brasil é o mais competitivo do mundo, possui 0s maiores niveis de
produtividade e rendimento industrial e os menores custos de producéo (Saciloto, 2003). No
entanto, sua produtividade sofre influéncia de diversos fatores ambientais.

A salinizacdo dos solos é um dos sérios problemas enfrentados em regibes aridas e
semi-aridas, em razao, sobretudo, da intensa evapotranspiracdo e do inadequado manejo do
solo e da agua nos perimetros irrigados (Silveira et al., 2001). O estudo da tolerancia a
salinidade é de especial importancia, pois o cloreto de sodio limita a producédo agricola devido
aos efeitos osmoticos, que causam decréscimo do potencial hidrico na rizosfera, e a toxicidade
ionica do Na" e do CI" (Mansour & Salama, 2004).

O excesso de sais cria uma condicdo estressante que provoca alteracfes metabdlicas
nas plantas. O estresse salino desencadeia 0 estresse oxidativo, caracterizado pela
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Esteves & Suzuki, 2008). As plantas
protegem suas células dos efeitos citotoxicos das ROS com o auxilio de enzimas
antioxidantes, como peroxidase, ascorbato peroxidase, catalase e polifenoloxidase (Reddy et
al., 2004); e ainda pela sintese e acumulo de osmoprotetores como a prolina. Tem sido
sugerido que a prolina possui importante funcdo protetora contra os efeitos deletérios dos
estresses abioticos (Lawlor & Cornic, 2002).

Diante do exposto, 0s objetivos desta pesquisa foram avaliar a acdo de prolina exdgena
no cultivo in vitro de genoétipos de cana-de-agucar (RB931011 e RB872552) submetidos ao

estresse salino e analisar as alteracdes bioquimicas que ocorrem nessas condigoes.
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MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal e tratamentos de estresse

O experimento e as analises bioquimicas foram realizados no Laboratorio de Cultura
de Tecidos Vegetais do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE, em Recife.

Foram utilizadas plantas micropropagadas em Sistema de Imersdo Temporaria cedidas
pela Biofabrica Governador Miguel Arraes — CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste). Foram avaliados 0s genotipos RB931011 e RB872552 desenvolvidos no
Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-aclcar-PMGCA na Estacdo Experimental
de Cana-de-acucar de Carpina-PE (EECAC/UFRPE).

O genotipo RB931011 é um clone e ainda ndo foi disponibilizado no mercado. O
gendtipo RB872552 apresenta alta produtividade agricola e industrial; elevada producdo de
acucar por area e é pouco exigente a fertilidade do solo (Ridesa, 2005).

O meio de cultura foi constituido pelos sais e vitaminas do meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com 30 g. L™ de sacarose, 0,1 g. L™ de inositol e 0,3 mg. L™ de
BAP (6-benzil aminopurina). O pH foi ajustado para 5,8 e 0 meio autoclavado durante 20
minutos a temperatura de 120°C e 1,5 atm de pressdo de vapor. As plantas dos dois genotipos
foram cultivadas in vitro em frascos contendo 30 mL de meio e mantidas em sala de
crescimento, durante oito semanas, a 27 + 1°C com fotoperiodo de 16 horas de luz e
intensidade luminosa de 50 umol. m?s™ de irradiancia.

Foram estabelecidos cinco tratamentos com diferentes condigdes de estresse: TO = sem
NaCl e sem prolina; T1: aplicacdo das plantas em 20 mM de prolina por 24 horas e posterior
inoculacdo em meio contendo 100 mM de NaCl; T2 = aplicagdo das plantas em 20 mM de
prolina por 72 horas e posterior inoculagdo em meio contendo 100 mM de NaCl; T3 =

inoculagdo das plantas em meio contendo 100 mM de NaCl; T4 = inoculagdo em meio
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contendo 20 mM de prolina e 100 mM de NaCl. Foram utilizadas 20 repeticdes por
tratamento, e a unidade experimental foi constituida de cinco plantas por frasco. As plantas
foram submetidas a esses tratamentos durante 20 dias e, ap6s este periodo, foram congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -20°C até sua utilizacdo para as analises

quimicas e bioquimicas.

2. Determinacéo do extravasamento de eletrolitos, dos teores de prolina e proteinas sollveis
totais

Amostras de tecido vegetal da parte aérea foram coletadas, de forma aleatéria, entre as
repeticdes de cada tratamento para a preparacdo dos extratos.

