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Resumo

Resumo

A salinidade constitui um problema grave para a produgdo agricola, que limita o
crescimento e a produtividade das culturas através dos efeitos osmético, toxicidade i6nica
e deficiéncias nutricionais, estando também envolvido o stress oxidativo. As plantas
desenvolveram diferentes estratégias para lidar com a salinidade, ao nivel da organizagédo
estrutural da planta e de mecanismos fisioldgicos e moleculares que operam a nivel celular.
O conhecimento sobre estes mecanismos é fundamental para aumentar a tolerancia das
plantas a salinidade e assegurar a sua produtividade em ambientes salinos.

Neste trabalho procedeu-se ao estudo a nivel bioquimico, ultraestrutural e protedmico
numa linha de tecido caloso de batateira adaptada a 150 mM de NaCl obtida através de
selegdo in vitro, para melhor compreender 0s mecanismos associados & tolerancia a
salinidade neste modelo experimental.

Analisaram-se as alteracdes em termos de crescimento, conteudo hidrico e de elementos
i6nicos (sddio, cloro, potéassio e calcio) no tecido crescido na presenca de NaCl. A
importancia do sistema de defesa antioxidante levou a avaliar-se a agdo dos mecanismos
enzimatico e ndo-enzimatico no tecido caloso mantido em meio salino. A atividade das
principais enzimas — superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX), glutationa redutase (GR) e desidroascorbato redutase (DHAR), foi
determinada por espetrofotometria e a separacdo e identificagdo das isoformas realizada
em géis nativos de poliacrilamida. Paralelamente, foram quantificados os niveis de
compostos com agdo antioxidante — ascorbato, glutationa, a-tocoferol e prolina. Para
completar esta abordagem, avaliou-se 0 grau de stress oxidativo no tecido através da
determinacdo da peroxidacdo lipidica. Estes parametros bioguimicos foram também
analisados nas situacdes em que o tecido caloso ndo adaptado (controlo) foi sujeito a um
tratamento de choque com 150 mM NaCl, e em que o tecido adaptado foi transferido para
meio sem NaCl, de modo a estabelecer-se a relacdo entre esses parametros e a toleréncia.

Nas culturas de calos expostas a NaCl houve uma diminuicdo da taxa de crescimento
acompanhada pela perda de agua, tendo a linha sujeita a choque salino sido mais afetada
do que a adaptada. Nesta linha registaram-se os maiores teores de Na" e Cl~, ao passo que
na sujeita a choque salino encontraram-se 0s teores mais baixos de K* e Ca®", levando a

que a linha adaptada apresentasse maior razdo K*/Na’. A peroxidacéo lipidica aumentou
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no tecido caloso sujeito a choque salino, ndo tendo sofrido variagdo no tecido adaptado. As
atividades totais da SOD, APX, DHAR e GR diminuiram nos calos expostos a NaCl, tendo
a da CAT sido reduzida apenas pelo tratamento de choque. A transferéncia do tecido
adaptado para a auséncia de NaCl provocou o aumento das atividades enzimaticas, se bem
que as da SOD, CAT e DHAR fossem inferiores as do tecido controlo. A salinidade ndo
induziu alteragBes visiveis nos padrfes isoenzimaticos da SOD, CAT e APX, tendo
causado o desaparecimento de uma isoforma no padrdo da GR. A diminuicéo da atividade
total da SOD observada em gel nativo nos calos expostos a NaCl deveu-se sobretudo a
reduzida atividade da Cu/ZnSOD, pois € o tipo de SOD que predomina no tecido caloso de
batateira. Nos zimogramas da APX, a menor atividade revelada nos géis do material
exposto a NaCl resultou das atividades reduzidas das formas citosélica (CAPX) e
peroxissomal (pAPX), tendo a analise por ‘western blotting’ evidenciado um decréscimo
da quantidade de cAPX em condi¢es salinas, que ndo se verificou com a pAPX. O estudo
da atividade da CAT em gel nativo demonstrou que a Unica isoforma detetada no tecido
caloso de batateira (CAT2) surgiu diminuida apenas na situacdo de choque salino, apesar
dos resultados de ‘western blotting” terem mostrado que a quantidade de CAT2 era
reduzida no tecido adaptado a NaCl.

As culturas de tecido caloso que cresceram em meio com NaCl apresentaram niveis mais
elevados de ascorbato total e reduzido, assim como uma maior razéo
ascorbato/desidroascorbato. Os teores de glutationa na forma reduzida e de a-tocoferol
também aumentaram no tecido crescido em meio salino, bem como os de prolina, embora
0 composto lipossolvel tenha aumentado mais no tecido caloso adaptado do que no
exposto a choque salino.

A nivel ultraestrutural constatou-se que a salinidade ndo afetou a integridade estrutural,
nem causou alteracfes acentuadas nas células do tecido caloso adaptado a 150 mM de
NaCl, a ndo ser nos plastidios que surgiram com um menor grau de diferenciacao,
acompanhado do aumento da quantidade de amido evidenciado atraves de analise
morfométrica. Neste tecido, também se observou uma menor ocorréncia de peroxissomas
com inclus6es paracristalinas.

Tendo em conta que a compartimentacdo no vacuolo do excesso de Na* é fundamental
para a homeostasia ionica em condic¢des salinas, estudaram-se as atividades dos sistemas
transportadores em vesiculas de tonoplasto isoladas de culturas de calos. As vesiculas do
tecido adaptado a NaCl apresentaram maiores atividades hidrolitica e de bombeamento das
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bombas de protdes, ATPase vacuolar (V-H'-ATPase) e pirofosfatase (V-H'-PPase),
verificando-se que a V-H'-PPase foi mais eficiente que a V-H'-ATPase na geragdo e
manutencdo de um gradiente de H* transmembranar. A analise por ‘western blotting’
permitiu correlacionar o aumento da atividade da V-H'-PPase com o0 aumento da
quantidade de proteina, o que ndo sucedeu com a V-H'-ATPase apds a andlise da
subunidade A. A dissipagdo de um gradiente de H* pré-estabelecido através da adicio de
Na’ sugere o envolvimento de um sistema de transporte do tipo antiporte Na'/H" nas
vesiculas de membrana vacuolar de tecido caloso de batateira. A atividade do sistema de
antiporte Na'/H" foi superior nas vesiculas do tecido adaptado a NaCl que mostrou nio
transportar o0 ido K,

O efeito da salinidade no tecido caloso de batateira adaptado a NaCl foi avaliado na
expressao genética ao nivel da proteina com recurso a eletroforese bidimensional. Os
padrdes proteicos obtidos revelaram alteragdes quantitativas significativas em 69 cadeias
polipeptidicas no tecido adaptado, sendo que 38 surgiram aumentadas e as restantes 31
apareciam diminuidas. A identificacdo por espetrometria de massa de algumas cadeias
polipeptidicas diferencialmente expressas revela tratar-se de proteinas com funcées ligadas
a constituicdo da parede celular e de defesa contra stresses abioticos e bidticos. Estes
resultados sugerem que estas proteinas (pectinametilesterases, glucana-endo-1,3-p-
glicosidase, ‘germin-like proteins’, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) podem
contribuir para a adaptacdo do tecido caloso de batateira a salinidade.

A possibilidade de ocorréncia de polimorfismos no DNA gendmico do tecido caloso
crescido na presenca de NaCl levou a que se recorresse a técnica conhecida pelo “método
dos polimorfismos amplificados ao acaso” (RAPD), com vista a obtencdo de marcadores
moleculares baseados na molécula de DNA. Os padrées RAPD gerados por um conjunto
de oito ‘primers’ arbitrérios revelaram um total de dezasseis marcadores RAPDs, que
permitem mostrar que o tecido caloso adaptado a NaCl € geneticamente diferente do tecido
controlo.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho demonstram a utilidade das culturas in
vitro através do uso de linha celular de batateira adaptada a elevada salinidade como
sistema experimental para o estudo dos mecanismos que estdo envolvidos no processo de
adaptacdo a salinidade neste modelo bioldgico. O facto da linha celular estudada ser uma
linha variante aumenta o interesse pela regeneracdo de plantas tolerantes a salinidade, o

que abrird novas perspetivas para a investigacdo futura e para o melhoramento da cultura.
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Abstract

Abstract

Salinity is a crucial limiting factor of agricultural production. It limits crop growth and
yield by way of osmotic effects, ionic toxicity and nutritional deficiencies. It is also
implicated in oxidative stress. Plants develop a variety of strategies for dealing with
salinity at the whole organism level and at the cellular level through physiological and
molecular mechanisms. Knowledge of these mechanisms is essential for increasing plants
salt tolerance in order to guarantee their productivity in saline environments.

In the present study, a potato cell line adapted to 150 mM NaCl obtained by in vitro
selection has been characterized in order to elucidate the mechanisms of salt tolerance in
this experimental model. Changes in growth and in water and ion content were analysed.
The importance of the antioxidant defence system led us to evaluate the enzymatic and
non-enzymatic mechanisms in callus tissue grown in the presence of NaCl. The activity of
the main enzymes — superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX), glutathione reductase (GR) and dehydroascorbate reductase (DHAR) was
determined spectrophotometrically, and the respective isoforms were separated and
identified in native polyacrylamide gels. The levels of antioxidant metabolites (ascorbate,
glutathione, a-tocopherol and proline) were also measured. The level of oxidative stress
was assessed through the measurement of lipid peroxidation. In order to identify the
relationship between these parameters and salt tolerance, these studies were additionally
carried out both in the non-adapted callus tissue (control) shocked by abrupt transfer to
medium supplemented with 150 mM NaCl and in adapted tissue transfered to salt free
medium.

Calli subjected to NaCl showed a reduction in the growth rate in addition to a loss of
water, being the line subjected to salt shock more negatively affected than the adapted one.
The adapted callus line had higher content of Na* and CI~, while the line subject to salt
shock demonstrated lower contents of K* and Ca**. The adapted line presented a greater
K*/Na" ratio than the shocked line. Lipid peroxidation suffered an increase in the callus
tissue subjected to salt shock and was not affected in the adapted one. The total activity of
SOD, APX, DHAR and GR were reduced in NaCl exposed calli, whilst that of CAT only
decreased in the line subjected to salt shock. When the adapted tissue was transferred to a

medium without NaCl, enzymatic activity increased, although SOD, CAT and DHAR

Xiii



Abstract

activities remained lower than that of the control tissue. Salinity did not lead to any visible
change in the isozyme patterns of SOD, CAT or APX. It did generate the loss of one
isoform in the GR pattern. The lowering of the total SOD activity observed in native gels
of calli exposed to NaCl was mostly due to the reduction in Cu/ZnSOD activity, since this
is the predominant SOD in potato callus. The reduction of APX activity observed in the
gels from callus cultures exposed to NaCl resulted from the cytosolic (CAPX) and
peroxisome (pAPX) forms with a decrease in the amount of cAPX protein under salt
conditions, which did not occur with pAPX. The study of CAT activity in native gel
revealed that the only isoform found in potato callus tissue (CAT2) decreased only in the
salt shock condition, despite the fact that western blots indicated that the amount of CAT2
was reduced in the NaCl-adapted callus tissue.

The callus cultures grown at 150 mM NaCl demonstrated higher levels of total and
reduced ascorbate, as well as a higher ratio of ascorbate/dehydroascorbate. The levels of
reduced glutathione and o-tocoferol also increased in the tissue grown under salt
conditions, as did proline, although the liposoluble compound showed a greater increase in
the adapted tissue than in that subjected to shock treatment with NaCl.

Salinity did no affect cellular ultrastructure and did not induce any obvious changes in
the cells from callus tissue adapted to 150 mM NaCl. The exception was in the case of the
plastids which appeared with a lower degree of differentiation in addition to an increase in
starch content as detected by morphometric analysis. This tissue also demonstrated fewer
peroxisomes with paracrystalline inclusions.

Considering that the compartimentation into the vacuole of Na* excess is essential for
ion homeostasis under salt conditions, we studied the activity of transport systems in
tonoplast vesicles isolated from calli cultures. The proton transport and hydrolysis
activities of both vacuolar ATPase (V-H'™-ATPase) and pyrophosphatase (V-H'-PPase)
were higher in vesicles from NaCl-adapted tissue. It was further observed that V-H*-PPase
was more efficient than V-H'-ATPase in the generation and maintenance of a
transmembrane H* gradient. Western blot analysis revealed that changes in V-H'-PPase
activity are correlated with increased protein amount, a correlation which did not occur
with V-H'-ATPase following the analysis of subunit A. The dissipation of a pre-
established H* gradient by the addition of Na* suggests that a Na'/H" antiport system is

involved in Na® transport into tonoplast vesicles from potato callus tissue. The Na'/H”
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antiport activity was greater in the vesicles from NaCl-adapted callus tissue and did not
accept K™.

Two-dimensional electrophoresis was used to analyse the effect of salinity on the genetic
expression at the protein level in potato callus tissue adapted to NaCl. The resulting protein
patterns demonstrated quantitatively significant alterations in 69 polypeptide chains in the
adapted tissue, 38 of which were increased and the remaining 31 reduced. Mass
spectrometry allowed the identification of differentially expressed proteins involved in cell
wall synthesis and in the defence against abiotic and biotic stresses. These results suggest
that the proteins pectin methylesterases, glucan endo-1,3-B-glucosidase, ‘germin-like
proteins’, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase may contribute to the adaptation of
potato callus tissue to salinity.

The possible occurrence of polymorphisms in genomic DNA of the tissue grown in the
presence of NaCl led us to use the random amplified polymorphic (RAPD) method to
obtain molecular markers based on the DNA. RAPD patterns produced from eight arbitrary
primers demonstrated a total of 16 RAPD makers which revealed that the NaCl-adapted
callus tissue differ from that of the control tissue.

In conclusion, the results from this study show the usefulness of in vitro cultures by
using a potato cell line adapted to high salinity as an experimental model for the
investigation of the mechanisms underlying the salinity adaptation process in this
biological model. The fact that the cellular line studied is a variant line increases the
interest in the regeneration of salt tolerant plants and opens avenues for future research and

crop improvement.
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Résumé

Résumé

La salinité est un probléme grave pour la production agricole qui limite le
développement et la productivité des cultures par des effets osmotiques, toxicité ionique et
insuffisances nutritionnelles, étant également impliqué le stress oxydatif. Les plantes ont
développé de différentes stratégies pour se rapporter a la salinité, au niveau de
I'organisation structurelle de la plante et des mécanismes physiologiques et moléculaires
qui operent au niveau cellulaire. La connaissance de ces mécanismes est essentielle pour
augmenter la tolérance des plantes a la salinité et assurer leur productivité dans les milieux
salins.

Dans ce travail nous avons procédé a I'étude au niveau biochimique, ultrastructurel et
protéomique en ligne de tissu calleux adaptée a 150 mM de NaCl obtenue par sélection in
vitro afin de mieux comprendre les mécanismes associés a la tolérance, a la salinité dans ce
modele expérimental.

Nous avons analysé les changements concernant le développement, le contenu hydrique
et les éléments ioniques (sodium, chlore, potassium et calcium) dans le tissu développé en
présence de NaCl. L'importance du systéeme de défense antioxydant dans la réduction des
niveaux de ROS ont conduit a I’évaluation de ’action des mécanismes enzymatiques et
non-enzymatiques dans le tissu calleux maintenu dans un milieu salin. L’activité des
enzymes principales- superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxydase
d’ascorbate (APX), glutathion réductase (GR) et deshydroascorbate réductase (DHAR) a
été déterminée par spectrophotométrie et la séparation et I’identification des isoformes
réalisées sur gels natifs de polyacrylamide. En paralléle, nous avons quantifié les niveaux
de composés d’action antioxydant — ascorbate, glutathion, a-tocophérol et proline. Pour
compléter cet abordage, nous avons évalué le degré de stress oxydatif dans le tissu par la
détermination de la peroxydation lipidique. Ces paramétres biochimiques ont également
été analysés dans des situations dont le tissu calleux non adapté (contrdle) a été soumis a
un traitement de choc avec 150 mM NacCl, ainsi que le tissu adapté transféré a un milieu
sans NaCl, afin d'établir la relation entre ces parametres et la tolérance.

Dans les cultures de cals exposées a NaCl il y a eu une diminution du taux de
développement accompagné d’une perte d’eau, étant donné que la ligne soumise au choc

salin a été plus affectée que la ligne adaptée. Dans cette ligne, on a registré les teneurs les
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plus élevés de Na' et CI, contrairement & celle soumise au choc salin, qui présente des
teneurs inférieures de K* et de Ca®". Par conséquent, la ligne adaptée a présenté le K*/Na*
plus éleve. La peroxydation lipidique a augmenté dans le tissu calleux soumis au choc
salin, n’ayant pas souffert de variations dans le tissu adapté. Le total des activités de SOD,
APX, DHAR et GR a diminué dans les cals exposés a NaCl, sauf celle de CAT qui a
souffert une reduction a cause du traitement de choc. Le transfert du tissu adapté a
I’absence de NaCl a augmenté les activités enzymatiques, cependant celles de SOD, CAT
et DHAR étaient inférieurs a celles du tissu de contrble. La salinité n’a pas induit de
changements notables dans les prototypes isoenzymatiques de SOD, CAT et APX, qui a
provoqué la disparition d'une isoforme de type GR. La diminution de 1’activité total de
SOD observée sur gel natif dans les cals exposés a NaCl, est due surtout a une activite
réduite de Cu/ZnSOD, car c’est le type SOD qui prédomine dans le tissu calleux de la
pomme de terre. Dans les zymogrammes d’APX, la faible activité révélee sur les gels du
matériel exposé a NaC a résulté des activités réduites des formes cytosolique (CAPX) et
peroxysomal (pAPX) étant donné que 1’analyse par ‘western blotting’ met en évidence une
diminution de la quantité de cAPX dans des conditions salines, qui n'a pas été observé avec
pAPX. L’étude de I’activité CAT sur gel natif a montré que la seule isoforme détectée dans
le tissu calleux de la pomme de terre (CAT2) n’est apparue que dans 1’état de choc salin,
méme que les résultats de ‘western blotting” montrent que la quantité de CAT2 était réduite
dans le tissu adapté a NaCl.

Les cultures de tissu calleux qui se sont développées dans un milieu de NaCl ont montré
des niveaux plus éleves de I'ascorbate total et réduit, ainsi qu’une plus grande proportion
de ascorbate/deshydroascorbate. Les niveaux de glutathion dans la forme réduite et a-
tocophérol ont également augmenté dans ces cultures, ainsi que celles de la proline, bien
que le composé liposoluble ait augmenté de fagon supérieure dans le tissu calleux adapté
par rapport a celui exposé au choc salin.

Au niveau ultrastructurel on a constaté que la salinité n’a pas affecté son intégrité ni
provoqué des changements accentués dans les cellules de tissu calleux adapté a 150 mM de
NaCl, sauf dans les plastes qui ont apparu avec un faible degré de différenciation,
accompagné par I’augmentation de la quantité de 1’amidon en évidence par analyse
morphométrique. Il a été également constaté la faible présence de peroxysomes avec des

inclusions paracrystallines dans le tissu développé en présence de NaCl.
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Résumé

Etant donné que la compartimentation dans la vacuole de I’excédent de Na® est
essentielle pour I’homéostasie ionique dans des conditions salines, on a étudié les activités
des systemes transporteurs dans des vésicules de tonoplaste isolées de cultures de cals. Les
vesicules du tissu adapté a NaCl ont montré de plus grandes activités hydrolytique et de
pompage des pompes a protons, ATPase vacuolaire (V-H'-ATPase) et pyrophosphatase
(V-H'-PPase), en vérifiant que le V-H'-ATPase a été plus efficace que V-H *-ATPase dans
la génération et la manutention d’un gradient de H* transmembranaire. L’analyse par
‘western blotting> a permis de corréler I’augmentation de 1’activité de V-H'-PPase avec
’augmentation de la quantité de protéine, ce qui n’est pas arrivé avec le V-H™-ATPase,
aprés I’analyse de la sous-unité A. La dissipation d’un gradient de H* préétablie par
I’addition de Na* suggére I’implication d’un systéme de transport du type antiport Na*/H*
dans les vésicules de membrane vacuolaire de tissu calleux de la pomme de terre.
L’activité du systéme de D’antiport Na'/H" a été plus élevé dans les vésicules du tissu
calleux adapté a NaCl et ne montre aucun transport de I’ion K.

L'effet de la salinité dans le tissu calleux de la pomme de terre adapté a NaCl a été
évalué dans I'expression génétique au niveau de la protéine en utilisant I'électrophorese
bidimensionnelle. Les types protéiques obtenus ont révélé d’importants changements
quantitatifs dans 69 chaines polypeptidiques dans le tissu adapté, 38 ont augmentés et les
31 restantes se sont présentées diminuées. L’identification par spectrométrie de masse de
certaines chaines polypeptidiques différentiellement exprimées révéle qu’il s’agit de
protéines avec des fonctions liées a la formation de la paroi cellulaire et de défense contre
des stresses abiotiques et biotiques. Ces résultats suggerent que ces protéines (pectine-
méthylestérase, glucane-endo-1,3-B-glicosidase, ‘germin-like proteins’, glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase) peuvent contribuer a 1’adaptation du tissu calleux de la pomme
de terre a la salinité.

La possibilité d’occurrence de polymorphismes dans I'ADN génomique du tissu de
calleux développé en présence de NaCl a conduit & I’utilisation de la technique appelée de
"méthode des polymorphismes amplifiés au hasard" (RAPD), afin d'obtenir des marqueurs
moléculaires basés sur la molécule d'ADN. Les types RAPD générés par un ensemble de
huit ‘primers’ arbitraires ont révélé un total de seize marqueurs RAPDs, qui permettent de
montrer que le tissu calleux adapté a NaCl est génétiquement différent du tissu controle.

En résumé, les résultats obtenus dans ce travail démontrent I’utilité des cultures in vitro

par I’utilisation de la ligne cellulaire de la pomme de terre adaptée a une salinité élevée
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Résumé

comme modéle expérimental pour étudier les mécanismes impliqués dans le processus
d’adaptation a la salinité dans ce modéle biologique. Le fait que la ligne cellulaire étudiée
soit une ligne variante augmente l'intérét dans la régénération des plantes tolérantes a la
salinité, ce qui ouvre de nouvelles perspectives pour de futures recherches et pour

I'amélioration de la culture.
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1. Introducao

1.1. Salinidade — origem e efeitos adversos

A salinidade do solo é caracterizada pela acumulacdo de sais soluveis, em especial do
cloreto de sodio, em quantidades prejudiciais ao desenvolvimento da maioria das plantas.
A concentracdo de sais no solo é medida pela condutividade eléctrica no extrato de
saturacdo (CE.), sendo considerado salino um solo com valores de CE. superiores a 4 dS
m™, o equivalente a uma concentracéo aproximada de 40 mM NaCl (Rengasamy, 2010).

Atualmente, o conceito de salinidade é analisado de um modo mais alargado, visto 0s
seus efeitos negativos ultrapassarem o dominio da planta, tendo também repercussfes em
termos ambientais e até econdmicos. J& em 1977, Flowers et al. referiam que para a planta,
a salinidade é apenas um dos fatores ambientais adversos a que poderad estar exposta,
enguanto que para 0 Homem constitui um problema sério dado que a maioria das plantas
cultivadas ndo ird desenvolver-se em pleno na presenca de elevadas concentragdes de sais
no solo, com consequéncias em termos econoémicos. Dai que mais recentemente,
Rengasamy (2006) tenha definido salinidade como a acumulacédo de sais no solo a niveis
que podem prejudicar o rendimento econdmico das plantas cultivadas bem como a
sustentabilidade ambiental.

Sobre este fendbmeno, os dados apresentados a nivel mundial sdo preocupantes. Estima-
se que cerca de 15% da superficie mundial se encontra ja degradada por fenémenos de
erosdo e de poluicdo dos solos, sendo a salinizacdo o principal fator de poluicdo (Wild,
2003). De acordo com informacdes da FAO (2011), a salinidade priméria afeta quase 7%
da superficie de terra aravel, o que corresponde aproximadamente 900 milhdes de hectares,
sendo os fatores ambientais que mais contribuem para a area afetada. O escoamento de
aguas de zonas com substratos geoldgicos passiveis de libertarem grandes quantidades de
sais e a infiltracdo de aguas subterraneas em zonas situadas abaixo do nivel do mar séo
fatores que, associados a acdo do vento e da chuva no transporte e deposicdo de
quantidades moderadas de sais, conduzem a acumulacdo de sais no solo (Rengasamy,
2010). Apesar de estes processos contribuirem para a salinizagdo de zonas costeiras e para
a formacdo de solos salinos, as areas destas terras ndo tém aumentado quando comparadas
com o crescente aumento da superficie das terras salinizadas pela acdo do Homem
(Ghassemi et al., 1995; Mahajan & Tuteja, 2005). Constata-se que cerca de 20% da
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superficie mundial cultivada apresenta problemas de salinidade devido ao manuseio
inadequado da rega. De facto, quase 30% da &rea ocupada com agricultura de regadio
encontra-se afetada pela acumulagéo de sais, em contraste com os cerca de 2% de area em
regime de sequeiro (FAO, 2011). A rega com agua contendo elevados teores de sais tem
sido apontada como o principal fator de salinizacdo, sendo j& responsavel pelo decréscimo
da produtividade em varias regides do mundo (Munns, 2002). Este é o aspeto mais
preocupante da salinidade tendo em conta que a rega € indispensavel para se obterem
rendimentos superiores nunca atingiveis num regime de sequeiro, no entanto, verifica-se
que solos anteriormente produtivos tornaram-se salinos devido a uma ma gestao do regadio
(Flowers & Yeo, 1995; Flowers & Flowers, 2005).

O processo de salinizacdo secundaria dos solos esta intimamente relacionado nao s6 com
a gestdo da rega mas também com a qualidade da agua. O tipo de 4gua usado na rega foi
negligenciado durante muito tempo devido a disponibilidade e facil utilizacdo de aguas
com baixos teores de sais, mas tem vindo a mudar em consequéncia da sobre-exploragao
de &guas de qualidade por diferentes setores de atividade (Tilman et al., 2002). A escassez
de 4gua tem levado a utilizacdo de &guas de qualidade inferior (aguas subterraneas salinas,
efluentes municipais e industriais) na rega, principalmente nas regides aridas onde as
disponibilidades hidricas sdo reduzidas e a densidade populacional elevada (Flowers &
Yeo, 1995; Flowers et al., 1997; Qadir & Oster, 2004). Compreende-se assim que diversos
autores considerem que a salinidade é um fendmeno com tendéncia para aumentar e 0
cendrio atual é sugestivo disso mesmo (Rajendran et al., 2009; Barrett-Lennard & Setter,
2010; Rengasamy, 2010). A populagdo mundial estimada em 2001 em cerca de 6,1 bilides,
aumentou para um valor proximo dos 7 bilides no final de 2011, e espera-se que continue a
aumentar para valores acima dos 9 bilides em 2050, prevendo-se que atinja os dez bilides
de pessoas no fim do século (ONU, 2011). Perante o crescimento populacional previsto
para as proximas décadas, um dos principais desafios atuais consiste no aumento da
capacidade para se produzir mais alimentos a custa de um menor consumo de agua, de
modo a aumentar-se a eficiéncia e a produtividade deste recurso (Flowers, 2004; Chaves &
Davies, 2010; Barrett-Lennard & Setter, 2010). Esse aumento pode ser conseguido através
da expansédo da atividade agricola para novas zonas de cultivo, ou elevando os niveis de
produtividade atuais (Rengasamy, 2006). Uma vez que as terras com aptidao agricola tém
sido exploradas, manifestando inclusive algumas restricbes associadas & acumulacéo de

sais, a expansdo da zona de cultivo incidird inevitavelmente para as regides menos
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favoraveis, designadamente as regides semi-aridas e aridas, onde o regadio € indispensavel
para as tornar mais produtivas, se bem que o risco de salinizagdo secundéaria surja
aumentado (Shabala & Cuin, 2008; Chaves et al., 2009). A expanséo das areas de cultivo a
custa de outras formas de uso da terra, especialmente de pastagens e florestas, tera
provaveis consequéncias no aumento da salinidade (Manchanda & Garg, 2008 e
referéncias). Por outro lado, 0 aumento da produtividade, tdo necessério hoje em dia, ndo
pode ser alcancado nos moldes da agricultura intensiva praticada nos finais do século XX,
que muito contribuiu para os excessos localizados de sais e para a degradacdo do solo
(Tilman et al., 2002; Yamaguchi & Blumwald, 2005). Assim sendo, outras estratégias
terdo que ser adoptadas para se optimizar a producdo em terras que estdo cada vez mais
degradadas. As recomendacGes vao no sentido de se controlar a salinizacdo e atenuar os
efeitos nocivos dos sais acumulados, de modo a aproveitarem-se os solos afetados para a
producdo agricola (Epstein et al., 1980; Munns, 2002; Barrett-Lennard & Setter, 2010).
Embora a drenagem interna do solo seja um fator importante no controlo da salinidade,
do mesmo modo que existem outras técnicas para minimizar o impacto negativo da
salinidade na producdo agricola e na fertilidade do solo (Munns, 2002; Choudhary et al.,
2004), nem sempre é viavel implementa-las sob os pontos de vista pratico e econémico
(Yokoi et al., 2002). H& que considerar ainda que as condic¢Ges climaticas influenciam a
extensdo do fendmeno, bem como a resposta das plantas ao excesso de sais, pois sob
condicdes de temperatura elevada e baixa precipitacdo, as elevadas taxas de
evapotranspiracdo favorecem a acumulacdo dos sais nas camadas superficiais do solo e
acentuam os efeitos da salinidade sobre as plantas (Horneck et al., 2007). Dai ser frequente
encontrarem-se 0s solos salinos nas regides aridas e semi-aridas, embora haja referéncias a
sua ocorréncia em praticamente todas as regides climaticas e em todos os continentes
(Rengasamy, 2010). Nomeadamente, tem sido nas regides tropicais de Africa, Asia e
America do Sul que a area de solos salinos mais tem aumentado, provavelmente por se
tratar de zonas com elevado crescimento populacional onde sdo usadas aguas residuais na
rega, ainda que seja na Australia que se registam o0s maiores valores de terra salinizada
(Flowers & Flowers, 2005). Na Europa, a area afetada é consideravelmente menor. Estima-
se que a salinizacdo do solo afete cerca de 30 milhGes de hectares de solos, sendo que 3
milhGes encontram-se distribuidos pelos paises da Unido Europeia, designadamente
Hungria, Roménia, Grécia, Itdlia e Peninsula Ibérica (SoCo, 2009). Em Portugal, a

salinidade ocorre sobretudo nas zonas costeiras por intrusdo da dgua do mar, mas séo nas
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margens do rio Tejo, na conhecida “regido da Leziria”, que este problema atinge as
maiores propor¢des. A aptiddo agricola dessa regido levou a adocdo de um modo de
producdo intensivo, mas devido as dificuldades de aducdo de agua de boa qualidade e aos
problemas de drenagem intensificou-se o processo de salinizacdo (Santos et al., 2003).
Segundo as conclusées do projeto SIAM® (‘Climate Change in Portugal: Scenarios,
Impacts and Adaptation Measures’), os fendmenos relacionados com as alteragdes
climaticas, como a subida das dguas do mar e a maior frequéncia de Invernos secos em
Portugal, tendem agravar a salinizacdo das aguas subterraneas localizadas em zonas
costeiras. O relatério ‘Climate Change Science Compendium” divulgado em 2009 pelo
Programa das NacOes Unidas para o Meio Ambiente (UNEP, 2009), destacou entre outras
alteracdes para o planeta, 0 aumento da aridez na regido mediterranea, que se prevé que
ocorra a um ritmo mais acelerado ao que havia sido projetado em 2007 pelo Painel
Intergovernamental sobre Alteragdes Climéaticas (IPCC, 2007). Perante 0s cenarios
disponiveis é previsivel que o problema da salinizacdo na Peninsula Ibérica venha a
intensificar-se no futuro proximo.

A consciencializacdo de que as boas préaticas agricolas e uma adequada gestdo das terras
e do regadio ndo sdo suficientes para impedir o processo de salinizagdo, havendo fatores
como a quantidade e a qualidade da agua, o aumento da frequéncia de fendmenos
meteoroldgicos extremos, que tendem a agravar o0 processo, a sustentabilidade da producao
agricola depende cada vez mais da utilizacdo de plantas capazes de crescer na presenca de
concentracdes elevadas de sais nos solos. O aumento da tolerdncia ao sal das plantas
cultivadas é uma forma de salvaguardar a agricultura produtiva em solos afetados pela
salinidade e de assegurar a producdo de alimentos em muitas regides do mundo (Epstein et
al., 1980; Flowers & Yeo, 1995; Winicov, 1998; Yamaguchi & Blumwald, 2005; Munns,
2005). Consegue-se assim melhorar a eficiéncia do uso dos recursos naturais e reduzir 0s
custos de investimento em sistemas de rega e tecnologia do solo, pelo que o retorno
economico sera maior (Hoffman, 1990; Munns et al., 2006). Contudo, o aspeto mais
favoravel da toleréncia salina podera consistir na utilizacdo de &guas salinas na rega dessas
plantas (Qadir & Oster, 2004).

O melhoramento genético de plantas tem sido apontado como uma estratégia promissora
para lidar com a situacdo atual da salinidade, dada a possibilidade para aumentar a

tolerancia salina das plantas cultivadas, as quais, em conjugacdo com as técnicas culturais

thttp://siam.fc.ul.pt/
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apropriadas, poderdo melhorar a producdo agricola em meios salinos e até estender essa
producdo as regiGes mais vulneraveis (Epstein et al., 1980; Chen et al., 2005; Yamaguchi
& Blumwald, 2005; Barrett-Lennard & Setter, 2010). Apesar dos esforcos feitos para
melhorar o comportamento das plantas a salinidade, os resultados obtidos ndo tém sido tdo
relevantes quanto o esperado (Bartels & Sunkar, 2005). A tolerancia salina é uma
caracteristica genética e fisiologicamente complexa, pois é regulada pela interacdo de
diversos genes e conferida pela integracdo de mecanismos que operam aos niveis da planta,
da célula e molecular (Koval & Koval, 1996; Flowers, 2004; Smethurst et al., 2008).
Assim sendo, antes de se avancar para a obtencdo de genotipos tolerantes, é preciso
compreender o0 modo como a salinidade afeta a planta nos seus diferentes niveis de
organizacdo, bem como esclarecer os aspetos fisioldgicos e bioquimicos da tolerancia, pois
sO assim sera possivel definir um conjunto de critérios validos a utilizar nos programas de
melhoramento (Bohnert & Jensen, 1996; Munns, 2002; Ashraf & Harris, 2004; Cuartero et
al., 2006).

A salinidade é considerada um dos fatores ambientais mais adversos para o
desenvolvimento das plantas cultivadas, afetando diversos processos do metabolismo
vegetal que se refletem na reducdo, ou mesmo inibi¢do do crescimento (Singh & Chatrath,
2001; Horie & Schroeder, 2004; Mansour & Salama, 2004; Flowers & Flowers, 2005;
Lauchli & Grattan, 2007; Smethurst et al., 2008; Sengupta & Majumder, 2010). Tendo em
conta que qualquer fator, bi6tico ou abiédtico, capaz de alterar o estado fisioldgico de um
organismo a modo de prejudicar funcBes essenciais, como o crescimento, é considerado
“stress” (Gaspar et al., 2002), a salinidade surge frequentemente referida como stress
salino.

As espécies vegetais diferem bastante na resposta a salinidade, e podem ser classificadas
como haldfitas ou glicofitas de acordo com a sua capacidade para crescer em ambientes
salinos. O primeiro grupo descrito como a “flora nativa dos solos salinos” (Greenway &
Munns, 1980), consiste nas plantas que vivem e reproduzem-se em meios salinos, inclusive
nalgumas plantas o crescimento € estimulado pela presenca de elevados niveis de sal
(Flowers et al., 1977; Parks et al., 2002). Por sua vez, no grupo das glicofitas encontram-se
as plantas que ndo sdo capazes de tolerar a salinidade da mesma forma que as haldfitas,
pelo que o seu crescimento pode ser severamente afetado (Marschner, 1995). Este grupo

engloba praticamente todas as plantas com interesse agronémico, onde se nota que ha uma
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variacdo considerdvel na tolerancia a salinidade (Shannon & Grieve, 1999). Por exemplo,
entre os cereais, a cevada (Hordeum vulgare) tolera uma maior concentragdo de sal sem
mostrar sinais de inibicdo de crescimento do que o arroz (Oryza sativa); ja a halofita
Atriplex amnicola é muito tolerante, crescendo a concentragdes salinas superiores a da
agua do mar (Figura 1.1) (Munns & Tester, 2008).
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Pelo facto da reducdo do crescimento ser o efeito mais visivel da salinidade, a taxa de
crescimento tem sido o critério mais usado nos estudos comparativos de tolerancia salina
entre plantas, embora outras alteragdes morfoldgicas sejam também indicadoras de stress
salino (He & Cramer, 1992; Singh et al., 2007; Flowers et al., 2010). E frequente nas
plantas expostas a meios salinos o crescimento caulinar ser mais afetado do que a raiz,
apesar deste Ultimo 6rgédo estar em contacto direto com o sal, o que se traduz numa razédo
mais baixa entre 0s comprimentos da parte aérea e da raiz (Munns, 1993; Santos &
Caldeira, 1999; Xiong & Zhu, 2002; Aghaei et al., 2009). Enquanto a reducdo do
comprimento caulinar esti associada a diminuicdo do ndmero e do comprimento dos
entrends, na raiz verifica-se um aumento do seu comprimento apesar da reducdo do peso
seco (Santos, 1997). Paralelamente, nas plantas sob stress salino a area foliar diminui, bem
como o numero de folhas, surgindo estas, por vezes, com uma coloragédo verde acentuada,
mais espessas e suculentas (Chen et al., 2001; Singh & Chatrath, 2001; Boughanmi et al.,
2005; Smethurst et al., 2008). Munns (1993) salientaram a diminui¢cdo no crescimento
foliar como a reacdo imediata ao stress salino. A influéncia do sal no aumento da

senescéncia das folhas é evidenciada através da antecipacdo de certos processos
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relacionados com a degeneracdo, tais como a reducdo dos niveis de proteinas e clorofilas
ou 0 aumento da permeabilidade membranar, que é mais rapida nas plantas com maior
sensibilidade ao sal do que nas mais resistentes (Lutts et al., 1996a; Shaterian et al., 2005).
De notar, que a resposta das plantas a salinidade é também condicionada pelas condicdes
climéticas (temperatura, humidade relativa, vento, radiagcdo) e pelas propriedades do solo
em que se desenvolvem (textura, humidade, temperatura), bem como pelo estado
fenoldgico (Katerji et al., 2000; Horneck et al., 2007). Por exemplo, a cultura da beterraba
(Beta vulgaris) € capaz de crescer na presenca de 150 mM de NaCl, sendo no entanto
sensivel a concentracBes da ordem de 50 mM nas fases de germinacdo e de plantula
(Marschner et al., 1981). Em relacéo a este assunto, verifica-se que a salinidade tende néo
sO a prejudicar a fase reprodutiva de diversas plantas como o arroz ou o trigo, bem como a
alterar a época prépria da floracdo (Lutts et al., 1995; Munns et al., 2006). Em
consequéncia, as producdes sdo diminuidas. Dai, ndo é de surpreender que nalguns estudos
a toleréncia a salinidade seja avaliada em fungdo do decréscimo na producédo (Levy et al.,
1988; Francois & Maas, 1994; Katerji et al., 2000; Zhang et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais a salinidade interfere negativamente no desenvolvimento das
plantas tem sido muito estudado, tendo-se apontado trés fatores, ou a sua combinacao,
como limitantes para o crescimento em solos salinos: o défice hidrico na planta provocado
pelo efeito osmotico dos solutos presentes no solo, também designado por stress osmético;
a toxicidade resultante da absorcdo e acumulagio excessiva sobretudo dos ides Na" e CI; e
0 desequilibrio nutricional que decorre da interferéncia com a absorcdo de nutrientes
essenciais como potéssio e o célcio (Blumwald et al., 2000; Sairam & Tyagi, 2004; Bartels
& Sunkar, 2005; Britto et al., 2009). Admite-se que este Ultimo aspeto ndo tenha um efeito
inibidor imediato sobre o crescimento das plantas, dado que estas dispbem de nutrientes
em reserva que podem mobilizar em fungéo das necessidades (Flowers & Flowers, 2005).
Pelo que os efeitos osmotico e idnico da salinidade sdo apontados como 0s mais inibidores,
embora certos autores considerem que a toxicidade pelos ides Na* e CI™ é responsavel pela
inibicdo do crescimento em diversas espéecies (Maathuis & Amtmann, 1999; Tester &
Davenport, 2003; Chen et al., 2007a; Shabala & Cuin, 2008). No entanto, para Marschner
(1995) ndo é possivel determinar o contributo relativo de cada um destes fatores na
inibicdo do crescimento, ja que certos elementos condicionam a sua importancia, como
sejam o tipo de planta e a fase de desenvolvimento em que se encontra, a fertilidade do

substrato, a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao sal e o préprio clima.
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O comportamento da planta em situacédo salina foi analisado por Munns & Tester (2008),
que propuseram que a reducdo do crescimento ao longo do tempo segue um modelo
bifasico, tendo cada fase uma causa distinta (Figura 1.2). A primeira, que designaram por
fase osmdtica, inicia-se a partir do momento em que a quantidade de sal na solucéo do solo
aumenta, gerando um aumento da pressao osmética, que faz baixar o potencial da 4gua no
solo e, consequentemente, reduz a disponibilidade de &gua para a planta. A taxa de
crescimento decresce rapidamente e, segundo 0s autores, uma concentracdo de 40 mM
NaCl é suficiente para desencadear essa resposta imediata na maioria das plantas. Na fase
seguinte, fase ionica, o crescimento diminui a um ritmo mais lento devido a acumulagéo
gradual do Na’, sobretudo nas folhas adultas; a capacidade fotossintética da planta é
diminuida pelo que o crescimento é ainda mais reduzido. Conclui-se que o impacto inicial
da salinidade no crescimento se deve ao efeito osmotico do sal junto as raizes, mas no caso
da condicdo salina se prolongar, a reducdo do crescimento dever-se-a a incapacidade da
planta em evitar que o sal atinja niveis toxicos nos 6rgdos aéreos (Munns, 2005). Este tipo
de resposta permite distinguir uma planta sensivel ao sal de uma tolerante pois, neste caso,
a segunda fase € caracterizada por ndo haver alteracdes na taxa de crescimento em relacdo
a fase anterior, pelo facto da planta tolerante ser capaz de minimizar a entrada do sal e
consequente acumulacdo nas células (Figura 1.2A) (Munns, 2002).