O extravasamento de eletrdlitos foi avaliado por meio de condutivimetro (LFT 613T,
Schott Geratie) a partir de segmentos foliares contendo, em média, 0,03 g de tecido fresco. Os
segmentos permaneceram em tubos de ensaio, imersos em 15 mL de agua destilada por 24
horas, sendo realizada a primeira leitura, a condutividade elétrica livre (CL). Em seguida, 0s
tubos de ensaio permaneceram em banho-Maria por uma hora a 100°C, quando foi realizada a
segunda leitura, a condutividade elétrica total (CT). A partir desses dados, a porcentagem de
integridade absoluta da membrana (PIA) foi calculada conforme a equacdo: PIA = (1 -
CL/CT) x 100 (Azevedo et al., 2008).

O conteudo de prolina foi determinado de acordo com 0 método proposto por Bates et
al. (1973). Foram macerados 0,1 g de matéria fresca em 5,0 mL de acido sulfosalicilico a 3%.
A mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. Em seguida, 1,0 mL do sobrenadante
foi colocado em tubos de ensaio contendo 1,0 mL de &cido acético glacial e 1,0 mL de
ninidrina 4cida e colocados em banho-Maria a 100°C durante uma hora. Posteriormente, 0s
tubos de ensaio foram submetidos a um banho de gelo e foram acrescidos 2,0 mL de tolueno
para separacdo das fases. A fase superior, de cor rosada, foi aspirada e a absorbancia foi

medida a 520 nm em espectrofotdmetro (Biospectro SP-220).
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A quantificacdo das proteinas solUveis totais nos extratos foi realizada empregando-se

a metodologia descrita por Bradford (1976). A 2,0 mL da solucdo do reagente Azul Brilhante
de Commassie foram adicionados a 0,1 mL das solu¢des padrbes de proteina (50, 100, 200 e
500 pg. mL™ de Albumina de soro bovino-BSA) e 0,1 mL dos extratos. Apds cinco minutos
da reacdo a absorbancia do complexo formado foi medida espectrofotometricamente em 595
nm. Foi construida a curva analitica padrdo e determinada a concentracdo de proteina no

extrato.

3. Determinag&o dos teores de Na* e K*

Amostras da parte aérea foram postas em estufa de secagem a 70°C durante 48 horas.
Foi pesado 0,1 g de matéria seca e colocado em tubo digestor contendo 5,0 mL de &cido
nitrico concentrado e 1,0 mL de acido perclérico concentrado, permanecendo em repouso por
24 horas. Os tubos foram colocados em bloco digestor, obedecendo a sequéncia de tempo e
temperatura: 1h a 80°C, 1h a 120°C, 1h a 150°C e 1h a 180°C; ap0s o resfriamento, transferiu-
se o digerido para um frasco de plastico completando-se o volume para 100 mL com agua
destilada; Em seguida, efetuou-se a leitura dos fons Na* e K* em fotdmetro de chama -

Micronal-B462 (Bezerra-Neto & Barreto, 2004).

4. Analises enzimaticas

O extrato das folhas foi preparado para as analises pela homogeneizacdo de 0,1 g de
matéria fresca em 4,0 mL do tampdo fosfato de soédio 0,1 M (pH 6.5) com 0,05 g de
polivinilpirrolidona (PVP). O homogenado foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 10
minutos (Zeraik et al., 2008). A solucdo sobrenadante foi armazenada em freezer a -20°C e
utilizada como fonte para determinacdo das proteinas solUveis totais e das enzimas catalase

(CAT), peroxidase (POD), ascorbato peroxidase (APX) e polifenoloxidase (PPO).
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Para a catalase, a decomposicéo do peroxido de hidrogénio foi observada pelo declinio
da absorbancia a 240 nm por minuto (Berrs & Sizer, 1952). O sistema de reacdo foi
constituido de uma solucdo contendo 1,39 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH
7,0); 0,05 mL do extrato enzimatico e 0,06 mL de H,O, 500 mM.

A atividade da peroxidase foi estimada com base no aumento da absorbancia pela
oxidacdo do guaiacol e concomitante reducdo do peroxido de hidrogénio. A mistura analisada
continha 1,35 mL de guaiacol (0,05 M); 0,1 mL do extrato enzimatico e 0,05 mL de H,0,
(10,3 mM) (Fatibello-Filho & Vieira, 2002). Depois de 1 minuto de reacdo, a absorbancia do
tetraguaiacol formado foi medida em 470 nm.