A B Figura 1.2 — Modelo
bifasico que representa o
crescimento das plantas
em condicBes salinas ao

..., Planta tolerante a salinidade  longo  do tempo. A)
Apo6s a adigdo do sal, o

crescimento é reduzido
de imediato (fase

Planta tolerante

I I

Taxa de crescimento caulinar

+NaCl +NacCl - .
osmotica), para continuar
—r ———> > 3 diminuir a um ritmo
F. 1] F ioni ase osmotica ase lonica - - \
ase osmotica ase lonica maIS |en'[0 dEVIdO a
Tempo (semanas) Tempo (semanas)

acumulacdo de Na“ nas

folhas (fase idnica). Caso a planta seja tolerante ao stresse salino, o crescimento ndo é afetado
nesta fase. B) Resposta provavel da planta com maior toleréncia aos componentes osmotico e
ionico da salinidade. Adaptado de Munns & Tester (2008).

A presenca de elevada concentracao de sal na solugdo do solo dificulta ndo so a extragédo
de agua pela planta, como forca também a sua saida do citosol para o espaco extracelular
em resposta ao gradiente osmotico gerado. N&do apenas a raiz, mas os tecidos foliares estdo

também sujeitos a uma diminuicdo do potencial hidrico pelo efeito da acumulagdo de Na*
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no apoplasto (Flowers et al., 1991; Shabala & Cuin, 2008). Em resultado, a turgescéncia
celular é reduzida quase que instantaneamente, observando-se uma reducdo substancial na
taxa de crescimento foliar em poucos minutos ap6s a imposicdo do stress salino, num
efeito idéntico ao causado pela situacdo de secura no solo (Yeo et al., 1991; Passioura &
Munns, 2000; Bartels & Sunkar, 2005). De facto, a secura e a salinidade partilham um
défice hidrico que atinge, mais ou menos intensamente, todos os 6rgdos da planta (Chaves
et al., 2009).

Um dos processos primarios a ser afetado pelo efeito osmético da salinidade € o
crescimento celular (Munns et al., 2006). No entanto, a relacdo da salinidade com a
inibicdo da divisdo e expanséo celulares necessita de ser melhor esclarecida (Zhu, 2001).
Foi proposto que as CDKs (‘Cyclin-dependent protein kinases’) estdo envolvidas na
regulacao da divisdo celular sendo estas, por sua vez, reguladas aos niveis da transcricao
e/ou pos-traducdo pelo stress (den Boer & Murray, 2000). E conhecido o efeito do stress
hidrico na reducdo da divisdo celular, sabendo-se que o &cido abcisico (ABA) esta
envolvido no processo por induzir a expressdo de um inibidor das CDKs (ICK1, ‘Inhibitor
cyclin-dependent protein kinase’), que reduz a atividade destas proteinas reguladoras do
ciclo celular (Wang et al., 1998). Tendo em conta que a salinidade induz a produgéo e
acumulacdo de ABA (Kang et al., 2002), é provavel que este aumento esteja relacionado
com a inibigdo da diviséo celular (Xiong et al., 2002).

A resposta das plantas a salinidade é complexa pois envolve alteracbes em todos os seus
niveis de organizacdo, desde a planta intacta até ao nivel molecular, verificando-se que
muitas dessas alteracdes sdo idénticas as causadas pelo stress hidrico (Xiong & Zhu, 2002;
Bartels & Sunkar, 2005; Chaves et al., 2009). De facto, a reducéo inicial do crescimento
em condi¢des salinas esta relacionada com a menor absorcéo hidrica pela planta, (Yeo et
al., 1991; Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002), mas caso a exposi¢do ao sal se prolongue
no tempo, para além da componente osmotica, as plantas terdo que lidar com a toxicidade
do ido Na (Tester & Davenport, 2003; Munns & Tester, 2008; Chaves et al., 2009).
Embora em determinadas espécies (Citrus, Vitis, Glycine), a reducdo do crescimento e 0s
danos na folhagem vulgarmente observados a baixos niveis de salinidade estejam
relacionados com a toxicidade do ClI" e ndo com a acumulacdo do sodio, ou o défice
hidrico (Romero-Aranda et al., 1998; Dabuxilatu & Ikeda, 2005; Tregeagle et al., 2010).

Nos substratos salinos o Na* e o CI™ sdo os ides mais comuns, dai ndo ser de estranhar

que as plantas tenham desenvolvido mecanismos para regular a sua acumulagdo ou

11



Introducéo

exclusdo (Turkan & Demiral, 2009). Apesar do cloro ser essencial como micronutriente
para todas as plantas superiores (White & Broadley, 2001), e do sodio ser um nutriente
para a generalidade das halofitas e para algumas espécies C4 (Subbarao et al., 2003), as
concentracdes de ambos 0s ides nos substratos salinos excedem as necessidades das plantas
néo tolerantes, causando uma situacdo de toxicidade quando acumulados em quantidades
superiores para o normal funcionamento (Quintero et al., 2008). De um modo geral, as
folhas sdo mais vulneraveis do que as raizes a toxicidade do Na* e CI™ (Tester &
Davenport, 2003). As raizes tém a capacidade para regular as concentraces destes ifes
nos seus tecidos, independentemente da concentracdo externa de sal, através da exclusdo
para a solucdo do solo ou para a parte aérea (Munns et al., 2006). Apesar da maioria das
plantas excluirem ao nivel da raiz uma grande parte do Na* e do CI™ presentes na solugéo
do solo, conhecendo-se ja alguns dos transportadores envolvidos no processo, uma
proporcdo variavel é transportada via xilema para as folhas (Olias et al., 2009).

Nas plantas expostas a ambientes salinos em que o0 processo de exclusdo do sal ndo é o
mais eficiente, as plantas deverdo ter outras formas para lidar com o sal que se acumula
nos 6rgaos fotossintéticos. Ao nivel celular, as elevadas concentracdes de Na“ e CI™ podem
ser toleradas através da exclusdo e/ou compartimentacdo destes elementos no vacuolo,
protegendo o citoplasma da toxicidade iénica (Munns & Tester, 2008). Quando estes
processos ndo funcionam, ou sdo insuficientes, verifica-se que o Na* pode atingir no
citosol concentracdes elevadas que sdo inibidoras da sintese proteica e da atividade de
muitas enzimas envolvidas em processos metabdlicos vitais, como a fotossintese (Munns et
al., 2006). Admite-se que a toxicidade do Na* esteja relacionada com a sua semelhanca
quimica e estrutural com o K (raio i6nico hidratado, energia de hidratagdo), o que faz com
que o Na* em excesso concorra com o K* em diversas funcdes fisiologicas (Blumwald et
al., 2000; Carden et al., 2003). Bhandal & Malik (1988) referiram que mais de cinquenta
enzimas citosolicas sdo ativadas pelo K*, ndo podendo este ser substituido pelo Na* nessa
funcdo. No entanto, em determinadas circunstancias, o Na" pode substituir o K" em
funcdes ndo especificas como o ajustamento osmético (Britto & Kronzucker, 2008).
Apesar de ndo estar bem definida a concentragdo a partir da qual o Na" se torna prejudicial,
a atividade da maioria das enzimas é inibida a concentragcbes proximas de 100 mM
(Greenway & Osmond, 1972), embora Flowers & Dalmond (1992) tenham demonstrado
num estudo in vitro com plantas halofitas que concentragfes inferiores (80 mM) sdo

suficientes para inativar certas enzimas envolvidas nas rea¢Ges de sintese proteica. Este e
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outros trabalhos mostram que a sensibilidade das enzimas citosolicas ao excesso de Na* é
idéntica nas halofitas e glicofitas, independentemente da diferente tolerancia salina entre os
dois grupos de plantas (revisto por Flowers et al., 1977; Carden et al., 2003). Por sua vez,
sabe-se ainda menos sobre a concentragdo critica do Cl~, mas é provavel que seja inferior a
definida para o sodio (Munns & Tester, 2008). Xu et al. (2000) estimaram que teores da
ordem dos 4-7 mg/g de peso seco seriam tOXicos para as espécies sensiveis, ja para as mais
tolerantes poderiam aumentar até 15-50 mg/g.

Em condigBes ndo salinas, as células mantém uma elevada razdo K*/Na* no citosol,
resultante da concentracéo relativamente alta de K* (100 a 200 mM) e baixa de Na* (1 a 10
mM) (Higinbotham, 1973). Apesar da concentracdo citosélica do K* ser rigorosamente
controlada e assegurada através do transporte procedente da solucdo do solo, bem como do
vacuolo, verifica-se que os niveis do catido decrescem significativamente em condi¢des de
stress salino (Fricke et al., 1996; Kronzucker et al., 2006; Britto & Kronzucker, 2008).
Para Maathuis & Amtmann (1999) a capacidade das plantas para lidar com a salinidade
depende muito do seu estado nutricional em potéssio. Pode-se concluir que ndo é a
quantidade de Na™ por si s6, mas a razdo K'/Na" que determina a competéncia metabdlica
da célula e, consequentemente, a capacidade das plantas para sobreviverem em ambientes
salinos (Shabala & Cuin, 2008). De facto, a razdo K'/Na" tem sido referida como fator
determinante da toleréncia ao sal (Carden et al., 2003; Yamaguchi & Blumwald, 2005;
Shabala et al., 2010), no entanto, para a manter elevada é preciso restringir acumulacdo do
Na* e impedir a perda de K* da célula (Chen et al., 2007a; Shabala & Cuin, 2008).

Com efeito, uma das consequéncias da salinidade ¢ a perda de K™ que ¢ detetada nos
tecidos da raiz e da folha, sendo maior nas plantas sensiveis ao sal (Chen et al., 2005;
Shabala et al., 2006, 2007; Britto et al., 2010). N&o esta ainda perfeitamente definido o
mecanismo pelo qual o Na* induz a saida do K* das células (Britto et al., 2010). Contudo,
Shabala et al. (2005a, 2006) sugeriram que o fendémeno é mediado através dos canais de
potassio KORCs (‘K™ outward rectifying channels’) e os canais cationicos NSCCs (‘Non-
selective cation channels’), cujas atividades sdo reguladas pelas alteragdes no gradiente
eletroquimico transmembranar. Perante o potencial de membrana negativo, o aumento dos
niveis de Na* no meio extracelular favorece o transporte passivo do ido para o citosol
através dos canais NSCC, resultando na despolarizagdo da membrana plasmatica. Em
consequéncia, e no sentido de repor o potencial membranar, os canais KORCs asseguram a

saida do potassio. Por sua vez, o influxo de K* para as células é afetado pela salinidade,
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dada a concorréncia direta do Na* pela ligagdo as proteinas transportadoras, que associada
a reduzida diferenca do potencial eletroquimico impede o transporte passivo do K™ através
dos canais KIRCs (‘K" inward rectifying channels’) (Kronzucker et al., 2006; Shabala &
Cuin, 2008). Adicionalmente, as semelhancas entre os dois catides favorecem o influxo do
Na® através das vias que funcionam na aquisi¢do do K”, incluindo os transportadores de K*
de alta afinidade (HKTs, ‘High affinity K* transporters’) (Blumwald, 2000; Apse &
Blumwald, 2007). Shabala & Cuin (2008) acrescentam que o transporte ativo de K™ em
condicdes salinas € também prejudicado pela sintese aumentada de solutos compativeis
usados no ajustamento osmotico, que reduz a disponibilidade de ATP para o processo.

A reducdo do contetdo de potéssio nas plantas pelo excesso de NaCl tem sido referida
como um dos fatores que contribui para a toxicidade pelo sal (Ben-Hayyim et al., 1987;
Kinraide, 1999; Britto & Kronzucker, 2008), no entanto, as desordens nutricionais
induzidas pelo stress salino surgem também associadas a reduzida absorcdo do célcio,
podendo ocorrer a deficiéncia deste elemento em muitas plantas (Marschner, 1995;
Maathuis, 2006). As elevadas concentracdes de Na* reduzem a atividade do Ca®* no meio
externo e a nivel celular, afetando muitas das funcGes em que esta envolvido (Cramer,
2002). Um dos efeitos do NaCl é afetar a integridade da membrana celular ao provocar o
deslocamento do Ca®*, aumentando o Na* intracelular (Cramer et al., 1985). Utilizando a
técnica de ‘patch-clamp’, Kasukabe et al. (2006) verificaram que o Ca*" associado &
membrana plasmatica era superior nas células em suspensdo de tabaco adaptadas a NaCl
do que nas nao adaptadas.

A importancia do Ca** para a tolerancia ao sal é desde ha muito defendida por varios
autores (Rengel, 1992; Niu et al., 1995; Bressan et al., 1998), o que tem levado a adi¢do
suplementar de célcio nos meios salinos de modo a aumentar-se a razdo Ca®*/Na* (Lauichli,
1990; Cramer, 2002; Shabala et al., 2003; Dabuxilatu & lkeda, 2005). Recorrendo a
mutantes de A. thaliana com grande sensibilidade ao sal (sos3, ‘salt-overly-sensitive’) e
incapazes de crescer na presenca de baixos teores de K*, Liu & Zhu (1997) mostraram que
a adicdo de Ca”* a meio salino levou ndo s6 a um aumento do crescimento, como interferiu
com a seletividade K*/Na", reduzindo os niveis de Na* e aumentando os niveis de K* nos
Orgéos aereos.

A fungdo do célcio na toleréncia ao stress salino € complexa, sabe-se que esta
diretamente envolvido em diversos mecanismos que intervém na homeostasia do Na* e K*

(Niu et al., 1995; Zhu, 2003; Shabala et al., 2006). Estudos mostraram que a principal via
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de entrada do Na* na célula, os canais NSCCs, é bloqueada pelo Ca**, para além deste
impedir a perda do K* intracelular ao reduzir a permeabilidade dos canais de K™ (KORCs),
preservando assim a acumulacio seletiva K'/Na" (Demidchik & Tester, 2002; Shabala et
al., 2005a,b, 2006). E provavel que o efeito benéfico do célcio na tolerancia esteja
relacionado com o aumento transitorio dos niveis do catido no citosol, que é induzido em
resposta a varios fatores de stress, incluindo a salinidade (Zhu, 2002; Kader et al., 2007).
De facto, verifica-se que em condicGes de stress salino ocorre o influxo momentéaneo de
Ca®* para o citosol e 0 aumento na concentracdo do ido sinaliza o stress, dando inicio a
uma sequéncia de reagdes de transducdo do sinal que podem culminar nas respostas de
defesa por parte da planta (Bressan et al., 1998; Xiong et al., 2002; Kader et al., 2007).
Nas células vegetais, 0 Ca** é usado como mensageiro secundario em diversas vias de
sinalizacdo relacionadas com o stress salino, provavelmente a melhor caracterizada é a via
SOS (‘Salt-overly-sensitive’) em A. thaliana, que culmina na ativagio do antiporte Na*/H*
na membrana plasmética (SOS1) e cuja atividade é essencial a homeostasia idnica em
condicdes salinas (Bush, 1995; Zhu, 2002). Admite-se que o influxo do Ca**, do apoplasto
e de organelos celulares como o vacuolo, reticulo endoplasmatico ou mitocéndria, é
regulado pelos canais de Ca®*, de tal modo que, Xiong et al. (2002) consideraram que estes
canais podem ser potenciais sensores na percecdo do stress salino, cuja ativagdo pode
resultar de alteragdes nas estruturas membranares.

Sendo o azoto considerado o nutriente limitante para o crescimento das plantas, ndo
poderia deixar-se de referir a interacdo do excesso de NaCl com a sua absorcdo sob a
forma de nitrato. A reducdo do conteddo de nitrato nas plantas com o aumento da
salinidade estd documentada, sendo apontada como uma das causas para a reduzida
produtividade observada em condig¢Ges salinas (Lalchli 1990; Santos & Caldeira, 1999;
Silveira et al., 2001). Nessas condigOes, as elevadas concentragdes do ido cloreto podem
reduzir a absorcdo do azoto pelas plantas, pelo que a adicdo suplementar deste elemento é
recomendada no sentido de minimizar os efeitos do NaCl (Cerezo et al., 1997; Cramer,
2002; Horneck et al., 2007). De forma semelhante, culturas de células de batateira e de
girassol acumularam menos NO5™ quando cultivadas na presenca de NaCl do que em meio
sem sal, embora a menor absorc¢do registada nas células de batateira fosse determinada pelo
decréscimo na atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica (Hawkins & Lips, 1997;
Santos& Caldeira, 1999). Em contrapartida, o conteGtdo de aminoacidos livres,

nomeadamente de prolina, aumenta com os stresses salino e osmotico, o que pode indicar
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ndo uma deficiéncia em azoto mas alteragdes na sua utilizacdo pelas células (Santos, 1997;
Ashraf & Harris, 2004).

Diversos trabalhos tém evidenciado o efeito negativo da salinidade sobre processos
fisiolégicos importantes para o crescimento das plantas, designadamente a fotossintese
(Zhu, 2001; Munns, 2002; Flexas et al., 2004). O decréscimo de produtividade observado
em vérias plantas expostas ao sal é, por vezes, atribuido & reduzida capacidade
fotossintética das mesmas (Bethke & Drew, 1992; Sultana et al., 1999; Meloni et al.,
2003). O efeito da salinidade na fotossintese é complexo, estando envolvidos varios fatores
que, dependendo da intensidade, duracdo e grau do stress, bem como da sensibilidade da
planta, irdo afetar de modo diferenciado o processo fotossintético (Chaves et al., 2009).
Num estudo realizado em trigo sujeito ao tratamento salino durante quatro semanas, James
et al. (2002) acompanharam a evolugdo da taxa fotossintética ao longo do tempo, tendo
verificado que o decréscimo da quantidade de didxido de carbono fixado deveu-se
inicialmente a reduzida condutancia estomatica, sendo posteriormente reduzido pela
acumulacdo de Na' e CI" nos tecidos foliares. Desconhece-se 0 mecanismo pelo qual o sal
afeta a assimilacdo do CO,, admitindo-se que os ides Na* e/ou CI” possam acumular-se nos
cloroplastos e inibir o processo fotossintético (Munns & Tester, 2008). Também noutros
estudos se verificou que, paralelamente & acumulacio de Na* e CI™ nas folhas, a salinidade
diminuiu os niveis de pigmentos fotossintéticos e a eficiéncia quantica do fotossistema Il
(Bethke & Drew, 1992; Naidoo et al., 2002; Kao et al., 2003). De acordo com Chaves et
al. (2003, 2009), os efeitos da salinidade podem ser diretos, ao reduzir ndo s6 a absor¢édo
de CO, através do fecho dos estomas, mas também a difusdo do gas nas celulas do
mesofilo até aos cloroplastos. E certo que estas respostas sdo induzidas pela componente
osmotica da salinidade, embora estudos mostrem que sdo provavelmente reguladas por
sinais hormonais, em especial pelo ABA sintetizado no local e/ou proveniente da raiz
(Munns, 2002; Fricke et al., 2004; Flexas et al., 2006). Apesar da reduzida fixacdo de CO,
pelas plantas em ambientes salinos, é possivel que as alteragdes bioquimicas detetadas no
metabolismo fotossintético dessas plantas, como a diminuicdo da fotofosforilagédo e do
ATP formado, bem como da sintese de ribulose 1,5-bifosfato ou a reducdo no teor e
atividade da enzima RuBisCo (ribulose 1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase), entre outras
(Tezara et al., 2002; Lawlor, 2002; Bota et al., 2004), possam estar associadas ao stress
oxidativo que se desenvolve como um efeito secundario da salinidade (Chaves & Oliveira,
2004; Flexas et al., 2004).
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N&o sendo possivel limitar apenas a uma causa a diminuigdo da fotossintese pela
salinidade, o seu impacto sobre a taxa fotossintética pode ser ainda maior se for analisado
ao nivel da planta. O crescimento reduzido, a baixa expansao foliar ou a queda prematura
das folhas s@o algumas das respostas das plantas ao stress salino que restringem o consumo
de &gua e o movimento de sal para as partes aéreas, no entanto, ttm uma influéncia
negativa sobre a taxa fotossintética (Hasegawa et al., 2000; Chaves et al., 2002; James et
al., 2002).

1.2. A salinidade como fator de stress oxidativo

A presenca de dioxigénio (O;) é um fator essencial & sobrevivéncia da grande maioria
dos organismos existentes no planeta dada a proliferacdo de formas de vida aerdbias.
Contudo, a exposicao continua ao O,, mesmo a niveis fisiologicos, implica a sujeicdo a
varios tipos de moléculas e radicais cuja acumulacdo pode ter efeitos nocivos e que sdo
denominadas genericamente como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (Scandalios,
1990). As EROs sdo geradas essencialmente como produtos do metabolismo aerdbio que
ocorre nos diferentes compartimentos subcelulares (Scandalios, 2005). Dada a toxicidade
destas espécies oxidantes, 0s organismos desenvolveram um sistema de defesa
antioxidante para contrabalangar a sua presenca e minimizar os danos oxidativos (Apel &
Hirt, 2004). Em condicdes fisioldgicas normais verifica-se um equilibrio dinamico entre a
producdo e a remoc¢do das EROs através do sistema antioxidante. Uma alteracdo neste
equilibrio em favor da formacdo das EROs conduz a uma situacdo de stress oxidativo
propicia a ocorréncia de sérios danos celulares (Figura 1.3) (Gill & Tuteja, 2010). Diversos
fatores ambientais podem perturbar esse equilibrio e promover o aumento da producao das
EROs nas células vegetais, com destaque para 0 excesso e a caréncia de agua, as variacoes
extremas de temperatura, a radiagdo ultravioleta e a elevada intensidade luminosa, os
poluentes atmosféricos e também o ataque por agentes patogénicos (Dat et al., 2000;
Mittler et al., 2002; Wang et al., 2003; Miller et al., 2008). As plantas, mais do que 0s
outros organismos eucarioticos, estdo sujeitas ao stress oxidativo, quer pela auséncia de
mobilidade em ambientes em constante mudanca, quer pelo facto de consumirem O,
durante a respiracdo e produzirem-no durante a fotossintese (Foyer & Noctor, 2000).
Acrescente-se ainda que, em comparagcdo com 0s outros organismos aerobios, a maior

concentracdo celular de O, é encontrada nas plantas (Scandalios, 1997).
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X Figura 1.3 — Relacdo entre a formacgdo e a remocao

Equilibrio das EROs. Em condigcdes normais essa relagéo
AOX = EROs encontra-se em equilibrio. A exposicdo a situagdes
adversas perturba esse equilibrio, levando ao

aumento dos niveis intracelulares de EROs e ao
stress oxidativo. Se 0 aumento da formagdo de
EROs nédo é compensado pela sua remocao através
do sistema de defesa antioxidante, estas espécies
podem causar sérios danos celulares. Adaptado de
Gill & Tuteja (2010).
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Como ja referido, a salinidade é uma condi¢cdo ambiental que afeta negativamente o
crescimento e a produtividade das plantas através dos seus efeitos osmético e idnico, sendo
estes efeitos acompanhados pela acumulacdo de EROs (Bor et al., 2003; Cai-Hong et al.,
2005; Koca et al., 2007; Yazici et al., 2007; Noreen & Ashraf, 2009; Pérez-Lopez et al.,
2010). Assim, a salinidade manifesta-se também como um fator de stress oxidativo,
considerado por alguns autores um efeito secundario desta condicdo de stress (Zhu, 2001;
Wang et al., 2003; Manchanda & Garg, 2008; Turkan & Demiral, 2009; Chaves et al.,
2009).

1.2.1. Espécies reativas de oxigénio

Nas plantas, tal como em outros organismos aerdébios, o oxigénio molecular €
particularmente importante para a producdo eficiente de energia ao ser usado como o
aceitador final de eletrdes na respiracdo (Scandalios, 1997). Sob a forma molecular, o
oxigénio é pouco reativo, no entanto, durante o processo em que é reduzido a agua, formas
intermediarias parcialmente reduzidas sdo geradas, formando-se entdo as EROs
(Scandalios, 1993). As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas a partir da
transferéncia do excesso de energia para o O, para formar o singleto de oxigénio (*O.) ou
da transferéncia de um, dois ou trés eletrdes para o O, formando-se, respetivamente, 0
radical superoxido (O,), o perdxido de hidrogeénio (H2O,) ou o radical hidroxilo (OH")
(Figura 1.4) (Mittler, 2002).
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Figura 1.4 — Interconversdo das EROs derivadas do O,. O oxigénio no seu estado molecular
(O,) pode ser ativado por excesso de energia, sendo revertida a rotagcdo de um dos eletrdes
sem par do singleto de oxigénio (‘O,). Em alternativa, a reducéo de um electrfo (e”) conduz a
formacdo do radical superéxido (O,)). As reducdes subsequentes levam a formacdo do
peroxido de hidrogénio (H,0,), do radical hidroxilo (OH") e 4gua. Os iBes metalicos que estdo
normalmente presentes nas células na forma oxidada (Fe*") sdo reduzidos na presenca do O,
e, consequentemente, podem catalisar a conversdo do H,O, a OH™ pelas reacfes de Fenton ou
Haber-Weiss. Adaptado de Vranova et al. (2002).

Em contraste com o oxigénio molecular, as EROs tém um elevado poder oxidante,
podendo reagir com muitos componentes celulares, afetar diversos processos celulares e
levar a morte celular (Dat et al., 2000). O singleto de oxigénio é uma molécula altamente
reativa quando comparada com o dioxigénio (O), podendo transferir a sua energia para
outras moléculas bioldgicas ou reagir com elas, como é o caso dos lipidos das membranas
celulares para formar os hidroperéxidos (Halliwell, 2006). Por sua vez, o radical
superéxido (O,) ndo tem capacidade para atravessar as membranas celulares, sendo
rapidamente dismutado a H,O,. Sabe-se que este radical pode reduzir quinonas, bem como
0s metais de transicdo Fe** e Cu?*, afetando assim a atividade das enzimas que contém
estes metais (Bartosz, 1997). Em solugdes acidas, o0 O, pode ser protonado formando o
radical hidroperoxido (HO,"), que pode atravessar as membranas e reagir com 0s acidos
gordos insaturados das membranas celulares, para produzir os hidroperoxidos lipidicos que
estdo envolvidos na peroxidagdo lipidica (Halliwell, 2006). Ndo sendo um radical livre
segundo a definicdo, mas capaz de promover a formacdo do radical hidroxilo (OH")
(Halliwell, 2006), o perédxido de hidrogénio (H,O;) é uma molécula mais estavel do que o
superdxido, mas que pode ser mais importante na propagacdo do stress oxidativo, uma vez
que atravessa as membranas celulares, podendo difundir-se e atuar a alguma distancia do
seu local de produgéo (Bartosz, 1997). O H,O, pode inativar enzimas pela oxidagdo dos
seus grupos tiol (Alscher et al., 1997), ou reagir com as metaloproteinas levando a que
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estas libertem o ido metélico e percam a sua atividade bioldgica (Scandalios et al., 1997).
Sabe-se que as enzimas do ciclo de Calvin nos cloroplastos sdo extremamente sensiveis ao
H,0, e que elevados niveis inibem diretamente a fixacdo do CO, (Scandalios, 1993).
Contudo, a reagdo mais nociva do H,O, consiste na formacdo do radical hidroxilo na
presenca de ides metalicos atraves das reaces de Fenton ou de Haber-Weiss (Figura 1.4)
(Asada, 1999). De acordo com varios autores, a toxicidade do O, e do H,O, deve-se
sobretudo & conversdo destes no radical hidroxilo, sendo este considerado a espécie mais
reativa de oxigénio, ndo existindo mecanismos de a eliminar da célula (Imlay & Linn,
1988; Bowler et al., 1994; Noctor & Foyer, 1998; Davey et al., 2000). Com efeito, 0 OH™ é
capaz de reagir com todas as moléculas bioldgicas, de forma rapida e indiscriminada,
promovendo a desnaturacdo de proteinas, a inativacdo de enzimas e de outras proteinas
funcionais, a peroxidacdo lipidica nas membranas e outros danos nos componentes
celulares que conduzem frequentemente a disfun¢Ges metabolicas irreparaveis (Halliwell
& Chirico, 1993; Scandalios, 1993; Bartosz, 1997). Inclusive, este radical provoca
mutacOes e quebras na cadeia de DNA e, dado que as células ndo dispdem de nenhum
mecanismo enzimatico para eliminar especificamente esta ERO, a sua acumulacdo pode
ser responsavel pela morte celular (Imlay & Linn, 1988; Dat et al., 2000). Para além das
EROs produzidas pela reducdo sucessiva do oxigénio, poder-se-a também incluir nesse
conjunto os produtos de reacdes secundarias das EROs ja referidas com outras moléculas
como, por exemplo, o peroxinitrito (ONOQ") resultante da reacdo do radical O, com o
Oxido nitrico, ou entdo os produtos de reacdo das EROs com os lipidos insaturados das
membranas celulares no processo conhecido por peroxidacao lipidica (Bartosz, 1997; Apel
& Hirt, 2004).

A peroxidacdo lipidica talvez seja o efeito citotoxico primério das EROs pois
desencadeia uma série de alteracdes na celula, o que faz com que seja vulgarmente
utilizada para avaliar o grau de stress oxidativo (Gill & Tuteja, 2010). A reacdo das EROs
com os acidos gordos das membranas lipidicas leva a destruicdo gradual da integridade
destas estruturas, o que se traduz num aumento da permeabilidade das membranas
celulares e consequente perda de seletividade para a entrada e/ou saida de i6es, nutrientes e
de substancias toxicas a célula, podendo mesmo culminar com a morte celular. Os danos
nas membranas intracelulares afetam a atividade respiratéria das mitocondrias, provocam a
degradacédo de pigmentos com a consequente perda da capacidade de fixa¢do do carbono
nos cloroplastos (Scandalios, 1997).
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Embora o aumento dos niveis de EROs possa constituir uma ameaca para 0 metabolismo
celular, as evidéncias sugerem que as EROs atuam como moléculas sinal na ativacdo das
respostas de defesa aos fatores de stress (Mittler, 2002; Vranova et al., 2002; Mittler et al.,
2004). Atualmente admite-se que as EROs podem assumir uma dualidade de funcdes
dependendo das concentra¢cdes em que se encontram na célula; se por um lado, os elevados
niveis de EROs sdo responsaveis por causarem danos oxidativos nas células, podendo
mesmo levar a sua morte, por outro, a niveis moderados parecem ser usadas como
mensageiros secundarios na via de transducdo do sinal em varios processos de resposta ao
stress (Dat et al., 2000, 2003; Foyer & Noctor, 2005a; Miller et al., 2010). Provavelmente,
a morte celular programada associada a resposta de hipersensibilidade, caracteristica da
interacdo incompativel planta-patogénio, € um dos exemplos melhor estudados que mostra
0 envolvimento das EROs na resposta a infecdo pelo patogénio (Levine et al., 1994; Lamb
& Dixon, 1997; Torres & Dangl, 2005). A inducdo da morte celular no local de ataque do
patogénio coincide com o aumento da producdo de EROs, vulgarmente referido por
“explosdao oxidativa”, considerado essencial ndo s6 para o processo de morte celular
durante a resposta de hipersensibilidade, mas também para a inducdo dos mecanismos de
defesa contra os fatores de stress abidtico (Mittler et al., 2004; Torres & Dangl, 2005).
Segundo Foyer & Noctor (2005a), a “explosdo oxidativa” representa um sinal que
comunica as células as alteragdes no ambiente em redor para que ocorram 0s ajustamentos
necessarios, em termos de expressdo genética e de estrutura da célula, que permitam a
planta lidar com essas alteracdes e se adaptar a nova condi¢do ambiental.

Sédo varios os trabalhos que realcam o papel das EROs, particularmente do H,O, como
molécula sinalizadora do stress, intervindo numa série de respostas de defesa da planta,
bem como em algumas das respostas reguladas por fitohormonas (ABA, auxinas) (Figura
1.5) (Neill et al., 2002a,b; Wrzaczek et al., 2010).
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Embora menos reativa com a maioria das moléculas organicas do que as restantes EROs,
0 H,0, atinge maiores concentracdes in vivo e destaca-se na propagacdo do sinal oxidativo
por ser uma molécula que se difunde rapidamente através das membranas biologicas para
locais distantes do seu local de producéo (Foyer et al., 1997). Na tentativa de esclarecer o
papel do H,O, como molécula sinal, varios estudos mostram o seu envolvimento na
inducdo da morte celular programada durante a resposta hipersensitiva e na expressao de
genes durante as respostas de defesa (Prasad et al. 1994; Lamb & Dixon, 1997; Desikan et
al., 1998; Karpinski et al., 1999). Em soja e em A. thaliana verificou-se que o H,0,
induziu a expressdao dos genes que codificam a glutationa S-transferase (GST) e a
glutationa peroxidase (GPX), enzimas que participam na remocédo das EROs e de produtos
resultantes da acdo destas (Levine et al., 1994; Desikan et al., 1998; Rentel & Knight,
2004). O H,0, levou também a expressdo da peroxidase citosolica do ascorbato em
culturas de embrides da planta de arroz (Morita et al., 1999), tendo os trabalhos realizados
em milho demonstrado a a¢do do H,O, na regulacdo da expressdo dos genes da catalase
(CAT), nomeadamente na inducdo dos genes CAT1l e CAT3 em situagOes de stress
osmotico e de lesdo (Polidoros & Scandalios, 1999; Guan et al. 2000; Guan & Scandalios,
2000). Curiosamente, em batateira 0 aumento na atividade da catalase foi atribuido ao
efeito do H,O, na expressdo do gene CAT2, um resultado que foi acompanhado pela
presenca de peroxissomas com inclus@es paracristalinas nas células (Almeida et al., 2005).
No estudo conduzido por Lopez-Huertas et al. (2000) verificou-se que varios fatores de
stress que geravam H,O, resultaram na proliferacdo de peroxissomas devido a indugéo dos

genes (PEX) necessarios a biogenese deste organelo, que foram também expressos apds o

22



Introducéo

tratamento das plantas com solugéo de H,O,. Apesar dos peroxissomas serem um local de
producdo de EROs na célula, estdo também presentes as moléculas e enzimas com agéo
antioxidante, pelo que este organelo podera ser importante na regulacdo do estado redox da
célula. Do mesmo modo, Hanging et al. (2010) detetaram que a acumulagdo do H,O, em
plantas de arroz sujeitas a stress salino aumentou a capacidade da via respiratoria
alternativa ao induzir a expressdo dos genes (AOX) que codificam a oxidase alternativa,
uma via que contribui para reduzir a producdo de H,O, nas mitocondrias em condicdes de
salinidade. Quando inibiram nessas plantas a acumulacédo endégena do H,0,, a expressao e
atividade da oxidase alternativa diminuiram, o que se traduziu num aumento da produgéo
de EROs. Do que foi referido, deduz-se que o H,O, induz a expressdo dos genes que
codificam as proteinas envolvidas na sua degradacdo, além de ativar os genes envolvidos
na sua sintese atraves da via das NADPH oxidases e outras oxidases, 0 que pressupde a
existéncia de um complexo mecanismo que regula o estado oxidativo da célula (Neill et
al., 2002a; Swanson & Gilroy, 2010).

Perante a possibilidade do H,O, poder induzir toleréncia aos fatores abioticos, em varios
trabalhos procedeu-se a aplicacdo exdgena do perdxido tendo-se verificado, por exemplo,
que as plantulas de milho tornavam-se tolerantes ao frio e que plantas de batateira
micropropagadas de explantes nodais tratados com H,O, eram mais tolerantes ao calor,
enquanto as folhas de A. thaliana pulverizadas com H,0, ficavam protegidas do excesso
de luz (Prasad et al. 1994; Lopez-Delgado et al. 1998; Karpinski et al., 1999).

Com base nos exemplos referidos é evidente o papel do H,O; na sinalizacéo de situacGes
adversas com efeitos na ativacdo da expressdo de genes relacionados com a defesa da
célula, entre outras estratégias que sdo induzidas na planta em resposta ao H,O, (Figura
1.5). Embora ndo sejam ainda conhecidos todos os componentes da via de transdugdo do
sinal desde a percecdo do H,O, (ou de O,") até a expresséo dos genes de defesa, o influxo e
aumento do calcio citosolico € um dos primeiros fendmenos de sinalizagdo regulados pelo
peréxido de hidrogenio, com efeitos na ativacdo de uma série de cinases e indugédo de
fatores de transcricdo (Neill et al., 2002b; Mittler et al., 2004; Rentel & Knight, 2004).
Uma vez que a producao de H,O, é uma consequéncia comum a diversos fatores de stress
e que o aumento intracelular do célcio esta associado a generalidade desses fatores, €
provavel que haja uma certa sobreposicdo nas vias de transducdo do sinal utilizadas pelas
plantas na inducéo das respostas adaptativas através de um fendmeno mediado pelo H,O, e
conhecido por tolerancia cruzada (Knight & Knight, 2001; Neill et al., 2002a).
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Apesar das EROs terem sido consideradas ao longo de muito tempo como produtos
citotoxicos do metabolismo aerdbio que se acumulam nas células durante as condicGes de
stress, sabe-se atualmente que essas especies, em particular o H,O,, sdo componentes
centrais na resposta e adaptacdo das plantas ao stress onde funcionam como moléculas
sinalizadoras, parecendo cada vez mais importante o papel das EROs na regulacdo do
estado redox das células, nomeadamente em processos de transducdo de sinal (Jaspers &
Kangasjarvi, 2010). Mas para que as EROs atuem como moléculas sinal e ativem 0s
mecanismos de defesa, 0s seus niveis intracelulares devem ser mantidos sob um controlo
estrito, pois em caso de concentracdes elevadas podem ocorrer danos oxidativos e
eventualmente a morte celular (Miller et al., 2010). Do equilibrio entre a producdo de
EROs pelas varias fontes intracelulares e a sua remocao através dos mecanismos de defesa

antioxidante € determinada a funcao destas espécies na célula (Miller et al., 2008).

1.2.2. Producéo de EROs nas células

As reagdes redox sdo processos essenciais no metabolismo das plantas, tal como em
outros organismos, através das quais as células transformam e distribuem a energia
necessaria para a manutencao e crescimento celulares (Halliwell, 2006). Fazem parte de
processos biolégicos como a fotossintese, a respiracdo e a fotorrespiracdo que por
envolverem o oxigénio molecular sdo responsaveis pela formacao das EROs plantas. Nao €
assim de estranhar o conceito inicial de que a presencga do dioxigénio no ambiente celular
constitua uma ameaca oxidativa para as estruturas e processos celulares, sobretudo nos
compartimentos subcelulares onde estdo presentes as cadeias de transporte de eletrdes
(Alschner et al.,, 1997; Foyer & Shigeoka, 2011). Com efeito, os cloroplastos sao
importantes fontes de EROs nos tecidos fotossintéticos, dado nestes organelos as
concentragdes de oxigénio serem mais elevadas (Steiger et al., 1977). Os centros de reacdo
dos fotossistemas | (PSI) e Il (PSIl) localizados nos tilacéides sdo 0s principais
responsaveis pela formacgdo das EROs (Figura 1.6) (Miller et al., 2010). Em condicdes de
elevado poder redutor (NADPH/NADP™), o O, libertado pode ser reduzido em O, pelos
componentes (ferredoxina) da cadeia transportadora de eletrdes associada ao PSI
(Scandalios, 1997). Uma vez que a ferredoxina transfere os seus eletrdes para 0 NADP*
(via ferredoxina-NADP redutase), deduz-se que a quantidade de O, formado esta de certo
modo relacionada com a quantidade de NADP" disponivel que, por sua vez, depende da
assimilacdo fotossintética do CO, (Bowler et al., 1992). De facto, quando as plantas estdo
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expostas a condi¢cBes ambientais suscetiveis de limitar a fixacdo de CO,, como acontece
em situacBes de secura e de salinidade devido ao fecho dos estomas em resposta a menor
disponibilidade de agua, é provavel que ocorra um aumento da producdo de EROs (Asada,
2006). Como ¢é frequente nestas circunstancias as plantas estarem sujeitas a uma
intensidade luminosa que excede a capacidade de assimilar o CO,, para além de ser
favorecida a reducéo do O, no superdxido (reacdo de Mehler), em plantas com fotossintese
Cs, como é o caso da batateira, é ativada a via da fotorrespiracdo com a consequente
formacdo de H,O, (Foyer & Noctor, 2000). A baixa concentracdo de CO, favorece a
oxigenacdo da ribulose 1,5-bifosfato através da RuBisCo para se formar o fosfoglicolato,
que através da atividade da fosfoglicolato fosfatase presente nos cloroplastos € convertido
no glicolato; este é posteriormente translocado para os peroxissomas onde é oxidado pela
glicolato oxidase, gerando-se o glioxilato e a maior parte do H,O, produzido durante a
fotossintese (Figura 1.6). O peroxido de hidrogénio é decomposto pela catalase presente
nos peroxissomas, enquanto o superéxido gerado pela reducdo do O, nos cloroplastos é
convertido através da enzima superoxido dismutase (Cu/ZnSOD) préxima do PSI em H,0,
que, por sua vez, € reduzido a dgua pela peroxidase do ascorbato associada aos tilacoides
(tAPX) numa reacdo conhecida como ciclo agua-agua (Figura 1.6) (Miller et al., 2010). A
partida, a fotorreducdo do oxigénio em A&gua através deste ciclo permite eliminar
eficazmente o O, e o H,0, dos cloroplastos, evitando assim a sua interacdo com as
moléculas alvo e a formacgdo do OH™ (Asada, 1999).