A atividade da ascorbato peroxidase foi determinada pela diminuicdo do ascorbato e
mensurada pela mudanca na absorbancia a 290 nm, no intervalo de 1 minuto (Nakano &
Asada, 1981). A mistura da reacdo foi constituida de uma solugdo contendo 1,335 mL de
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0); 0,075 mL de acido ascorbico 10 mM; 0,075 mL
do extrato enzimatico e 0,015 mL de H,0, 100 mM.

Na determinacdo da polifenoloxidase foram usados 1,0 mL da solucdo do pirogalol
(50 M) e 0,25 mL do extrato enzimatico. Essa mistura permaneceu no escuro durante 5
minutos, sendo interrompida a reacdo com a adicdo de 0,25 mL de acido sulfirico a 5%.
Posteriormente, a absorbancia da reacdo foi medida a 420 nm em espectrofotdmetro (Kar &
Mishra, 1976).

A atividade especifica das enzimas CAT, POD e APX foi expressa em pmol de H,0,
decomposto. min™. mg™* de proteina e para enzima PPO foi expressa em pmol de pirogalol

decomposto. min™. mg™ de proteina.

5. Analises estatisticas
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial de

2x5 (dois gendtipos e cinco tratamentos), com 20 repeticdes de 5 plantas por tratamento. As
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analises foram realizadas em trés repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia ANOVA e as medias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade,

utilizando o programa ASSISTAT (Silva & Azevedo, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os genotipos ocorreu uma reducdo da integridade da membrana em funcgéo
da adicdo de NaCl ao meio de cultura, independente da adicdo de prolina (Figura 1). A
prolina, portanto, ndo foi eficiente em minimizar os danos a membrana provocados pela
presenca de NaCl, independente da forma de aplicacdo deste iminoacido. O gendtipo
RB931011 destacou-se por apresentar tendéncia a menor reducdo na integridade da membrana
(7,55%) em relacdo ao gendtipo RB872552 que apresentou uma reducéo de 18,73%, quando

comparado ao tratamento controle.

Porcentagem de integridade de membrana

ERBI31011
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Figura 1. Porcentagem de integridade absoluta de membrana em dois
gendtipos de cana-de-agucar micripropagados in vitro em meio MS com
ou sem 20 mM de prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais, no mesmo
genétipo, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Os dados obtidos estdo de acordo com os resultados encontrados em folhas de arroz
por Lutts et al. (1999) e Panda & Upadhyay (2003) e em folhas de trigo por Mandhania et al.

(2006), os quais constataram que o estresse salino promove o extravasamento de eletrélitos. A



48
estabilidade da membrana celular vem sendo amplamente utilizada para diferenciar gendtipos
sensiveis de tolerantes (Sundhakar et al., 2001).

A adicdo de prolina exdgena ao meio de cultura resultou hum incremento, superior a
dez vezes, dos teores de prolina enddégena em ambos 0s genotipos. As plantas do gendtipo
RB872552 nédo apresentaram acumulo de prolina como resposta a adi¢do de NaCl ao meio de
cultura, exceto nas plantas do tratamento com imersdao em prolina por 72 horas. Por outro
lado, as plantas do genétipo RB931011 apresentaram incremento da prolina endégena em
todos os tratamentos salinos (Figura 2) quando comparado ao tratamento controle (sem Pro e
sem NaCl). O aumento da prolina em funcdo da salinidade corrobora com os resultados
encontrados por diferentes autores. Garcia & Medina (2003) constataram a acumulacdo de
prolina em folhas e raizes de dois genoétipos de cana-de-agucar submetidos durante 60 dias a

100 mM de NacCl.
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Figura 2. Teores endogenos de prolina em dois gendtipos de cana-de-
acucar micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de
prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais maitsculas, no mesmo genétipo,
e mindsculas, no mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade

O aumento no conteudo de prolina esta de acordo com os resultados observados em
varias culturas submetidas a salinidade. Em calos de milho da cultivar Jatind C3 ando, o
contetdo de prolina tendeu a aumentar com o incremento da concentracdo de NaCl até o nivel
de 150 mM (Bezerra et al., 2001). O nivel desse soluto aumenta com a adi¢cdo de NaCl e com

0 tempo de exposi¢do das plantas de milho ao sal, sugerindo um papel protetor da prolina
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(Rodriguez et al., 1997). O acumulo de prolina também foi observado em folhas de trés
gendtipos de arroz cultivados na concentracdo de 100 mM de NaCl (Lima et al., 2004).
Lacerda et al. (2003) avaliaram folhas de dois genotipos de sorgo submetidos a 100 mM de
NaCl e sugeriram que o acumulo de prolina ocorre em resposta ao estresse salino, devido ao
seu importante papel como osmoprotetor de proteinas e lipideos.