O '0, pode ser também formado nos cloroplastos durante a fotossintese, quando a
clorofila do centro de reacdo do PSII transita para o estado excitado de tripleto e transfere a
sua energia para o oxigénio molecular (Figura 1.6) (Bowler et al., 1992). Em condicdes
normais, os antioxidantes presentes nas membranas tilacoides (carotendides, a-tocoferol)
sdo suficientes para eliminar o *O, e reagir com o estado tripleto da clorofila, mas podem
tornar-se insuficientes em condigdes de stress, como de luz intensa e de salinidade, que
promovem o aumento da producéo de 'O, (Hideg et al., 2002; Pérez-Lépez et al., 2010).

Além dos cloroplastos, os peroxissomas contribuem para a formacdo de EROs,
especificamente do O, por acdo da xantina oxidase na matriz do organelo e de uma
pequena cadeia de transporte de eletrdes na membrana, em que participam a flavoproteina
ferricianida redutase dependente do NADH e um citocromo do tipo b (del Rio et al., 2006).
Ja 0 H,0, pode ser formado a partir da oxidacdo do glicolato durante a fotorrespiracao,

uma via especialmente importante durante as condigdes de stress abidtico que reduzem a
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disponibilidade de CO, para a atividade da RuBisCo, como se viu atras, bem como através
da atividade enzimatica da flavina oxidase ou por intermédio do O, numa reacgdo
catalisada pela Cu/ZnSOD (Figura 1.6) (del Rio et al., 2006; Jaspers & Kangasjérvi, 2010).
Durante 0 metabolismo dos &cidos gordos, os glioxissomas produzem H,O, durante o

processo de B-oxidacdo dos acidos gordos (Mittler et al., 2004).
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Figura 1.6 — Localizacédo das vias de producdo e de remocdo de EROs nas células vegetais. O O, e
H,0O, produzidos nos cloroplastos sdo removidos através do ciclo dgua-agua, no qual intervém a
superoxido dismutase (Cu/ZnSOD) e a peroxidase do ascorbato (tAPX); a enzima oxidase
alternativa (AOX) associada as membranas dos tilacéides reduz a formagdo de O, . As EROs que
escapam do controlo deste ciclo e/ou sdo produzidas no estroma podem ser eliminadas através da
SOD férrica (FeSOD) e do ciclo ascorbato-glutationa. A peroxirredoxina (PrxR) e a glutationa
peroxidase (GPX) estdo também envolvidas na remocéo do H,O, no estroma. No centro de reacdo
(LHC) associado ao fotossistema Il (PSIlI), a clorofila (Chl) excitada no seu estado tripleto é
responsavel pela formacdo de 'O,. As EROs produzidas nos peroxissomas (Pr) durante a
fotorrespiracdo e/ou em consequéncia de outras reacdes sdo decompostas pela SOD, catalase
(CAT) e APX. A SOD e os outros componentes do ciclo ascorbato-glutationa estdo também
presentes nas mitocondrias (Mt) e no citosol. As NADPH oxidases (RBOHS) sdo as principais
responsaveis pela produgdo de EROs no apoplasto. DHA, desidroascorbato; DHAR, DHA
redutase; FD, ferredoxina; FNR, ferredoxina NADPH redutase; GLR, glutarredoxina;, GR,
glutationa redutase; GOX, glicolato oxidase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada;
MI, membrana interna; EMI, espaco MI; MDA, monodesidroascorbato; MDAR, MDA redutase;
PGP, fosfoglicolato fosfatase; MP, membrana plasmética; PC, parede celular; RuBP, ribulose-1,5-
bifosfato; Trx, tiorredoxina. Adaptado de Miller et al. (2010).
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Apesar das mitocondrias serem a principal fonte de EROs nas células animais, a sua
contribuicdo para a producdo destas espécies nas plantas é menor quando comparada com
os cloroplastos e peroxissomas (Foyer & Noctor, 2005b). Uma excecdo pode ser
encontrada nos tecidos ndo fotossintéticos onde as mitocondrias parecem ser 0 organelo
mais importante na formagdo de EROs (Navrot et al., 2007). A cadeia transportadora de
eletrbes situada na membrana interna deste organelo contribui em grande parte para a
producdo de EROs através dos complexos respiratorios | e Ill. Durante a respiracdo, o
oxigénio molecular pode ser reduzido nestes complexos formando radicais O, que serdo
depois convertidos em perdxido de hidrogénio. O oxigénio pode também interagir com 0s
outros componentes reduzidos da cadeia mitocondrial de transporte de eletrdes como as
flavinas, o citocromo ¢ ou a ubiquinona e gerar o0 O, (Mgller, 2001). Este radical, sendo
carregado, ndo atravessa a membrana da mitocondria, acumula-se no seu interior sendo
posteriormente reduzido a H,O, através da SOD (MnSOD) (Figura 1.6) (Miller et al.,
2010). A presenca da oxidase alternativa (AOX) na superficie interna da membrana
mitocondrial contribui para reduzir a producdo mitocondrial de EROs ao receber
diretamente da ubiquinona os eletrbes que seriam dirigidos ao complexo 11l da cadeia
respiratoria, reduzindo de imediato o oxigénio em &gua (Apel & Hirt, 2004).

Do mesmo modo que nos cloroplastos e peroxissomas, a producdo de EROs nas
mitocondrias € aumentada por condi¢des que interferem negativamente na fixacdo do COs,
nomeadamente a secura e a salinidade (Navrot et al., 2007; Pastore et al., 2007). Nestas
situacbes aumenta a respiracdo mitocondrial e a probabilidade da formagdo de EROs
através da transferéncia dos eletrdes do citocromo da cadeia respiratoria para o O,
(Norman et al., 2004). Para Atkin & Macherel (2009) o facto da taxa respiratoria aumentar
nessas condigdes € uma forma de aumentar o ATP mitocondrial de modo a compensar a
sintese reduzida desta molécula nos cloroplastos.

Embora menos relevante na formacéo celular de EROs do que os outros organelos, o
apoplasto é referenciado como um local em que ocorre a producéo de H,O, em resposta ao
ABA e a situacOes de secura e salinidade (Herndndez et al., 2001; Hu et al., 2005). As
NADPH oxidases da membrana plasmatica sdo as principais responsaveis pela formacao
das EROs induzida pelo ABA em situacdes de secura, bem como das EROs detetadas
durante a intera¢do incompativel entre a planta e o patogénio (Figura 1.5) (Torres & Dangl,
2005). Outras enzimas podem também intervir na producdo apopléstica de EROs, como a

oxalato oxidase que converte o oxalato em CO, e H,0O,, ou as amino-oxidases, bem como
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as peroxidases ligadas a parede celular cuja atividade é induzida pela alcalinizacdo da
parede (Mittler et al., 2002).

Como se pode ver, nas plantas em condi¢cBes normais sdo produzidas EROs em
consequéncia da intensa atividade oxidante que decorre nos diversos compartimentos da
celula. A formagdo dessas espécies € incrementada em situacGes ambientais adversas
através das vias j& referidas (fotorrespiracdo, transporte fotossintético de eletrdes,
respiragdo mitocondrial). A este proposito, Polle (2001) construiu um modelo metabdlico e
estimou taxas de producéo de 240 pM s de O, e de 0,5 uM s de H,0, nos cloroplastos
em condicdes de crescimento normais, que aumentavam para valores da ordem de 240-720
UM s e de 5-15 uM s, respetivamente, em situacdes de stress. Perante estes resultados,
entende-se que as células tenham evoluido no sentido de desenvolver mecanismos capazes
de removerem intracelularmente essas espécies reativas, de modo a evitar a ocorréncia de
stress oxidativo e todos os danos celulares associados a este fenémeno bioldgico. O
controlo das EROs é conseguido através dos mecanismos de defesa antioxidante que tém
como funcdo evitar a sua acumulacdo e em caso de dano proceder a eliminacdo das
moléculas afetadas (Gill & Tuteja, 2010).

1.2.3. Mecanismos de defesa antioxidante

O termo antioxidante aplica-se a qualquer substancia capaz de neutralizar e/ou remover
as EROs, sem o risco de se transformar num radical nefasto ao metabolismo celular
(Noctor & Foyer, 1998). Como referido anteriormente, a regulagdo entre a producgéo e
degradacdo das EROs é efetuada atraves de mecanismos antioxidantes e qualquer
desequilibrio nessa relacdo, quer pelo excesso de EROs ou pela falha no sistema de defesa
antioxidante, desencadeia stress oxidativo (Dat et al., 2000; Scandalios, 2005).

Os mecanismos de defesa contra a presenca de EROs podem ser enzimaéticos,
envolvendo um conjunto de enzimas capazes de eliminar as espécies menos reativas e
impedir a formagdo das mais reativas, e ndo enzimaticos, caracterizados por moléculas de
baixo peso molecular que reagem diretamente com as EROs, podendo também funcionar
como substratos dadores de eletrdes essenciais a atividade de determinadas enzimas
antioxidantes. Entre as enzimas destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), as peroxidases do ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX), que participam na
remocdo das EROs, bem como as enzimas monodesidroascorbato redutase (MDHAR),
desidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR) que estdo envolvidas na
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regeneracdo das formas ativas do ascorbato e da glutationa através do ciclo ascorbato-
glutationa (Figura 1.6). O ascorbato (AsA) e a glutationa (GSH) sdo os principais
metabolitos antioxidantes solUveis em agua que fazem parte do sistema ndo enzimatico,
bem como os lipossoluveis o-tocoferol e carotendides, entre outros (xantofilas,
flavondides, alcaldides, compostos fenolicos). Estes componentes do sistema antioxidante
encontram-se praticamente em todos os compartimentos subcelulares, proporcionando um
sistema muito eficiente na desintoxicacdo das EROs e na protecdo das moléculas
bioldgicas contra o stress oxidativo (Figuras 1.6 e 1.7). Contudo, a eficiéncia do sistema
antioxidante depende do equilibrio entre as atividades das varias enzimas que atuam de

forma interligada na eliminacéo do O, e H,0O, da célula (Mittler et al., 2004).
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1.2.3.1. Enzimas antioxidantes

Superdxido dismutase

A SOD constitui a primeira linha de defesa celular contra as EROs ao catalisar a
dismutacdo do radical O, em O, e H,0, de acordo com a reacédo representada na Tabela
1.1. Esta enzima foi pela primeira vez isolada a partir de sangue bovino como sendo uma
proteina verde-azulada que continha cobre na sua constituicdo, julgando-se ser responsavel
pelo armazenamento deste metal, vindo a ser descoberta a sua acéo catalitica por McCord e
Fridovich em 1969 (Scandalios, 1993). Caracteriza-se por ser uma enzima ubiqua que se
encontra largamente distribuida entre os organismos aerobios e que esta presente nos

diferentes compartimentos subcelulares onde o O,  pode ser gerado (Figuras 1.6 e 1.7)
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(Alscher et al., 2002). A SOD assume um papel chave na defesa celular contra situacoes de
stress oxidativo, ndo s6 ao determinar as concentracfes de O, e H,0,, os dois substratos
da reacdo Haber-Weiss, mas por catalisar a transformacdo do radical O, de uma forma
muito mais rapida (10 000 vezes) do que aquela que ocorre através da dismutacdo
espontanea, evitando assim a toxicidade que caracteriza este elemento altamente reativo
(Bowler et al., 1992, 1994).

Tabela 1.1 — Principais enzimas antioxidantes. Adaptado de Gill & Tuteja (2010).

Enzimas antioxidantes Reagoes catalisadas
Superéxido dismutase (SOD) 027 +02 " +2H™ — 2H302 + 02
Catalase (CAT) H202 — H0 + /50,
Peroxidase do ascorbato (APX) H,0; + AA — 2H,0 + MDHA
Peroxidase do guaiacol (GPX) H20; + GSH — H,0 + GS5G
Monodesidroascorbato redutase (MDHAR) MDHA + NAD(P)H — AA + NAD(P)™
Desidroascorbato redutase (DHAR) DHA + 2GSH — AA + GSSG
Glutationa redutase (GR) GSSG + NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)™

De acordo com o ido metélico presente no centro ativo da enzima, existem trés tipos de
SODs classificadas como Cu/ZnSOD quando contém cobre e zinco, MnSOD se 0 metal for
manganés ou FeSOD se for ferro. Estes tipos de SOD podem ser distinguidos pela
diferente sensibilidade que apresentam ao cianeto de potassio e H,0,, sendo a Cu/ZnSOD
caracterizada por ser sensivel aos dois inibidores, a FeSOD sensivel ao H,0, e a MnSOD
resistente a ambos os inibidores (Becana et al., 1989). Em termos de estrutura quimica, a
Fe- e a MnSOD sdo muito semelhantes, embora tenham divergido o suficiente para que o
Fe?* ndo possa restabelecer a atividade da MnSOD ao substituir 0 &omo de manganés no
centro ativo. A molécula de Cu/ZnSOD possui um atomo de cobre e um de zinco no seu
centro ativo, pelo que as propriedades elétricas desta enzima diferem bastante das SODs de
Fe e Mn que se repercutem em diferencas ao nivel estrutural (Scandalios, 1997). A
homologia partilhada pelas FeSOD e MnSOD estende-se também ao dominio das
sequéncias aminoacidicas, de tal modo que a comparacdo das sequéncias de aminoacidos
deduzidas dos trés tipos de SOD sugere que as SODs de Mn e Fe sdo as mais antigas
tendo, provavelmente, surgido da mesma enzima ancestral, enquanto a Cu/ZnSOD tera
evoluido separadamente nos eucariontes (Tsang et al., 1991). Admite-se que a razdo
evolutiva para a separacdo das SODs em termos de exigéncia do cofator possa estar
relacionada com a variagao na disponibilidade dos metais de transicdo em relacéo ao teor

de O, na atmosfera ao longo das eras geoldgicas. Nesta perspetiva, € proposto o grupo das
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FeSODs ser o mais antigo das SODs, dado que no inicio a forma Fe?* seria a mais
abundante, mas & medida que os niveis de O, foram aumentando, a quantidade de Fe*
diminuiu, a disponibilidade dos ies Mn** e Cu** aumentou progressivamente, o que levou
a que passassem a ser usados como cofatores no centro ativo da enzima (Alscher et al.,
2002). Cohu & Pilon (2007) confirmaram em diferentes espécies de plantas que a
disponibilidade dos cofatores metélicos determina a expressdo das SODs, tendo mostrado
que a limitacdo de cobre aumentou a expressdo da FeSOD em detrimento da Cu/ZnSOD.

Entre as SODs, a Cu/ZnSOD € certamente a mais abundante em quase todos o0s
eucariontes, tendo sido também detetada em bactérias e cianobactérias (Bertini et al.,
1998); nas plantas, é também a mais abundante das trés metaloproteinas, distribuindo-se
pelo citosol, cloroplastos, peroxissomas e apoplasto (Gomez et al., 2004a). Por sua vez, a
MnSOD encontra-se na matriz mitocondrial de plantas, animais e bactérias, embora
Sandalio et al. (1987) tenham detetado a sua presenca nos peroxissomas das plantas; ja a
FeSOD, ndo tendo sido localizada em tecidos animais, esta presente nos cloroplastos das
plantas, surgindo associada as membranas tilacoides em plantas de tabaco (Figura 1.7)
(Van Camp et al., 1996).

O namero de isoenzimas, bem como a abundéncia relativa de cada tipo de SOD variam
de planta para planta e sdo influenciados pelos estimulos ambientais e de desenvolvimento
(Bowler et al., 1992). Por exemplo, em milho foram encontradas cinco isoenzimas em
todos os tecidos da planta (Scandalios, 1997), na batateira observou-se a presenca de sete
isoenzimas de SOD (Fidalgo et al., 2004) e numa outra planta Cs (trigo) foram visualizadas
apenas trés isoenzimas (Santos et al., 1999). De um modo geral, a atividade da SOD total €
aumentada em resposta a situacdes ambientais desfavoraveis, confirmando-se a sua
importancia na defesa das plantas contra o stress oxidativo causado por essas situagdes (Yu
& Zengel, 1999; Martinez et al., 2001; Gabara et al., 2003; Verma & Dubey, 2003;
Kochhar & Kochhar, 2005; Bhargava et al., 2007; Arbona et al., 2008; Dominguez et al.,
2010). Estudos realizados com plantas transgéenicas vieram reforcar o papel desta enzima
na tolerdncia ao stress oxidativo. Plantas de tabaco onde a Cu/ZnSOD foi sobreexpressa
nos cloroplastos mostraram-se mais resistentes ao stress oxidativo causado pela luz intensa
e baixas temperaturas (Gupta et al., 1993), e o mesmo foi observado nas batateiras
transformadas com cDNAs de Cu/ZnSOD plastidial e citosolica que foram mais tolerantes
ao stress oxidativo induzido pelo calor ou metilviologénio do que as ndo transformadas
(Perl et al., 1993; Tang et al., 2006).
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Adicionalmente, em alguns estudos foi possivel relacionar o aumento da atividade de um
determinado tipo de SOD com os locais da célula que s&o aparentemente mais afetados por
certo tipo de stresses. Por exemplo, a maior atividade da SOD detetada em ervilheiras
sujeitas a elevado nivel de salinidade foi atribuida as atividades da FeSOD plastidial e da
MnSOD mitocondrial e peroxissomal, em resposta ao aumento da producao de superoxido
nesses organelos (Herndndez et al.,, 1993, 1999; Gdémez et al., 1999, 2004a).
Anteriormente, Tsang et al. (1991) tinham ja detetado que os transcritos de FeSOD ou de
MnSOD aumentavam sempre que o fator de stress oxidativo afetava os cloroplastos ou as
mitocOndrias, respetivamente. Assim, conclui-se que a existéncia de diversas formas
enzimaticas de SOD, a sua localizagdo intracelular e as alteracdes que sofrem durante o
desenvolvimento ou em resposta aos estimulos exteriores, pressupde que cada uma das
isoenzimas desempenhe fungbes metabolicas distintas nas plantas (Scandalios, 1997). Por
outro lado, o facto da SOD nas plantas ser codificada por mdaltiplos genes aliado a
compartimentagdo subcelular das diferentes formas leva a admitir que a regulacdo da
expressdo das SODs sera variavel de acordo com os sinais ambientais (Raychaudhuri &
Deng, 2000).

Catalase

A CAT é uma das enzimas responsaveis pelo controlo da concentracdo intracelular de
H.O,, dai assumir um importante papel na protecdo contra os efeitos nocivos da
acumulacao desta ERO durante situacOes de stress. A acdo desta enzima combinada com a
da SOD permite converter o radical superéxido em agua e oxigénio molecular, prevenindo
a formacdo do toxico e reativo OH™ (Dat et al., 2000).

A CAT encontra-se em todos 0s organismos aerobios, caracteriza-se por ser uma enzima
tetramérica que contém um grupo prostético heme, que na presenca de elevadas
concentragdes de H,O, decomp®e esta molécula em &gua e oxigénio molecular, através de
uma reacdo em que o proprio H,O, atua como aceitador e dador de moléculas de
hidrogénio, ndo precisando assim de um substrato redutor para a sua atividade (Tabela
1.1). Quando as concentracbes de H,O, sdo reduzidas, a CAT pode comportar-se como
uma ‘peroxidase’ e utilizar outros dadores de hidrogénio em substitui¢cdo do H,O, (etanol,
ascorbato) (Scandalios et al., 1997). Entre as enzimas que degradam o H,O,, a CAT é a
Unica que consegue catalisar este substrato sem consumir poder redutor, proporcionando a

célula um mecanismo eficiente para remover o H,O; (Scandalios, 2005).
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Apesar desta enzima apresentar uma atividade catalitica muita elevada, possui baixa
afinidade para o substrato, uma vez que a reacdo requer o acesso simultaneo de duas
moléculas de H,0, ao centro ativo da enzima (Willekens et al., 1997). Depreende-se que
sdo necessarios niveis elevados de H,O, para a enzima ser eficiente (Arora et al., 2002).
De facto, a enzima possui um elevado K, pelo que ndo é facilmente saturada pelo H,O,;
sendo assim, a sua atividade aumenta linearmente com o0 aumento de concentracdo do
H.0,, assegurando a homeostasia do H,O, na célula (Scandalios, 2005). No estudo
realizado por Polidoros & Scandalios (1999) foi demonstrado que elevadas concentracfes
de H,0, induziam a expressédo dos genes da CAT (Cat), enquanto as concentracdes baixas
parecem ter inibido a expressdo desses genes.

A catalase é encontrada sobretudo nos peroxissomas e glioxissomas, onde participa na
remocao do H,O, gerado durante a fotorespiracdo e f-oxidacdo dos acidos gordos (Figuras
1.6 e 1.7) (Smirnoff, 1995). Em mitocdndrias foi j& detetada a sua presenca e envolvimento
na remocéao do H,0,, embora a um nivel muito inferior ao encontrado nas mitocondrias de
células animais (Willekens et al., 1997; Peixoto et al., 2004). Ainda assim, alguns autores
contestam a presenca e a funcdo desta enzima nas mitocondrias de células vegetais
(Mittler, 2002; Navrot et al., 2007). O mesmo parece suceder com a sua presenga no
citosol, que surge referenciada nos trabalhos conduzidos por Scandalios em milho
(Scandalios et al., 1997; Scandalios, 1990, 2005). Apesar de uma localizacdo mais restrita
do que a SOD, a CAT mostra-se importante na defesa contra o stress oxidativo ao evitar a
difusdo do H,0, pela célula (Bowler et al., 1992).

Ao contrario das células animais onde é encontrada uma Unica forma, nas plantas
existem diversas formas enzimaticas de catalase produto de diferentes genes, conforme foi
observado em espécies como A. thaliana, milho, Nicotiana tabacum e Nicotiana
plumbaginifolia (Willekens et al., 1994; Frugoli et al., 1996; Scandalios et al., 1997). O
numero encontrado € variavel entre espécies, sendo possivel que na mesma espécie a
presenca das isoenzimas varie em funcgéo do tecido analisado.

A presenca de diversas isoenzimas de CAT nos varios tecidos e ao longo das fases de
desenvolvimento da planta, bem como em diferentes condigdes de crescimento, sugere que
as isoenzimas poderdo assumir diferentes fungdes fisiologicas, para além da remoc¢édo do
H.O, (Scandalios et al., 1997). Com efeito, estudos realizados em milho permitiram
identificar os genes (Catl, Cat2 e Cat3) que codificam as trés isoenzimas de catalase,
verificando-se que a expressdo de cada um dos genes Cat responde variavelmente aos
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diferentes sinais ambientais (Scandalios et al., 1997). Compreende-se assim que a CAT
apresente um comportamento varidvel entre plantas e dependente do tipo de stress,
verificando-se nalguns estudos que a atividade da enzima ndo esteve relacionada com a
tolerancia ao stress oxidativo (Balestrasse et al., 2001; Ledn et al., 2002; Cavalcanti et al.,
2004, 2007; Cho & Seo, 2005), enquanto noutros revelou ser um componente importante
na defesa antioxidante contra varias condicGes de stress abidtico (Santos et al., 2004; Koca
et al., 2007; Nagamiya et al., 2007; Semane et al., 2007; Sun et al., 2007; Yazici et al.,
2007; Arbona et al., 2008; Yang et al., 2008; Dominguez et al., 2009; Pérez-Lopez et al.,
2009).

Peroxidase do ascorbato

As peroxidases sdo enzimas ubiquas encontradas em todas as plantas verdes, algas,
fungos e bactérias aerdbias, responsaveis pela reducdo do H,O, em agua (Shigeoka et al.,
2002). Estas enzimas encontram-se distribuidas pela célula e apresentam maior afinidade
para 0 H,O, do que a catalase, no entanto, requerem a presenca de um substrato redutor
(Tabela 1.1). Nas células animais, as peroxidases que usam a glutationa reduzida (GSH)
como dador de eletrGes sdo as mais importantes na eliminacdo do H,O,, enquanto nas
células vegetais sdo as peroxidases que utilizam o ascorbato como molécula redutora
(Noctor & Foyer, 1998; Mgller, 2001; Asada, 2006). Embora a peroxidase do guaiacol
participe também na eliminacdo celular do H,0,, por isso faz parte do sistema
antioxidante, a sua atividade é baixa nos organelos onde a producdo de EROs € evidente
como nos cloroplastos, peroxissomas e mitocondrias (Asada, 1997). E um tipo de
peroxidase menos especifica relativamente ao dador de eletrdes do que a peroxidase do
ascorbato (APX), importante em outros processos fisiolégicos como a biossintese de
lenhina e do etileno, estabelecimento de ligagdes cruzadas entre glicoproteinas e na defesa
contra patogénios (Amako et al., 1994).

A importancia da APX na eliminacdo celular do H,O, nas plantas advem do facto da
enzima estar presente em praticamente todos os compartimentos da célula — citosol,
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomas (Figuras 1.6 e 1.7), associado a elevada
afinidade para o H,O,, mesmo quando este esta presente a baixas concentragdes (Mittler,
2002). A enzima utiliza duas moléculas de ascorbato (AsA) para reduzir o H,O, a agua,
gerando em simultdneo duas moléculas do radical monodesidroascorbato (MDHA), de

acordo com a equacao seguinte:
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H,0, + 2 ASA — 2 H,0 + 2 MDHA

Compreende-se que para a atividade da APX o ascorbato tera que estar disponivel na
forma reduzida, logo é fundamental a sua regeneracdo a partir da forma oxidada (Foyer &
Noctor, 2000). De facto, se a concentracdo desta molécula redutora for baixa (inferior a 20
M), a enzima perde rapidamente a sua atividade na presenca do H,O, (Foyer & Shigeoka,
2011). Estudos realizados em mutantes vtcl de A. thaliana contendo pouco ascorbato
mostraram uma diminuigdo na atividade da APX e uma maior sensibilidade dessas plantas
a situacgoes de stress (Conklin et al., 1997).

Nas plantas superiores conhecem-se, pelo menos, cinco formas enzimaticas de APX
classificadas com base na sua localizacdo subcelular: a APX soltavel no estroma (SAPX) e
a ligada as membranas dos tilacdides onde o complexo PSI esta localizado (tAPX) nos
cloroplastos, a forma citosdlica (CAPX) e as formas associadas as membranas dos
peroxissomas (pAPX) e das mitocondrias (mitAPX) (Jiménez et al., 1997; Shigeoka et al.,
2002). As isoenzimas da APX divergem entre si na especificidade do substrato, no pH
6timo de acdo, na massa molecular, entre outras caracteristicas (Bunkelmann & Trelease,
1996). As APX cloroplastidial e mitocondrial tém uma elevada especificidade para o
ascorbato como dador de eletrfes e sdo extremamente instaveis na sua auséncia, ja as APX
citosélica e peroxissomal sdo menos especificas pois podem oxidar fendis, nomeadamente
0 guaiacol ou pirogalol, a taxas aprecidveis para além do ascorbato (Jiménez et al., 1998a;
Asada, 1999).

As APXs sdo codificadas por uma familia multigénica em que a expressdo dos diversos
genes varia de acordo com os sinais metabolicos e ambientais (Noctor & Foyer, 1998). Por
exemplo, os niveis de transcritos e a atividade da APX, em particular da forma citosolica,
aumentaram paralelamente a acumulacao de H,O, apds a exposicéo de plantas a condicdes
adversas (Yoshimura et al., 2000; Pekker et al., 2002). Segundo Morita et al. (1999), a
expressao da cAPX é regulada pelo nivel celular de H,0O,, verificando-se que a sua
acumulacdo induz a expressao da isoenzima. No estudo proteémico efetuado em plantas de
A. thaliana sujeitas a combinacdo do calor com a secura, entre as proteinas acumuladas
estava a CAPX (Koussevitzky et al., 2008).

Dos estudos realizados sobressai a importancia da cAPX na protecdo celular contra o
H.O, proveniente dos cloroplastos ou de outros compartimentos subcelulares em condi¢cfes

de stress oxidativo. De certo modo, podera explicar o aumento generalizado de atividade
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da APX observado em diversos trabalhos experimentais que usaram a fragdo soluvel para
avaliarem o comportamento da APX e de outras enzimas do sistema antioxidante nas
plantas em situacdes de stress abiotico (Lin & Kao, 2000; Parida et al., 2004; Vyas &
Kumar, 2005; Yang et al., 2008; Dominguez et al., 2009; Faisal & Anis, 2009). Nessas
situacOes, as APXs plastidiais sdo as primeiras a serem inativadas pela falta de AsA no
organelo, a atividade da cAPX é também prejudicada pela diminuicdo do AsA, embora a
um ritmo mais lento, e perante a acumulacdo do H,O, apenas a CAT ¢é capaz de se manter
ativa (Mano et al., 2001). Nesta perspetiva, Mittler (2002) considera que a APX e a CAT
pertencem a duas classes de enzimas com diferentes fungdes na remogéo do H,O,; por um
lado, a forte afinidade da APX pelo H,0, torna-a responsavel pela modulagdo dos niveis
celulares de H,0O, para a sinalizacdo e ativacdo dos mecanismos de defesa, por sua vez, a
CAT é responsavel pela prevencao dos danos celulares ao remover o H,O, em excesso.

A utilizacdo do ascorbato como dador de eletrGes liga a APX a uma série de reacdes em
que estdo envolvidas trés outras enzimas que asseguram a manutencdo do ascorbato e da
glutationa no estado reduzido, ou seja, nas formas ativas enquanto moléculas antioxidantes.
As enzimas sdo a monodesidroascorbato redutase (MDHAR), a desidroascorbato redutase
(DHAR) e a glutationa redutase (GR), que juntamente com a APX participam no ciclo
ascorbato-glutationa (AsA-GSH) (Smirnoff, 1995). Estas enzimas estdo presentes nos
cloroplastos, mitocondrias, peroxissomas e citosol, juntamente com o ascorbato e a
glutationa (Figuras 1.6 e 1.7) (Jiménez et al., 1997, 1998b; Asada, 1999). A distribuicdo
intracelular das quatro enzimas sugere a importancia do ciclo ndo s6 no controlo da
concentracdo do H,O, gerado nesses organelos, mas também na regulacdo dos niveis de
ascorbato e glutationa fundamentais na homeostasia redox intracelular (Kuzniak &
Sktodowska, 2005).

Outras enzimas do ciclo ascorbato-glutationa

A remocdo do H,O, pela APX constitui o primeiro passo do ciclo AsA-GSH (Foyer &
Shigeoka, 2011). O AsA é entdo oxidado pela APX em monodesidroascorbato (MDHA),
um radical que pode ser dismutado espontaneamente em ASA e em desidroascorbato
(DHA), o produto final da oxidacdo do AsA. No entanto, 0 MDHA pode ser reduzido a
AsA pela via da monodesidroascorbato redutase (MDHAR) que usa o NADPH como
substrato redutor (Tabela 1.1), embora o citocromo do tipo b ou a ferredoxina reduzida

possam ser também usados (Asada, 1999). Por sua vez, 0 DHA é reduzido a AsA pela agdo
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da desidroascorbato redutase (DHAR) que usa a glutationa (GSH) como dador de eletrdes.
Desta reacdo forma-se a glutationa oxidada (GSSG) que € posteriormente reduzida a GSH
utilizando o poder redutor do NADPH, numa reacdo catalisada pela glutationa redutase
(GR) e que completa o ciclo (Tabela 1.1; Figura 1.8) (Davey et al., 2000). O ascorbato e a
glutationa ndo sdo consumidos nesta via, participam na tranferéncia ciclica de equivalentes
redutores que envolve as quatro enzimas e que permite a reducdo do H,O, em &gua a partir
da oxidacdo do NADPH (Noctor & Foyer, 1998). Em condi¢Ges normais, admite-se que 0
poder redutor usado na via do AsA-GSH provém do transporte fotossintético de eletrdes
nas membranas do cloroplasto ou das atividades da glucose-6-fosfato desidrogenase e da
malato desidrogenase para a producdo de NADPH (Davey et al., 2000); contudo, ndo esta
devidamente esclarecido a fonte de energia redutora para remover o peroxido de
hidrogénio através deste ciclo em situaces de stress oxidativo que prejudicam o processo
fotossintético (Mittler, 2002).

. NADPH
£
1
HO*20; « MDA\ (NBHER . NAOP* Figura 1.8 — Ciclo
APX | ) MDA ascorbqto—glutatlona~
< envolvido na remogdo do
HO, ©~ “AsA“ ~— DHA peroxido de hld[ogemo e
na  regeneragdo  dos
DHAR

metabolitos antioxidantes
(AsA e GSH). Adaptado
de Pérez-Lopez et al.
(2010).

\

GSH \ 7 NADP*
\J
GR

\ GSSG "-.\ NADPH

Como anteriormente referido, os cloroplastos constituem um importante local de
producdo de EROs nas células vegetais, estando particularmente sujeitos aos efeitos
nocivos dessas espécies, ndo so pela presenca do aparelho e pigmentos fotossintéticos e
enzimas que participam no ciclo de Calvin-Benson, mas também pela elevada
concentracdo de acidos gordos polinsaturados nos tilacdides, os principais alvos da
peroxidacdo (Smirnoff, 1995). A auséncia de atividade de CAT nesse local leva a que o
peroxido de hidrogénio gerado nos tilacoides a partir da fotorreducdo do O, no PSI, com a
intervencdo da SOD, seja metabolizado através do ciclo AsA-GSH, impedindo assim sua

difusdo pelo organelo (Asada, 2006). As elevadas concentragdes de AsA e de GSH nos
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cloroplastos favorecem a atividade das APXs plastidiais e a regeneracdo do AsA via
DHAR e GR, o que torna o ciclo AsA-GSH especialmente importante no controlo dos
niveis de H,O, e na dissipacdo do excesso de energia fotoquimica nos cloroplastos em
condicbes de stress (Foyer & Shigeoka, 2011). Nao é assim de estranhar que o0s
componentes do ciclo AsA-GSH, nomeadamente a atividade das duas enzimas chave do
processo, a APX e a GR, bem como os niveis dos metabolitos antioxidantes sejam
avaliados em varios estudos realizados em plantas e culturas de células expostas a meios
adversos, de forma a estabelecer-se a relacdo entre os elementos enzimaticos e néo
enzimaticos na defesa antioxidante dos modelos bioldgicos ensaiados (Aravind & Prasad,
2005; Garnczarska, 2005; Kuzniak & Sktodowska, 2005; Locato et al., 2009; Pérez-Lopez
et al., 2010).

A GR é uma flavoproteina encontrada nos organismos fotossintéticos, quer procariontes,
quer eucariontes, que intervém na protecdo das plantas contra o stress oxidativo ao
catalisar a reducdo da glutationa no ciclo AsA-GSH (Tabela 1.1) (Edwards et al., 1990). A
GSH mantida através da GR é necessaria para a funcao das proteinas biologicamente ativas
ao proteger os grupos cisteina da acdo das EROs (Yannarelli et al., 2007). Dai ser
frequente assistir-se ao aumento da atividade da GR em diversas situacGes em que ocorre
stress oxidativo, tais como salinidade, secura, a radiacdo UV, elevada intensidade luminosa
ou a contaminacgéo por metais pesados (Foyer et al., 1991; Edwards et al., 1994; Verma &
Dubey, 2003; Vyas & Kumar, 2005; Romero-Puertas et al., 2006; Rao & Reddy, 2008).
No caso concreto da planta do milho, a sensibilidade ao frio estd relacionada com a
auséncia de atividade da GR nas células da bainha e, consequentemente, com a
incapacidade destas para regenerarem a GSH (Kingston-Smith & Foyer, 2000; Pastori et
al., 2000). A localizagdo exclusiva da atividade da GR, e também da DHAR, nas células do
mesofilo foliar, leva a admitir que a GSSG, tal como o DHA, sejam transportados para o
mesofilo para ai serem reduzidos (Noctor et al., 2002).

Os estudos realizados em plantas transgenicas vieram confirmar a importancia da GR na
tolerancia a diversos fatores de stress ao contribuir para o equilibrio redox da célula. Aono
et al. (1993, 1995) mostraram que plantas transgénicas de tabaco com elevada atividade de
GR eram tolerantes a fotooxidagdo induzida pelo tratamento com herbicida ou com o
poluente dioxido de enxofre. Também em tabaco, mas transformado com o gene gor de E.
coli, a atividade da GR surgia aumentada em condic¢Oes de stress oxidativo, apesar deste
aumento ndo ter efeito na quantidade de GSH mas sim nos niveis de AsA (Foyer et al.,
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1991). Usando 0 mesmo modelo bioldgico mas com reduzida atividade da enzima, Ding et
al. (2009) observaram plantas com grande sensibilidade ao stress oxidativo, confirmando a
funcdo da GR na manutencdo dos niveis de AsA.

A enzima localiza-se no estroma dos cloroplastos, nas mitocondrias e citosol, tendo sido
também detetada na matriz peroxissomal (Figuras 1.6 e 1.7) (Edwards et al., 1990;
Jiménez et al., 1997; del Rio et al., 2002). Assim, em fungdo da compartimentacéo
intracelular existem diversas formas da GR, as isoenzimas plastidial, citosolica,
mitocondrial e peroxissomal, cuja regulacdo é variavel com os tecidos da planta e em
condicdes de stress. De um modo geral, cerca de 80% da atividade total da GR localiza-se
nos cloroplastos e em situacOes de stress verifica-se 0 aumento preferencial da atividade da
GR plastidial, o que é consistente com a funcdo da enzima e da GSH na prevencdo dos
efeitos oxidativos durante a fotossintese e na estabilizacdo das enzimas do ciclo de Calvin
(Halliwell & Foyer, 1978; Noctor et al., 2002). O facto da atividade das diferentes
isoenzimas ser diferentemente afetada pelo stress, sugere que o aumento da atividade da
GR num compartimento subcelular especifico contribui para a manutencdo da GSH
essencial a homeostasia redox (Kuzniak & Sktodowska, 2005; Locato et al., 2009). Apesar
da pequena contribuicdo da GR peroxissomal para a atividade total da GR, esta isoenzima
parece ter um papel importante em condi¢Oes de stress ao assegurar a disponibilidade de
GSH para reagir com o Oxido nitrico (NO), gerado nos peroxisomas, e formar a S-
nitrosoglutationa (GSNO), uma espécie reativa de azoto que funciona como molécula sinal
a longa distancia capaz de induzir a expressao dos genes relacionados com a defesa
(Romero-Puertas et al., 2006; Barroso et al., 2006).

A DHAR contribui para o equilibrio redox ao regular os niveis de AsA na celula, sendo
determinante para a toleréncia a situacdes adversas que induzem a producdo de EROs
(Chen & Gallie, 2006; Gill & Tuteja, 2010). O envolvimento desta enzima na protecdo
contra o stress oxidativo levou a que fosse estudada em alguns sistemas biologicos e, a
semelhanca das outras enzimas, a capacidade das plantas para crescerem em ambientes
adversos esteve relacionada com o0 aumento da sua atividade e/ou expressdo (Ben Amor et
al., 2006; Yoshida et al., 2006; Chen & Gallie, 2008; Gillespie et al., 2011). De tal modo,
que a acumulacdo de DHA e o aumento da atividade da DHAR foram j& considerados
indicadores bioquimicos do stress oxidativo nas plantas (Shimaoka et al., 2003). Nesta
perspetiva, a sobre-expressdao da enzima permitiu aumentar a tolerancia das plantas a

algumas situacfes de stress abidtico, como aconteceu nas plantas transgénicas de A.
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thaliana e de tabaco expostas a stresses varios, que através da maior atividade da APX e
dos niveis superiores de AsA, desenvolveram-se melhor do que as plantas néo
transformadas, verificando-se o contrario quando a expressdo da DHAR era suprimida
(Chen & Gallie, 2005; Ushimaru et al., 2006; Yin et al., 2010). Acrescido ao seu papel na
defesa antioxidante foi proposto o envolvimento da DHAR no crescimento celular e foliar,
e no funcionamento dos estomas, através do controlo dos niveis de AsA, uma vez que este
e respetivas formas oxidadas (MDHA e DHA) estdo implicados nesses processos (Chen &
Gallie, 2004, 2006).