Popova et al. (2002) mencionam que sob condicdes salinas muitas plantas acumulam
prolina como um osmdlito atoxico e protetor. O incremento no teor de prolina parece ter
varias funcOes: ajustamento osmotico, manutencdo do pH citoplasmatico, protecdo contra
desnaturacdo de proteinas, reserva de carbono e nitrogénio, sequestro de radicais livres e
como produto de desintoxicacdo pelo ion amonio. Os solutos compativeis possuem carater
hidrofilico e atuam ndo enzimaticamente, como chaperonas de baixo peso molecular,
substituindo a agua na superficie das proteinas (Hasegawa et al., 2000).

Em geral, a acumulacdo de prolina estd associada a uma redu¢do na concentracdo de
fons téxicos e a um aumento no volume de &gua no citosol (Ashraf & Foolad, 2007). A
aplicacdo exdgena de prolina pode desempenhar um papel importante no reforco da tolerancia
das plantas ao estresse salino, na forma de osmoprotetor. A prolina também pode proteger as
membranas celulares do estresse oxidativo induzido pelo sal (Ashraf & Foolad, 2007).

De uma maneira geral o teor de proteinas solUveis totais, nos dois genétipos, foi maior
nas plantas cultivadas na auséncia de NaCl (Figura 3). Uma vez que as plantas cultivadas sob
estresse salino apresentaram reducdo no teor de proteinas e paralelamente ocorreu uma
manutencdo ou acréscimo no teor de prolina (Figura 2), pode-se inferir que parte do contetdo
enddgeno desse iminoacido é resultante de protedlise. Kumar et al. (2008), trabalhando com
cultura de calos de pinhdo manso na concentragédo de 100 mM de NaCl e Piza et al. (2003),
trabalhando com plantas de abacaxi micropropagadas in vitro submetidas a tratamentos com
0,57; 1,15; e 2,30 g. L™ de NaCl, também observaram reducdo nos teores de proteinas

solliveis totais.
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Figura 3. Teores de proteinas solUveis totais em dois gendtipos de cana-
de-acUcar micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de
prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais maiusculas, no mesmo genétipo,
e mindsculas, no mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade

O decréscimo no conteudo de proteina pode refletir retardamento na sintese protéica
ou aceleracdo na sua degradacédo, levando ao aumento na quantidade de aminoacidos livres,
como a prolina, ou a inibigdo da incorporacdo destes aminoacidos nas proteinas. A protedlise
fornece aminoécidos necessarios para a manutencdo celular durante distdrbios nutricionais,
como os que podem ser causados pela salinidade (Piza et al., 2003).

O estresse salino causa um desequilibrio nutricional na planta resultando na
deficiéncia de diversos fons e acimulo de outros, como Na* e CI" na planta. Foi observado
aumento na concentracio de Na* nas plantas de todos os tratamentos com NaCl, independente
da presenca de prolina exdgena e do genétipo (Figura 4A). Resultados semelhantes foram
encontrados em arroz (Khan & Panda, 2008), em sorgo (Colmer et al., 1996) e em trigo
(Mandhania et al., 2006). Apesar de ndo ter havido diferenca entre 0s gendtipos, observou-se
que o gendtipo RB872552 tendeu a apresentar maiores teores de Na* nos tratamentos com
NaCl (Figura 4A).

A absorcdo de ions ocorre atraves de canais i6nicos e de transportadores que séo,
ambos, proteinas que se localizam nas membranas plasmaticas. Como ndo existem
transportadores especificos de Na®, esse cation é absorvido por competicdo através de

carregadores de K* e Ca** (Masser et al., 2002). A similaridade entre o raio iénico hidratado



51
do sodio e do potassio torna dificil a discriminacdo entre esses dois cations pelas proteinas
transportadoras. Ja foram descritas seis familias de genes relacionadas ao transporte de K* e,
dentre essas, quatro familias sdo fortes candidatas a transportadores de Na’. O Na' pode
também ser absorvido por meio de canais de cation de baixa afinidade, os chamados canais

ndo seletivos. (Masser et al., 2002).
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Figura 4. Mudancgas nas concentracdes de A- Na* e B- K' em dois genétipos de cana-de-aglicar
micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais
mailsculas, no mesmo genotipo ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Ao nivel celular, deve ser evitado o acimulo de Na* no citosol, onde se encontra o
aparato metabdlico sensivel, tanto em glicofitas como em haléfitas. Quando o limite de 100
mM de Na" é ultrapassado o sal deve ser excluido do citosol para fora da célula através do
transporte ativo ou pela compartimentalizacdo vacuolar, para evitar a inibicdo de um grande
namero de enzimas (Munns, 1993).

Em altas condicbes de salinidade, as plantas mantém geralmente elevadas
concentracdes de Na* e baixas concentracdes de K* no citosol (Taiz & Zeiger, 2004). O K*
estd envolvido no balango de cargas no citoplasma, contrabalancando as cargas negativas de
algumas proteinas e &cidos nucléicos; é ativador de reacGes enzimaticas vitais; contribui
significativamente para a manutengdo do potencial osmético do vacuolo e turgor celular e, é
essencial na sintese de proteinas (Tester & Davenport, 2003).

Nos dois gendtipos de cana-de-acucar foi verificada uma reducdo da concentragdo de

potassio em todos os tratamentos submetidos ao estresse salino quando comparado ao grupo



52
controle (Figura 4B). No genétipo RB872552 os teores de K* em todos os tratamentos,
inclusive no controle, foram superiores aos do gendtipo RB931011, sugerindo que esse maior
teor € uma caracteristica constitutiva deste gendtipo (Figura 4B).

Azevedo-Neto & Tabosa (2000) destacam que 0 aumento nas concentragdes de Na*
com concomitante reducdo nas concentragdes de K* aumenta excessivamente as relagoes
Na'/K* em milho. Isto foi ratificado nesse estudo, sendo observado, nos dois genotipos, um
elevado aumento dessa relacdo nos tratamentos que receberam NaCl (Figura 5). O aumento
dessa relacdo também foi observada por Kumar et al. (2008), em Jatropha curcas L. sob
estresse salino de 20 a 100 mM de NaCl e por Khan e Panda (2008), em folhas de dois
gendtipos de arroz submetidos a 50, 100 e 150 mM de NaCl. Mesmo apresentando menores
teores de K, 0 genétipo RB931011 manteve a relagio Na'/K" (1,66) estatisticamente igual &
relacdo do genotipo RB872552 (1,62) (Figura 5), sugerindo uma melhor aclimatacdo do

primeiro génotipo a salinidade.

RelacioNa*/K*
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Tratamentos

Figura 5. Mudancas na relagdo Na’/K* em dois gendtipos de cana-de-
acucar micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de
prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais maitsculas, no mesmo genoétipo
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A atividade das enzimas CAT, POD, APX e PPO aumentou significativamente em
funcdo do incremento da salinidade. De um modo geral, a atividade dessas enzimas
antioxidativas aumenta sob estresse salino (Mittova et al., 2003). Elas tém um importante
papel na eliminagdo das ROS (radical superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e

oxigénio singleto) produzidas pelo estresse oxidativo. As ROS causam uma variedade de
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danos as biomoléculas como DNA, pigmentos fotossintéticos, lipideos, proteinas e
carboidratos. Esses danos se traduzem em diversos processos degenerativos incluindo
peroxidacdo de lipideos de membrana e morte celular programada (Silveira et al., 2001;
Sairan et al., 2002). As ROS podem também induzir hipo ou hipermetilacdo do DNA, delecéo
e substituicdo de bases do DNA, alteragdes cromossémicas (aneuploidias e poliploidias) e
rearranjo cromossoémico (Cassells & Cury, 2001).

A relacdo positiva entre a capacidade antioxidativa e a tolerancia ao NaCl vem sendo
demonstrada em varias espécies de plantas (Madhania et al., 2006). Varios autores relatam
uma maior atividade enzimatica nas cultivares mais tolerantes do que nas mais sensiveis em
culturas como trigo (Sairan et al., 2002), amora (Sundhakar et al., 2001), milheto
(Sreenivasulu et al., 1999) e algodao (Meloni et al., 2003).