A DHAR é muito especifica no que diz respeito a molécula dadora de eletrdes, de tal
modo, que na falta de GSH e na presenca de outros substratos (NADH, NADPH, cisteina
ou tiorredoxina reduzida) a enzima é incapaz de catalisar a reducdo do DHA (Hossain &
Asada, 1984). A enzima é encontrada no citosol e no estroma dos cloroplastos (Figura 1.8),
embora Jiménez et al. (1997, 1998b) tenham detetado a sua atividade nas mitocondrias e
peroxissomas, pelo que se admite que existam diversas proteinas com atividade DHAR
(Hossain & Asada, 1984). Embora as tiorredoxinas tenham atividade do tipo DHAR,
verifica-se que sdo inibidas na presenca de concentracfes relativamente baixas de DHA, o
que evidencia que a DHAR é um componente importante do sistema enzimatico para evitar

0 stress oxidativo (Morell et al., 1997).

1.2.3.2. Antioxidantes ndo enzimaticos

Para além das enzimas, existem pequenas moléculas capazes de neutralizar, remover ou
transformar as EROs em moléculas menos reativas. Entre essas moléculas destacam-se 0
ascorbato e a glutationa presentes na fase aquosa de varios compartimentos celulares e 0 a-

tocoferol associado as membranas celulares (Ahmad et al., 2009).

Ascorbato

Nas plantas, caracteriza-se por ser o antioxidante mais abundante que se acumula
praticamente em todos os tecidos vegetais, atingindo as maiores concentragdes nos tecidos
fotossintéticos e meristematicos e em alguns frutos. Em geral, a sua concentracdo €
superior nas folhas adultas onde os cloroplastos completamente desenvolvidos podem
acumular no estroma concentra¢des que oscilam entre 20 até 300 mM (Smirnoff, 2000).
Apesar de cerca de 30-40% do ascorbato total estar presente nos cloroplastos, 0 metabolito

é também encontrado noutros locais da célula como o apoplasto, vactolo, mitocéndria e
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citosol, podendo neste caso atingir concentraces proximas de 20 mM (Figura 1.7) (Foyer
& Noctor, 2005b). Estima-se que aproximadamente 10% do ascorbato intracelular esteja
no apoplasto que, segundo Conklin & Barth (2004), constitui a primeira linha de defesa
contra as EROs geradas neste espaco pelo ozono e outros poluentes atmosféricos.

Em circunstancias normais, o AsA existe maioritariamente na forma reduzida o que é
conseguido através da sintese de novo e da eficiente regeneracdo do AsA via enzimas do
ciclo AsA-GSH, de modo a que no final os seus produtos de oxidacdo (MDHA e DHA)
contribuam em cerca de 10% para o AsA total (Conklin & Barth, 2004). E o metabolito
cuja concentragdo mais influencia o estado redox do meio intracelular, pelo que a
regeneracdo do AsA é extremamente vantajosa e uma forma de evitar a perda da forma
DHA, uma molécula particularmente instavel ao pH do estroma (Smirnoff & Wheeler,
2000).

A capacidade para ceder eletres numa série de reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas
faz do AsA o principal composto envolvido na eliminacdo das EROs na fase aquosa
(Blokhina et al., 2003). Esta molécula pode reagir diretamente com os radicais superoxido
e hidroxilo e singleto de oxigénio, e reduzir o peréxido de hidrogénio a agua através da
reacdo da APX (Noctor & Foyer, 1998). Nos cloroplastos, 0 AsA atua também como
cofator da violaxantina de-epoxidase, a enzima responsavel pela formacéo da zeaxantina,
sabendo-se que esta xantofila, juntamente com outros carotendides, contribui para dissipar
0 excesso de energia fotoquimica e proteger os fotossistemas da fotooxidacdo (Asada,
1999). Uma das caracteristicas mais importantes da atividade antioxidante do AsA consiste
na regeneracdo do a-tocoferol a partir da sua forma oxidada, o radical a-tocoferoxil,
assegurando assim a funcdo deste composto lipossolivel na protecdo das estruturas
membranares contra os efeitos nocivos dos radicais livres (Beyer, 1994). Daqui se conclui
da importancia do AsA na fotoprotegdo, cujas fungdes na fotossintese passam ainda por
ceder eletrGes para o PSII e preservar a atividade das enzimas que contém i6es metalicos
como grupos prostéticos (Foyer & Shigeoka, 2011). Compreende-se que 0 AsA seja a
principal molécula envolvida na prote¢do dos cloroplastos contra as EROs resultantes da
fotorreducdo do O, e fotorrespiragéo, cuja concentragdo pode aumentar ainda mais em
situacbes de intensa luminosidade ou que limitam a assimilacdo fotossintética do CO,
(Smirnoff, 2000). Com efeito, assistiu-se a um aumento dos niveis de AsA nas plantulas de
Picea asperata mantidas sob elevada intensidade luminosa acompanhada de défice hidrico,

tendo-se observado 0 mesmo resultado nas plantas de cevada crescidas em ambiente salino
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sob niveis elevados de CO,, bem como nas células em suspensdo de Dunaliella cultivadas
em condicOes de excesso de luz e baixa temperatura (Yang et al., 2008; Haghjou et al.,
2009; Pérez-Lopez et al., 2010). Também a exposicdo de plantas a substratos com elevados
teores de metais pesados ou a radiacdo UV-B induziu um aumento do ascorbato, o que
mostra a sua importancia na defesa contra o stress oxidativo (Hideg et al., 2006; Agarwal,
2007; Dominguez et al., 2009). As experiéncias realizadas em plantas mutantes de A.
thaliana vicl que acumulam apenas 30% do AsA quantificado nas do tipo selvagem
contribuiram de modo significativo para caracterizar a funcdo do AsA na adaptacdo a
condi¢bes ambientais adversas. Essas plantas quando expostas a stresses varios (poluentes
ozono e didxido de enxofre, radiacdo UV-B, salinidade) apresentaram elevados niveis de
H,0, e de peroxidacéo lipidica (Conklin et al., 1996, 1997, 2000; Conklin & Barth, 2004;
Huang et al., 2005), tendo Conklin et al. (1997) restabelecido a tolerancia das plantas ao
stress apds o tratamento com um precursor da via biossintética do AsA (L-galactona-1,4-
lactona), demonstrando assim a importancia do metabolito na protecdo contra os efeitos
oxidativos.

A obtencdo em 1996 do primeiro mutante vtcl “abriu caminho” ao conhecimento da via
biossintética do AsA (Wheeler et al., 1998), o que possibilitou ndo s6 o esclarecimento das
funcdes fisiologicas do AsA nas plantas, como também o isolamento e caracterizagdo de
alguns dos genes envolvidos no metabolismo do AsA (Smirnoff et al.,, 2001). A
manipulacdo desses genes com vista ao aumento da producdo de AsA permitira melhorar o
valor nutricional e a tolerancia das plantas com interesse agricola a fatores de stress
(Conklin et al., 2006; Dowdle et al., 2007).

A importancia do AsA nas células vegetais ultrapassa a funcdo antioxidante, ao atuar
como cofator de diversas enzimas, nomeadamente das hidroxilases que participam na
sintese da hidroxiprolina, dos flavonoides e do etileno, estando também implicado na
regulacao do ciclo celular (Smirnoff & Wheeler, 2000). A evidéncia é baseada no facto da
aplicagdo exogena de AsA acelerar a proliferagdo celular nos meristemas das raizes de
Allium e Pisum, aumentando a quantidade de células que transitam da fase G1 para a S.
Quando os niveis de AsA nesses tecidos diminuem as células permanecem na fase G1, nao
se dividem, verificando-se nessas células uma maior quantidade e atividade da enzima
oxidase do ascorbato (AO) (Davey et al., 2000). A partida, o estado redox do AsA

determina o avanco do ciclo celular e a diminuicdo da relacdo AsA/DHA durante as
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situacdes de stress oxidativo parece estar relacionada com a paragem da divisdo celular
(Potters et al., 2002).

Se 0 AsA intracelular pode influenciar a divisdo celular, o AsA apoplastico parece
regular a expansdo da parede e o alongamento celular. Com efeito, os niveis de AsA no
apoplasto parecem ser regulados pela AO, cuja atividade estd sobretudo localizada na
parede celular e associada a expansdo celular. A atividade desta enzima é particularmente
elevada nos tecidos em rapido crescimento, como sejam as sementes em germinagdo ou
durante o desenvolvimento dos frutos, e o MDHA produzido podera ter um papel
fundamental na regulacdo da expansdo celular ao induzir a atividade da H*-ATPase na
membrana plasmatica (Smirnoff, 1996). A concentracdo do AsA junto a parede celular
pode também influenciar o processo de lenhificacdo e a atividade da peroxidase da parede,
sabendo-se que o envolvimento do AsA no metabolismo da parede celular passa também
por funcionar como substrato para a biossintese do acido oxalico (Smirnoff & Wheeler,
2000).

O AsA intervém em muitos processos do metabolismo das plantas que vdo aléem das
funcBes de defesa e de cofator enzimatico, influenciando também o desenvolvimento das
plantas ao regular processos tdo varios que vao desde a mitose e alongamento celular até a
senescéncia e morte celular (Potters et al., 2002; Conklin & Barth, 2004). Para alguns
autores, o AsA assume maior importancia ao proporcionar informacéo sobre o estado
redox da célula, fazendo parte das vias de sinalizacdo que regulam a expressao dos genes
relacionados com as respostas de defesa aos stresses bidtico e abiotico (Foyer & Noctor,
2005a,b, 2011; Noctor, 2006; Foyer & Shigeoka, 2011).

Glutationa

A glutationa (GSH) é o tiol mais abundante nas plantas que participa, direta ou
indiretamente, em diversos fendmenos bioldgicos de importancia vital para a célula, em
que se destacam as fungdes na defesa e protecdo celular (Noctor et al., 2002). Este
tripéptido (y-glutamilcisteinilglicina; y-Glu-Cis-Gli) constituido por acido glutamico (Glu),
cisteina (Cis) e glicina (Gli) é conhecido por desempenhar um papel central no sistema de
defesa ao reagir quimicamente com o singleto de oxigénio e os radicais superdxido e
hidroxilo, enquanto participa enzimaticamente na remogdo do perdxido de hidrogénio e na
regeneracdo do AsA atraves do ciclo AsA-GSH (Blokhina et al., 2003). Destaca-se ainda

na protecdo das proteinas contra a desnaturacdo causada pela oxidacdo dos grupos tiol
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durante situacOes de stress, e a sua capacidade para quelatar ides metalicos como o cobre
diminui a possibilidade de gerar radicais livres, prevenindo a peroxidagdo lipidica. Todas
estas funcbes envolvem a oxidagédo do grupo tiol (-SH) para formar a glutationa dissulfeto
(GSSG). Apesar de existir nas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), o seu estado
reduzido prevalece nos tecidos em condi¢des normais, distribuido por varios locais da
célula como o citosol, vacuolo, mitocéndrias, cloroplastos e apoplasto (Figura 1.7)
(Jiménez et al., 1998b; Foyer & Noctor, 2011). A GSH funciona como um “tamp&o” redox
que contribui para a manutencdo do estado reduzido dos componentes celulares durante as
condi¢cdes normais de crescimento e de stress oxidativo, 0 que a torna num elemento
essencial para a homeostasia redox (Foyer & Noctor, 2005a; Meyer, 2008). Esta
propriedade faz com que a GSH participe na regulagéo do ciclo celular, nomeadamente na
transicdo da fase G1 para a S, admitindo-se que o efeito que tem na ativagdo da diviséo
celular interfira com a regulacdo mediada pelas auxinas (Foyer et al., 2001; Potters et al.,
2010).

O elevado nivel de GSH em relacdo a GSSG pode ser mantido pela atividade da GR,
através do aumento da sintese ou diminuicdo da degradacdo do metabolito, ou por
intermédio do transporte de GSH e GSSG (Szalai et al., 2009). O transporte de glutationa a
longa distancia é conhecido e parece colmatar a diferente capacidade que os tecidos tém
para a sintese e uso da GSH, para além da GSH ser usada como forma de transportar o
enxofre reduzido das folhas para as outras partes da planta (Noctor et al., 2002).

Em situacBes normais, a atividade da GR é suficiente para reduzir a GSSG de modo a
manter a concentracdo intracelular de GSH acima dos 95%; ja em situacBes de stress
extremo, a oxidacdo da GSH excede a reducdo de GSSG e, perante a diminuicao da relagéo
GSH/GSSG, é estimulada a sintese e acumulacdo de glutationa (Foyer et al., 2001). Este
efeito foi observado durante a exposicdo de choupos a um ambiente enriquecido em ozono,
posteriormente ao tratamento de plantas de milho com baixas temperaturas e durante a
resposta de hipersensibilidade em plantas de cevada inoculadas com o agente causador de
mildio (Gupta et al., 1991; Vanacker et al., 2000; Gomez et al., 2004b). O estudo realizado
por Mittova et al. (2003) confirmou ndo s6 a importancia da GSH na tolerancia das
espécies de tomateiro ao stress salino, como evidenciou que as enzimas envolvidas na
sintese da GSH sédo induzidas em resposta ao stress. As enzimas em causa Sdo a v-
glutamilcisteina sintetase e a glutationa sintetase, que a partir dos aminoacidos glutamato,

cisteina e glicina e do ATP como cofator, conduzem em duas etapas & formacgéo sequencial
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do dipéptido y-glutamilcisteina e da GSH. Uma vez que estdo localizadas no citosol e
estroma dos plastidios admite-se que é nesses locais da célula que ocorre a biossintese da
GSH (Noctor et al., 2002).

Né&o é tecnicamente facil quantificar a GSH nos organelos. Estima-se que os plastidios
contém as concentracbes mais elevadas (1-4,5 mM) e que daqui é exportada para 0s
restantes compartimentos e para fora da célula, admitindo-se a existéncia de
transportadores intracelulares de GSH, embora ainda desconhecidos (Szalai et al., 2009).
Sabe-se, no entanto, que existem gradientes especificos entre certos compartimentos
celulares, como € caso do citosol e apoplasto e/ou do citosol e vacuolo, estabelecidos por
diferentes taxas de sintese e transporte de GSH, que por influenciarem a razdo GSH/GSSG
tém repercussdes no metabolismo celular (Hartmann et al., 2003). O transporte de
glutationa ao nivel da membrana plasmatica tem sido objeto de estudo, nomeadamente do
citosol para o apoplasto, dada a importancia em disponibilizar a GSH necesséria a defesa
do apoplasto contra o stress oxidativo. Embora as concentracdes de glutationa no vacuolo
sejam baixas, é sabido que em situagdes de stress oxidativo a GSSG pode ser transportada
para esse local por via dos transportadores ABC (ATP-Binding Cassette) no tonoplasto,
que podem também transportar a GSH mas sob a forma conjugada (Foyer et al., 2001;
Szalai et al., 2009). Uma caracteristica da GSH ¢ a sua capacidade para se ligar a produtos
toxicos do metabolismo como os peréxidos lipidicos, ou a agentes eletrofilicos
contribuindo para a desintoxicacao de herbicidas e de outros xenobidticos. As glutationa-S-
transferases (GSTs) sdo responsaveis pela formacgédo desses conjugados no citosol, que séo
posteriormente compartimentados e degradados no vacuolo. A GSH é também substrato da
enzima fitoquelatina sintase que gera os péptidos conhecidos por fitoquelatinas, que
formam complexos com os iGes metalicos que sdo depois armazenados no vacuolo,
impedindo a sua acumulagdo no citosol (Cobbett, 2000). A quelacdo dos metais pelas
fitoquelatinas é o mecanismo mais conhecido de tolerancia ao stress por metais pesados,
conforme foi observado em plantas expostas ao caddmio (Semane et al., 2007; Sun et al.,
2007). Nao e assim de estranhar que o aumento da concentracdo de GSH esteja relacionado
com a capacidade das plantas para lidar com o stress oxidativo induzido por metais,
verificando-se que se a concentracdo for baixa as plantas tornam-se muito sensiveis devido
a sintese reduzida de fitoquelatinas (Xiang et al., 2001; Demirevska-Kepova et al., 2006;
Sun et al., 2007).
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A nocéo de que a GSH participa ndo s6 na remocao direta das EROs, mas pode também
proteger as células contra os efeitos oxidativos do stress através da ativacdo de processos
de defesa, incluindo a ativacdo da propria via biossintética, levou a sugerir 0 seu
envolvimento na sinalizacdo redox (Meyer, 2008). Nesta via de sinalizacdo, a GSH
interage com as EROs e eventuais perturbacdes na relagdo GSH/GSSG alteram o estado
redox intracelular, que se traduzem em modificacfes na expressdo genica (Kocsy et al.,
2001; Foyer & Noctor, 2011). Compreende-se que o par GSH/GSSG possa estar envolvido
na percecdo das EROs, fazendo parte das vias de transducao do sinal que induzem a sintese
da propria GSH e ativam os mecanismos de defesa (Foyer & Noctor, 2005a, 2011; Noctor
et al., 2002; Noctor, 2006). Em consequéncia da aplicacdo exdgena de glutationa (GSSG)
assistiu-se a um aumento do conteudo foliar de GSH e a transcricdo dos genes que
codificam determinadas proteinas de patogénese (PR, ‘Pathogenesis-related proteins’) e
diversas APXs, paralelamente a libertacdo de célcio no citosol, o que mostra que a
acumulacdo da glutationa é tdo importante na transducdo do sinal como na defesa contra as
EROs (Gdmez et al., 2004c).

a-Tocoferol

Os tocoferois e os tocotriendis formam a vitamina E e fazem parte das membranas
celulares, onde sdo conhecidos pela atividade antioxidante e pelo seu contributo para a
preservacao da estabilidade destas estruturas. Os tocoferdis englobam quatro isémeros (o-,
B-, v-, d-tocoferol), que diferem entre si pelo nimero e posi¢do dos grupos metilo no anel

de 2-metil-6-cromanol (Figura 1.9).

Os tocoferdis sdo encontrados nos R'
plastidios, localizados nas membranas HO
do envelope e dos tilacoides e nos
, H
plastoglobulos, sendo o a-tocoferol o R 0
. : o CH, CH 3
isbmero predominante que constitui CH, 2
. . R R
mais de 90% do tocoferol foliar (Foyer H H  stocoferol
B i H CH,  p-tocoferol
& Noctor, 2003). Para além do mais CH, H  ytocoferol

, ., CH, CH, wo-tocoferol
abundante, o a-tocoferol é o isémero

_ o o Figura 1.9 — Estrutura quimica dos tocoferois.
com maior atividade antioxidante de- Adaptado de Munné-Bosch & Alegre (2002a).
vido a presenca de trés grupos metilo na sua estrutura molecular (Blokhina et al., 2003).

Nos plastidios € sintetizado a partir do vy-tocoferol por intermédio da vy-—
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tocoferolmetiltransferase, justificando de certo modo os elevados niveis de a-tocoferol que
sdo detetados nas folhas de muitas espécies de plantas (Gill & Tuteja, 2010). A sua sintese
foi detetada apenas nas plantas, algas e algumas cianobactérias, sendo esta distribuicéo
reveladora da funcdo destes compostos na protecdo contra as EROs produzidas durante a
fotossintese (Munné-Bosch, 2005).

O a-tocoferol é particularmente ativo nas membranas tilacoidais ao remover as espécies
10, e OH™ e os radicais lipidicos derivados da oxidacdo dos acidos gordos polinsaturados,
impedindo a formacdo de novos radicais livres e a reacdo em cadeia da peroxidacéo
lipidica. O a-tocoferol pode neutralizar o *O, através de um mecanismo de transferéncia de
energia, podendo reagir quimicamente com esta ERO para gerar diferentes quinonas e
epoxidos. Um desses produtos, a a-tocoferol quinona, com propriedades antioxidantes
idénticas as do a-tocoferol, parece estar envolvido no fluxo ciclico de eletrdes associado ao
PSII, para além de dissipar o excesso de energia deste fotossistema (Munné-Bosch &
Alegre, 2002a). O o-tocoferol ja era conhecido por estar envolvido na protecdo das
moléculas de clorofila da fotooxidacdo (Wise & Naylor, 1987), e as evidéncias mais
recentes que apontam para a interagdo do a-tocoferol e da respetiva quinona com o PSI|,
reforcam o papel deste composto na protecdo das estruturas membranares do stress
fotooxidativo (Kruk et al., 2000; Krieger-Liszkay & Trebst, 2006). Contudo, a formacéo
da a-tocoferol quinona e dos outros produtos oxidados pode levar a perda do antioxidante,
dada a impossibilidade de regenerar o a-tocoferol a partir destes derivados. No entanto,
quando o a-tocoferol reage com os produtos da peroxidacdo lipidica (radicais alcoxilo,
peroxilo) da-se a formacao dos radicais tocoferoxilo, a partir dos quais é possivel regenerar
o a-tocoferol pela intervencdo do AsA, embora a GSH e a coenzima Q possam também
intervir (Munné-Bosch & Alegre, 2002b). A regeneragdo do a-tocoferol € extremamente
util para evitar a acumulagdo destes radicais que representam a forma pré-oxidante do
tocoferol, especialmente na presenca dos ides metélicos de transicdo e de outros agentes
oxidantes. Por outro lado, permite reaproveitar o a-tocoferol para outras fun¢des, como por
exemplo ligar-se aos &cidos gordos livres, lisofosfolipidos e outros produtos da hidrélise de
fosfolipidos caracteristicos de fendmenos de stress, protegendo assim 0s componentes
membranares dos efeitos nocivos destas substancias (Blokhina et al., 2003).

Nos cloroplastos, o a-tocoferol destaca-se dos outros compostos antioxidantes pelo facto
de preservar a integridade das membranas, para além de aumentar a rigidez destas

estruturas, influenciando certas propriedades como a fluidez e a permeabilidade a
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passagem de pequenas moléculas e ides (Munné-Bosch & Alegre, 2002a). A funcéo do a-
tocoferol na estabilidade membranar associada ao seu contributo para a homeostasia redox
nos cloroplastos tornam-no num elemento importante durante o desenvolvimento das
plantas e na resposta ao stress. De facto, em varias situacdes de stress oxidativo os niveis
de a-tocoferol surgem aumentados, e a sua diminuicdo é reveladora de uma situacdo de
stress extremo, que conduz a degradacdo dos pigmentos fotossintéticos e eventualmente a
desorganizacdo do sistema lamelar (Lin et al.,, 2004; Munné-Bosch & Alegre, 2003;
Munne-Bosch, 2005; Shao et al., 2008). Apesar de num grupo de plantas nativas e
crescidas na regido mediterranica os niveis dos pigmentos fotossintéticos, bem como a
fixacdo fotossintética do CO, terem decrescido durante o verdo, o teor de a-tocoferol foi
suficiente para evitar danos irreversiveis no aparelho fotossintético. Por sua vez, a
diminuicdo observada em plantas sujeitas ao défice hidrico indiciou a suscetibilidade
destas ao stress oxidativo (Munné-Bosch & Alegre, 2000a,b; Munné-Bosch et al., 2001).
De um modo geral, as plantas tolerantes apresentam niveis mais elevados de a-tocoferol
em situacdes de stress do que as plantas classificadas como sensiveis. Nesta perspetiva, 0
a-tocoferol tem sido relacionado com a toleréncia ao stress oxidativo, a ponto de ser
reconhecido como um indicador de tolerancia (Ashraf & Harris, 2004; Munné-Bosch,
2005).

De acordo com Munné-Bosch (2005), os niveis de a-tocoferol variam durante o
desenvolvimento da planta e em resposta as condi¢des ambientais adversas, resultado de
um aumento da sintese, degradacdo ou da regeneracdo do composto. Por exemplo, durante
a senescéncia foliar a biossintese do a-tocoferol é aumentada, e a sua acumulagdo nas
folhas senescentes traduz a necessidade de uma maior protecdo dos cloroplastos contra a
peroxidacgdo dos &cidos gordos libertados das membranas tilacoidais pela acéo das lipases e
lipoxigenases (Smirnoff, 1993; Munné-Bosch & Pefiuelas, 2003; Abbasi et al., 2007). O
stress oxidativo induzido por fatores ambientais ativa também a expressédo dos genes
relacionados com a biossintese dos tocoferois, e assim se explica a acumulacdo do a-
tocoferol em plantas sujeitas a ambientes salinos e com falta de 4gua (Munné-Bosch &
Alegre, 2003; Parida & Das, 2005). No entanto, determinadas fitohormonas relacionadas
com o stress (acido jasmonico, acido salicilico e ABA) parecem estar envolvidas na
regulacdo desses genes, conforme Munné-Bosch (2005) documentou. Mas caso o fator de
stress se intensifique, os niveis enddgenos de a-tocoferol tendem a diminuir perante a

acumulacdo das EROs nos cloroplastos, uma vez que a degradacdo deste antioxidante
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excede a sua sintese. E se a insuficiéncia do a-tocoferol ndo for compensada pelos
antioxidantes hidrofilicos a peroxidacdo lipidica aumenta, bem como o risco de morte
celular (Munné-Bosch & Alegre, 2002b). Segundo Munné-Bosch (2005) este tipo de
resposta € caracteristico da generalidade de plantas sensiveis ao stress. Do mesmo modo, a
falta de a-tocoferol acelera a senescéncia foliar e o processo de envelhecimento em geral,
conforme Abbasi et al. (2009) confirmaram em plantas transgénicas de tabaco.

O facto do a-tocoferol poder regular a concentracdo intracelular das EROs e de
fitohormonas como o é&cido jasmoénico, que controlam ndo s6 o0 crescimento e
desenvolvimento, mas também a resposta das plantas ao stress, leva a admitir que o o-
tocoferol possa estar envolvido na sinalizagdo e interagir com 0s principais componentes
das vias de transducdo do sinal, o que denota que as suas fun¢des na célula excedem a
atividade antioxidante (Munné-Bosch & Alegre, 2002a; Hyun et al., 2011).

1.3. Mecanismos fisioldgicos de tolerancia a salinidade

O conceito de toleréncia ao sal esta vulgarmente associado a capacidade das plantas para
crescerem e completarem o seu ciclo de vida num ambiente salino (Parida & Das, 2005).
Mas para se desenvolverem num ambiente salino, as plantas terdo que se adaptar a situacao
de stress osmotico e evitar a toxicidade pelos ides Na* e o CI” de modo a assegurar o
normal funcionamento metabolico. As plantas utilizam diferentes estratégias para lidar
com a salinidade, sendo algumas baseadas em estruturas anatémicas ou que envolvem um
conjunto de células e/ou tecidos numa serie coordenada de processos que requerem a
organizacao estrutural que existe na planta intacta, podendo ser ainda usadas as estratégias
intrinsecas a propria célula (Binzel et al., 1985; Anil et al., 2007). Dai a tolerancia a
salinidade ser uma caracteristica fisiologicamente complexa que envolve a regulagédo
sincronizada de diferentes processos que operam nos diversos niveis de organizacdo
estrutural das plantas (Flowers, 2004). Geneticamente a tolerancia salina é também
complexa. Cerca de 8% dos genes da planta sdo afetados ao nivel da transcricdo pela
salinidade, estimando-se que menos do que 25% dos genes regulados pelo sal s&o
especificos da salinidade (Ma et al., 2006; Qureshi et al., 2007). Se se considerar ainda 0s
mecanismos de controlo pos-traducionais, conclui-se que o grande desafio atual ainda
passa por compreender 0s mecanismos atraves dos quais as plantas se adaptam aos

ambientes salinos (Shabala et al., 2010). A complexidade fisioldgica e genética que

49



Introducéo

caracteriza a tolerancia salina podera justificar a variagdo que existe ndo sé entre grupos de
plantas taxonomicamente distintos, bem como entre espécies ou entre plantas da mesma
espécie nas respostas ao stress salino.

De acordo com Munns & Tester (2008), os mecanismos de tolerancia a salinidade
podem ser agrupados em trés categorias: aqueles que minimizam a entrada do sal na planta
e evitam a sua acumulagao nas folhas, conhecidos pelos mecanismos de “exclusdo do sal”;
0s que minimizam a quantidade de sal que se acumula no citosol através da
compartimentacdo dos ides Na* e CI™ aos niveis celular e tecidular; e aqueles que conferem
a planta a capacidade de tolerar a componente osmdtica do stress salino através da
acumulacao nas celulas de uma diversidade de solutos. Apesar de ndo ter sido referido por
Munns & Tester (2008), pode-se incluir ainda o mecanismo de defesa antioxidante
frequentemente induzido nas plantas como forma de se protegerem do stress oxidativo
associado a salinidade. De notar, que as mudancas metabolicas aos niveis da célula e da
planta conducentes a tolerancia salina surgem associadas a alteracdes nos padrdes de
expressdo de proteinas, em resultado do stress salino modificar a expressdo genética
(Timperio et al., 2008).

1.3.1. Controlo da absorcéo e excluséo do sal

Na maioria das plantas, as folhas constituem o local mais suscetivel a toxicidade pelo
sal, logo € necessario que em meios salinos haja um controlo no movimento do sal para a
raiz, e desta para os 6rgdos aéreos, através do fluxo hidrico que se estabelece ao longo da
planta (Hasegawa et al., 2000). Num compromisso de ajustar o potencial hidrico das
células e evitar a toxicidade do Na* e CI~, um dos processos afetados pela acumulagio de
NaCl no meio externo ¢ a regulacio da entrada de ides, sobretudo do Na* e K*, e da sua
distribuicdo pela planta (Tester & Davenport, 2003). Em muitas glicéfitas, a exclusdo do
sal é a estratégia mais comum para evitar a sua acumulacdo nas folhas, tendo-se
estabelecido uma relagéo inversa entre a absorcdo e a tolerancia salina (Munns & James,
2003). Com efeito, o conceito de tolerancia salina nas glicéfitas é frequentemente
associado & capacidade destas excluirem o Na" e CI™ das partes aéreas, mantendo assim
elevada a razdo K*/Na" nos seus tecidos (Teakle et al., 2007; Teakle & Tyerman, 2010).

A partida, as raizes excluem a maioria do sal dissolvido no meio externo e, de acordo
com a estimativa de Munns et al. (2006) baseada numa concentragdo externa de 100 mM
NaCl, a exclusdo devera ser da ordem dos 98%, permitindo que ndo mais do que 2% do sal
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seja absorvido e transportado no Xxilema para os 6rgdos aéreos, de modo a que 0
crescimento ndo seja afetado por esta concentracdo salina. Contudo, nem todas as espécies
apresentam a taxa de exclusdo referida, em algumas é inferior ao valor referido, acabando
por absorver mais sal do que o desejavel, conforme Munns (2005) mostrou em diferentes
cereais. Com base nos trabalhos conduzidos em trigo, admite-se que a diferenca entre
genotipos na tolerancia ao sal esteja relacionada com a quantidade de sodio que € excluido
pelas raizes e que se reflete na concentracdo transportada para as folhas (Munns et al.,
2003; Munns & James, 2003). Embora num estudo recente em cevada, o cereal
considerado mais tolerante ao sal, tenha sido demonstrado que a exclusdo do Na* ndo é
determinante na tolerancia salina, bem pelo contréario, entre os cereais € aquele que
apresenta as concentragdes mais elevadas de Na® no tecido xilémico; neste caso, a
tolerancia surge associada a capacidade das plantas para manterem no xilema uma elevada
razdo K'/Na" e de compartimentalizarem o Na* acumulado nas folhas (Shabala et al.,
2010).

Com base no exemplo da cevada, e de outras espécies tolerantes como o algodoeiro em
que a exclusdo do Na' ndo é a mais eficaz, acabando por acumular mais sddio nos 6rgaos
aereos, a tolerancia salina esta relacionada com a maior capacidade dessas plantas para
regularem o transporte do Na* e CI™ no sentido de minimizar a quantidade que estes ides
atingem nos tecidos em crescimento (Teakle & Tyerman, 2010). Mesmo as haldfitas,
caracterizadas por acumularem elevadas concentracdes de NaCl nas partes aéreas,
mostram-se muito eficientes no controlo da absorcdo e transporte do Na', pelo que a
absorcdo ndo € proporcional a salinidade externa, nem exibem taxas de transporte
superiores as das glicofitas em situacBes de elevada salinidade (Yeo, 1998). Sdo varios 0s
mecanismos envolvidos na regulagdo do transporte do Na* e CI” em situagGes de stress
salino, baseados na seletividade das células da raiz para a entrada dos ifes, no controlo do
movimento dos ifes para o xilema a partir do simplasto da raiz, ou na recuperacao destes a
partir do xilema antes que cheguem aos 6rgdos aéreos mais sensiveis (Munns, 2002;
Munns et al., 2006). A importancia destes processos no controlo da acumulagdo de Na* e
Cl nas folhas e no contributo para a tolerancia salina em algumas espécies foi evidenciada
em diversos trabalhos de revisdo (Tester & Davenport, 2003; Horie & Schroeder, 2004;
Apse & Blumwald, 2007; Munns & Tester, 2008; Plett & Mgller, 2010; Teakle &
Tyerman, 2010). A possibilidade da recirculagdo do sodio para a raiz tem sido sugerida

como forma de evitar as concentracfes excessivas do ido nos apices caulinares e nas
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folhas, contribuindo, de certo modo, para a tolerancia a salinidade (Tester & Davenport,
2003; Shabala & Cuin, 2008). Num estudo comparativo, Perez-Alfocea et al. (2000)
detetaram que a recirculagio do Na’ no floema era superior na espécie de tomateiro
tolerante ao sal do que na menos tolerante. Contudo, estudos em que se procedeu a
quantificacdo do Na* e CI™ na seiva floémica mostraram que a retranslocagdo destes ides a
partir das folhas é praticamente insignificante quando comparada com o fluxo de entrada
por via do xilema, continuando presentes nas folhas mesmo ap6s a remocgdo do sal do
substrato (Munns, 1985; Munns et al., 1986, 2006). Para além de que o processo de
transporte associado a recirculacdo do sodio via floema nédo foi ainda identificado (Apse &
Blumwald, 2007).

Para Munns (1993, 2005) outros mecanismos sdo mais relevantes para excluir o sal dos
6rgdos metabolicamente ativos e conferir tolerdncia a salinidade, nomeadamente reter 0s
i0es nas células da bainha foliar, como acontece nos cereais, ou nas celulas vacuolizadas da
epiderme, minimizando assim a acumulagio de Na® no mesofilo foliar. A
compartimentacdo do sal em estruturas especializadas da folha como as glandulas salinas,
caracteristicas de algumas haldéfitas, ou nas folhas mais velhas, é fundamental para proteger
a atividade metabdlica das folhas mais jovens, menos aptas para a compartimentacdo
intracelular do Na".

1.3.2. Regulagéo ionica ao nivel celular

Apesar das plantas disporem de diferentes estratégias para reduzirem a translocacdo do
sal da raiz para a parte aérea, mesmo assim tém que lidar com uma proporc¢ao variavel que
chega as folhas e que se acumula nas células. A manutencdo de baixas concentracdes de
Na’ e CI™ no citosol das células é de extrema importancia para a sobrevivéncia das plantas
em ambientes salinos. Uma vez na célula, o0 método mais simples para evitar a acumulagdo
i6nica no citosol a niveis toxicos para as proteinas e inibidores da atividade de muitas
enzimas essenciais, e que fomentam a desorganizacdo das membranas e a producgédo de
EROs ¢ através da compartimentacdo dos ides nos vacuolos (Mahajan et al., 2008; Plett &
Mgller, 2010; Teakle & Tyerman, 2010). No entanto, a exclusdo do Na" do citosol pode
ser feita, em menor extensdo, por exclusdo para o apoplasto. Para este espago da celula ou
para o vacuolo, a exclusdo do ido depende de sistemas transportadores ao nivel da
membrana plasmatica e do tonoplasto. Estes sistemas caracterizam-se por proteinas

transportadoras que incluem as bombas de protdes H*-ATPases e H*-PPase (pirofosfatase)
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e os transportadores secundarios do tipo antiporte Na*/H", que por estarem envolvidos na
regulacido do efluxo do Na' e na compartimentagdo vacuolar sdo determinantes na
tolerancia ao sal (Horie & Schroeder, 2004; Tlrkan & Demiral, 2009).

Num meio salino, o gradiente eletroquimico determina o influxo passivo do Na* através
da membrana plasmética, mediado por canais cationicos ndo seletivos (NSCCs) e pelos
transportadores de K* de elevada afinidade (HKTs) e por outros menos especificos (Anil et
al., 2007). A compartimentacdo vacuolar, que reduz os niveis deste ido no citosol, em
termos energéticos facilita ainda mais o influxo passivo (Niu et al., 1995). No entanto, o
movimento i6nico através da membrana tera que estar ajustado com o transporte para o
vactiolo de modo a prevenir a acumulagio do Na* no citosol (Cheeseman, 1988). Assim
sendo, o efluxo do ido para o espaco apoplastico através da membrana plasmatica é um
processo ativo que depende do gradiente eletroquimico gerado pela bomba de protbes da
membrana plasmatica (PM-H"-ATPase) a custa do consumo de energia fornecida pela
hidrélise de ATP. Este gradiente transmembranar € fundamental para a energizacdo do
antiportador Na'/H" da membrana plasmatica que associa ao movimento de H* para o
citosol a exclusdo do Na* (Figura 1.10) (Apse & Blumwald, 2007). Noutros organismos,
como acontece nas células animais e nas algas foi descrito a extrusdo do Na* da célula
através da Na’'-ATPase, mas nas plantas superiores o antiportador Na'/H" constitui o
principal mecanismo envolvido na homeostasia do sodio, pelo que a sua atividade é
essencial para o crescimento das plantas em condicdes salinas (Zhu, 2003). De tal modo,
que a inducédo da atividade do transportador em resposta ao stress salino foi detetada em
diferentes espécies como aconteceu na halo6fita A. nummularia e nas espécies de tomateiro
cultivado e halofitico, ou mesmo em A. thaliana (Wilson & Shannon, 1995; Blumwald et
al., 2000; Qiu et al., 2003). No entanto, a ativacdo do antiportador pelo NaCl e
subsequente transporte do Na* para o apoplasto depende do gradiente de H* gerado pelo
aumento da atividade da PM-H"-ATPase. Dai que esta bomba de protdes seja fundamental
para a homeostasia idnica, como foi evidente em diversas plantas e culturas de tecido
caloso expostas a concentracdes elevadas de NaCl (Ballesteros et al., 1998; Vera-Estrella
et al., 1999; Sibole et al., 2005; Olias et al., 2009). Adicionalmente, a tolerancia ao sal de
certas cultivares de trigo esteve relacionada com o aumento de atividade da PM-H'-
ATPase, 0 que demonstra o contributo desta proteina membranar para a tolerancia (Yang et

al., 2004). Conclui-se que a adaptacdo a meios salinos por via do antiportador Na*/H" da

53



Introducéo

membrana plasmatica pressupde que haja um aumento do bombeamento de H* necesséario

a energizacdo do transportador (Blumwald et al., 2000).

Apoplasto PM-ATPase HKTs PM-ATPase

Citosol
ATP ADP+ P, Na* PP, 2P,
—— [\ 2" +
Na V-PPase
NSCCs NHXd
ATP
- N2 H* V-ATPase
He

H
Vactolo ADP+ P
e Na' |

Na*

H* »
[Ca®],,
4 HKTs S0S2 SOS3
i S0S1
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Figura 1.10 — Regulagdo da homeostasia i6nica (Na*) através dos transportadores ionicos e
bombas de H" que estdo envolvidos na excluséo e na compartimentacéo celular do Na* através
das membranas plasmatica e vacuolar, respetivamente. Para além destes intervenientes,
encontram-se representados 0s canais e transportadores que se admite serem responsaveis pelo
influxo passivo do Na*, bem como a via de sinalizacdo SOS que regula a expressdo e atividade
dos transportadores ionicos. Nesta via, os niveis de Ca** no citosol sao alterados apds a percecao
do stress salino por intermédio de um recetor na membrana plasmatica. A proteina SOS3 reage
as alteracOes de célcio e interage com SOS2 para formar o complexo SOS3/SOS2 que, por sua
vez, fosforila e ativa o antiportador Na'/H* da membrana plasmatica (SOS1). O complexo
SOS3/SOS2 pode também ativar ou suprimir as atividades de outros transportadores envolvidos
na homeostasia idnica, incluindo o antiportador Na*/H" do tonoplasto (NHX1), as bombas V-H"-
ATPase e V-H*-PPase, e os transportadores de K* e Na* da membrana plasmatica (Zhu, 2002;
Turkan & Demiral, 2009). Adaptado de Plett & Mgller (2010).