A primeira enzima a atuar na eliminacdo de ROS é a superoxido dismutase (SOD)
convertendo o radical superoxido (O,) em perdxido de hidrogénio (H,0,). Esse produto
toxico da SOD ¢ eliminado pela CAT e pela APX, esta Gltima enzima age em conjunto com a
glutationa redutase (GR) sendo este sistema mais eficiente do que a CAT. A atividade da
CAT e da APX ndo é redundante, a atuacdo dessas enzimas pode servir de zona de tampéo
para controlar a superproducdo de ROS que atinge distintos compartimentos celulares durante
as situacoes de estresse (Willekens et al., 1997; Mittler, 2002).

Observou-se um incremento da CAT em funcdo da presenca de NaCl no meio de
cultura em ambos os gendtipos. O gendtipo RB931011, entretanto, apresentou maior
incremento na atividade desta enzima do que o genotipo RB872552 (Figura 6A). Genotipos
de amora mais tolerantes ao estresse salino apresentam maior incremento na atividade da
CAT do que os gendtipos sensiveis a salinidade (Sundhakar et al., 2001). Sairan et al. (2002)
também observaram maior atividade desta enzima nos genétipos de trigo tolerantes ao
estresse salino e sugeriram que a elevada atividade da CAT tem um papel importante,

conferindo tolerancia a cultivares. Resultados similares foram encontrados por Agarwal &
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Pandey (2004), que verificaram aumento da CAT em plantulas de Cassia angustifolia L.
submetidas a 20, 50 e 100 mM de NaCl. Incremento na atividade da CAT também foi
constatado em folhas de arroz de gendtipos tolerantes a salinidade (Lima, 2008).

A CAT, uma das mais eficientes enzimas que existe (Koolman & Roehm, 2005), esta
entre as de maior importancia na regulacdo dos niveis intracelulares de H,O, (Noctor &
Foyer, 1998). Uma unica molécula de CAT pode converter mais de 100 milhdes de moléculas
de H,O,/segundo, produzindo H,O e O,. Esta enzima esta localizada em peroxissomos,
glioxissomos e organelas relacionadas, onde enzimas oxidativas, produtoras de H,O,, estdo

presentes (Koolman & Roehm, 2005).
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Figura 6. A- Atividade da CAT e B- Atividade da POD em dois gendtipos de cana-de-agUcar
micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de prolina e 100 mM de NaCl. Letras iguais
maiusculas, no mesmo gendtipo, e mindsculas, no mesmo tratamento, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade

O NaCl incorporado ao meio de cultivo resultou num incremento da atividade da POD
no genotipo RB931011, independente da presenca de prolina. No gendtipo RB872552,
entretanto, foi observado uma maior atividade desta enzima, inclusive nas plantas do
tratamento controle, indicando que essa maior atividade é uma caracteristica constitutiva deste
gendtipo. Por outro lado as plantas desse genotipo RB872552, quando submetidas ao NaCl
exclusivamente e ao pré-tratamento com 72 horas de prolina, mantiveram a atividade da POD
similar ao controle (Figura 6B). Meloni et al. (2003), observaram em algoddo que a cultivar
sensivel ndo apresentou diferenca na atividade da POD em funcdo do estresse salino (50, 100

e 200 mol. m® NaCl) enquanto que no gendtipo tolerante a atividade enzimatica foi
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aumentada. Mandhania et al. (2006), tambem verificaram aumento da atividade da POD em
gendtipo de trigo tolerante a salinidade quando submetidos a 50 e 100 mM de NaCl. Khan e
Panda (2008), em estudo com duas cultivares de arroz, constataram que a atividade da POD
aumenta no genotipo tolerante tratado nas concentracdes de 50, 100 e 150 mM de NaCl.

O incremento da atividade da POD é fundamental para o sequestro do H,O, uma vez
que o acumulo desta espécie reativa pode resultar no aumento da citotoxidade pela formacéo
do radical hidroxila a partir do H,O, na reacdo de Haber-Weiss (Gossett et al., 1994; Meloni
et al.,, 2003). As peroxidases sdo Oxido-redutases capazes de catalisar a transferéncia do
hidrogénio de doadores de elétrons de natureza fendlica para o H,O,, formando moléculas de
agua. Em plantas, essa acdo constitui uma protecdo antioxidativa (Bor et al., 2003). Essa
enzima localiza-se, principalmente, na parede celular e nos vacuolos das células de plantas
superiores, podendo sua localizacdo variar de acordo com a idade, espécie e grau de
diferenciacdo (Radic et al., 2006).

No que se refere a atividade da APX as plantas de ambos 0s genotipos apresentaram
incremento quando submetidas ao estresse salino. Observou-se uma tendéncia do genotipo
RB931011 a apresentar maior aumento da atividade desta enzima nos tratamentos com
prolina (Figura 7A). Trabalhos realizados com trigo destacaram maior atividade da APX nas
cultivares de trigo tolerantes a salinidade (Sairan et al., 2002; Madhania et al., 2006). Heidari
(2009) observou que dois gendtipos de sorgo toleraram as concentragdo de 100 e 200 mM de
NaCl devido, principalmente, a0 aumento da atividade enzimatica antioxidante, incluindo o
aumento da APX. A atividade da APX é uma rota chave de tolerancia de citros em resposta ao
estresse salino, comparando a resposta dessa enzima em plantas tolerantes e sensiveis ao sal
(Gueta-Dahan et al., 1997).

A APX caracteriza-se por possuir uma elevada especificidade pelo ascorbato, sendo a
enzima responsavel pela eliminagdo do poder toxico do H,O,, no cloroplasto e citosol, das

células vegetais (Asada, 1992). APX e CAT pertencem a duas classes diferentes de enzimas
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em funcdo das suas afinidades ao H,O,. A APX é de ordem micromolar e a CAT, milimolar.
Assim, enquanto a APX pode ser responsavel por uma fina modulacéo da resposta as ROS, a
CAT é provavelmente responsavel pela remocdo do excesso de ROS durante o estresse
(Mittler, 2002). Aparentemente as catalases estdo ausentes nos cloroplastos, dessa forma a
detoxificacdo da H,O, nesta organela € realizada pelo ciclo ascorbato-glutationa (Asada,

1992) numa reacdo catalisada pela enzima ascorbato peroxidase (Chen & Asada, 1989).
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Figura 7. A- Atividade da APX e B- Atividade da PPO em dois genétipos de cana-de-aglcar
micropropagados in vitro em meio MS com ou sem 20 mM de prolina e 100 mM de NaCl. Letras
iguais mailsculas, no mesmo genotipo, e mindsculas, no mesmo tratamento, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Quanto a atividade da PPO, a imersdo prévia das plantas em prolina exdgena nao
promoveu aumento da atividade enzimatica em nenhum dos gendtipos, enquanto que a
presenca do NaCl (sem prolina exdgena) provocou incremento significativo apenas no
gendtipo RB872552. A adic¢do de prolina e NaCl ao meio de cultura resultou no aumento da
atividade da PPO em ambos os gendtipos (Figura 7B). O aumento da PPO em tratamentos
com NaCl ja tinha sido registrado por Agarwal & Pandey (2004) em folhas de Cassia
angustifolia, em plantulas de feijao por Demir & Kocagcaliskan (2001) e em folhas de
Momordica charantia L. por Agarwal & Shaheen (2007).

As polifenoloxidases sao monooxigenases do grupo das 6xido-redutases que contém
cobre em sua estrutura e que se localizam nas membranas celulares, nas quais se encontram
inativas, tornando-se ativas quando liberadas. As PPO promovem a oxidagdo enzimética de

compostos fendlicos produzindo, inicialmente, quinona que rapidamente se polimerizam,
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formando pigmentos insollveis e escuros denominados melanina, ou reagem nao-
enzimaticamente com aminoacidos, proteinas ou outros compostos (Marri et al., 2003).

O cultivo de plantas em condi¢cdes de salinidade pode causar estresse e induzir
alteracbes metabdlicas. Muitos trabalhos tém mostrado resultados semelhantes aos
encontrados nesse estudo, relacionados ao aumento da atividade das enzimas sob estresse
salino. Entretanto, pouco se conhece sobre o uso da prolina exdgena e o aumento do sistema
de defesa enzimatico. Observou-se que as plantas de cana-de-acutcar, de ambos 0s gendtipos,
apresentaram maiores conteidos de prolina nos tratamentos ao qual se adicionou prolina ao
meio de cultivo e no tratamento em que as plantas foram pré-tratadas com prolina durante 72
horas antes da inoculacdo em meio salino (figura 2).