Os mecanismos que regulam a expressdo e atividade dos transportadores tém sido
estudados, em particular a via de sinalizagdo que regula o transporte de Na* na célula. Com
0 objetivo de identificar alguns dos componentes dessa via, diversos mutantes Sos
extremamente sensiveis ao sal de A. thaliana foram analisados e identificados trés genes
(SOS1, SOS2 e SOS3) que funcionam numa via comum conhecida por regular a
homeostasia ionica e a tolerancia das plantas ao sal (Liu et al., 2000). A via SOS envolve
trés componentes, a proteina SOS3 com ligacéo ao Ca’* e que atua como sensor deste, a
proteina cinase SOS2 do tipo serina/treonina que é ativada pela SOS3 na presenca do
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calcio, e a proteina SOS1 localizada na membrana plasmética com atividade transportadora
do tipo antiporte Na'/H", cuja expressdo é sobre-regulada pela salinidade e controlada pelo
complexo SOS3/SOS2 (Figura 1.10) (Shi et al., 2000).

Os estudos realizados nas plantas mutantes sos puderam mostrar que a atividade do
antiportador SOS1 ndo sé é determinante no efluxo do Na* e na tolerancia da A. thaliana,
como podera também funcionar como sensor do excesso de Na* (Zhu et al., 1998; Zhu,
2003; Qiu et al., 2003). A importancia desta via de sinalizagdo na homeostasia ionica e na
regulacdo da expressao de alguns dos genes envolvidos nas respostas ao stress salino é
demonstrada em algumas publicacdes (Apse & Blumwald, 2007; Mahajan et al., 2008;
Turkan & Demiral, 2009; Hauser & Horie, 2010).

1.3.2.1 Compartimentacao vacuolar do Na*

As células vegetais estdo estruturalmente bem preparadas para a compartimentacdo dos
ides devido a presenca do vacuolo, descrito como o maior compartimento subcelular que
ocupa mais de 80% do volume celular (Neuhaus, 2007). A compartimentagdo do Na* e CI
no vacuolo previne os efeitos tdxicos dos ides no citosol, pelo que constitui um mecanismo
essencial na tolerdncia das plantas a ambientes salinos, quer das glicofitas, quer das
halofitas. SO assim se pode explicar as elevadas concentrages de Na’® que s&o
quantificadas em folhas que funcionam normalmente sem mostrarem sinais de toxicidade
pelo sal. Como acontece na hal6fita Mesembryanthemum crystallinum que € capaz de
acumular na célula até 1 M de Na', ou noutras que suportam concentracdes proximas a da
agua do mar (Vera-Estrella et al., 1999; Lauchli & Grattan, 2007). Concentracdes acima de
200 mM s&o comuns em plantas crescidas em meios salinos, ainda que niveis desta ordem
inibam completamente a atividade in vitro das enzimas. Conforme se referiu na seccéo
1.1., as atividades das enzimas isoladas de halofitas ou de plantas ndo tolerantes sdo
igualmente inibidas in vitro pelo excesso de NaCl, o que sugere que a compartimentacdo
do Na" é um mecanismo essencial em todas as plantas e ndo resultado da evolugdo
diferencial das enzimas das plantas halofiticas (Munns & Tester, 2008). Com a excecao da
presenca eventual de glandulas excretoras de sal nas plantas tolerantes, a diferenca entre
estas e as plantas sensiveis a salinidade reside na maior eficiéncia da compartimentacdo
vacuolar das primeiras (Yeo, 1998). Alem disso, as halofitas usam o sodio confinado no
vacuolo como osmolito, 0 que € vantajoso para a manutencdo da turgescéncia e expansao
celulares (Bohnert et al., 1995).
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Por vezes, confunde-se o teor de Na* nos tecidos da planta salinizada (folhas, caules ou
raizes) com o teor citosélico, pois nas vulgares analises dos elementos inorganicos nos
tecidos vegetais ndo é tido em conta que uma parte significativa do Na* acumulado pode
estar retido no vacuolo (Chen et al., 2005). A microanalise por raios-X tem permitido
localizar e estimar as concentragdes dos ides acumulados nos compartimentos celulares.
Um dos trabalhos pioneiros com esta técnica foi realizado em células de tabaco adaptadas a
elevada salinidade (428 mM NaCl), que confirmou a acumulagdo dos ides Na“ e CI” no
vacuolo a concentracfes da ordem de 780 mM e 624 mM, respetivamente, enquanto que 0s
niveis de ambos os i6es no citosol estavam abaixo de 100 mM (Binzel et al., 1988). Os
resultados obtidos da microanalise por raios-X em folhas da hal6fita A. spongiosa crescida
em meio com 600 mM NaCl revelou concentracfes idnicas consideravelmente superiores
no vacuolo do que no citosol, o que evidencia que a compartimenta¢do io6nica é um
mecanismo que possibilita as plantas suportarem niveis elevados de salinidade (Storey et
al., 1983). No entanto, e também recorrendo a esta técnica, Ottow et al. (2005) concluiram
que a estratégia usada nas folhas de Populus euphratica para lidar com a salinidade (400
mM NaCl) consistiu na acumulacdo do Na* no apoplasto e ndo no vactolo. Outros
organelos, como os plastidios e mitocondrias, podem também acumular algum Na® e
contribuirem para compartimentacdo subcelular do ido (Zhu, 2003). Mas, de um modo
geral, os vacuolos sdo os organelos que mais fazem baixar o Na’ no citosol, cuja
concentracdo tende para ndo exceder os 150 mM, independentemente do teor salino no
meio externo (Wang et al., 2001). Para além de que a compartimentacio vacuolar de Na* e
Cl™ gera uma pressdo osmotica elevada no interior do organelo favoravel a entrada de 4gua
e ao crescimento da célula (Gaxiola et al., 2001). Adicionalmente, contribui para a
manutencdo de uma razdo K*/Na" relativamente elevada no citosol fundamental para a
homeostasia iénica em condicdes salinas (Fukuda et al., 2004a). A compensagdo osmotica
é feita no citosol pela acumulacdo de solutos organicos cuja natureza é variavel, havendo
referéncias a incrementos nos niveis de agucares e de aminoacidos (Olmos & Hellin, 1996;
Santos & Caldeira, 1999). Nas células de tabaco adaptadas ao sal, 0 Na* e CI~ acumulados
foram os principais solutos utilizados no ajustamento osmético, tendo estado também
envolvidos na osmoregulacéo de P. euphratica crescido na presenca de NaCl (Binzel et al.,
1987; Ottow et al., 2005). Apesar da acumulacdo de solutos organicos em ambos os
modelos experimentais, o seu contributo para o ajustamento osmético foi menor

comparativamente ao dos solutos i6nicos, 0 que parece ser vantajoso em termos
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metabdlicos. A estratégia em usar sobretudo os elementos inorgénicos no ajustamento
osmatico € mais favoravel do ponto de vista energético, uma vez que o sédio € um
elemento abundante, enquanto que a sintese dos solutos organicos implica um consumo de
energia que seria benéfico para o crescimento da planta (Zhu, 2001). Segundo Munns &
Tester (2008), a exigéncia em ATP para a sintese dos solutos compativeis nas células
foliares é consideravelmente superior a quantidade necesséria para acumular o sal como
osmalito.

Os vacuolos sdo capazes de armazenar uma elevada quantidade de iGes sodio e cloreto,
entre outros, mas para que se estabeleca um gradiente de concentragdo em relacdo ao
citosol o transporte de ambos para o vactolo terd que ser ativo. O transporte do Na* é
mediado pelo antiportador Na*/H" que, & semelhanca do antiporte localizado na membrana
plasmatica, utiliza o gradiente eletroquimico de H* gerado pelas bombas V-H*-ATPase e
V-H"-PPase associadas ao tonoplasto (Figura 1.10). Estas proteinas sdo responsaveis pelo
bombeamento de H* para o interior do organelo, a partir do consumo de ATP e de
pirofosfato (PPi) respetivamente, criando um gradiente de H* transmembranar fundamental
a energizacdo dos sistemas de transporte ativo secundario, determinantes das funcgdes
associadas ao vacuolo como a osmorregulacdo, controlo de pH e armazenamento de ides e
nutrientes (Martinoia et al., 2007).

Desde ha muito que se admite o envolvimento do antiportador Na*/H* vacuolar no
transporte do Na* e na capacidade das plantas para crescerem em meios salinos. As
primeiras evidéncias do mecanismo de transporte do tipo antiporte Na*/H" surgiram no
tecido de reserva da espécie tolerante B. vulgaris e nas respetivas culturas de células em
suspensdo mantidas na presenca de NaCl, tendo a ativacdo do antiportador Na*/H* sido
essencial para a tolerancia destas ao sal (Blumwald & Poole, 1985, 1987). A atividade do
antiportador foi também observada na hal6fita M. crystallinum exposta a 200 mM NaCl, ao
passo que em Plantago a sua atividade foi detetada apenas na espécie tolerante ao sal (P.
maritima) e ndo na sensivel (P. media) (Garbarino & DuPont, 1988; Staal et al., 1991;
Barkla et al., 1995). A auséncia de atividade do transportador nas plantas sensiveis ao sal
parece reforcar a nocdo de que estas plantas dependem da exclusdo do Na* ao nivel da
membrana plasmatica e ndo acumulam o ido no vacutolo (Blumwald, 2000).

Apesar das indicacdes sobre a funcdo do antiportador Na*/H" na compartimentacéo e
homeostasia do Na®, a sua importancia na tolerancia salina foi confirmada apds a

identificacdo em A. thaliana do gene AtNHX1, homologo do gene que codifica o
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antiportador Na'/H* vacuolar em Saccharomyces cerevisiae (SCNHX1), e posteriores
estudos de sobre-expressdo em varias plantas (Gaxiola et al., 1999). Com efeito, a sobre-
expressdo do AtNHX1 e de genes homologos (OsNHX1 e TNHX1) aumentou a tolerancia a
salinidade em A. thaliana, Brassica napus e O. sativa (Apse et al., 1999; Zhang et al.,
2001; Apse & Blumwald, 2002; Fukuda et al., 2004b; Brini et al., 2007). Nestas plantas, o
teor de Na* aumentou em consequéncia da exposicdo ao sal, no entanto, assistiu-se a um
aumento dos niveis de transcritos e da proteina, bem como da atividade do antiportador no
tonoplasto. A acumulacio de Na' eventualmente contribuiu para manter a turgescéncia
celular, ainda que conservando o ido a baixos niveis no citosol devido a sua
compartimentacdo no vacuolo (Plett & Magller, 2010). Em plantas conhecidas pela sua
tolerancia ao sal, como é o caso das hal6fitas M. crystallinum e A. gmelini, e das plantas e
culturas de células de B. vulgaris, assistiu-se a um aumento da expressdo dos genes do
antiportador do tipo NHX1 induzido pelo stress salino (Chauhan et al., 2000; Hamada et
al., 2001; Xia et al., 2002). Em Gossypium hirsutum verificou-se que a expressdo do gene
que codifica o antiportador Na'/H" (GhNHX1) foi mais elevada nas cultivares tolerantes ao
sal (Wu et al., 2004), tendo-se observado um resultado idéntico nos gendtipos mais
resistentes de Triticum aestivum (Saqib et al., 2005).

O gradiente eletroquimico de H" através da membrana vacuolar gerado pela V-H'-
ATPase e V-H'-PPase constitui a forca motriz para o transporte ativo secundario e
acumulacao de ibes e de outros solutos no vacuolo, o que é revelador da importancia das
duas bombas de protdes na resposta ao stress salino. Embora a V-H*-ATPase seja uma
proteina membranar generalizada em todos os eucariontes, a \V-H*-PPase é encontrada nas
plantas, em algumas algas e nas bactérias fotossintéticas. Para além de ser Unica na célula,
a V-H'-PPase utiliza o PPi como fonte de energia, um substrato simples e de elevada
energia, subproduto de diversas reacbes metabdlicas em que se incluem os processos de
sintese de proteinas, RNA, amido e celulose, ou a B-oxidacdo de acidos gordos e a
conversdo do piruvato em fosfoenolpiruvato (Maeshima, 2000). Ja a V-H'-ATPase esta
presente no sistema membranar de outros organelos além do vaclolo (reticulo
endoplasmético, complexo de Golgi), onde é responsavel pela acidificacdo do interior
destes compartimentos intracelulares, e cuja estrutura se assemelha as ATPases que
existem nas mitocondrias e cloroplastos (ATPases tipo F) (Barkla & Pantoja, 1996). Em
contraste com a V-H™-PPase que consiste num so6 polipéptido de cerca de 80 kDa, a V-H"-
ATPase é uma proteina multimérica composta por cerca de onze subunidades diferentes,
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dependendo da espécie, com um peso molecular que ronda os 400-650 kDa. Caracteriza-se
por dois dominios funcionais, o0 dominio periférico (V1) hidrofilico voltado para o citosol e
formado pelas sub-unidades A (70 kDa) e B (60 kDa), responsaveis pela atividade
catalitica da enzima, e pelas subunidades C—H que ligam este setor ao dominio hidrofébico
inserido no tonoplasto (Vo) (Figura 1.11). O D

setor (Vo) € composto pela subunidade a e por ‘»’f“: ADP+P,

varias copias da subunidade ¢ que compdem o

canal de passagem dos protbes (Martinoia et al.,
2007).
Ao nivel do tonoplasto, a V-H"-ATPase é a
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Figura 1.11 — Estrutura da V-H'-ATPase.
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H*-PPase pode constituir 1 a 10% da proteina

crescimento e nos bagos de uva em que a V-H'-

vacuolar altamente acidico (inferior a trés) dos bagos (Maeshima, 2000). A sua estrutura
aparentemente simples faz com que esteja menos sujeita a degradacdo provocada pela
exposicdo dos bagos ao calor do que a V-H'-ATPase, tendo-se ja confirmado a sua
estabilidade a elevadas temperaturas, o que leva a admitir que a V-H'-PPase podera ser a
bomba de protdes mais ativa na acidificacdo do Iimen vacuolar em situacBes de stress
(Martinoia et al., 2007).

Nesta perspetiva, a sobre-expressdo do gene da V-H'-PPase (AVP1) em A. thaliana
resultou em plantas muito mais resistentes a elevadas concentragdes de NaCl e a falta de
agua do que as plantas nao transformadas (Gaxiola et al., 2001). Anteriormente tinha sido
ja visto que a expressdo heterdloga da pirofosfatase (AVP1) em leveduras restabelecia a
tolerancia salina de linhas mutantes sensiveis ao sal (Gaxiola et al., 1999), e este resultado
foi mais tarde confirmado por Gao et al. (2006) em plantas de tabaco.

Em principio, a maior expressdo de uma das bombas de H* devera aumentar a
compartimentacdo dos ides no vactolo perante o gradiente protonico gerado (Silva &
Gerds, 2009). Assim foi observado na haléfita Salicornia bigelovii crescida na presenca de
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elevada concentragdo salina, em que o aumento dos niveis de V-H'-PPase e da sua
atividade de bombeamento estimulou o transporte de Na® para o vactolo por via do
antiportador Na'/H* (Parks et al., 2002). Em cevada, o stress salino aumentou de forma
idéntica os niveis de transcritos da V-H*-PPase (HVP1) e do antiportador Na*/H" vacuolar
(HYNHX1), o que indica que em situacOes de salinidade a expressdo de ambos os
transportadores envolvidos na acumulagdo do Na® é coordenada (Fukuda et al., 2004a).
Estudos realizados mostraram que a expressao simultanea dos genes AVP1 e NHX1 em A.
thaliana e na planta do arroz foi mais eficiente no aumento da tolerancia salina do que a
expressao apenas do antiportador (Zhao et al., 2006; Brini et al., 2007).

A coexisténcia de dois sistemas enzimaticos distintos a desempenhar a mesma funcéo na
membrana vacuolar é, aparentemente, paradoxal. E frequentemente aceite que a V-H*-
ATPase tem um papel predominante na formacdo do gradiente eletroquimico
transmembranar, ao passo que a V-H'-PPase parece funcionar como um sistema auxiliar
no bombeamento de H”, principalmente nos tecidos mais jovens onde a produgéo de PPi é
mais intensa (Facanha & de Meis, 1998). Rea e Sanders (1987) propuseram que, ao invés
de ambas as enzimas operarem em paralelo no bombeamento de H* para o interior do
vactolo, o gradiente de H* gerado pela V-H*-PPase poderia promover a sintese de ATP,
ativando o funcionamento reverso da ATPase, principalmente em condigdes de stress onde
a producdo de energia podera estar mais comprometida. Em vesiculas de tonoplasto de
milho, a sintese de ATP foi obtida em resposta ao gradiente de H" gerado pela hidrélise de
PPi, 0 que mostra que a V-H"-PPase pode funcionar como um sistema de conservacio de
energia ao manter os niveis citosélicos de ATP (Facanha & de Meis, 1998). Rea & Poole
(1993) ja tinham salientado a importéancia fisioldgica da V-H*-PPase na manutencdo do
gradiente protonico em condigdes de fornecimento reduzido de ATP, tendo os trabalhos de
Carystinos et al. (1995) e de Darley et al. (1995) mostrado que em situagdes de baixa
producdo de ATP, como acontece na sequéncia da exposicdo de plantas a baixas
temperaturas ou de andxia, a V-H'-PPase pode substituir a V-H*-ATPase na acidificagio
do vactolo, um aspeto que foi mais tarde confirmado por Martinoia et al. (2007). Contudo,
em situagBes de salinidade tem-se verificado que a V-H™-ATPase é a enzima que mais
contribui para a energizagdo do sistema de antiporte Na'/H" e, consequentemente, para a
tolerancia salina de varias plantas. Assim aconteceu nas plantulas de Vigna unguiculata em
que o stress salino induziu a expressdo da V-H'-ATPase e o aumento da sua atividade
(Otoch et al., 2001), bem como na haléfita S. salsa sujeita a elevada salinidade (Wang et
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al., 2001; Qiu et al., 2007). Do mesmo modo, nas células em suspensdo de P. euphratica a
quantidade de proteina e a atividade da V-H'-ATPase aumentaram com a exposi¢io ao
NaCl, tendo a atividade da V-H*-PPase decrescido (Ma et al., 2002). Foi proposto que a V-
H*-PPase pode ser diretamente inibida pelo sal devido & semelhanca do Na* com o K*, um
dos cofatores da enzima (Rea & Poole, 1993). Mais tarde, Silva et al. (2010) confirmaram
em vesiculas de tonoplasto de P. euphratica que a atividade de bombeamento da V-H'-
PPase foi reduzida pelo NaCl adicionado ao meio de reagéo.

Apesar da discrepancia nos resultados entre os varios estudos, é notdria a importancia
das duas bombas de H* para a tolerancia salina, sobressaindo ainda que a atividade de
ambas é regulada pelo sal, embora de um modo diferente, sabendo-se que a resposta da V-
H'-PPase pode ser também modulada pela fase de desenvolvimento em que a planta se

encontra ou por fatores inerentes ao tecido em estudo (Maeshima, 2001).

1.3.3. Acumulacéo de solutos compativeis

A compartimentacdo do Na* e CI” no vactolo requer um aumento coordenado da
pressdo osmatica nos restantes compartimentos subcelulares e no citosol de modo a que
estes mantenham a sua turgescéncia e volume (Munns & Tester, 2008). Isto pode ser
conseguido através da sintese e acumulacdo no citosol e organelos de solutos orgéanicos,
que ndo interferem com a atividade metab6lica normal, mesmo estando presentes em
elevadas concentragdes, dai serem conhecidos por solutos compativeis. Inclusive, muitos
deles parecem ter uma funcdo protetora contra os efeitos nocivos da salinidade, pelo que é
frequente a designacdo de osmoprotetores (Tester & Davenport, 2003). Mas este processo
de ajustamento osmotico ndo sé é necessario para equilibrar a pressdo osmética do citosol
com a do vacuolo, como assume especial importancia nas espécies que excluem o sal como
mecanismo de resposta a salinidade, que dependem da acumulacdo de compostos
organicos, ou de ides como o K" e o Ca?*, para evitar a perda de agua das células
(Hasegawa et al., 2000). Como se referiu atras, em termos energéticos € mais penalizador
para a planta depender em pleno da acumulacdo de metabolitos organicos para aumentar a
sua tolerdncia osmdtica em ambientes salinos, pois a sintese destes solutos envolve um
elevado consumo de fotoassimilados que sdo desviados de outros processos metabdlicos
essenciais no crescimento das plantas (Munns & Tester, 2008). Estudos feitos em
tomateiro e na planta do sorgo crescidos na presenca de NaCl mostraram que o

ajustamento osmotico a custa da acumulacdo de agUcares esteve associado com a
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diminuicdo do crescimento (Sacher & Staples, 1985; Yang et al., 1990). Para Munns &
Tester (2008) o mecanismo baseado na exclusdo do sal permite a planta evitar o problema
da toxicidade idnica, mas a menos que a exclusio do Na" seja compensada pela absorgéo
de K", estabelece-se uma forte dependéncia da sintese de solutos que podera por em risco o
balango energético da planta. Por outro lado, é sabido que a salinidade reduz o
fornecimento de fotoassimilados para o crescimento caulinar através da reducdo da
fotossintese ou da taxa de transporte dessas substancias para as zonas de crescimento
(Yang & Lu, 2005). Dai que a capacidade da planta para manter a turgescéncia através do
ajustamento osmético € condicionada pelo fornecimento de fotoassimilados (Munns,
1988). A partida, a maior disponibilidade de fotoassimilados contribui para a resisténcia
das plantas ao sal (De Costa et al., 2007). Neste aspeto, as plantas e/ou linhas celulares que
acumulam Na* e CI” e os usam como principais osmdlitos, chegando mesmo a exibir uma
correlacdo positiva entre a tolerancia e as concentragdes intracelulares dos ides, como
acontece na linha celular de tabaco adaptada ao sal e na planta de cevada, bem como na
maioria das haléfitas, recorrem aos solutos organicos para outras funcdes na célula (Binzel
et al., 1987; Munns & James, 2003; Flowers & Colmer, 2008). Ottow et al. (2005)
observaram em P. euphratica um ligeiro aumento dos niveis de aminoacidos em resposta
ao stress salino, que apesar de ndo terem um papel ativo na osmoregulacéo, que pertenceu
ao sodio, estiveram envolvidos na estabilizacdo das proteinas, contribuindo para a
osmoprotecao.

A funcdo dos solutos compativeis ultrapassa o efeito na manutencdo da turgescéncia
celular, estando também envolvidos na estabilizacdo de proteinas e estruturas
membranares, para além de poderem participar na remoc¢do das EROs (Ashraf & Foolad,
2007). Para Munns (2005), a funcdo destes solutos na célula é varidvel com a sua
concentragdo, isto é, a elevadas concentragdes contribuem para o ajustamento osmotico, ao
passo que a baixas concentragdes desempenham uma funcdo protetora. Os solutos
compativeis caracterizam-se por serem moléculas altamente sollveis, em geral de baixo
peso molecular, neutras ou polares e com uma elevada capacidade de hidratagdo (Sairam &
Tyagi, 2004). Englobam diversos aglcares, aminoacidos e aminas quaternarias. Uma
caracteristica comum nas plantas expostas ao sal e também a outras situac6es de stress que
induzem a perda de agua, incluindo a secura e as temperaturas extremas, é a acumulagao
desses solutos, que se admite ser essencial para a tolerancia a esses fatores de stress
(Bohnert et al., 1995; Chen & Murata, 2002; Wahid et al., 2007). Vérios estudos referem
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uma relagdo positiva entre a acumulagéo de diversos solutos organicos e a tolerancia ao
stress osmético resultado da salinidade ou do défice hidrico (Smirnoff, 1998; Watanabe et
al., 2000; Longstreth et al., 2004; Gill & Tuteja, 2010). Este facto motivou a transformacéo
genética de algumas plantas para o aumento da producédo de determinados osmolitos com o
objetivo de elevar a sua tolerancia ao stress (Chen & Murata, 2002; Roosens et al., 2002;
Molinari et al., 2007; Wang et al., 2010b). Em alternativa, foi possivel contrariar os efeitos
das condi¢cdes ambientais adversas através da aplicacdo exdgena de alguns solutos,
nomeadamente de glicinabetaina e de prolina. Ashraf & Foolad (2007) descreveram alguns
exemplos que evidenciam os efeitos positivos da aplicacdo exdgena destes dois compostos
na produtividade de vérias plantas com interesse agricola sujeitas a condi¢es de stress.
Acrescente-se que os danos ultraestruturais induzidos pela salinidade em organelos como
os cloroplastos e mitocondrias foram evitados pelo tratamento das plantas com
glicinabetaina (Rahman et al., 2002).

A natureza quimica dos solutos compativeis envolvidos na tolerdncia osmdtica varia
com 0s grupos taxondmicos. Entre os aminoacidos, a prolina € acumulada por um conjunto
de plantas taxonomicamente diverso em resposta a situacfes de stress osmatico e nédo so,
por isso é considerada um dos solutos compativeis mais comuns. A glicinabetaina é o
composto quaternario de amoénio mais conhecido nas plantas, embora a sua acumulacéo
esteja confinada a um grupo mais restrito de espécies sujeitas sobretudo a condi¢des de
secura e de calor (Smirnoff, 1998; Wang et al., 2010b). Em certas halofitas e espécies
conhecidas por acumularem elevados niveis de Na* em meios salinos, como €é o caso das
plantas de beterraba, cevada ou de espinafre, a concentracéo de glicinabetaina pode atingir
elevadas concentracdes nos cloroplastos e citosol, enquanto que em outras a sua
acumulacdo é inferior ao necessario para impedir a desidratacdo (Marschner, 1995; Bartels
& Sunkar, 2005; Ashraf & Foolad, 2007). Ao que parece em espécies como O. sativa, A.
thaliana ou N. tabacum ndo é possivel produzir naturalmente o composto devido a falha de
algumas das enzimas envolvidas na sua sintese (Rhodes & Hanson, 1993).

A acumulagdo de diferentes tipos de hidratos de carbono é também referida em algumas
plantas crescidas em condicgdes de stress, a ponto de ter sido sugerido o seu envolvimento
na tolerancia ao stress osmético (Khavari-Nejad & Mostofi, 1998; Watanabe et al., 2000;
Kerepesi & Galiba, 2000; Bartels & Sunkar, 2005). Sacarose, manitol e sorbitol séo alguns
dos hidratos de carbono que mais contribuem para o ajustamento osmético em plantas sob
stress salino. Estes compostos parecem ter um papel ativo na protecdo da integridade
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membranar ao interagirem com os grupos polares dos fosfolipidos e na estabilizacdo de
complexos proteicos ou enzimas. De acrescentar, que constituem uma forma de reserva de
carbono o que € util em situacdes de stress (Parida & Das, 2005; Manchanda & Garg,
2008).

A acumulacéo de prolina é uma resposta bem conhecida a situagdes de défice hidrico e
salinidade ndo s6 em plantas, mas também noutros organismos (Ashraf & Harris, 2004;
Manchanda & Garg, 2008). Para além do calor, sabe-se que outros tipos de stress sao
igualmente indutores da sua acumulacdo, como é o caso do excesso de cadmio, a elevada
intensidade luminosa ou a radiacdo UV, no entanto, 0s niveis acumulados parecem ser
inferiores aos induzidos pelo sal (Claussen 2005; Kishor et al., 2005; Fidalgo et al., 2011).
A acumulacdo de prolina em condicGes de stress osmotico resulta essencialmente do
aumento da sua sintese, que ocorre no citosol e plastidios, e do decréscimo da degradacao
que tem lugar nas mitocondrias. Nessas condicBes, a prolina é sintetizada sobretudo a
partir do glutamato através de duas reacdes redutoras sucessivas catalisadas pela A’-
pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e Al-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR),
respetivamente. Uma outra via metabolica que envolve a molécula precursora ornitina,
transaminada em  A'-pirrolina-5-carboxilato pela enzima mitocondrial ornitina-&-
aminotransferase, contribui igualmente para a acumulagéo de prolina. Verifica-se que em
plantas jovens de A. thaliana a via da ornitina, juntamente com a do glutamato, promovem
a acumulacdo do aminodcido durante o stress salino, enquanto que a via do glutamato é
ativada nas plantas adultas (Turkan & Demiral, 2009). Ambas as vias parecem contribuir
para 0 aumento dos niveis de prolina em Medicago truncatula exposta ao sal,
independentemente da fase de desenvolvimento (Armengaud et al., 2004).

Os trabalhos realizados no ambito do stress salino sdo unanimes em atribuir a prolina um
papel no ajustamento osmético dado o aumento consideravel do aminoacido nas células
vegetais em meios salinos. Em células da halofita Distichlis spicata tratadas com 200 mM
NaCl, estimou-se uma concentracgdo citosélica de prolina em mais de 230 mM (Ketchum et
al., 1991). A acumulacdo do amino&cido atingiu nas folhas da brassica Pringlea
antiscorbutica sob stress salino teores 2-3 vezes superiores no citosol do que no vacuolo
(Aubert et al., 1999). Outros estudos sdo concordantes em mostrarem que 0S niveis
elevados de prolina sdo caracteristicos das plantas tolerantes a salinidade (Demiral &
Tirkan, 2006; Koca et al., 2007; Aghaei et al., 2008), mas nem sempre é evidente a

correlacdo entre a acumulagdo do osmdlito e a tolerancia ao stress. Acontece, por exemplo,
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na planta de cevada em que os elevados teores do aminoacido quantificados nas cultivares
mais suscetiveis a salinidade parecem ndo ter tido um papel relevante na tolerancia, sendo
uma consequéncia da situacao de stress (Chen et al., 2007b; Widodo et al., 2009). De igual
modo, o mutante de A. thaliana eskimo-1 descrito como um acumulador de prolina em
condicBes salinas revelou-se sensivel ao sal (Ghars et al., 2008). Lutts et al. (1996b) ja
havia concluido que a acumulacdo de prolina parecia ndo estar relacionada com o
ajustamento osmdtico das plantas de arroz submetidas a stress salino, tendo os autores
interpretado este tipo de resposta como um indicador de suscetibilidade em vez de um
indicador de tolerancia ao sal.

Apesar de alguma controvérsia em torno da funcdo da prolina na osmoregulacéo, o papel
da prolina na tolerancia ao sal devera ser devidamente esclarecido, nomeadamente avaliar
se a relacdo com a tolerancia ao stress é especifica da espécie ou se é afetada pelas
condi¢Bes experimentais, antes de ser usada como um indicador de tolerancia ao sal
(Ashraf & Harris, 2004). Contudo, sdo mais as evidéncias que descrevem a existéncia de
uma relacdo positiva entre a acumulacdo de prolina e a tolerancia ao stress do que o
contréario. Nesta perspetiva, a manipulacdo genética da via biossintética da prolina tem
permitido a obtencdo de plantas com maior tolerancia ao stress osmético, tal como Kishor
et al. (1995) mostraram nas transgénicas de tabaco em que a sobre-expressdo do gene de
uma das enzimas da via (P5CS) levou a acumulacdo de prolina e a maior tolerancia a
secura e salinidade. Em sentido inverso, Hong et al. (2000) ao impedirem a inibi¢do dessa
enzima pelo mecanismo de ‘feedback’ induzido pela prépria prolina, conseguiram ter no
final plantulas de tabaco capazes de crescerem na presenca de 200 mM NaCl. Uma
estratégia mais acessivel para melhorar o comportamento das plantas em condigdes
adversas consiste na aplicacdo exdgena de prolina (Ashraf & Foolad, 2007).

Em alguns estudos é notério o efeito osmoprotetor da prolina fornecida pelo exterior,
nomeadamente nas culturas de células em suspensdo de N. tabacum cultivadas em meio
salino onde a prolina exdgena ndo sO impediu a morte celular, como atenuou o efeito
inibidor do sal no crescimento das células e aumentou a atividade das enzimas do ciclo
AsA-GSH, conferindo uma maior prote¢do contra o stress oxidativo (Okuma et al., 2000;
Hoque et al., 2007a,b; Banu et al., 2009). A atividade antioxidante da prolina foi
confirmada por varios autores (Okuma et al., 2004; Molinari et al., 2007; Krishnan et al.,
2008; Gill & Tuteja, 2010) e, sendo capaz de remover as EROs, a prolina protege as
proteinas, DNA e estruturas membranares dos danos causados por estas espécies, além de
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poder ligar-se a ides metalicos e evitar a formacgédo do radical OH™ (Miller et al., 2010).
Acrescente-se ainda a capacidade da prolina para dissipar o excesso de poder redutor
durante as condicOes de stress, 0 que reforca o seu contributo na célula para a homeostasia
redox. O facto de ser degradada na mitocondria e de estar associada a cadeia respiratoria
faz com que a prolina possa ser uma fonte de energia importante para a recuperacdo do
crescimento apos o stress. A noc¢do de que a prolina pode atuar ainda como uma molécula
de sinalizacdo e influenciar a proliferagdo ou a morte celular, e regular as respostas de
defesa aos stresses abiotico e bidtico é um outro aspeto da diversidade funcional que a

caracteriza (Szabados & Savouré, 2009).

1.3.4. Inducao do sistema de defesa antioxidante

As plantas em meios salinos tém que lidar ndo s6 com o défice hidrico resultante do
efeito osmotico e com o desequilibrio idnico e toxicidade provocados pela acumulagdo do
Na’ e CI", mas também com o aumento da producio de EROs associado a estes efeitos
(Herndndez et al., 1995, 1999; Herndndez & Almansa, 2002; Foyer & Noctor, 2003;
Mahajan et al., 2008). E sabido que a salinidade ¢ um dos fatores abiéticos indutores de
stress oxidativo nas plantas. Como foi referido atrds (seccdo 1.2.2.), condi¢bes que
reduzem a difusdo de CO, através dos estomas e do mesofilo foliar, limitando o
fornecimento de CO; para a atividade da RuBisCo e o consumo de NADPH pelo ciclo de
Calvin, como acontece com a salinidade, estimulam a producdo de EROs. Os cloroplastos,
peroxissomas e mitocondrias sdo organelos com uma elevada atividade metabodlica
oxidante pelo que sdo importantes fontes de EROs, ficando particularmente expostos aos
efeitos citotoxicos das mesmas. Os efeitos das EROs e as suas consequéncias foram
descritas na seccdo 1.2.1. Foyer e colaboradores (Foyer & Noctor, 2003, 2005a; Foyer &
Shigeoka, 2011) consideram que grande parte dos prejuizos causados pela exposi¢do das
plantas a situagdes adversas esta relacionada com os danos oxidativos a nivel celular. Nesta
perspetiva, as plantas tolerantes ao sal para além de serem capazes de regular a absorcao e
a compartimentagédo idnica, deverdo apresentar um sistema antioxidante eficiente que as
proteja da acdo das EROs e impeca que se acumulem na célula (Mahajan & Tuteja, 2005).
As plantas defendem-se destas espécies através da inducao da atividade de enzimas como a
SOD, CAT e APX que eliminam as EROs através de uma série de reacoes, e das enzimas
que participam na regeneracdo das formas ativas dos compostos antioxidantes (MDHAR,

DHAR e GR). Estes compostos de baixo peso molecular (AsA, GSH e a-tocoferol, entre
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outros) reagem diretamente com as EROs e séo fundamentais para a homeostasia redox na
celula. A atividade coordenada dessas enzimas distribuidas pelos diferentes
compartimentos celulares, juntamente com 0s compostos antioxidantes compensa o
aumento da formacédo das EROs em situacdes de stress atraves da sua remocao, regulando
0s niveis internos destas espécies para que atuem como moléculas sinal (Hernandez &
Almansa, 2002).

O grau de stress oxidativo nas plantas sujeitas a condi¢cbes ambientais desfavoraveis é
controlado pelo sistema de defesa antioxidante (Turkan & Demiral, 2009). Assim, é
esperado que plantas com maior capacidade antioxidante, constitutiva ou induzida pelo sal,
sejam mais tolerantes a salinidade (Ellouzi et al., 2011). Para Xiong & Zhu (2002), a
capacidade para remover as EROs e reduzir os seus efeitos sobre os componentes celulares
representa uma caracteristica de tolerancia ao stress salino. De facto, véarios estudos
mostram que o crescimento das plantas em condicdes salinas esta associado ao aumento da
atividade das enzimas antioxidantes que lhes confere maior protecdo contra o stress
oxidativo (Lin & Kao, 2000; Lee et al., 2001; Goreta et al., 2007; Singh et al., 2007;
Yazici et al., 2007; Ashraf & Ali, 2008; Pérez-Lopez et al., 2009). A maioria dos
resultados aponta para uma relacdo direta entre a atividade antioxidante e a toleréncia ao
sal, como foi observado nos gendtipos tolerantes de beterraba ou de trigo, que mostraram
maior capacidade para lidarem com a presenca das EROs através da ativacdo do sistema
antioxidante enzimatico (Sairam & Srivastava, 2002; Bor et al., 2003; Sairam et al., 2005).
Mesmo nas haléfitas, os dados sugerem que a inducao do sistema defesa antioxidante é um
componente importante na adaptacdo a salinidade (Cai-Hong et al., 2005; Ben Amor et al.,
2006; Ellouzi et al., 2011).

Nos estudos realizados em ervilheiras foi possivel concluir que a salinidade altera a
guantidade e atividade de algumas das enzimas antioxidantes, bem como os niveis de
transcritos correspondentes, embora se tenha verificado que a tolerancia ao sal envolve a
indugéo de determinadas isoformas das enzimas SOD, APX, DHAR e GR. Desses estudos
sobressai ainda a importancia da atividade antioxidante no controlo dos niveis de EROs
nos cloroplastos, mitocéndrias e citosol, que de uma forma coordenada contribui para a
tolerancia das plantas a condicdes salinas (Gomez et al., 1999, 2004a; Hernandez et al.,
1993, 1995, 1999, 2000; Hernandez & Almansa, 2002; Noreen & Ashraf, 2009). Neste
sentido, tem havido a preocupacdo em aumentar a protecdo contra o stress oxidativo

mediante a sobre-expressdo de isoformas da SOD e da APX, ou mesmo da CAT,
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conseguindo-se plantas mais resistentes a secura e salinidade (Wang et al., 1999; Badawi
et al., 2004a,b; Wang et al., 2004; Nagamiya et al., 2007; Wang et al., 2010a).

Quando as plantas sdo substituidas por culturas de células adaptadas a salinidade é
igualmente evidente o envolvimento do sistema defesa antioxidante na aquisicdo da
tolerancia ao sal. Gossett et al. (1994a,b) demonstraram que a tolerancia observada na
planta intacta estd também presente nas culturas de tecido caloso correspondentes, onde a
maior atividade das enzimas antioxidantes conferia-lhes a capacidade para impedir
acumulacao das EROs e crescer na presenca de 150 mM NaCl. A resposta do tecido caloso
ao stress salino foi avaliada em duas espécies Acanthophyllum, tendo o tecido da menos
sensivel ao sal (A. glandulosum) apresentado a maior atividade antioxidante, ficando
protegido dos efeitos oxidativos, nomeadamente da peroxidacao lipidica (Niknam et al.,
2011). Através de linhas celulares de espécies como Lycopersicon esculentum, Solanum
tuberosum e Helianthus annuus selecionadas in vitro para crescerem em meios salinos foi
possivel concluir que a tolerancia ao sal a nivel celular envolve também a inducdo do
sistema antioxidante (Rodriguez-Rosales et al., 1999; Benavides et al., 2000; Davenport et
al., 2003). De notar, que a aquisicao de tolerancia ao NaCl, ou a um agente osmético, pode
levar ao aumento de toleréncia a um outro fator de stress, como foi o caso da linha celular
de algodoeiro tolerante a NaCl que mostrou ser também tolerante ao herbicida paraquato,
ou das células de batateira adaptadas a stress osmatico imposto por polietilenoglicol (PEG)
que exibiram elevada tolerancia a 200 mM de NaCl (Leone et al., 1994a; Gossett et al.,
1996). Este fendOmeno de “tolerancia cruzada” parece estar associado a um aumento da

atividade antioxidante que ocorreu nas células tolerantes ao sal ou ao PEG.

1.3.5. Acumulacéo de proteinas associadas a salinidade

A toleréncia a salinidade estd associada a modificagdes morfologicas e fisiologicas que
resultam em grande parte de alteragdes nos padrbes de expressdo genética. A salinidade
modifica a expressdo genetica, de tal modo, que alguns genes Sdo expressos mais
intensamente, enquanto que outros sdo menos, podendo mesmo ser reprimidos, 0 que se
traduz no aumento dos niveis de algumas proteinas e na diminuigdo de outras, ou entdo na
inibicdo da sintese e desaparecimento de determinadas proteinas (Parker et al., 2006;
Timperio et al., 2008). No entanto, pode ocorrer a expressdo de certos genes e ocasionar o
aparecimento de novas proteinas, vulgarmente referidas por “proteinas de stress”. Estas

proteinas tém merecido especial interesse por se admitir que estdo diretamente envolvidas
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na toleréncia das plantas ao stress, pelo que se tem procurado esclarecer as func¢bes das
mesmas nas respostas de defesa e 0s mecanismos que regulam a sua sintese (Wabhid et al.,
2007; Bhatnagar-Mathur et al., 2008). Alguns autores consideram que a forma de
esclarecer os mecanismos desenvolvidos pelas plantas para lidar com as condicdes
ambientais adversas passa por identificar as proteinas que sdo induzidas em resposta ao
stress (Parker et al., 2006; Xiao et al., 2009; Zorb et al., 2009). Por outro lado, €
igualmente importante identificar os genes que codificam essas proteinas e que
normalmente sdo expressos apenas na presenca do fator de stress. Esta informacdo sera
extremamente (til no melhoramento genético para se conseguirem plantas melhor
adaptadas ao stress, tal como Salekdeh & Komatsu (2007) exemplificaram para diferentes
culturas. Apesar dos esforcos, apenas algumas das proteinas associadas ao stress foram
identificadas e conhecidos os processos fisiolégicos em estdo envolvidas. E o caso das
proteinas LEA (‘Late embryogenesis abundant’) que, para além de serem caracteristicas
das sementes, acumulam-se nas plantas expostas a condi¢des indutoras de défice hidrico
como a secura, salinidade e temperaturas extremas, cuja funcdo parece estar associada com
a protecdo dos componentes celulares dos efeitos nocivos da perda de &gua, nomeadamente
evitar a formacdo de agregados proteicos e preservar a integridade das estruturas celulares
(Goyal et al., 2005). Um outro grupo de proteinas, as dehidrinas surgem também
associadas com a tolerdncia a secura e salinidade ao reduzirem o impacto negativo da
desidratacdo e do stress oxidativo (Sun & Lin, 2010), embora Wise (2003) as tenha
incluido no grande grupo das proteinas LEA. As proteinas de choque térmico (HSPs, ‘Heat
shock proteins’) caracteristicas da resposta ao calor e importantes na termotolerancia como
proteinas chaperonas, tém sido também detetadas em condic¢des de secura e salinidade, a
semelhanca do que acontece com as LEAS, o que levou a admitir que contribuem para a
homeostasia celular nessas situagdes (Timperio et al., 2008).

A toleréncia salina de certos modelos experimentais e a variagdo observada entre
cultivares tem sido explicada com base nas alteracdes do padrdo proteico. Por exemplo, a
adaptacdo de uma linha celular de tabaco a elevada salinidade esteve associada ao aumento
dos niveis de determinadas cadeias polipeptidicas e a sintese de novo de um polipéptido de
26 kDa, que desaparecia ap6s o cultivo da linha celular em meio sem sal (Ericson &
Alfinito, 1984; Singh et al., 1985). Este polipéptido contribuia em cerca de 12% para a
proteina total das células adaptadas ao NaCl e a sua sintese e acumulag&o coincidia com o

ajustamento osmatico induzido ndo s6 pela presenca do sal no meio de cultura, mas
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também do PEG (Binzel et al., 1985; Singh et al., 1989). Esta proteina foi designada por
osmotina pois parece estar envolvida na adaptacdo osmdtica das células de N. tabacum e
de S. tuberosum crescidas na presenca do sal e do agente nao ionico (LaRosa et al., 1989;
Leone et al., 1994a). Trata-se de uma proteina alcalina com trés isoformas conhecidas que
esta sobretudo localizada no vacuolo, embora se encontre também no citosol e associada as
membranas plasmatica e vacuolar (Singh et al., 1987). Apesar de estar associada com a
tolerancia a salinidade, permanece ainda por esclarecer a funcdo bioldgica da osmotina, ja
que apresenta elevada homologia com a taumatina e com outras proteinas envolvidas nas
reacOes de defesa contra os agentes patogénicos, sendo também acumulada em resposta a
infecdo por estes agentes. O facto de mostrar uma atividade antimicrobiana levou a que
fosse considerada uma proteina PR (Afroz et al., 2011). Este aspeto sugere que ha uma
semelhanca nos mecanismos utilizados pelas plantas para lidar com as vérias situacoes de
stress (Timperio et al., 2008). Provavelmente, os sinais que regulam a expresséo dos genes
envolvidos nas respostas de defesa aos varios stresses sdao comuns. Referiu-se ja que as
EROs atuam como moléculas sinalizadoras que modulam diferentes processos de defesa na
planta, tendo sido sugerido que as células vegetais pressentem as EROs por via de fatores
de transcricdo sensiveis ao estado redox que, por sua vez, ativam a expressdo das HSPs e
de outras proteinas que tém um papel ativo de defesa, como é o caso das enzimas
antioxidantes (Mittler et al., 2004; Miller et al., 2008). Também & conhecido que a
expressao de diversos genes é regulada pelo aumento dos niveis enddgenos de ABA, como
acontece com o gene da osmotina e com alguns genes rab (‘responsive to ABA’) que sdo
induzidos em resposta ao stress osmoético (Skriver & Mundy, 1990). E geralmente aceite
que o ABA fomenta a tolerancia ao stress pois, se por um lado, é evidente a sua
acumulacdo nas células e tecidos vegetais na sequéncia do tratamento salino ou da
exposicao a situacdes de défice hidrico ou de baixa temperatura, por outro lado, a aplicacdo
exogena de ABA acelera e aumenta a resisténcia de linhas celulares e de plantas a esses
fatores de stress (Chandler & Robertson, 1994; Leone et al., 1994a; Pruvot et al., 1996).
Esta aplicacédo resulta no aumento da expressdo de genes como MnSod, CAT1 e GR1 e no
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (SOD, APX e GR) (Zhu & Scandalios,
1994; Bueno et al., 1998; Hu et al., 2005; Miller et al., 2010). Do mesmo modo, a
aplicacdo externa da fitohormona aumenta a sintese da proteina CDSP 34 (‘Chloroplastic
drought-induced stress protein’), mas ndo da CDSP 32, que apesar de ambas se

acumularem nas plantas de batateira sujeitas a secura e a stress salino, pressupde que um
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outro sinal estard envolvido na inducdo da sintese da proteina de 32 kDa (Pruvot et al.,
1996). Independentemente das vias de sinalizacdo envolvidas na regulacdo da sintese das
CDSPs, estas proteinas sdo abundantes nos cloroplastos das plantas expostas ao sal, pelo
que foi proposto que a CDSP 32 acumulada no estroma participa na osmoregulacdo do
organelo, enquanto que a CDSP 34 localizada nos tilacéides parece proteger a integridade
destas estruturas e do aparelho fotossintético dos efeitos do stress oxidativo (Eymery &
Rey, 1999; Broin et al., 2000).

Contudo, convém ressalvar que nem todas as proteinas sintetizadas em resposta ao stress
participam em processos fisioldgicos conhecidos, ou estdo relacionadas com a defesa das
plantas e envolvidas na recuperacdo da homeostasia celular perante as limitacOes
ambientais. Para Singh et al. (1985) a maioria dessas proteinas aparece como uma resposta
imediata da célula ao ambiente alterado, ou em consequéncia de danos celulares, e apenas
algumas estdo envolvidas na adaptacdo das plantas ao “novo ambiente”. Quando se estuda
o efeito de fatores de stress no comportamento da planta, um aspeto a considerar é que
algumas das alteracGes observadas no padrdo de expressdo de proteinas podem dever-se a
lesbes celulares. Por exemplo, situacbes de “choque”, caracterizadas pela exposicao
abrupta da planta ou linha celular a um fator de stress de elevada intensidade, podem
conduzir a danos irreversiveis nos componentes celulares a nivel das membranas e da
conformacdo funcional das proteinas, ao passo que a exposi¢do gradual ao fator em causa
possibilita que as plantas ativem uma série de reacGes de defesa que as protejem e
permitem que retomem o seu desenvolvimento num ambiente desfavoravel (Leone et al.,
1994b; Srivastava et al., 2004; Zorb et al., 2009). Assim, para conhecer 0S mecanismos
celulares utilizados por um organismo para fazer face as perturbacdes no seu ambiente, é
importante distinguir os polipéptidos cuja sintese estd associada com a capacidade das
plantas para lidar com o fator adverso daqueles que sdo produto de lesBes na célula. A este
propdsito, Leone et al. (1994b) compararam o padréo de expressao proteica das células de
batateira gradualmente adaptadas a presenca do PEG com o padrdo das células nao
adaptadas sujeitas a choque osmotico e verificaram que a sintese proteica ndo foi inibida
nas células adaptadas, bem pelo contrario, a sintese de um conjunto vasto de proteinas
aumentou, em contraste com o padrdo das celulas sujeitas ao tratamento de choque em que
a sintese proteica foi fortemente inibida.

As plantas, mais do que 0s outros organismos, estdo sujeitas a perturbagcdes ambientais
subitas, pelo que dependem da plasticidade do seu proteoma para se defenderem e
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adaptarem a essas alteragcdes. O proteoma de um sistema bioldgico ndo € estético, é afetado
por multiplos fatores como o ciclo celular, o tipo de tecido analisado e o estado fisioldgico
em que se encontra, e pelas mudancas nas condi¢cdes do meio (Jorrin-Novo et al., 2009).
Todos os tipos de stress afetam qualitativa e/ou quantitativamente o proteoma de um
organismo, de um tecido ou de uma linha celular. Sabe-se que diferentes familias de
proteinas estdo associadas com a resposta da planta ao stress, podendo ser sintetizadas de
novo e/ou mais ou menos expressas na presenca do fator de stress (Timperio et al., 2008).
Entre outras funcgdes, essas proteinas estdo envolvidas na sinalizacdo do stress e na
transducdo do sinal, na regulacdo da transcricdo e traducdo, nos mecanismos de defesa, no
transporte de solutos (ex. transportadores ABC), no metabolismo dos hidratos de carbono e
aminoacidos, na sintese de osmdlitos ou no reforco da parede celular (Rensink et al., 2005;
Yan et al., 2005; Ahsan et al., 2007; Bhushan et al., 2007; Zhen et al., 2007; Miller et al.,
2008; Xiao et al., 2009; Manaa et al., 2011).

A eletroforese bidimensional (2-D) como técnica que permite a separacdo de proteinas
com elevada capacidade de resolucdo, tem sido utilizada para analisar e comparar as
alteracdes nos padrbes de expressao proteica induzidas pelo stress salino, no sentido de se
proceder a identificacdo das proteinas associadas a salinidade e obter pistas sobre as suas
funcBes fisiologicas e possivel envolvimento na tolerancia. Aghaei et al. (2008)
identificaram vaérias proteinas diferencialmente expressas pelo sal no proteoma caulinar de
duas cultivares de batateira com diferente tolerancia a salinidade em que se incluiam, entre
outras, as proteinas de defesa (HSPs, osmotina, TSI-1 ‘Tomato Stress Induced‘,
calreticulina), as proteinas envolvidas na fotossintese (RuBisCo, anidrase carbonica) e na
sintese proteica (glutamina sintetase). Enquanto que a maioria das proteinas com fungdes
na fotossintese e sintese proteica surgiam diminuidas em ambas as cultivares, as proteinas
relacionadas com a defesa surgiam aumentadas apenas na cultivar definida como tolerante,
com destaque para a osmotina que era detetada somente nesta cultivar. Ja se referiu que a
fotossintese € um dos processos mais afetados pela salinidade e através da 2-D foi possivel
demonstrar o impacto da acumulagdo do Na* nos cloroplastos de milho ao reduzir o nivel
de expressao de proteinas relacionadas com a maquinaria fotossintética (Zorb et al., 2009).
O aumento da enzima RuBisCo ativase e de ferritina foi visualizado ap0s a separagdo por
2-D das proteinas de plantas de arroz expostas ao stress salino, que mostrou tambéem que as
concentragdes de algumas proteinas envolvidas na resposta ao stress oxidativo (SOD e
APX) e de outras reconhecidas por participarem na fotorrespiracdo e no metabolismo do
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carbono e do azoto surgiam aumentadas (Abbasi & Komatsu, 2004; Yan et al., 2005;
Parker et al., 2006). Nesta cultura, Menezes-Benavente et al. (2004) ja havia mostrado que
a salinidade induzia o aumento da expressdo dos genes envolvidos no sistema de defesa
antioxidante das folhas e, segundo Parker et al. (2006), o aumento dos niveis de ferritina
durante o stress salino é favoravel para reduzir a producdo do radical OH™ através da
reacao de Fenton.

A maioria dos resultados obtidos com recurso a 2-D aponta para a regulagdo das enzimas
do sistema antioxidante ndo so pela salinidade, mas também por outras situacdes adversas,
provavelmente em resultado do stress oxidativo (Castro et al., 2005; Ahsan et al., 2007,
Zhen et al., 2007; Xiao et al., 2009). A analise funcional das proteinas diferencialmente
expressas pela secura entre gendétipos com diferente tolerdncia tem mostrado que a
abundancia das proteinas do sistema de defesa antioxidante é superior nas plantas mais
tolerantes a falta de agua (Kottapalli et al., 2009; Xiao et al., 2009; Xu & Huang, 2010;
Zhao et al., 2011). Embora seja evidente que a concentracdo de algumas proteinas que
intervém na fotossintese diminui pela exposicao a secura, o decréscimo é mais acentuado
entre as plantas sensiveis, 0 que parece indicar que a capacidade para manter a fotossintese
e 0 mecanismo de defesa antioxidante ativos sdo requisitos importantes na adaptacdo ao
stress hidrico (Zhao et al., 2011).

Um outro fator comum a vaérias situacfes adversas € a inducdo de proteinas das familias
das PRs, nomeadamente as proteinas pertencentes a familia das PR-10 que surgem
aumentadas pelo stress salino, secura, exposicdo a herbicidas e ao ataque de agentes
patogénicos (Pnueli et al., 2002; Kim et al., 2004; Srivastava et al., 2004; Castro et al.,
2005; Jain et al., 2006).

Embora o stress salino diminua a abundéncia de grupos de proteinas com importantes
fungdes no metabolismo celular, é certo que outros surgem aumentados, como acontece
com as proteinas envolvidas na homeostasia redox e na defesa contra o efeito osmético do
sal que, a partida, contribuem para a tolerancia salina. Se os estudos bioguimicos tém
proporcionado informacdo uatil sobre os processos utilizados pelas plantas para lidarem
com a salinidade, a abordagem protedmica veio realgar a complexidade da resposta ao sal
ao facultar novos dados sobre os mecanismos de adaptacéo e de regulagdo da expressdo
genética. A identificagdo das proteinas envolvidas na tolerancia possibilita a identificagéo e
clonagem dos respetivos genes, abrindo perspetivas ao desenvolvimento de plantas mais

resistentes a salinidade por via da engenharia genética (Xiao et al., 2009).
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1.4. Culturas in vitro como modelo para os estudos de salinidade

A importancia das culturas in vitro foi durante muito tempo reconhecida pela sua
aplicacdo na multiplicacdo de espécies de dificil propagacdo pelos métodos convencionais.
A possibilidade da conservacdo de germoplasma e da producdo de plantas isentas de
doencas por via da cultura de meristemas aumentou o interesse pela cultura de tecidos para
a selecdo e propagacdo clonal (Brown & Thorpe, 1995). Além das aplicacGes praticas, a
investigacdo em biologia vegetal também beneficiou com a utilizacdo das técnicas de
culturas in vitro, na medida em que estes modelos contribuiram para a aquisi¢édo de novos
conhecimentos em areas como a morfologia, fisiologia, bioquimica e genética (Fidalgo,
1995). Mas, talvez seja no campo da biotecnologia vegetal que as potencialidades da
cultura de tecidos tém sido mais exploradas, onde deram um importante contributo no
melhoramento de plantas ao serem usadas na hibridacdo somatica, na indugdo de variacdo
genética por mutagénese in vitro e selecdo de mutantes, ou dando suporte a engenharia
genética para a obtencdo de plantas transgénicas (Brown & Thorpe, 1995; Oliveira, 2000;
Hossain et al., 2006; Arzani, 2008).

A variabilidade genética é a base para um programa de melhoramento e, neste sentido,
as culturas de tecidos também podem ser Uteis pela variacdo somaclonal que induzem,
permitindo obter variantes que durante a regeneracdo apresentam caracteristicas que
interessam preservar tais como a resisténcia a fatores de stress, bidtico ou abidtico, ou com
caracteristicas melhoradas de producdo (Larkin & Scowcroft, 1981; Brown & Thorpe,
1995; Mohamed et al., 2000; Jain, 2001; Arzani, 2008). Com efeito, a cultura de tecidos
baseada na selecdo in vitro é referenciada como um método alternativo viavel para o
desenvolvimento de plantas tolerantes ao stress. A selecdo in vitro consiste na exposicédo de
uma grande populacdo de células/tecido caloso a um meio de cultura onde esta presente o
fator de stress e as células/tecido caloso que sobrevivem, mostrando tolerancia a esse fator,
sdo selecionadas. Em geral, dois métodos tém sido utilizados na obtencdo das células
tolerantes: i) a sele¢do gradual, em que as culturas de celulas sdo expostas a concentragdes
crescentes do fator de stress e ii) a selecdo direta, no qual as culturas sdo expostas
diretamente a concentracdo mais elevada desse fator sem qualquer tipo de aclimatacdo, dai
este procedimento ser tambeém conhecido por “tratamento de choque”. As linhas
selecionadas poderdo ser posteriormente transferidas para meios de cultura adequados a
regeneracdo de plantas por embriogénese somatica ou organogénese, ou entdo serem

usadas como modelo experimental para o estudo dos mecanismos de tolerancia a nivel
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celular (Miki et al., 2001; Sharry & Silva, 2006; Queirds et al., 2007; Hossain et al., 2007;
Batkové et al., 2008; Rai et al., 2011).

A selecdo in vitro tem sido usada com sucesso para a obtencdo de linhas celulares
tolerantes a salinidade e a secura através da adicdo ao meio de cultura de NaCl e PEG ou
manitol, respetivamente, havendo também referéncias a introducdo de metais pesados com
a finalidade de isolar células resistentes a estes elementos (Leone et al., 1994a; Rout et al.,
1999; Santos et al., 2000; Mohamed et al., 2000; Samantaray et al., 2001; Davenport et al.,
2003; Gandonou et al., 2006; Rout & Sahoo, 2007). Provavelmente, o NaCl tem sido o
fator de stress mais utilizado na selecdo in vitro a crer na lista de referéncias apresentada
por Rai et al. (2011), onde séo referidas diversas espécies em que foram conseguidas linhas
celulares capazes de crescer na presenca de concentracdes de NaCl que prejudicam o
crescimento da planta. Em algumas situages as linhas selecionadas foram utilizadas para a
regeneragao in vitro e posteriormente encaminhadas para os programas de melhoramento
(Basu et al., 1997; Ochatt et al., 1999; Hossain et al., 2007; Hassan et al., 2008), mas na
maioria dos casos as linhas foram caracterizadas a nivel fisioldgico e bioquimico com o
objetivo de contribuir para o conhecimento dos mecanismos subjacentes a tolerancia a
salinidade (Olmos & Hellin, 1996; Rodriguez-Rosales et al., 1999; Santos et al., 1999;
Davenport et al., 2003; Gandonou et al., 2006).

Segundo alguns autores, a aplicacédo da biotecnologia no aumento da tolerancia salina de
varias plantas com interesse agricola sera bem sucedida se estiverem definidos para cada
cultura os indicadores de tolerancia salina aos niveis da célula e da planta intacta. Mas para
tal, é importante esclarecer os mecanismos fisiol6gicos de tolerancia a salinidade a nivel
celular e avaliar o impacto desses mecanismos na tolerancia da planta para por a disposi¢cdo
dos melhoradores um conjunto de critérios que facilitem a selecdo (Cheeseman, 1988;
Munns, 1993, 2002; Shannon & Grieve; Ashraf & Harris, 2004; Mansour & Salama, 2004
Ashraf, 2009). Nao tem sido facil avaliar a tolerancia salina de uma planta com base nos
critérios vulgarmente utilizados (niveis de producdo, taxa de crescimento, parametros
biométricos ou outros), dai os critérios fisiologicos serem referidos como 0s mais objetivos
para avaliar essa caracteristica (Singh & Chatrath, 2001; Ashraf & Harris, 2004). A este
propdsito, e sabendo-se do envolvimento do sistema antioxidante na defesa das plantas
contra o stress oxidativo induzido pela salinidade, Ashraf (2009) propds a possibilidade
das enzimas e/ou 0s metabolitos antioxidantes serem usados como critérios no rastreio da

tolerancia salina. Mas, apesar da maioria dos estudos relacionarem a toleréncia ao sal com
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a atividade antioxidante, existe uma variacdo notoria entre espécies, e mesmo entre
cultivares, pelo que ndo é possivel validar este critério para todas as espécies (Ashraf &
Harris, 2004).

Os mecanismos utilizados pelas plantas para alcancarem a tolerancia salina sao
complexos, além de variarem com as espécies, sdo condicionados pela fase de
desenvolvimento em que a planta se encontra, pela estrutura e fungbes dos dérgdos que
influenciam o comportamento da planta em ambientes salinos (Qureshi et al., 2007). Nesta
perspetiva, as culturas de células em suspensdo ou de tecido caloso crescidas em meios
salinos constituem uma alternativa atrativa ao uso da planta intacta para estudar os
mecanismos celulares de tolerdncia a salinidade, dado representarem um sistema
experimental homogéneo, em que as variaveis do meio sdo facilmente controladas, que
evita a complexidade fisiologica e estrutural da planta intacta e a interferéncia de fatores
ligados ao desenvolvimento da planta (Leone et al., 1994b; Lultts et al., 2004).

Oportunamente foram descritas as diferentes estratégias que as plantas utilizam para
lidar com a salinidade; se umas dependem de estruturas morfologicas ou da organizacéo e
especializacdo de células e de tecidos que existem na planta intacta, outras envolvem
processos inerentes a propria célula. Apesar das culturas in vitro poderem constituir um
modelo simplificado dos fendmenos fisiolégicos que estdo envolvidos na resposta das
plantas a salinidade, elas permitem analisar a nivel celular e molecular alguns desses
fendmenos, que ndo seriam devidamente esclarecidos nos estudos em plantas (Ben-
Hayyim et al., 1987; Leone et al., 1994b; Lutts et al., 2004). De notar, que muitas das
caracteristicas relacionadas com a tolerancia das plantas ao sal refletem-se a nivel celular
(Cheeseman, 1988; Hasegawa et al., 2000; Mansour & Salama, 2004); a compartimentacao
vacuolar do Na* e CI", o ajustamento osmético e a indugdo do sistema de defesa
antioxidante sdo alguns dos processos celulares ja& comentados que sdo utilizados pelas
glicofitas e halofitas na adaptacdo a ambientes salinos (Munns & Tester, 2008). Além de
que algumas das respostas observadas nas culturas de células em condicOes salinas sdo
comuns as detetadas nas plantas nas mesmas condic¢des (Ben-Hayyim et al., 1987; Binzel
et al., 1987, 1988; Olmos & Hellin, 1996; Gueta-Dahan et al., 1997; Vera-Estrella et al.,
1999; Davenport et al., 2003; Gu et al., 2004; Lutts et al., 2004; Anil et al., 2007; Batkova
et al., 2008). De tal modo, as plantas tém sido substituidas pelas culturas in vitro nos
estudos de salinidade, em particular de tolerancia salina, embora essa substituicdo implique
uma correlagdo positiva entre os graus de tolerancia das plantas e das culturas. Esta
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correlacdo verifica-se em algumas espécies (Gossett et al., 1994b; Lutts et al., 1996c,
2004; Rus et al., 1999; Vera-Estrella et al., 1999), enquanto noutras as células em cultura
tendem a apresentar maior tolerancia salina do que as plantas intactas, havendo situacdes
em que a toleréncia é menor (Smith & McComb, 1981; Naik & Widholm, 1993; Perez-
Alfocea et al., 1994; Hawkins & Lips, 1997; Bajji et al., 1998; Santos & Caldeira, 1999).
Nos casos em que ndo existe paralelismo na toleréncia salina entre os dois niveis de
organizacdo € provavel que a resisténcia ao sal da espécie em causa dependa da
organizacdo anatomica e fisiologica que existe na planta intacta, dai as células em cultura
ndo se mostrarem tolerantes, conforme parece suceder nas haléfitas; em contraste, nas
glicofitas verifica-se um elevado grau de correlagdo entre a resposta das plantas a
salinidade e a das culturas in vitro, o que pressupde que a tolerancia nestas plantas é
determinada por mecanismos que operam a nivel celular (Smith & McComb, 1981; Naik &
Widholm, 1993; Bajji et al., 1998; Mansour & Salama, 2004). Mesmo assim é importante
comparar o comportamento das culturas in vitro com o das plantas expostas a salinidade
antes das primeiras serem usadas como modelo experimental para estabelecer o grau de
tolerancia da planta, pois ha que atender que as células em cultura crescem num ambiente
hormonal, osmético e nutricional diferente do das células na planta intacta, que podera ter
consequéncias a nivel da regulacdo da expressdo genética (Dracup, 1991; Perez-Alfocea et
al., 1994; Rus et al., 1999).

Embora se reconheca que as culturas in vitro ndo simulam com precisdo as condicdes
fisioldgicas da planta, elas constituem um sistema experimental Gtil que ja proporcionou
uma série de conhecimentos sobre varios processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas,
entre 0s quais, a tolerancia salina. Apesar de alguma controvérsia em torno do seu uso
como modelo bioldgico no estudo da tolerdncia salina, ha quem considere o melhor
sistema para distinguir os processos que operam a nivel da célula daqueles que sdo
especificos dos tecidos/drgdos e que dependem da integridade funcional da planta, com a
vantagem adicional das culturas possibilitarem a obtencdo de novos gendtipos tolerantes
(Gueta-Dahan et al., 1997; Bajji et al., 1998; Lutts et al., 2004; Rai et al., 2011).

1.5. Abordagens para aumentar a toleréncia a salinidade

A situacdo atual da salinidade em muitas regiGes aridas e semi-aridas do globo terrestre e

qgue se prevé que venha a agravar nas proximas décadas levou a que Vvarios autores
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sugerissem que a forma de minimizar o problema baseia-se no aumento da tolerancia das
plantas, de modo a que estas possam ser cultivadas em &reas ja afetadas pela acumulagéo
de sais. A recuperacdo dessas areas por via da drenagem interna e pela ado¢édo de praticas
culturais adequadas nem sempre é viavel pelos elevados custos envolvidos, além de
requerer a aplicacdo de quantidades adicionais de &gua que nem sempre existe disponivel.
Portanto, a alternativa economicamente mais vidvel passa pela op¢do por culturas e/ou
cultivares que possam produzir satisfatoriamente sob condi¢cdes de salinidade o que, por
um lado, evita o abandono das terras salinizadas e, por outro, assegura a producao de
alimentos para fazer face as necessidades atuais da populacdo mundial que se prevé que
continue a aumentar nos proximos tempos (Chen et al., 2005; Yamaguchi & Blumwald,
2005; Barrett-Lennard & Setter, 2010). O objetivo de se conseguirem culturas tolerantes a
salinidade ja € antigo. De acordo com Epstein et al. (1980), ja em 1941 se considerava a
possibilidade de se selecionarem plantas capazes de crescerem em condic¢des salinas e,
posteriormente, Jacobsen & Adams (1958) justificavam essa necessidade. Mas, foi nos
altimos 30 anos que o conceito de adaptacdo das plantas a meios salinos passou a fazer
mais sentido, quando houve a percecdo que a tolerancia salina tem uma base genética
evidenciada pela existéncia das haldfitas e das diferencas de tolerancia entre gendtipos de
uma mesma espécie glicofitica, a par de uma certa pressdo gerada no sentido de se
desenvolverem plantas mais tolerantes em face da progressiva diminuicdo da area de
cultivo e da menor abundancia de agua potavel (Wang et al., 2003).

O melhoramento pelos métodos tradicionais tem tido pouco sucesso na introducdo de
novas cultivares tolerantes, em parte devido as dificuldades na avaliacdo da tolerancia
salina nos ensaios de campo onde nem todos os fatores do meio sdo devidamente
controlados, acabando por interferir na resposta das plantas a salinidade, e onde parece
haver uma falta de consenso sobre os critérios a usar no processo de sele¢do (Richards,
1996; Arzani, 2008; Cuin et al., 2010). Adicionalmente, a variacdo na sensibilidade ao sal
com o estado ontogénico da planta também ndo facilita o processo de selecdo dos
gendtipos tolerantes ao sal (Shannon & Grieve, 1999). Além de que a tolerancia ao stress
salino é uma caracteristica multigénica, pelo que as técnicas tradicionais de melhoramento
assentes em cruzamentos inter e intraespecificos nem sempre sdo viaveis na obtencdo de
hibridos resistentes ao sal, apesar da utilizacdo de marcadores moleculares de DNA terem

facilitado a selecdo (Cuartero et al., 2006).
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Uma alternativa tem sido o desenvolvimento de novos genotipos tolerantes com o
auxilio das técnicas de engenharia genética. Com este propdsito, varios autores consideram
que numa primeira abordagem € essencial caracterizar 0s processos celulares
determinantes da tolerancia salina, de modo a se identificarem os genes envolvidos nesses
processos e para tal, as halofitas e glicofitas mais tolerantes sdo referidas como as plantas
modelo apropriadas para esse fim (Bohnert & Jensen, 1996; Flowers et al., 1997; Borsani
et al., 2003; Cuartero et al., 2006; Barrett-Lennard & Setter, 2010). De momento, sdo
varias as referéncias na literatura alegando a obtencéo de plantas com maior tolerancia ao
sal por via da manipulacdo dos genes envolvidos na sintese de osmdlitos, na prote¢do da
integridade celular e na defesa contra o stress oxidativo, ou na regulacdo da homeostasia
ionica (Borsani et al., 2003; Apse & Blumwald, 2002; Wang et al., 2003; Yamaguchi &
Blumwald, 2005). Apesar dos resultados encorajadores, 0 comportamento dessas plantas
ainda nédo foi avaliado no campo, ou quando foi, os parametros analisados ndo eram 0s
mesmos entre os estudos realizados, encontrando-se as plantas em diferentes fases de
desenvolvimento, pelo que tem sido dificil avaliar o grau de tolerancia conferido pela
expressao dos diferentes genes (Arzani, 2008). Para Flowers (2004) é importante explorar
outras vias alternativas a engenharia genética, uma vez que a tolerancia salina resulta da
combinacdo de mecanismos que operam nos diferentes niveis de organizacdo da planta que
sdo, por sua vez, controlados por um namero variavel de genes, o que significa que ainda
h& um longo caminho a percorrer até se conseguir transformar geneticamente as plantas
sensiveis em tolerantes. Entretanto, hd que considerar as potencialidades das culturas de
tecidos para a obtencdo de novos gendtipos tolerantes. Referiu-se atrds que as células em
cultura podem adaptar-se a elevados niveis de salinidade e num reduzido espago e
intervalo de tempo é possivel selecionar um grupo de células que resiste a presenca do sal,
com a vantagem adicional de se poder regenerar um largo nimero de plantas a partir
dessas células. A aplicacdo desta metodologia em alternativa as técnicas convencionais
baseia-se na ocorréncia de variagfes geneéticas entre as celulas/tecidos em cultura e as
plantas regeneradas, que podem suceder com maior frequéncia se as culturas estiverem
expostas a fatores adversos. A variagcdo somaclonal € assim aproveitada para a selecéo in
vitro de linhas variantes e no caso da caracteristica em estudo se manter estavel quer ao
nivel das células/tecido caloso, quer ao nivel das plantas regeneradas e da descendéncia
sera muito util nos programas de melhoramento (Tal, 1994; Kaeppler et al., 2000; Jain,
2001; Li et al., 2007; Arzani, 2008; Rai et al., 2011).
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Desde a primeira referéncia em N. tabacum, muitas tentativas tém sido feitas para
regenerar plantas tolerantes ao sal a partir de culturas de células em suspensdo ou de tecido
caloso selecionadas pela sua capacidade para crescerem em meios contendo concentragdes
relativamente elevadas de NaCl (Nabors et al., 1980; Miki et al., 2001; Sharry & Silva,
2006; Rai et al., 2011). No entanto, séo ainda poucos os variantes somaclonais obtidos
através da selecdo in vitro que relnem caracteristicas para serem integrados nos programas
de melhoramento (Tal, 1994; Winicov, 1991, 1996; Ochatt et al., 1999; Shankhdhar et al.,
2000; Hossain et al., 2007). Em certos casos tem-se verificado a perda da capacidade de
regeneracdo durante a selecdo, pois parece que o elevado potencial osmético dos meios
salinos prejudica a atividade metabdlica conducente a organogénese (Vijayan et al., 2003;
Sharry & Silva, 2006). Noutras situacdes, as plantas ndo mantém o mesmo grau de
tolerancia ao sal que as culturas que lhes deram origem, o que pode estar em parte
associado com a ocorréncia do fendmeno de adaptacdo epigenética. Acontece que as
células em cultura sujeitas a stress salino podem mostrar-se tolerantes devido a alteragdes
epigenéticas transmitidas apenas por divisdes mitéticas, e sendo estas alteracdes bastante
frequentes nas culturas in vitro dificultam a selecdo das células mutantes caracterizadas
pela estabilidade da tolerancia salina transmitida através da meiose e que, a partida, se
mantém ap0s a regeneracao das plantas (Tal, 1994). O problema da adaptacdo epigenética
pode ser minimizado evitando a exposicao gradual das células ao NaCl durante o processo
de obtencdo das linhas, pois quando assim acontece as células ndo tolerantes podem ficar
sujeitas a fendmenos de metilacdo do DNA que ocasionam as modificacdes epigenéticas,
enquanto que a opc¢do pela selecdo direta tende a reduzir a proliferacdo de células
epigeneticamente adaptadas (Tal, 1994; Guo et al., 2007; Gao et al., 2010). Sobre este
aspeto, o recurso aos marcadores moleculares como os RAPDs podera ser vantajoso para
identificar a base genética ou epigenética da tolerancia salina das linhas celulares
selecionadas (Ochatt et al., 1999).

1.5.1. Tecnologia dos marcadores RAPD

Entre os métodos possiveis de serem usados para a detecdo de alteracBes genéticas
induzidas pela cultura de tecidos (AFLP? RFLP®, DAF* SSR®, o método dos

2AFLP — ‘Amplified Fragment Length Polymorphism’
*RFLP — ‘Restriction Fragment Length Polymorphism’
*DAF — ‘DNA amplification fingerprinting’

°SSR — ‘Simple sequence repeats’
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polimorfismos amplificados ao acaso (RAPD®) tem sido um dos mais utilizados,
nomeadamente para avaliar a estabilidade genética de plantas micropropagadas e para
identificar variantes somaclonais (Ochatt et al., 1999; Jain, 2001; Soneji et al., 2002;
Martins et al., 2004; Chakrabarti et al., 2006; Li et al., 2007; Venkatachalam et al., 2007;
Gao et al., 2010). Além de ser o método de dete¢do de polimorfismos no DNA mais
utilizado para discriminar hibridos diversos e caracterizar cultivares, sendo também usado
na andlise da diversidade genética e no estabelecimento de relacbes filogenéticas entre
grupos taxondmicos (Singh et al., 2006; Dikshit et al., 2007; Agarwal et al., 2008;
Chakrabarty & Datta, 2010; Moon et al., 2010; Srivastava et al., 2011).

O método RAPD centra-se na pesquisa de marcadores moleculares baseados na
molécula de DNA como fonte de informacdo de polimorfismos, recorrendo a reacdo de
amplificacdo do DNA conhecida por PCR (‘Polymerase Chain Reaction’) e ao uso de
pequenas sequéncias arbitrarias de nucleotideos (‘primers’) capazes de se ligarem a cada
uma das cadeias de DNA genémico (Tingey & del Tufo, 1993). Pelo facto desta técnica
ndo exigir o conhecimento prévio da sequéncia de DNA gendmico e envolver pequenas
quantidades da molécula podera justificar o seu interesse para a detecdo de diferencas
genéticas entre individuos em diversos estudos. Além disso, é uma técnica relativamente
rapida, eficiente e simples de executar, e menos dispendiosa quando comparada com outras
(Williams et al., 1990; Devos & Gale, 1992; Agarwal et al., 2008). Provavelmente, estas
razdes fizeram com que a metodologia RAPD fosse aplicada na constru¢do de mapas
genéticos de espécies como Prunus persica, Corylus avellana e de Eucalyptus (Chaparro et
al., 1994; Grattapaglia & Sederoff, 1994; Mehlenbacher et al., 2006), e alargada a
identificacdo de marcadores moleculares associados a resisténcia a doencas e a tolerancia a
salinidade em varias espécies vegetais (Martin et al., 1991; Paran & Michelmore, 1993;
Nguyen et al., 2004; Chen et al., 2008). Inclusivamente, o método ja foi utilizado para
detetar alteragdes genéticas induzidas pela exposi¢do de plantas a solos contaminados por
cadmio (Liu et al., 2005, 2009). A possibilidade de se obter padrdes de marcadores RAPD,
por vezes designados por ‘fingerprinting’ ou impressdo digital do DNA, especificos para
cada planta e que ndo sdo influenciados pela fase de desenvolvimento ou pelas condigdes
ambientais faz com que a tecnologia dos marcadores RAPD seja util na identificagdo e
certificacdo de cultivares (Agarwal et al., 2008). Por exemplo, Moon et al. (2010)

recorreram a anélise RAPD para identificar e discriminar espécies com interesse medicinal

*RAPD — ‘Random Amplified Polymorphic DNA’
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que sdo frequentemente confundidas com a mesma designacdo devido as semelhancas
morfoldgicas entre elas. Num outro estudo, a mesma andlise serviu para discriminar novas
cultivares de roseira obtidas por mutagénese in vitro relativamente ao material que lhes deu
origem (Chakrabarty & Datta, 2010).

As alteragBes genéticas e epigenéticas que sdo frequentes nas culturas de tecidos, e que
podem ter repercussdes no fenotipo das plantas regeneradas o que, pode ser vantajoso para
0 melhoramento, mas um inconveniente para a propagacdo clonal, podem ser analisadas
atraves da tecnologia RAPD (Larkin & Scowcroft, 1981; Kaeppler et al., 2000; Jain, 2001;
Li et al., 2007). Alguns laboratérios optaram por esta técnica para verificar a fidelidade
genética de vérias plantas propagadas in vitro com o objetivo de validarem os protocolos
de micropropagacdo desenvolvidos para essas plantas (Martins et al., 2004; Li et al., 2007;
Venkatachalam et al., 2007; Gao et al., 2010). Apesar de ndo estarem ainda definidas as
causas da variacdo somaclonal, embora se admita que seja resultado de mutagdes pontuais,
alteracbes no numero de cromossomas, rearranjos cromossomicos, amplificacdo ou
metilacdo do DNA, entre outras, sabe-se que as culturas de tecidos sdo particularmente
propensas ao fendmeno (Jain, 2001). Segundo Jain (2001), o sistema in vitro funciona
como um agente mutagénico, uma vez que os tecidos sdo sujeitos a condigdes muito
adversas, desde o isolamento dos explantes, passando pelo processo de desdiferenciacdo e
diferenciacdo celular que pode culminar com a regeneracdo, que impde que as células se
reorganizem de uma forma diferente das condi¢cfes naturais, 0 que posteriormente podera
traduzir-se em alteracGes a varios niveis, quer nas células, quer nas plantas regeneradas
(Kaeppler et al., 2000). Adicionalmente, ha ainda os fatores inerentes ao préprio processo
in vitro que parecem favorecer a ocorréncia da variacdo somaclonal, como é o caso do
tempo de cultura e a opcdo pela auxina 2,4-D em detrimento de outras, embora o tipo de
planta possa também influenciar a frequéncia do fendmeno (Bordallo et al., 2004). Por
exemplo, sdo frequentes as referéncias a ocorréncia de variagdo somaclonal em solanaceas,
destacando-se a batateira que parece ser muito propensa ao aparecimento de variagdes
somaclonais (Fidalgo, 1995; Jain, 2001). Este facto podera ter levado alguns autores a
usarem os marcadores RAPD para a detecdo de polimorfismos em batateiras regeneradas a
partir de culturas de anteras ou em culturas de tecido caloso com vista a producéo de
sementes sintéticas, ou para analisar a estabilidade genética de diferentes cultivares
mantidas em estufa e em condigdes in vitro (Veilleux et al., 1995; Bordallo et al., 2004,
Chakrabarti et al., 2006).
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1.5.2. A batateira e a tolerancia a salinidade

A batateira (Solanum tuberosum L.) € uma das cerca de mil espécies do género Solanum,
que se destaca das restantes pelo elevado valor alimentar do tubérculo que produz e que a
torna numa das principais culturas mundiais, a quinta mais produzida depois da cana-do-
acucar, milho, trigo e arroz. As plantas cultivadas de Solanum tuberosum L. pertencem a
subespécie tuberosum, que se acredita que descende da subespécie andigena originaria dos
Andes que, ap6s introduzida na Europa, ter-se-a adaptado as temperaturas e fotoperiodo
deste continente (Rios et al., 2007). O tubérculo € um alimento muito rico em amido, que
contém proteinas de elevada qualidade nutricional, com um padrdo de aminoacidos bem
adequado as necessidades humanas, e quantidades substanciais de vitaminas,
nomeadamente de vitamina C e de algumas vitaminas do grupo B, e dos minerais fosforo,
magnésio e potassio (Fidalgo, 1995). A batata recém-colhida contém cerca de 80% de
agua, e os restantes 20% de matéria seca sdo constituidos por uma quantidade de amido
variavel entre os 60 e 80%. O teor de proteina em termos de peso seco € idéntico ao dos
cereais e 0 mais alto em comparagdo com outras culturas tuberosas, o que podera justificar
que seja a cultura ndo cerealifera mais importante na alimentacdo humana. Além de que é
um alimento muito versétil, que pode ser preparado e servido numa variedade de maneiras,
0 que faz com que a batata seja muito popular em todo o mundo (Horton & Anderson,
1992; Fernie & Willmitzer, 2001).