Nas plantas cultivadas com prolina no meio de cultivo o incremento da prolina
enddgena nos tecidos foi acompanhado pelo incremento da atividade da PPO, em ambos os
gendtipos, e da POD no gendtipo RB872552, quando comparado ao tratamento apenas com
NaCl. O aumento da atividade da CAT e da APX, entretanto, ndo diferiu estatisticamente
entre esses tratamentos (figuras 6 e 7). Hoque et al. (2007) avaliaram o efeito da aplicacdo de
prolina em células de tabaco e constataram que a atividade da CAT e da POD aumentaram
significativamente nas plantas do tratamento que apresentava prolina associada ao NaCl
guando comparadas ao tratamento suplementado apenas com NaCl. Paleg et al. (1984),
averiguaram que a atividade das enzimas CAT, POD e PPO foram promovidas pela prolina.
Ozden et al. (2008), demonstraram que a atividade da APX e da POD foi aumentada com a
aplicacdo de prolina em folhas de videira submetidas ao estresse oxidativo induzido pelo
H,0,.

Existem, entretanto, diferentes niveis de aclimatacdo entre plantas, inclusive, da
mesma espécie. Em cana-de-agucar, cultura moderadamente sensivel a salinidade, tém sido
relatadas diferencas no grau de tolerancia a salinidade entre os diversos gendtipos (Garcia &

Medina, 2003). A maior integridade da membrana apresentada pelo genétipo RB931011 neste
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trabalho reflete um baixo nivel de peroxidacdo dos lipideos provocados pelas ROS. A
peroxidacdo lipidica causa alteracdo na estrutura e funcionamento da membrana plasmatica,
podendo ocorrer vazamento do contetdo celular, desidratacdo rapida e morte da célula
(Neves, 2003).

Genotipos que apresentam aumento nos teores de prolina endogena e na atividade das
enzimas antioxidativas tém alta capacidade de eliminar as ROS produzidas pelo estresse
oxidativo. Essa maior capacidade de eliminacdo das ROS no genotipo RB931011 é funcéo da
habilidade em incrementar a atividade da POD nas plantas submetidas a todos os tratamentos
salinos, da tendéncia ao maior incremento da atividade da APX e da CAT quando comparado
ao genotipo RB872552. Paralelamente, foi observado que os teores de Na* e K" foram
maiores no genotipo RB872552; porém, o gendtipo RB931011, mesmo apresentando menores
teores de K*, manteve a relacio Na'/K" estatisticamente igual ao outro gendtipo.

O presente estudo sugere que a suplementecdo de prolina exdgena no meio de cultivo
in vitro é capaz de efetivamente reforcar a atividade das enzimas antoxidativas. A elevada
atividade das enzimas e o incremento nos teores de prolina enddgena sob estresse salino
indicam a existéncia de uma relacdo positiva entre aclimatacdo a salinidade e o sistema de
defesa antioxidante.

Como constatado por diversos pesquisadores fica evidente que a aclimatacdo ao
estresse salino ndo € definida por um Unico parametro e sim pela combinacdo de diversos
caracteres. A alta atividade antioxidante, que resulta em um baixo estresse oxidativo, a
elevada concentracdo de osmdlitos, a absorcdo seletiva de ions Uteis e a prevencdo do
acumulo de ions toxicos contribuem para a melhor aclimatagdo de genotipos de cana-de-
acucar. De tal modo, os resultados confirmam, pelos pardmetros analisados, uma correlagéo

entre sistema de defesa e tolerancia a salinidade.
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O estresse salino diminuiu a porcentagem de integridade de membrana
promovendo maior extravasamento de eletrolitos nos tratamentos salinos,
independente da aplicacdo da prolina exdgena,

Os teores de proteinas soluveis totais diminuiram em funcdo da adicdo do
NaCl nos dois gendtipos; paralelamente, o conteddo de prolina endogena
aumentou em decorréncia do estresse salino;

A concentracio de Na* foi mais alta no genétipo RB872552 e a de K* foi mais
baixa no gendtipo RB931011, entretanto, ambos apresentaram elevada
relacdo Na'/K";

A atividade das enzimaticas CAT, POD, APX e PPO foram aumentadas pela
aplicacé@o da prolina exdégena ao meio de cultivo em ambos os genotipos;

O gendtipo RB931011 destacou-se por apresentar maiores teores de prolina

enddgena e maior ativacdo das enzimas antioxidantes.
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