De facto, a batateira é cultivada e consumida em muitos paises distribuidos pelos cinco
continentes, ocupando uma area total que excedeu os 18 milhGes de hectares em 2010, e
que correspondeu a uma producao global préxima de 324 milhdes de toneladas, de acordo
com os dados estatisticos da FAO. Mas é um setor que tem vindo a passar por algumas
mudancas curiosas; se até ao inicio da década de 90 a maioria da producdo e do consumo
concentrava-se nos paises da Europa e América do Norte, desde entdo, tem-se assistido na
Europa a um decréscimo progressivo da producdo de batata, a par de um aumento
significativo em paises da Asia, Africa e América Latina, onde a produgdo aumentou das
cerca de 30 milhdes de toneladas em 1960 para mais de 190 milhdes em 2010. Dados da
FAO mostram que em 2005, pela primeira vez, a produgdo de batata dos paises em
desenvolvimento superou a dos paises ditos desenvolvidos, tendo a China e a India mais
impulsionado esse crescimento. De tal modo que hoje, a Asia e a Europa s&o as principais
regides produtoras de batata do mundo, tendo em 2007 contribuido em mais de 80% para a

producdo mundial, apesar de ser nos paises da América do Norte que se registam as
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maiores produtividades (FAO, 2008). Em termos de consumo verifica-se a mesma
tendéncia, um aumento do consumo por parte dos paises em desenvolvimento,
nomeadamente entre a populacdo asiatica que consome quase metade da oferta mundial de
batata, mas a elevada taxa populacional nessa regido faz com que seja ainda na Europa que
se registam os maiores valores de consumo per capita (96 kg/pessoa/ano) onde a batata
processada tem vindo cada vez mais a ser consumida. Apesar da area ocupada com a
cultura ter vindo a decair neste continente, a Europa foi lider mundial na producdo de
batata durante o seculo XX, e mantém grandes paises produtores como 0s paises da antiga
Unido Soviética e os da Unido Europeia (UE) como a Pol6nia, Alemanha, Holanda, Franga
e Reino Unido (FAO, 2008).

Em Portugal, a batata € um produto tradicionalmente consumido pelos portugueses, em
certas regides do Pais constitui a base da dieta alimentar, o que Ihe confere uma grande
importancia social e econémica. Segundo os dados da balanga alimentar, Portugal surge
entre os paises da UE que mais batata consome, embora 0 consumo nacional tem vindo a
diminuir ao longo dos anos. A semelhanca de outros paises da UE, a area cultivada tem
decrescido, tendo-se registado um decréscimo de 65,8% no periodo 1980-2007, para se
fixar num valor préximo dos 26 mil hectares em 2010 (INE, 2010). Paralelamente, a
producdo nacional de batata também diminuiu durante esse periodo (63,6%), registando-se
valores de producédo da ordem das 384 034 toneladas em 2010 (INE, 2010).

Durante muito tempo, a batateira foi considerada uma cultura moderadamente sensivel
ao excesso de sal (Maas & Hoffman, 1977), embora mais recentemente tenha sido
classificada como tendo tolerancia moderada a salinidade (Katerji et al., 2000). A
semelhanca de outras glicofitas, o crescimento da maioria das cultivares de batata é
negativamente afetado pela salinidade, bem como a producéo de tubérculos (Levy, 1992;
Levy et al., 1988, 1993; Heuer & Nadler, 1995; Elkhatib et al., 2004; Fidalgo et al., 2004).
No entanto, num estudo anterior foi observado que niveis moderados de NaCl reduzem a
producdo de tubérculos com calibres ndo comercializaveis e aumentam o teor de matéria
seca nestes Orgaos (Nadler & Heuer, 1995). Sendo a fotossintese um dos principais
processos afetados pela salinidade, o contetdo de clorofilas e a condutancia estomatica
surgem diminuidos nas plantas de batateira expostas ao sal, juntamente com o teor de
proteinas, apesar dos niveis proteicos aumentarem nas raizes (Heuer & Nadler, 1998;
Fidalgo et al., 2004; Teixeira & Pereira, 2007). A maior sensibilidade da batateira a
salinidade durante a fase de abrolhamento dos tubérculos leva a que o abrolhamento e a
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emergéncia das plantas sejam prejudicados pelo excesso de sal (Shannon & Grieve, 1999),
embora Levy (1992) considere que a tuberizacdo é uma fase particularmente suscetivel a
salinidade, o que faz com que a producéo seja reduzida.

E provavel que as diferentes consideracdes acerca da tolerancia salina da batateira
resultem de diferencas entre as cultivares testadas, dada a tendéncia para as temporas
serem menos suscetiveis a salinidade do que as cultivares tardias, ou do tipo de ensaios
realizados, pois na maioria dos estudos a tolerancia salina foi avaliada em ensaios de
campo e localizados em regides aridas (Levy, 1992; Levy et al., 1988, 1993; Heuer &
Nadler 1995, 1998; Elkhatib et al., 2004). E sabido que os fatores mais limitantes para a
batateira sdo o calor e a falta de 4gua e de calcio, e caso estes ndo sejam devidamente
controlados nos ensaios de tolerancia certamente irdo influenciar a resposta da planta ao sal
(Shannon & Grieve, 1999). Backhausen et al. (2005) verificaram que as plantas da cv.
Désirée resistiram ao tratamento prolongado com 300 mM de NaCl quando mantidas sob
elevada humidade relativa, enquanto que as plantas sujeitas a baixa humidade atmosférica
acabaram por ser danificadas de um modo irreversivel pela salinidade. Nesta perspetiva, a
utilizacdo das culturas de tecidos de batateira como modelo experimental para os estudos
de salinidade e, em particular, de tolerancia salina podera ser uma alternativa vantajosa aos
ensaios de campo que, além de ndo assegurarem um ambiente controlado, envolvem
elevados custos de manutencdo (Naik & Widholm, 1993; Martinez et al., 1996; Hawkins &
Lips, 1997; Zhang & Donnelly, 1997; Rahman et al., 2008).

As potencialidades das culturas de tecidos para induzir variagdo somaclonal podem ser
aproveitadas para melhorar os gendtipos de batateira existentes, ja que sdo frequentes as
alteracbes fenotipicas nas plantas regeneradas a partir de diversos tipos de culturas
(Espinoza et al. 1986; Rietveld et al., 1991; Fidalgo, 1995). Assim, ha toda a vantagem em
recorrer as culturas de tecidos de batateira para a obtengdo de plantas mais resistentes ao
stress salino por via da sele¢do in vitro de linhas tolerantes ao sal. Ja em 1987, varios
autores referiam a possibilidade das culturas de tecidos serem usadas no melhoramento da
batateira, ndo s6 da tolerancia salina, mas também de outras caracteristicas, uma vez que as
técnicas tradicionais tém-se revelado lentas e imprevisiveis na obtencdo de novos
gendtipos (Bajaj, 1987; Rietveld et al., 1987). Opinido partilhada por Mullins et al. (2006)
que, tendo em conta que séo necessarios pelo menos quinze anos para se desenvolver uma
nova cultivar de batata através das técnicas de melhoramento tradicionais, defenderam a

importancia da biotecnologia para se modificarem certos aspetos funcionais da cultura e
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para se criarem novas oportunidades para a utilizagdo da batata para outros fins que nao
alimentares.

A tecnologia in vitro sempre foi usada com sucesso em estudos relacionados com a
batateira, sendo a primeira planta com interesse econémico em que a biotecnologia foi
aplicada com éxito (Espinoza et al., 1986; Bajaj, 1987). Uma das aplicacbes mais
difundidas terd sido a producdo de microtubérculos em alternativa as plantas
micropropagadas por estacas caulinares, apesar destas serem ainda bastante procuradas
para se obterem tubérculos isentos de agentes patogénicos (FAO, 2008). As culturas de
tecidos com o auxilio das técnicas de biologia molecular trouxeram também novos
conhecimentos sobre 0 modo como a cultura interage com determinadas pragas e doencas
e lida com os diferentes fatores de stress abidtico. Esses conhecimentos juntamente com a
possibilidade de transformar geneticamente a batateira permitiram ja produzir plantas com
maior resisténcia a agentes patogénicos e a determinadas pragas, e espera-se que no futuro
outras caracteristicas venham a ser melhoradas, particularmente os aspetos qualitativos do

tubérculo, uma vez conhecido o genoma da planta (Mullins et al., 2006).

1.6. Objetivos

O reconhecimento da salinidade como um dos fatores que mais afeta a produtividade das
culturas, e que se prevé que venha agravar-se nos préximos tempos em consequéncia da
necessidade de se aumentar a producdo de alimentos com base numa agricultura menos
competitiva pelo uso da agua, tem fomentado o estudo dos mecanismos de tolerancia a
salinidade, sobretudo aqueles que atuam a nivel celular. O conhecimento dos mecanismos
que conferem as plantas a capacidade para crescerem em meios salinos é fundamental para
se desenvolver plantas com maior tolerdncia, na expectativa de se reaproveitar solos e
aguas salinas. A possibilidade das culturas in vitro serem usadas como sistema
experimental para estudar os mecanismos celulares de tolerancia a salinidade através da
selecdo de linhas celulares adaptadas a NaCl, levou-nos a desenvolver uma linha de tecido
caloso de batateira capaz de crescer na presenca de 150 mM NaCl. Sendo a batateira uma
cultura de elevado interesse econémico, moderadamente tolerante a salinidade, para a qual
é escassa a informacdo acerca do comportamento de linhas tolerantes selecionadas in vitro,
considerou-se que o estudo a nivel bioquimico, protedbmico e ultraestrutural na linha de

tecido caloso adaptada a 150 mM NacCl seria de grande interesse, pois ira contribuir para o
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conhecimento dos mecanismos envolvidos na tolerdncia a salinidade neste modelo
bioldgico.

A nocdo de que a salinidade interfere com o desenvolvimento das plantas através dos
efeitos osmotico e toxicidade ionica, que estdo associados ao aumento da formacgédo de
EROs, levou numa primeira fase, a analisar-se o conteudo hidrico e dos i6es sodio, cloro,
potéssio e célcio no tecido caloso adaptado a NaCl, e o grau de stress oxidativo atraves da
determinacdo da peroxidacdo lipidica. Dada a importancia do sistema de defesa
antioxidante no controlo dos niveis de EROs e, consequentemente, na tolerancia a
situacbes adversas como a salinidade, fez-se um estudo detalhado dos mecanismos
enzimatico e ndo-enzimatico. As abordagens efetuadas incluiram a avaliacdo da atividade
das enzimas antioxidantes — SOD, CAT, APX, GR e DHAR, quer por espetrofotometria,
quer em gel nativo, e a quantificacdo dos niveis de compostos organicos com acgdo
antioxidante —ascorbato, glutationa, a-tocoferol e prolina. Neste estudo, 0 comportamento
do tecido caloso adaptado a NaCl foi ainda comparado com o do tecido ndo adaptado
(controlo) exposto a um tratamento de choque com 150 mM de NacCl, e com a situacdo em
que o tecido adaptado foi transferido do meio salino para outro desprovido de sal, com o
objetivo de esclarecer a importancia de cada um dos componentes do sistema antioxidante
na tolerancia a salinidade e na resposta do tecido caloso de bateira perante uma situacéo de
stress salino intenso.

Para melhor compreender algumas das respostas do tecido caloso crescido na presenca
de NaCl foi realizado um estudo ultraestrutural. A possibilidade de ocorrerem alteracdes
ultraestruturais provocadas pela salinidade que possam estar associadas com a adaptacao
do tecido a esta situacao adversa aumenta o interesse por este estudo.

Sendo a compartimentagdo vacuolar do Na* descrita como um mecanismo essencial na
tolerancia das plantas a ambientes salinos, foi objetivo deste trabalho analisar a atividade
das bombas de protdes V-H'-ATPase e V-H'-PPase, bem como o envolvimento de um
sistema de transporte do tipo antiporte Na*/H* na membrana vacuolar do tecido caloso de
batateira, tendo-se para o efeito usado vesiculas de tonoplasto isoladas das linhas controlo
e adaptada ao sal.

Tendo em conta as potencialidades da anélise proteémica para avaliar as diferencas no
nivel de expressao de proteinas, recorreu-se a eletroforese bidimensional para se comparar

os perfis proteicos da linha adaptada ao sal com os da linha controlo, na expectativa de se
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identificarem algumas proteinas que possam estar de certo modo envolvidas no processo
de adaptacdo do tecido caloso de batateira a salinidade.

O facto do tecido caloso mantido na presenca de NaCl estar particularmente propenso a
ocorréncia de polimorfismos na molécula de DNA, entendeu-se ser relevante a analise
RAPD para detetar possiveis variacfes genotipicas. Considera-se que esta informacéo sera
atil para se tentar posteriormente a regeneracéo de plantas.
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2. Material e Métodos

2.1. Cultura de tecido caloso e condicGes de crescimento

2.1.1. Selecé@o e manutencao de linha celular adaptada a 150 mM NaCl

Linhas celulares de S. tuberosum tolerantes a concentracdes crescentes de NaCl foram
obtidas a partir de tecido caloso cultivado em meio nutritivo sem sal, tendo-se recorrido a
dois métodos de selecdo, a selecdo directa e a gradual, para a obtencdo dessas linhas
(Queiros, 2001; Queirds et al., 2007). A linha crescida na presenca de 150 mM NaCl foi
selecionada como sistema modelo para os estudos descritos nesta tese, por se tratar daquela
que, estando exposta a um elevado nivel de salinidade, manteve uma proliferacéo celular e
crescimento regulares ao longo do tempo. No entanto, no inicio do presente trabalho
procedeu-se a obtencdo de novo do material biologico, de modo, a reduzir-se a
possibilidade de ocorréncia de variacdo somaclonal, um fenémeno favorecido pela longa
permanéncia do tecido caloso em contacto com o sal através de um elevado nimero de
repicagens (Rus et al., 1999). Assim, a linha adaptada foi estabelecida por via da sele¢do
gradual, uma vez que este método revelou-se mais eficaz na obtencdo de tecido caloso
capaz de crescer na presenca de 150 mM NaCl sem se registarem perdas consideraveis de
material por mortalidade (Queir6s et al., 2007). Para esse efeito, foi usada uma cultura
estabelecida de tecido caloso, que havia sido induzida a partir de folhas jovens de plantas
de S. tuberosum L. cv. Désirée (Queirds, 2001) e que foi mantida em frascos de cultura
com 100 mL de meio de manutencdo (Tabela 2.1) previamente esterilizados por
autoclavagem (121°C, 24 min). Esta cultura foi designada por linha controlo (Figura 2.1A).
No momento de se proceder a repicagem do tecido caloso para meio fresco, porgdes de
tecido controlo (cerca de 2-4 g) foram inicialmente transferidas para meio de manutengéo
ao qual se adicionou 50 mM NaCl; ao fim de 28 dias, procedeu-se a transferéncia dos
fragmentos ndo necrosados de tecido caloso crescido na presenca de 50 mM para 0 mesmo
meio mas com 100 mM NaCl, repetindo-se o procedimento ap0s quatro semanas, em que 0
tecido foi subcultivado para meio de manutencdo com 150 mM NaCl. A linha adaptada
usada neste trabalho foi conseguida ao fim de quatro repicagens sucessivas no meio
contendo 150 mM NaCl (Figura 2.1B).
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As culturas de tecido controlo e adaptado a 150 mM NaCl foram mantidas em estufa
climatizada (25 + 1°C) e sujeitas a um fotoperiodo de 16 h de luz fornecida por um
conjunto de lampadas fluorescentes com uma intensidade luminosa de 40-60 pmol m™ s™.
A renovacdo do meio nutritivo (Tabela 2.1) foi realizada apds quatro semanas de cultura

em condigdes assépticas.

Tabela 2.1 — Composi¢do do meio de cultura utilizado na manutencdo de tecido caloso de S.
tuberosum. De notar que para a manutencéo da linha adaptada foi adicionado ao meio 8766 mg L™
NaCl. A ambos 0s meios controlo e suplementado com 150 mM foi adicionado 0,62% (p/v) de agar

Figura 2.1 — Tecido caloso controlo mantido na
auséncia de NaCl (A) e tecido crescido na
presenca de 150 mM NaCl ao fim de 4 meses de

cultura (B).

apos o ajuste de pH para 5,7 com solugcdo de KOH.

Compostos inorganicos

NH,NO;
KNO;
CaCl,.2H,0
MgS0,.7H,0
KH,PO,
Fe-EDTA

KI

H;BO;
MnSO,.H,0
ZnS0,.7H,0
Na,M00,.2H,0
CuS0,4.5H,0
C0S0,.7H,0

mg L™

1650
1900
440
370
170
40
0,83
6,2
16,9
8,6
0,25
0,025
0,025

Compostos organicos mgL*
Biotina 0,05
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Tiamina 0,5
Mio-inositol 2
Glicina 5
Acido félico 0,5
Sacarose 20 000
Hidrolisado de caseina 1000
Reguladores crescimento mg L™
Acido 2,4- )
-diclorofenoxiacético (2,4-D)
Benzilaminopurina (BA) 0,5
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2.1.2. Exposicao de tecido caloso a tratamento de choque com 150 mM NaCl

Para avaliar o efeito do tratamento de choque com NaCl no comportamento do tecido
caloso, parte do tecido controlo crescido em meio de cultura sem sal (Figura 2.2A;) foi
transferido diretamente para meio contendo 150 mM NaCl, sem qualquer adaptacédo prévia
a presenca do sal (Figura 2.2A,). Por sua vez, o tecido adaptado e cultivado em meio salino
(Figura 2.2B;) foi transferido para 0 mesmo meio mas sem NaCl (Figura 2.2B5). Ao fim de
quatro semanas de cultura em estufa climatizada e nas condi¢des acima descritas efetuou-
se a colheita do tecido caloso exposto a tratamento de choque salino (Figura 2.2A3) e

crescido na auséncia de sal (Figura 2.2B3).

Figura 2.2 — Esquema do procedimento utilizado para analisar o comportamento do tecido
caloso quando sujeito a alteracdo das condicGes de crescimento. O tecido caloso controlo
(Ay) foi cultivado em meio contendo 150 mM NaCl (Ay), e ao fim de 28 dias de cultura foi
colhido (A3). O tecido adaptado crescido na presenca de 150 mM NaCl (B,) foi mantido
durante 28 dias em meio nutritivo sem sal (B,), sendo depois colhido (Bs3).

2.1.3. Colheita de tecido caloso

A colheita do material controlo e adaptado foi realizada ao fim de 28 dias de cultura,
coincidindo com o momento em que o tecido caloso controlo era subcultivado para meio
fresco e tendo decorridos seis meses de permanéncia do tecido adaptado em meio salino,
sendo que esteve exposto durante quatro meses a 150 mM NaCl. De salientar, que nas
varias colheitas realizadas ao longo deste trabalho foi nosso objetivo assegurar que o
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material adaptado apresentasse 0 mesmo tempo de exposic¢ao ao sal, de modo a minorar as
diferencas entre réplicas bioldgicas.

O material biologico usado para a avaliacdo de determinados parametros bioquimicos e
estudo do sistema de defesa antioxidante foi colhido em trés datas diferentes, a partir de
tecido caloso mantido em quatro frascos predefinidos para avaliar o crescimento. Em cada
colheita procedeu-se a pesagem do tecido contido em cada frasco para quantificacdo do
crescimento; posteriormente, o tecido caloso de cada condicéo experimental foi congelado
e reduzido a pé em azoto liquido, dividido em aliquotas que foram pesadas e armazenadas
a —80°C. Para os restantes estudos foi também usado material recolhido de pelo menos
quatro frascos de cultura, em trés datas diferentes, funcionado assim cada colheita como
um ensaio independente. Material fresco foi processado de imediato para os estudos de
ultraestrutura e de transporte em vesiculas de tonoplasto, como indicado adiante. Por sua
vez, o tecido caloso destinado a avaliacdo genotipica foi inicialmente sujeito a uma
secagem rapida em papel de filtro, para ser depois congelado e reduzido a pé em azoto
liquido e guardado a —80°C. J& para a analise protedmica por eletroforese bidimensional
foram usadas amostras de material controlo e adaptado que fora submetido a um processo
de liofilizacdo, ap6s congelamento e reducdo a p6 em azoto liquido.

Relativamente a colheita do tecido que foi sujeito ao tratamento de choque com sal, esta
foi realizada no final do tratamento, isto €, quatro semanas apds a transferéncia do tecido
caloso controlo para meio de cultura com sal. Paralelamente, procedeu-se & colheita do
tecido adaptado que havia sido transferido para meio sem sal. De mencionar, que 0
material usado para os varios estudos foi recolhido de dez frascos de cultura, operacao
realizada em duas datas. O tecido caloso colhido foi pesado, congelado e reduzido a p6 em

azoto liquido e armazenado a —80°C.

2.2. Estudos em tecido caloso adaptado a 150 mM NaCl e sujeito a

tratamento de choque

2.2.1. Avaliagéo do crescimento e contetdo hidrico

No momento de se proceder a repicagem do tecido caloso para novo meio, em condigdes
de assepsia, porcOes de tecido controlo e adaptado foram pesadas em frascos de cultura
contendo meio (peso inicial, p;), e ao fim de 28 dias, todo o tecido foi recolhido e pesado
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(peso final, pf). O crescimento foi expresso em termos de crescimento absoluto atraves da
equacéo 1.

Crescimento (%) = PP, 100 [1]

O mesmo procedimento foi seguido para quantificar o crescimento do tecido sujeito a
choque salino e do que alternou para meio sem sal.

O conteudo hidrico foi estimado com base no peso seco (ps), que foi determinado apds a
secagem em estufa a 80°C dos calos das varias condi¢Ges experimentais até a estabilizacdo
do peso, utilizando a equacéo 2,

Contetdo hidrico (%) = _Pe " P x 100 [2]

fr

em que, ps (g) € o peso fresco do tecido e ps (g) 0 peso seco.

2.2.2. Analise de elementos inorganicos

A anélise dos ides sddio (Na"), potassio (K*), calcio (Ca?*) e cloreto (CI") foi efetuada
em amostras de tecido caloso previamente seco (cerca de 1,0 g). Apos digestao por solugédo
de agua régia (HCI+HNO3z) em micro-ondas, os elementos sodio e potassio foram
determinados por fotometria de chama, e o célcio por espetrofotometria de absorcdo
atébmica. O ido cloreto foi determinado no extrato aquoso das amostras secas depois de

maceradas por titulacdo utilizando o método de Mohr.

2.2.3. Determinacédo da peroxidacéo lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada através da quantificagdo do malondialdeido
(MDA), o produto final da reagdo ocorrida ao nivel da estrutura membranar, seguindo o
procedimento descrito por Heath & Packer (1968). Amostras de tecido caloso (cerca de 0,2
g) guardadas a —80°C foram homogeneizadas em 1 mL de TCA® 0,1% (p/v) usando um
‘vortex’. Centrifugaram-se os homogeneizados a 10000 x g durante 10 min, e a aliquotas
de 0,250 mL de sobrenadante adicionou-se 1 mL de TBA? 0,5% (p/v) em TCA 20%.
Paralelamente, preparou-se o branco através da juncdo de TCA 0,1% em substituicdo da
amostra com 1 mL da mistura de TCA com TBA. Apo6s 30 min de incubacdo a 95°C, o

branco e as amostras foram arrefecidas em gelo durante 10 min e centrifugadas a 10000 x

Tca- Acido tricloroacético
>TBA — Acido tiobarbittrico
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g durante 15 min. A absorvancia do sobrenadante foi lida a 532 nm e 600 nm, e o contetido
de MDA (expresso em nmol de MDA por grama de peso fresco) calculado a partir da
diferenca entre os valores obtidos a 532 nm e 600 nm, usando o coeficiente de extin¢ao

molar de 155 mM™ cm™,

2.2.4. Doseamento da prolina

O contetdo da prolina foi determinado de acordo com a técnica descrita por Bates et al.
(1973). Num almofariz com um pouco de areia de quartzo, homogeneizou-se cerca de 0,5
g de tecido caloso mantido a —80°C em 10 mL de &cido sulfosalicilico 3% (p/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 500 x g durante 10 min, a 10°C, e uma aliquota de 2 mL
de sobrenadante foi usada para a reacao colorimétrica com igual volume de &cido acético
glacial e de ninidrina acida. A mistura foi incubada 1 h a 100°C e, apos arrefecimento em
gelo, adicionou-se 4 mL de tolueno. Depois de agitar vigorosamente, deixou-se estabilizar
para separacao das fases; recolheu-se a fase superior de cor avermelhada e a absorvéncia
foi lida a 520 nm, usando o tolueno como branco. Uma reta padrdo obtida a partir de
solucgdes de prolina de concentracdo conhecida foi usada para determinar a concentracdo de

prolina em cada amostra.

2.2.5. Estudo bioquimico do sistema de defesa antioxidante
2.2.5.1. Andlise da atividade de enzimas antioxidantes

2.2.5.1.1. Preparacdo dos extratos enzimaticos e quantificacdo de proteina

Amostras de tecido caloso (cerca de 1 g) foram homogeneizadas a 0-4°C num almofariz
com um pouco de areia de quartzo e no meio de extragdo com a seguinte composicao:
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,3), Na,-EDTA® 1 mM, glicerol 8% (v/v),
ascorbato 5 mM, PMSF* 1 mM, inibidor de proteases [1,4 pastilhas/10 mL Complete™,
Mini, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail (Roche)] e PVPP® insoltvel 2% (p/v). O
extrato foi centrifugado a 35000 x g durante 18 min, a 4°C, e o sobrenadante foi usado para
a quantificacdo da proteina soluvel e para os ensaios de atividade das seguintes enzimas:

superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), glutationa

3Na,-EDTA — Acido etilenodiaminotetraacético disodico
*PMSF — Fluoreto de fenilmetilsulfonilo
*PVPP — Polivinilpolipirrolidona
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redutase (GR) e desidroascorbato redutase (DHAR). O sedimento obtido foi também
aproveitado com a finalidade de estudar a atividade da APX associada as membranas.
Assim, o sedimento foi ressuspenso no tampéo de extracéo contendo CHAPS® 2% (p/v) e a
suspensdo resultante foi incubada durante 30 min sob ligeira agitacdo a 4°C; ap6s 18 min
de centrifugacdo a 35000 x g e a 4°C, o sobrenadante recolhido foi definido como a fracéo
insolavel.

Dos extratos obtidos foram separadas aliquotas para a quantificacdo de proteinas e
preparadas aliquotas para os estudos de atividade enzimatica, tendo ainda uma parte do
extrato sido transferido para tubos ‘Amicon Ultra’ (Millipore Corporation) e concentrado
através de duas centrifugagdes consecutivas a 5000 x g durante 15 min a 4°C. As amostras
destinadas & avaliagcdo da actividade da CAT, GR e DHAR adicionou-se DTT’ numa
concentracdo final de 10 mM e glicerol para a concentragcdo de 40%, enquanto para a
avaliacdo da APX apenas foi adicionado ao extrato glicerol (40%). Para além deste Gltimo
reagente, foi também incluida azida sddica (10 uM) na preparacdo das amostras para a
analise da SOD. Por sua vez, o extrato concentrado foi combinado com glicerol (40%) para
a visualizacdo em gel nativo da atividade da APX, tendo-se acrescentado ainda azida
sodica (10 uM) ou DTT (10 mM) para a visualizacdo das atividades da SOD e da GR,
respetivamente. As amostras preparadas para a quantificacdo espetrofotométrica da
atividade foram utilizadas logo ap0s a extracdo de proteinas, sendo mantidas a temperatura
entre 0 e 4°C até a sua utilizacdo, enquanto as amostras destinadas a aplicacdo em gel
nativo foram guardadas a —80°C, com a excepcdo dos extratos enzimaticos da APX e GR
cujas eletroforeses decorreram no dia de extracao.

A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o método descrito por Bradford
(1976). Fez-se reagir em ‘cuvette’ de espetrofotometro 33 pL de extrato previamente
diluido com 990 pL de solugdo de ‘Coomassie Plus™ Protein Assay Reagent’ (Pierce),
usando agua como branco e preparados triplicados para cada amostra. Ao fim de 10 min a
temperatura ambiente e na obscuridade, foram feitas leituras de absorvancia a 595 nm.
Uma reta padrdo obtida a partir de solucdes de BSA® de concentracdo conhecida foi usada

para determinar a concentracéo de proteina em cada amostra.

®CHAPS — 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato
'DTT - Ditiotreitrol
*BSA — Albumina sérica bovina
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2.2.5.1.2. Quantificagdo espetrofotométrica da atividade enzimatica

Superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada por espetrofotometria com base na inibicdo da
reducdo fotoquimica do NBT®, de acordo com o método descrito por Becana et al. (1986).
A mistura de reacdo num volume final de 3 mL continha tampédo fosfato de potassio 50
mM (pH 7,8), Na;-EDTA 0,1 mM, metionina 13 mM, NBT 75 pM, riboflavina 2 uM e o
extrato enzimatico correspondente a 40-60 g de proteina. A reacdao enzimatica foi iniciada
pela adicao da riboflavina, e os tubos contendo a mistura foram de imediato iluminados por
um conjunto de seis ldmpadas fluorescentes de 11W, num suporte giratério, durante 10
min. A reacdo terminou quando a luz foi desligada.

Os brancos foram preparados com todos os reagentes da mistura substituindo a
componente de iluminacdo por condicBes de obscuridade, enquanto os controlos receberam
0 meio usado na extracdo em vez do extrato enzimatico. O produto da reacdo foi
quantificado pela leitura de absorvancia a 560 nm e uma unidade de SOD foi definida

como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a reducdo do NBT.

Catalase (CAT; EC 1.11.1.6)

O método espetrofotométrico descrito por Rao et al. (1996) foi usado para quantificar a
atividade da CAT. A reacdo ocorreu a 25°C em 1 mL de volume final contendo tampé&o
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), extrato enzimético correspondente a cerca de 2-4 ug
de proteina, e foi iniciada pela adi¢cdo do H,O, na concentracdo final de 0,12% (v/v). A
taxa de degradacdo do H,O, pela enzima foi monitorizada por leituras de absorvancia a
240 nm em intervalos de 15 segundos, durante 1 min. Com base na Lei de Lambert-Beer e
sabendo que o coeficiente de extingdo molar para o H,0, é 39,4 mM ™ cm™, a atividade da

CAT foi determinada e expressa em nmol H,0, min™ mg™ proteina.

Peroxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.11)

A actividade da APX nas fragdes solivel e insoluvel foi testada pelo método
espetrofotométrico descrito por Amako et al. (1994). A mistura de reacdo continha tampé&o
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,3), ascorbato 0,5 mM, extrato enzimatico

correspondente a cerca de 5-10 ug de proteina, H,O, 0,1 mM, e agua a perfazer o volume

’NBT - Nitroazul de tetrazélio
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final de 1 mL. Paralelamente, foi preparado o branco com todos os componentes da reacéo,
substituindo-se o0 extrato enzimatico pelo meio usado na extrac¢do. A reacdo ocorreu a
25°C e foi iniciada pela adicdo do H,0,, sendo a taxa de oxidacdo do ascorbato
monitorizada por leituras de absorvancia a 300 nm em intervalos de 30 segundos, durante 1
min. A atividade da APX foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar de
0,49 mM™ cm™ e expressa em pmol AsA oxidado min™ mg™ proteina.

Glutationa redutase (GR; EC 1.6.4.2)

A quantificacdo da atividade da GR pelo método espetrofotométrico foi realizada de
acordo com Rao et al. (1996). A mistura de reacdo continha tampdo fosfato de potassio
100 mM (pH 7,8), Na,-EDTA 2 mM, GSSG 0,5 mM, NADPH 0,2 mM, extrato enzimético
correspondente a cerca de 10-20 ug de proteina, e agua a perfazer o volume final de 1 mL.
O branco foi obtido pela substituicdo do extrato enzimatico pelo meio usado na extracéo,
para além de todos os outros reagentes da mistura. A reacdo ocorreu a 25°C, foi iniciada
pela adicdo de NADPH e a taxa de oxidagdo deste composto foi monitorizada por leituras
de absorvancia a 340 nm em intervalos de 15 segundos, durante 1 min. A actividade da GR
foi determinada utilizando o coeficiente de extincdo molar de 6,22 mM ™ cm™ e expressa

em pmol NADPH oxidado min™ mg™ proteina.

Desidroascorbato redutase (DHAR; EC 1.8.5.1)

A atividade da DHAR foi quantificada de acordo com a técnica descrita por Nakano &
Asada (1981), com algumas alteracdes. A mistura de reacdo tinha a seguinte composi¢ao:
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), Na,-EDTA 0,1 mM, GSH 2,5 mM, DHA 0,4
mM, extrato enzimatico correspondente a cerca de 2-4 ug de proteina, e agua a perfazer o
volume final de 1 mL. Para o branco adicionou-se a mistura 0 meio usado na extracdo em
vez do extrato enzimatico. A reacdo ocorreu a 25°C e foi iniciada pela adi¢cdo de DHA,
sendo a taxa de formacao do ascorbato monitorizada por leituras de absorvancia a 265 nm
em intervalos de 15 segundos, durante 1 min. A atividade da enzima foi determinada
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 14,0 mM™ cm™ e expressa em umol AsA

min™ mg™ proteina.
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2.2.5.1.3. Eletroforese e detecdo da atividade de enzimas antioxidantes em gel
nativo de poliacrilamida

A separacdo eletroforética das isoformas das enzimas antioxidantes foi feita em géis
nativos de poliacrilamida com 1,5 mm de espessura, usando o sistema descontinuo de
Laemmli  (1970), no qual foram utilizados géis separadores de 7-10%
(acrilamida:bisacrilamida, 29:1; Bio-RAD) e géis concentradores de 4%, ambos com
glicerol 10%. Os varios extratos enzimaticos foram combinados com tamp&o de amostra®
na proporcdo de 10:1 imediatamente antes de serem aplicados no gel. A eletroforese foi
realizada na unidade ‘SE 260 Mighty Small 1I’ (Amersham Biosciences), a 4°C, em
tampao Tris-HCI'! 25 mM e glicina 192 mM (pH 8,3).

SOD

Os trés tipos de SOD foram separados em gel separador 10%, com uma intensidade de
corrente de 15 mA, tendo sido aplicados 30 pg de proteina no gel. Apos a eletroforese, a
atividade da enzima foi visualizada através da técnica de revelacdo descrita por Donahue et
al. (1997). Para a revelacdo, os geis foram cortados em trés porcdes equivalentes, sendo
duas delas destinadas a acéo dos inibidores KCN? e H,0,. Estes dois inibidores permitem
identificar os trés tipos de SOD, sendo que o KCN inibe a atividade da Cu/Zn-SOD,
enquanto o H,O, inibe a Cu/Zn-SOD e Fe-SOD (Becana et al., 1989). Cada uma das
porcdes foi incubada com agitacdo em tampdo fosfato de sodio e potassio 50 mM (pH 7,8)
com Na,-EDTA 1 mM, durante 20 min, em condi¢cBes de obscuridade, tendo-se
acrescentado numa delas KCN na concentracdo final de 4 mM e na outra H,O, 5 mM. A
seguir, as porcdes dos géis foram novamente incubadas em tampédo fosfato de sédio e
potassio 50 mM (pH 7,8) e Na,-EDTA 1 mM, contendo NBT 0,24 mM, riboflavina 33,2
UM e TEMED® 0,2% (v/v); &s respetivas porcdes foi acrescentado KCN 4 mM e H,0, 5
mM. Apo6s 20 min na obscuridade e em agitacdo, os geis foram lavados em &gua destilada
e mantidos sob uma lampada de 60W até se atingir o contraste desejado entre as bandas de
atividade e o fundo.

Tamp#o de amostra — Sacarose 50% (p/v) e azul de bromofenol 0,1% (v/v)
YTris-HCI — Tris(hidroximetil) aminometano, com pH ajustado com &cido cloridrico
2KCN - Cianeto de potéssio

BTEMED - Tetrametiletilenodiamina
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CAT

O padrdo de isoformas da CAT foi analisado usando o gel de separacdo 7%. O extrato
enzimatico com 2 ug de proteina foi combinado com tampéo de amostra contendo DTT 60
mM (Anderson et al., 1995) e a eletroforese foi realizada com uma voltagem constante de
80 V, durante 6 h. Terminada a eletroforese, a atividade da enzima foi detetada com base
no método descrito por Clare et al. (1984). Inicialmente, os géis foram incubados com
agitacéo e na obscuridade em tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) com HRP** 0,05
mg mL™? (p/v). Ao fim de 45 min, foi adicionado & solucéo H,O, (concentracdo final de 5
mM) e a incubagédo prolongou-se por mais 10 min. No final, os géis foram lavados em &gua
destilada e mergulhados em tamp&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) com DAB™ 0,5

mg mL™ (p/v) até se visualizarem as bandas de actividade.

APX

Para a detecdo da atividade da APX foi usado o gel separador a 10%. Ao tampéo de
eletroforese foi adicionado ascorbato 2 mM e, antes da aplicacdo das amostras, foi feita
uma pré-corrida com intensidade de 35 mA, durante 30 min e a 4°C, para permitir que o
ascorbato se incorporasse no gel. Cerca de 25 ug de proteina foram aplicados no gel e a
eletroforese decorreu com uma amperagem fixa de 15 mA. A técnica de revelacdo de
Mittler & Zilinskas (1993) foi usada para visualizar no gel a atividade da enzima. O
procedimento usado foi o0 seguinte: os géis foram incubados com agitacdo e na obscuridade
em tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) com ascorbato 2 mM, durante 30 min,
sendo a solucdo de incubacdo substituida ao fim de 15 min. Seguiu-se nova etapa de
incubacdo em que os géis foram mergulhados em tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH
7,0) com ascorbato 4 mM e H,0, 2 mM, durante 20 min que, ap6s lavagem em tampao
fosfato de potéassio 50 mM (pH 7,0), os géis foram colocados em tampdo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,8) contendo TEMED 28 mM e NBT 2,45 mM até se visualizarem
as bandas claras num fundo escuro. A reacdo foi parada por lavagem em agua destilada.

No sentido de averiguar se as bandas detetadas eram efetivamente peroxidases do
ascorbato, recorreu-se a inibi¢do especifica da atividade desta enzima utilizando o inibidor

p-HMB?®. Para esse efeito, foi necessério aplicar as amostras em duplicado para que, ap6s

Y“HRP - ‘Horseradish peroxidase’
®DAB - 3,3’-Diaminobenzidina
18p-HMB — p-Hidroximercuribenzoato
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a eletroforese, o gel fosse cortado em duas partes, uma para visualizar o zimograma da
APX e a outra para ser sujeita a acdo do inibidor. Deste modo, o procedimento anterior foi
realizado em paralelo, tendo na por¢édo do gel sujeita ao inibidor estado presente em todas

as etapas da revelagdo o p-HMB na concentracéo final de 600 uM.

GR

Para a separacdo eletroforética das isoformas da GR foi usado o gel separador a 8%. De
cada amostra aplicaram-se 40 ug de proteina, que foram submetidos a uma voltagem fixa
de 80 V. No final da eletroforese, a revelacdo foi feita com base no método descrito por
Anderson et al. (1995). O gel foi incubado em tampédo Tris-HCI 250 mM (pH 7,8),
contendo MTTY" 0,25 mM, DCPIP*® 0,34 mM, GSSG 3,6 mM e NADPH 0,4 mM, com
agitacdo e na obscuridade, durante 1 h, utilizando-se no final &cido acético 7,5% para parar
a reacdo. Para confirmar a identidade das bandas como sendo isoformas da GR, um
duplicado do gel foi incubado na mesma solucdo mas sem GSSG. Assim, e tal como
referido para a APX, as amostras foram aplicadas em duplicado e, antes da revelacéo, o gel

foi cortado em duas partes.

2.2.5.1.4. ‘Western blotting’ com anticorpos especificos anti-CAT1 e -CAT?2,
anti-cAPX e -pAPX

Apo6s a separacdo eletroforética das isoformas da CAT e da APX, e antes da
eletrotransferéncia, os géis foram incubados com agitagdo em tampdo Tris-HCI 187,5 mM
(pH 8,8) contendo mercaptoetanol 5% (v/v) e SDS® 0,3% (p/v), durante 1 h & temperatura
ambiente. As isoformas separadas em gel nativo foram transferidas para membranas de
nitrocelulose com um poro de 0,45 pum (Schleicher & Schuell, BioScience), utilizando-se
para o efeito o equipamento ‘TE Series Transphor Electrophoresis Unit’ (Hoefer Scientific
Instruments) e o tampdo de transferéncia composto por metanol 20% (v/v) e SDS 0,1% em
Tris-HCI 50 mM (pH 8,3) e glicina 380 mM. A transferéncia foi realizada a 14°C com uma
intensidade de corrente de 20 mA, durante 16 h, seguida de uma corrente de 200 mA
durante 1 h.

YMTT — 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazélio
¥DCPIP - 2,6-diclorofenolindofenol
13DS — Dodecil sulfato de sédio
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ApoGs a transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram incubadas durante 1 h a
temperatura ambiente em solucdo PBS-T? (pH 7,4) contendo 5% de leite magro em pé
(p/v), a que se seguiu uma lavagem de 15 min, e trés lavagens de 5 min, em PBS-T com
1% de leite magro em po. Lavadas as membranas na solucdo de blogueio, estas foram
incubadas com agitacdo suave a 4°C e durante 16 h com os anticorpos primarios anti-
CAT1 e anti-CAT2 (Santos et al., 2004; Almeida et al., 2005), diluidos 1:1250 em PBS-T
contendo BSA 0,3%, e os anticorpos® anti-cAPX (APX citosélica) (Nito et al., 2001) e
anti-pAPX (APX peroxissomal) (Corpas & Trelease, 1998), ambos diluidos 1:1200 na
mesma solucdo. Apos quatro lavagens (uma de 15 min e outras trés de 5 min) em PBS-T
com 1% de leite magro em po, as membranas foram incubadas a temperatura ambiente
durante 1 h com o anticorpo secundério® diluido 1:2000 em PBS-T com BSA 0,3%. No
final da incubacdo, as membranas foram varias vezes lavadas em PBS-T (uma lavagem de
15 min e quatro de 5 min) para se proceder, a seguir, a imunodetecdo. Este processo foi
efetuado com base no método quimio-fluorescente, tendo sido utilizados os reagentes do
‘kit” ECL® (‘Lumi-Light Plus Western blotting substrate’, GE Healthcare) e seguidas as
instrucdes descritas para a detecdo do sinal nas membranas. A visualizacdo foi feita em
filme radiografico (Ortho CP-G Plus, Agfa) recorrendo ao revelador ‘Fuji Medical Film

Processor’.

2.2.5.1.5. Anélise densitométrica

Os géis nativos e os filmes derivados de ‘western blotting” foram digitalizados no
densitometro GS-800 (Bio-RAD) e as variacOes de atividade das enzimas nos geéis e dos
niveis de isoformas nos filmes foram analisados no programa de analise de imagem
‘Quantity One’ (Bio-RAD). Foi determinada a area relativa e a intensidade relativa de cada
banda, sendo a quantificacdo de cada banda dada pela razdo intensidade/area dessa banda.
Os valores obtidos das leituras densitométricas para as bandas em analise foram
normalizados em relacdo aos valores registados para as bandas controlo (definidas como
100%).

2pBS-T — ‘Phosphate buffered saline-Tween 20’ [(NaCl 0,8%, KCI 0,02%, Na,HPO, 0,144% e KH,PO,
0,024% com monolaurato de polixilenosorbitano 0,1% (v/v)]

2L Anti-cAPX gentilmente cedido pelo Prof. Mikio Nishimura (National Institute for Basic Biology, Okazaki,
Japan) e anti-pAPX cedido pelo Prof. Francisco Javier Corpas (Estacion Experimental del Zaidin,
Granada, Spain)

22 Anticorpo secundario — anti-lgG (imunoglobulina tipo G) de coelho conjugado com a enzima peroxidase
(‘Peroxidase-labelled anti-rabbit 1gG’, Vector Laboratories)

ZECL — ‘Enhanced chemoluminiscense’
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2.2.5.2. Extragéo e quantificacdo de compostos antioxidantes

Ascorbato

Amostras congeladas de tecido caloso (cerca de 0,6 g) foram homogeneizadas a 0-4°C,
num almofariz com um pouco de areia de quartzo, em 3 mL de &cido metafosforico a 5%
(p/v) contendo Na,-EDTA 1 mM e PVPP insolavel 2% (p/v). O extrato foi centrifugado a
19000 x g, durante 15 min, a 4°C, e o sobrenadante foi usado para a quantificacdo do
ascorbato.

Atendendo a que o0 ascorbato (AsA) e a sua forma oxidada, o desidroascorbato (DHA),
constituem em conjunto a denominada vitamina C, embora somente 0 ascorbato possua
atividade antioxidante (Conklin, 1998; Rodrigues, 1998), as duas formas foram analisadas
por polarografia diferencial de impulsos de acordo com a metodologia desenvolvida por
Rodrigues et al. (2010). A determinagéo seletiva do AsA e do DHA tem especial interesse
pois a razdo entre as concentracdes destas duas formas permite acompanhar a evolucao do
estado oxidativo do tecido caloso. O processo polarografico de analise dos dois compostos
baseou-se na oxidacdo prévia do AsA a DHA, por intermédio da NBSI**, e na
derivatizacdo do DHA, composto a-dicarbonilico, com a OFDA?, uma o-diamina
aromatica, para formar um composto do tipo quinoxalina que foi analisado
polarograficamente. Utilizando este procedimento determinou-se, simultaneamente, as
quantidades de AsA e de DHA existentes na amostra. Suprimindo o passo de oxidacéo,
determinou-se unicamente o DHA presente na amostra; usando a oxidagdo com NBSI
determinava-se o teor total (AsA + DHA). A diferenca entre os dois resultados permitiu
calcular a concentracao de AsA.

As determinagdes polarogréaficas foram realizadas num sistema de voltametria
‘Metrohm’ (VA Processor 646) que controlava um posto de polarografia ‘Metrohm’ (VA
Stand 647) constituido por um elétrodo multimodo de mercurio (elétrodo de trabalho), um
elétrodo de referéncia de Ag/AgCIl, KCI 3M e por um elétrodo auxiliar de platina. As
condicOes operacionais que foram utilizadas nos ensaios polarogréficos foram as seguintes:
elétrodo de mercdrio gotejante; amplitude de impulso de 50 mV (impulso catddico);

velocidade de varrimento do potencial de 6 mV/s; intervalo de tempo entre impulsos

2NBSI — N-bromossuccinimida
OFDA - o-fenilenodiamina
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consecutivos de 1 segundo (tempo de vida da gota); intervalo de potencial definido entre -
500 a -1000 mV.

Para a analise polarografica do teor total de ascorbato (vitamina C) nas diferentes
amostras de tecido caloso a quantificacdo foi feita recorrendo ao método de adicdo de
padrdo. Este método de quantificacdo €, comparativamente ao método da curva de
calibracdo, menos sujeito as variagdes de sensibilidade provocadas pela matriz da amostra,
tendo em conta que a polarografia € uma técnica bastante sensivel a existéncia de
compostos interferentes (Rodrigues, 1998). De acordo com a metodologia desenvolvida
para esta andlise, para a célula polarogréafica mediram-se 20 mL de tampdo acetato 200
mM (pH 4,5), adicionaram-se 200 pL de extrato e 62,5 puL de solucdo de NBSI 2 g/L.
Apds 5 min de passagem de azoto pela solucdo, adicionaram-se 5 mL de solucdo de OFDA
0,5%, deixou-se borbulhar azoto durante mais 5 min e registou-se o polarograma da
solucdo branco. Este ensaio foi repetido mais cinco vezes, adicionando-se em cada uma
delas, respectivamente, 10, 20, 30, 40 e 50 pL de solucdo padrdo de AsA 100 mg/L a
célula polarogréfica contendo o tampdo com a amostra e 0 agente oxidante, antes de
adicionar a OFDA. Os respetivos polarogramas foram registados e anotados os valores de
intensidade de corrente do pico polarogréfico.

Como referido, 0 método polarografico pode ser utilizado para a analise do DHA sem
que o AsA presente seja medido, bastando, para tal, suprimir a adi¢cdo de NBSI (Rodrigues,
1998). Assim, para a célula polarografica mediram-se 20 mL de tampéo acetato 200 mM
(pH 4,5), juntaram-se 1 mL de extrato e 5 mL de solucdo de OFDA 0,5%. Deixou-se
borbulhar azoto durante 10 min e registou-se o polarograma da solucdo. Registado o valor
do sinal obtido, a quantificacdo deste composto foi feita recorrendo ao método da curva de
calibracdo usando solucgdes padrédo de AsA. Mediram-se para a célula polarografica 20 mL
de tampdo acetato 200 mM (pH 4,5), juntaram-se 25 pL de solugdo de NBSI 2 g/L e um
determinado volume de solugdo padrdo de AsA. Apos 5 min de passagem de azoto pela
solucéo, adicionaram-se 5 mL de OFDA 0,5%; deixou-se borbulhar azoto durante mais 5
min e registou-se o polarograma da solugdo para uma dada concentragéo de AsA. Repetiu-
se o0 procedimento para diferentes concentragdes de AsA e, no final, a curva de calibragéo

foi estabelecida para concentragdes de AsA entre 0 (branco) e 200 ppm.
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Glutationa

Amostras de tecido caloso (cerca de 0,6 g) guardadas a —80°C foram homogeneizadas a
0-4°C, num almofariz com um pouco de areia de quartzo, em 3 mL de &cido metafosforico
a 3% (p/v) contendo Na,-EDTA 1 mM e PVPP insolavel 2% (p/v). Apds centrifugacdo a
19000 x g durante 15 min, a 4°C, o sobrenadante foi filtrado através de filtro de ‘nylon’
com poro de 0,2 um (Schleicher & Schuell, MicroScience) e usado para a quantificacao da
glutationa.

A identificacdo e quantificacdo das formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espetrometria de massa
com uma interface de ionizacdo por ‘electrospray’ (HPLC-ESI/MS). O processo foi
iniciado pela injecdo de uma aliquota de 20 pL de amostra e a separacdo cromatografica de
fase reversa foi feita em coluna Cig (125 mm x 4.6 mm, 3 pm, Varian), tendo-se usado
para a eluicdo uma solucdo aquosa de &cido formico (0,1%) (solvente A) e acetonitrilo
(solvente B), com o seguinte gradiente: 0-15 min, 0% de B; 15-20 min, 4% de B; 20-25
min, 10% de B; seguido de 100% de B durante 15 min, num fluxo de 0,3 mL min™. As
andlises foram realizadas num cromatégrafo ‘Finnigan LCQ DECA XP MAX’ acoplado a
um espetrémetro de massa ‘Finnigan LCQ DECA XP Plus’ equipado com uma fonte de
ionizacdo por ‘electrospray’ (ESI) em modo negativo e o analisador de massa do tipo
‘Quadropolo/lon Trap’. A aquisi¢do e processamento dos dados foram efetuados pelo
programa ‘Xcalibur’ verséo 1.4 SR1 (Finnigan).

As espécies em analise foram identificadas por comparacdo dos seus tempos de retencao
e espetros de massa com os tempos de referéncia obtidos para as solu¢des padrdo de GSH e
GSSG (em agua com 0,1% de acido férmico) sob as mesmas condi¢des cromatograficas e
de espetrometria de massa. A quantificacdo foi realizada recorrendo a curvas de calibragao
estabelecidas a partir das solu¢bes padréo, com base na area dos picos obtidos para as duas
formas de glutationa (GSH e GSSG) presentes nas amostras.

Na Figura 2.3 apresentam-se dois exemplos de cromatogramas de padroes analisados por
HPLC-ESI/MS nas condig0es descritas.
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Figura 2.3 — Cromatogramas relativos a separagdo por HPLC com detecdo por
espetrometria de massa de soluc6es padrdo de 1 ppm de GSH e de 200 ppb de GSSG.

a-Tocoferol

A extracdo e andlise do a-tocoferol no tecido caloso foram realizadas segundo o método
descrito por Lin et al. (2004) com algumas modificagdes. Homogeneizou-se cerca de 0,6 g
de tecido em 6 mL de metanol num almofariz contendo areia de quartzo. De modo a
melhorar a eficiéncia da extragcdo, o homogeneizado foi levado ao banho de ultra-sons
durante 5 min e, de seguida, foi centrifugado a 1500 x g durante 15 min, a 4°C. O
sobrenadante obtido foi recolhido para um bal&o de destilacdo e ao sedimento adicionou-se
5 mL de hexano, para nova extracdo em ultra-sons durante 5 min. Apds centrifugacédo a
1500 x g durante 15 min, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido para o baldo de destilacdo e o
sedimento foi mais uma vez sujeito a extracdo com hexano como descrito acima. Os
sobrenadantes recolhidos das trés extracGes consecutivas foram a evaporar no evaporador

rotativo sob vacuo até a obtencdo de um residuo seco no baldo de destilacdo. Este residuo
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foi ressuspenso em 500 pL de metanol e a suspensdo resultante centrifugada a 1500 x g
durante 5 min, a 4°C. Filtrou-se o sobrenadante através de filtro de ‘nylon’ (0,2 pm;
Schleicher & Schuell, MicroScience) e, de seguida, procedeu-se a anélise do a-tocoferol
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecdo espetrofotométrica (HPLC/UV).

Os extratos foram analisados num sistema de HPLC ‘Jasco Corporation’, equipado com
um detetor de UV/VIS do tipo de fotodiodos (MD-1510UV/vis, Jasco). Para a separacao
do composto foi utilizada uma coluna C;g em fase reversa (250 mm x 4.6 mm, 5 pum,
Varian), utilizando como fase mével metanol (A) e acetonitrilo (B) (96:4, v/v) em modo
isocratico, com um fluxo de 1,6 mL min™. Apés injetados 20 pL de extrato na coluna
cromatografica, e uma corrida de 10 min, o pico correspondente ao a-tocoferol foi detetado
no comprimento de onda de 285 nm. A identificacdo do composto foi feita por comparagao
com o tempo de retencéo e espetro UV de uma solucgéo padréo de a-tocoferol. A injecéo de
padrdoes com diferentes concentracdes conhecidas de o-tocoferol permitiu estabelecer a
curva de calibracdo que foi, por sua vez, utilizada para quantificar o composto em cada
amostra ap6s a integracdo da area do pico correspondente ao a-tocoferol detetado no
cromatograma. Os dados cromatogréaficos foram analisados utilizando o programa
‘Borwin-PDA’, versdo 1.50 (JMBS Developments).

2.2.5.3. Analise estatistica

Para a comparacdo das médias dos dados experimentais obtidos nas determinagdes

realizadas foi usado o teste ‘t-Student’ com um nivel de significancia de P < 0,05.

2.3. Estudos em tecido caloso adaptado a 150 mM NaCl

2.3.1. Andlise ultraestrutural

2.3.1.1. Preparacdo do material biologico para microscopia eletronica de

transmissao

Pequenas porgOes de tecido caloso controlo e adaptado a NaCl foram colhidas e
mergulhadas de imediato numa solucdo fixadora composta por glutaraldeido 2,5% em

tampdo Na-PIPES?® 1,25% (pH 7,0), durante 1 h & temperatura ambiente. Apés duas

%p|PES — 1,4-Piperazina-bis (4cido etanosulfénico)
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lavagens no mesmo tampdo a 2,5%, durante 10 min sob agitacdo, os fragmentos foram
novamente embebidos numa solucdo fixadora contendo tetroxido de 6smio 2% em Na-
PIPES 1,25% (pH 7,0), durante 1 h a temperatura ambiente. Durante a desidratacdo fez-se
passar 0 material por concentracdes crescentes de acetona, que se iniciaram a 50%, e
seguiram-se a 70%, 90% e 100%, com incuba¢Bes de 10 min; a Ultima incubacdo no
solvente foi repetida por mais quatro vezes antes da imersdo em 6Oxido de propileno. Este
solvente foi progressivamente substituido pelo plastico de inclusdo, comecando-se a
impregnacédo dos fragmentos de tecido com a mistura de éxido de propileno e Epon 812 na
proporcdo de 3:1, durante 12 h com agitacdo, para a seguir, a concentracao do plastico na
mistura aumentar até a substituicdo completa do agente de desidratacdo. Apos a infiltracdo,
os pequenos fragmentos de tecido foram transferidos para os moldes para a inclusdo
definitiva em Epon 812, cuja polimerizacdo decorreu a 60°C durante 24-48 h. Os blocos
contendo as pecas de material foram talhados e fizeram-se cortes ultrafinos com faca de
diamante (Diatome Ultra 45° 1,5 mm) no ultramicrotomo ‘Leica Reichert Supernova’,
sendo os cortes recolhidos em grelhas de cobre com malha de 200 ‘mesh’. As grelhas
foram contrastadas com uma solucdo de acetato de uranilo a 2%, durante 15 min, e ap6s
lavagem em agua destilada, com solu¢do de citrato de chumbo (Reynolds, 1963), durante
10 min. As grelhas foram novamente lavadas em &gua destilada e, de seguida, observadas
no microscépio electronico de transmissao (Zeiss EM 902A), sendo o registo de imagens
efetuado através do programa ‘SC1000 ORIUS™ CCD’ (Gatan).

2.3.1.2. Andlise morfométrica ultraestrutural

A anélise morfométrica ultraestrutural foi realizada de acordo com o método utilizado
por Santos & Salema (1983). Para este estudo prepararam-se cinco blocos de cada
situacdo, a partir dos quais fizeram-se cortes ultrafinos que foram observados no
microscopio electronico, tendo-se registado aleatoriamente 250 imagens, com ampliacéo
final 12000 x. Com base nessas imagens determinou-se o volume fracional do amido em
relacdo aos plastideos (Vv am/plast), medindo-se as areas dos grdos de amido e dos
plastideos com recurso ao programa de anélise de imagem ‘ImageJ 1.41° (NIH Image). As
mesmas imagens foram utilizadas para a quantificacdo do nimero de grdos de amido nos
plastideos e do nimero de peroxissomas com inclusdo paracristalina.

Para a comparacdo das médias foi usado o teste ‘t-Student’ com um nivel de

significancia de P < 0,05.
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2.3.2. Estudo do transporte transmembranar de Na* em vesiculas de tonoplasto

2.3.2.1. Isolamento de vesiculas de membrana vacuolar e quantificacdo da

proteina

As vesiculas de membrana vacuolar foram isoladas a partir de tecido caloso controlo e
adaptado ao sal por centrifugacdes consecutivas e em gradiente de densidade de sacarose
com base no método descrito por Facanha & de Meis (1998) para o isolamento de
membranas vacuolares de raizes de milho. Todo o procedimento decorreu a baixa
temperatura (4°C). Amostras de tecido caloso (cerca de 150 g) foram ressuspensas em 250
mL de tampéo de extragédo [Tris-HCI 70 mM (pH 8,0), sacarose 250 mM, MgCl, 3 mM,
KCI 100 mM, EDTA 2 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 mM, BSA 0,1% (p/v) e PVPP 0,2%
(p/v)] e homogeneizadas no ‘Ultra-Turrax’ (Janke & Kunkel IKA) com pulsos de 20
segundos durante aproximadamente 5 min. O homogeneizado foi filtrado através de uma
malha com poro de 0,5 mm e centrifugado a 10000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi
recuperado, filtrado através de uma camada de ‘cheesecloth’ e centrifugado a 100000 x g,
durante 60 min. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e o sedimento (fracdo
microssomal) foi ressuspenso em 600 pL de tampdo de ressuspensdo [Tris-HCI 20 mM
(pH 7,5), EDTA 1 mM, glicerol 15% (v/v), PMSF 1 mM e DTT 1 mM]. A suspensdo
resultante foi diluida com o mesmo tampdo até o volume final de 8 mL, homogeneizada
em ‘Potter’ durante 5 min e, de seguida, cuidadosamente aplicada no topo de um gradiente
descontinuo de sacarose e centrifugada a 80000 x g, durante 3 h. O gradiente de densidade
de sacarose ¢ composto por duas solucBes de sacarose, uma a 32% e outra a 46%. Este
gradiente foi preparado num tubo de centrifuga pela aplicagdo de 15 mL da solucdo de
sacarose a 32%, em tampdo Tris-HCIl 20 mM (pH 7,5) com EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e
DTT 1 mM, sobre 10 mL da solugdo de sacarose a 46% (p/v), preparada no mesmo
tampao.

Desta centrifugacdo em gradiente de densidade resultaram duas fracdes, uma acima da
solucdo de 32% (fracdo vacuolar) e outra entre as solucbes de 32 e 46% (fracdo de
membrana plasmatica). Ambas foram cuidadosamente recolhidas para tubos de
ultracentrifuga, diluidas em tampdo de ressuspensdo e as suspensdes correspondentes
foram sujeitas a uma centrifugacdo de 100000 x g durante 30 min. Depois dos

sobrenadantes serem rejeitados, os sedimentos foram ressuspensos em 600 pL de tampéo
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de ressuspensdo. Aliquotas de aproximadamente 100 pL foram congeladas em azoto
liquido e conservadas a —80°C.

A concentracdo de proteina das fracGes resultantes do fracionamento celular foi
determinada segundo o método descrito por Lowry et al. (1951). Num tubo ‘eppendorf’
misturou-se 200 pL de amostra devidamente diluida com 1 mL da solu¢cdo composta por
Na,CO3; 2% (p/v)/NaOH 0,1M, K-Na-Tartarato 2% e CuSQO4.5H,0 1%. Ao fim de 10 min
a temperatura ambiente, adicionou-se 100 pL do reagente de ‘Folin-Ciocalteau’ diluido em
agua destilada (1:1) e a absorvancia foi lida a 750 nm decorridos 30 min. Paralelamente,
foi preparada uma curva de calibracdo com concentracBes conhecidas de BSA e a

absorvancia foi medida a 750 nm para determinar a concentracdo de proteina das amostras.

2.3.2.2. Avaliagéo da pureza da fragéo vacuolar

Para se determinar o grau de pureza da amostra em membranas vacuolares foram
avaliadas as atividades hidrolitica e de bombeamento de H" da enzima marcadora, a
ATPase vacuolar (V-H*-ATPase) sensivel ao ifo nitrato (ver seccdes 2.3.2.3. e 2.3.2.4.).
Para se avaliar o grau de contaminagdo com outras membranas celulares, nas diferentes
misturas de reacdo foram ainda testados os seguintes inibidores: vanadato (NazVO,,
concentracéo final 0,1 mM), inibidor da ATPase da membrana plasmatica (P-H*-ATPase)
e azida (NaNs, 0,5 mM), inibidor da ATPase mitocondrial (F-H*-ATPase). As experiéncias
controlo foram realizadas com 1 mM de ATP na auséncia dos inibidores.

2.3.2.3. Determinacdo da atividade hidrolitica da ATPase vacuolar e da

pirofosfatase

A atividade hidrolitica da ATPase?’ vacuolar (V-H'-ATPase) e da pirofosfatase (V-H*-
PPase) foram medidas pela determinacdo da quantidade de Pi?® libertado, a 30°C, de
acordo com o método descrito por Goffeau & Slayman (1981). As reacdes de hidrolise
foram iniciadas pela adicdo de 20 pg de proteina de membrana vacuolar & solucéo
constituida por MOPS?-Tris 50 mM (pH 7,2), MgSO. 3 mM, KCI 100 mM, Triton X-100
0,02% (v/v) e pelo substrato (ATP ou PPi) na concentracdo desejada, num volume final de
1,5 mL. Dado existirem na celula outras ATPases transportadoras de protdes para além da

ATPase vacuolar, sendo esta especificamente inibida pelo ido nitrato, na mistura de reacéo

2" ATPase — ATP sintetase
2°Pi — Fosfato inorganico
MOPS — Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
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foi também incluido KNO3; 50 mM, de modo a avaliar-se a atividade da V-H*-ATPase na
presenca deste inibidor. A atividade da V-H'-ATPase foi estimada a partir da diferenca
entre as atividades medidas na auséncia e na presenca de KNO3z a 50 mM. As reacdes de
hidrolise decorreram a 30°C e foram paradas nos tempos 0 e 5 min pela adi¢do de 200 pL
de TCA 3% (p/v), mantido a 4°C, a 500 pL da mistura de reacdo. A concentracdo de Pi
libertado foi determinada pelo método colorimétrico descrito por Adams (1989) que faz
uso do reagente composto por molibdato de amonio 0,5%, SDS 0,5% e H,SO,4 2%, e do
acido ascorbico a 10%. O produto da reacdo colorimétrica foi medido no espetrofotometro
a 880 nm e a quantidade de Pi (nmol Pi min™ mg™ proteina) determinada com base numa

curva de calibracéo construida com diferentes concentragdes de KH,POj,.

2.3.2.4. Quantificacdo da atividade de bombeamento de protGes da ATPase

vacuolar e da pirofosfatase

A atividade de bombeamento de H* foi quantificada pelo estudo da variagcio de
fluorescéncia (AF) da sonda ACMA®, cuja fluorescéncia depende do pH do meio. Os
estudos foram efectuados num meio de reacdo, com agitacdo constante e a 25°C, contendo
MOPS-Tris 10 mM (pH 7,0), KCI 100 mM, MgCl, 5 mM, ACMA 2 uM e 20 ug de
proteina de tonoplasto, num volume final de 2 mL. A fluorescéncia foi medida num
espetrofluorimetro (Perkin-Elmer LS-50) a um comprimento de onda de excitacdo de 415
nm e de emissdo de 485 nm. Apds a estabilizacdo do sinal de fluorescéncia, a reacdo de
bombeamento de H" foi iniciada pela adicio de PPi nas concentragdes finais de 2 uM-100
UM (para avaliar a atividade da V-H*-PPase) ou de ATP nas concentracdes de 0,05-1 mM
(para avaliar a atividade da V-H'-ATPase). Para se demonstrar que tinha sido gerado um
gradiente de protbes pela atividade das bombas, foi adicionado ao meio de reacdo NH,CI
1,5 mM ou o protondforo CCCP* que promoveram uma imediata recuperacdo da
fluorescéncia. A atividade de bombeamento de H* para cada concentragdo de substrato foi
calculada a partir do declive da tangente a origem da curva de acidificacdo intravesicular e
expressa em %AF min? mg™ proteina. Os resultados obtidos foram analisados pelo
programa de analise de regressdo ndo-linear ‘GraphPad Prism 4.0°, que permitiu

determinar os parametros cineticos de ambas as bombas de protdes do vacuolo.

PACMA — 9-Amino-6-cloro-2-metoxiacridina
31CCCP — m-Clorocarbonilcianidafenil-hidrazona
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2.3.2.5. Estudo da atividade do sistema antiporte Na*/H" da membrana vacuolar

A atividade do sistema de antiporte Na*/H" foi avaliada num espetrofluorimetro (Perkin-
Elmer LS-50) pela medicio da dissipacdo do gradiente de H* apds a adicdo de
concentracdes crescentes de Na,SO; (4-300 mM). As vesiculas de membrana foram
previamente energizadas pela ativagio da V-H*-ATPase ou da V-H'-PPase. Mas uma vez
que a V-H'-PPase mostrou ser mais eficiente do que a V-H'-ATPase na geragdo e
manutencdo do gradiente electroquimico de H* (Queirds et al., 2009), nas experiéncias
realizadas a energizacdo da membrana vacuolar (20 pg de proteina) foi efetuada pela
adicédo de 15 UM de PPi ao meio de reagcdo com a mesma composi¢do que a do meio usado
nos estudos de atividade de bombeamento de H™.

Uma vez medidas as velocidades iniciais de recuperacdo da fluorescéncia do ACMA
para cada concentracdo de Na* (expressas em %AF min™® mg™” proteina), a atividade do
sistema de antiporte Na'/H* foi representada num grafico de ‘Michaelis-Menten’ e os
parametros cinéticos foram estimados pelo programa ‘GraphPad Prism 4.0°.

Para avaliar a especificidade do sistema de antiporte foram testados diferentes sais
(Na SO, NaCl, gluconato de sodio, LiCl, cloreto de colina, KCI, K,SO,, gluconato de

potassio) na concentracdo final de 100 mM.

2.3.2.6. Eletroforese e ‘western blotting” com anticorpos especificos anti-
subunidade A da V-H'-ATPase e anti-V-H"-PPase

As proteinas da membrana vacuolar foram separadas em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), segundo o sistema descontinuo de Laemmli (1970).
Foram preparados dois tipos de géis com espessura de 1,5 mm, o gel separador com malha
de 10% (acrilamida:bisacrilamida, 29:1; Bio-RAD) e o gel concentrador de 5%. As
amostras proteicas foram solubilizadas em solugéo desnaturante [Tris-HCI 50 mM (pH
6,8), SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol
0,006% (v/v)] na proporgdo de 3:1 e aquecidas, a 70°C, durante 10 min. No gel foram
aplicados 10 pg, 20 pg ou 60 pg de amostra proteica por poco, e aplicaram-se também 5
ML de um marcador de proteinas de baixo peso molecular (10-250 kDa; Bio-RAD). A
eletroforese decorreu na unidade ‘SE 260 Mighty Small II’ (Amersham Biosciences), em
tampédo Tris-HCI 25 mM (pH 8,3) e glicina 192 mM com SDS 0,1% (p/v), com uma
intensidade de corrente de 15 mA até as amostras atingirem o gel separador, passando

depois para 20 mA, a uma temperatura de 15°C.
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No final da corrida eletroforética, os polipéptidos separados nos géis onde foram
aplicados 60 pg de extrato foram revelados pela técnica de coloragdo com azul de
‘Coomassie R-250°. Mergulharam-se os géis numa solucédo fixadora composta por metanol
a 40% (v/v) e acido acético glacial a 10% (v/v), durante 30 min. A seguir, 0s géis foram
corados em solugdo com metanol a 50% (v/v), acido acético glacial 10% (v/v) e o corante
azul de ‘Coomassie R-250" a 0,125% (p/v), durante 30 min. As bandas azuis num fundo
transparente foram detetadas ap0s os géis terem sido incubados numa solugédo descolorante
[(5% metanol (v/v), 7,5% &cido acético glacial (v/v) e glicerol 2% (v/v)]. Paralelamente, os
polipéptidos presentes nos geis com 10 pg e 20 pg de extrato foram transferidos para
membranas de nitrocelulose (0,45 pm; Schleicher & Schuell, BioScience), utilizando-se
para o efeito a unidade de transferéncia ‘TE Series Transphor Electrophoresis Unit’
(Hoefer Scientific Instruments). Imediatamente antes da transferéncia, os geéis foram
equilibrados, durante 5 min, em tamp&o de transferéncia constituido por metanol 20% (v/v)
e SDS 0,02% (p/v) em Tris-HCI 50 mM (pH 8,3) e glicina 380 mM. A transferéncia foi
feita com uma intensidade de corrente de 200 mA durante 1 h, a 14°C. No final, ap6s uma
breve lavagem de 5 min em solugdo TBS**-T, as membranas foram incubadas durante 1 h
em solucdo TBS-T contendo 5% de leite magro em p6 (p/v) e 1% de BSA (p/v), em
agitacdo e a temperatura ambiente. Seguidamente, as membranas foram incubadas com os
anticorpos primarios® contra a subunidade A da V-H*-ATPase (Maeshima, 2001) e contra
a V-H"-PPase (Maeshima and Yoshida, 1989), ambos diluidos 1:2000 na solucdo de
incubacdo anterior, durante 16 h sob ligeira agitacdo e a 4°C. Apds sofrerem trés lavagens
sucessivas em TBS-T durante 20 min, as membranas foram incubadas com o anticorpo
secundario diluido 1:2000 em TBS-T, com agitacdo suave durante 45 min, a temperatura
ambiente. Seguiram-se trés lavagens em TBS-T durante 20 min e uma Ultima lavagem de 2
min em agua desionizada. A revelacdo foi efetuada com base no método quimio-
fluorescente, como descrito na seccdo 2.2.5.1.4., e os niveis relativos dos polipéptidos
imunodetetados foram analisados por densitometria recorrendo ao programa de andlise de
imagem ‘Quantity One’ (Bio-RAD).

%2TBS-T — “Tris buffered saline-Tween 20° [(Tris-HCI 20mM (pH 7,5) e NaCl 140 mM com monolaurato de
polixilenosorbitano 0,1% (v/v)]
#Anticorpos gentilmente cedidos pelo Prof. Masayoshi Maeshima (Graduate School of Bioagricultural
Sciences, Nagoya University, Nagoya, Japan)
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2.3.3. Eletroforese bidimensional

2.3.3.1. Preparacdo da amostra e quantificacdo de proteinas

Os extratos proteicos a analisar por eletroforese bidimensional foram preparados a partir
de material liofilizado previamente congelado e reduzido a p6 em azoto liquido. A extracéo
das proteinas totais foi feita em duas etapas subsequentes que envolveram a extracdo em
agua seguida de extragdo com uma solucdo salina (Pinheiro et al., 2005), obtendo-se no
final duas fracGes proteicas, a solivel em agua e a salina. Na preparacdo da fracdo soltvel
em agua, amostras de tecido caloso liofilizado (cerca de 0,5 g) foram ressuspensas numa
solucéo de inibidores de proteases (EDTA 1 mM, AEBSF** 0,5 mM, pepstatina 1 uM) em
agua desionizada (3 mL/g tecido fresco). Quando a extracdo foi feita a partir de material
controlo foi adicionado 35 mM de NaCl a solucdo de inibidores de proteases, de modo a
igualar a concentracdo salina a do tecido crescido na presenca de sal. Ap6s centrifugacdo a
10000 x g durante 15 min e a 4°C, o sedimento foi lavado por centrifugacdo com agua e
guardado a —20°C até a extracdo seguinte com solucgdo salina. Por sua vez, o sobrenadante
foi combinado com cinco volumes (v/v) de acetona fria e a precipitacédo proteica decorreu a
—20°C durante 1 h. Depois de centrifugado (10000 x g, durante 15 min, 4°C), o
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com acetona fria (metade do volume
usado na precipitacdo anterior), deixando-se a repousar durante 1 h a —20°C. Seguiu-se
nova centrifugacdo (10000 x g, 15 min, 4°C) e repetiu-se uma vez mais a lavagem do
sedimento com acetona fria has mesmas condi¢cdes que a anterior. Apés centrifugacéo, a
fracdo proteica foi seca a 4°C e conservada a —20°C até ser utilizada.

Para preparar a fracdo salina, o sedimento derivado da extracdo com 4&gua foi
ressuspenso em 12,5 mL de solucdo de NaCl 1,5 M contendo inibidores de proteases
(EDTA 1 mM, AEBSF 0,5 mM, pepstatina 1 M) e a suspenséo foi centrifugada a 10000 x
g durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante recolhido foi dessalinizado em colunas de
dessalinizacdo ‘Zeba™ Desalt Spin Columns’ (Thermo Scientific), de acordo com as
instrugcdes do fabricante, seguido da precipitagdo com cinco volumes de acetona fria,
durante 1 h a —20°C. Apos centrifugacdo a 10000 x g durante 15 min, a 4°C, descartou-se o

sobrenadante e o sedimento obtido foi lavado duas vezes com acetona fria nas mesmas

% AEBSF — Fluoreto de aminoetil benzenosulfonil
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condicbes que as descritas para a fracdo soltvel. Por fim, o precipitado enriquecido em
proteinas de ligacdo idnica foi seco a 4°C e guardado a —20°C até posterior utilizacéo.

As fragbes proteicas mantidas a —20°C foram solubilizadas numa solucdo tampéo
composta por ureia 8 M, CHAPS 2% (p/v) e DTT 65 mM (1 h & temperatura ambiente). A
concentracdo proteica das amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976),
modificado por Ramagli (1999). Esta modificacdo permite eliminar as interferéncias que 0s
reagentes presentes em solucdo, como a ureia, podem provocar na ligacdo do corante
‘Coomassie G-250’ as proteinas. Para a quantificacdo propriamente dita, 10 pL de extrato
previamente diluido foram combinados com 90 pL de HCI 0,1 N e misturados com 150 pL
de reagente de Bradford (Bio-RAD) diluido na proporc¢éo 1:3. Decorridos 5 min, procedeu-
se a leitura da absorvancia a 595 nm. A concentracdo de proteina em cada amostra foi
determinada a partir de uma reta padrdo obtida a partir de solugdes de BSA de
concentragdo conhecida.

2.3.3.2. Primeira dimenséo: focagem isoelétrica

A focagem isoelétrica (IEF)* consiste na migracéo das proteinas, num gradiente de pH,
até que atingem o seu ponto isoelétrico (pl). Neste trabalho foram utilizadas tiras de gel de
poliacrilamida desidratadas (IPG)* de 13 cm de comprimento, com um gradiente de pH
ndo linear entre 3 e 10 (‘Immobiline™DrySrip pH 3-10 NL’, GE Healthcare). Para cada
amostra, 25 pg de proteina foram diluidos num volume final de 250 uL composto de
tampdo de solubilizacdo (ureia 8 M, CHAPS 2% e DTT 65 mM) e IPG a 0,5% (v/v). O
tampdo IPG é uma mistura comercial de anfélitos méveis (‘carrier ampholytes’) que tém
como funcdo aumentar a solubilidade da amostra e produzir uma maior condutividade ao
longo do gradiente de pH durante a corrida da primeira dimensdo. O tampao utilizado foi
escolhido de acordo com a gama de pH em que a IEF foi efetuada, isto é, tampéo IPG pH
3-10 NL (GE Healthcare). A focagem isoelétrica foi realizada no aparelho
‘Ettan"™IPGphor Isoelectric Focusing System’ (Amersham Biosciences). Neste sistema, a
entrada da amostra no gel ocorreu durante a re-hidratacdo das tiras, passo que foi seguido
de imediato pela focagem isoelétrica. Assim, a programacdo do equipamento foi feita
considerando o passo inicial de re-hidratacdo dos geéis durante 12 h, sequindo-se a focagem

que envolveu Varios passos caracterizados pelo aumento gradual da voltagem até um valor

®|EF — “IsoElectric Focusing’
*|pG — ‘Immobilised pH Gradient’
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elevado, de acordo com as condi¢cOes apresentadas na Tabela 2.2. Durante a corrida, as
amostras foram mantidas a 20°C e a corrente foi limitada a 50 pA por tira.

Tabela 2.2 — Programa usado na focagem isoelétrica de géis
de 13 cm com gradiente de pH 3-10 NL em sistema IPGphor.

Etapas Voltagem
Re-hidratagdo 30V (360 V/h)
Passo 1 250V (250 V/h)
Passo 2 500V (750 V/h)
Passo 3 1000 V (1500 V/h)
Passo 4 2500V (2500 V/h)
Passo 5 8000V (3250 V/h)
Passo 6 8000 V (24000 V/h)

Terminado o programa de focagem, ap6s a acumulacdo de 32610 V/h e decorridas cerca

de 23 h, as tiras foram guardadas a —20°C até a segunda dimensao.

2.3.3.3. Segunda dimenséo: eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

As tiras de IPG resultantes da focagem isoelétrica foram saturadas numa solugdo de
equilibrio constituida por Tris-HCI 50 mM (pH 8,8), ureia 6 M, glicerol a 30% (v/v), SDS
a 2% (p/v) e azul de bromofenol a 0,002% (v/v). A esta solucéo foi adicionado 50 mM de
TCEP¥ e, numa primeira etapa, cada tira foi mergulhada em 5 mL da solucéo e mantida
sob ligeira agitacdo, em tubos rolhados, durante 15 min a temperatura ambiente. Esta
operacdo foi repetida numa segunda etapa, tendo-se juntado a solucdo de equilibrio
iodoacetamida (concentracdo final 135 mM).

A segunda dimenséo, SDS-PAGE, foi realizada no sistema vertical da ‘Hoefer SE 600’
(Amersham Biosciences), usando-se para o efeito géis de poliacrilamida 12,5% de
dimens@es 140 x 160 x 1 mm, previamente preparados a partir de uma solugéo constituida
por: acrilamida:bisacrilamida (29:1) 12,5%, Tris-HCI 375 mM (pH 8,8), SDS 0,1% (p/v),
APS*® 0,05% (p/v) e TEMED 0,05% (v/v). As tiras de gel IPG devidamente equilibradas
foram mergulhadas em tampdo de eletroforese a fim de remover o excesso de solucéo de

equilibrio e colocadas sobre os géis de SDS. Numa das extremidades dos géis foram

$"TCEP — Tris(2-carboxietil) fosfina
APS — Persulfato de aménio
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aplicados 3 puL de um marcador de pesos moleculares (10-250 kDa; Bio-RAD). Para fixar
a tira IPG e monitorizar a eletroforese adicionou-se uma solugdo aquecida de agarose 0,5%
(p/v) com azul de bromofenol 0,002% (v/v) preparada em tampéo de elétrodo [Tris-HCI 25
mM (pH 8,8), glicina 192 mM e SDS 0,1% (p/v)]. Este tampdo foi utilizado no
reservatorio de cima da unidade eletroforética, tendo-se usado uma solucdo tampédo de
Tris-HCI 25 mM (pH 8,8) no reservatorio inferior. Os géis foram submetidos a uma
intensidade de corrente de 7,5 mA/gel até a entrada do azul de bromofenol no gel,

passando depois para 30 mA/gel, a uma temperatura de 15°C.

2.3.3.4. Visualizacao e analise de imagem dos géis

ApoOs a separacdo por SDS-PAGE, os polipéptidos nos géis das duas fracdes isoladas a
partir de material controlo e adaptado ao sal foram visualizados por fluorescéncia,
recorrendo ao corante ‘LavaPurple’ (Fluorotechnics). Os géis foram imersos numa solucao
fixadora [acido citrico 1% (p/v) e etanol 15% (v/v)] durante 1 h, & temperatura ambiente e
com agitacdo constante, a que se seguiu a incubagdo em solucéo de coloracédo [tetraborato
de sédio 100 mM (pH 10,5) e ‘LavaPurple’ concentrado 0,5% (v/v)] também durante 1 h.
Apos lavagem em solucdo de etanol 15% (v/v) e descoloracdo na solucdo fixadora (30
min), os géis foram digitalizados num analisador de imagens fluorescente (FLA-5100,
FujiFilm), usando os filtros de excitacdo de 532 nm e de emissdo de 610 nm através do
programa ‘lmage Reader FLA-5000 Series’ (FujiFilm). As imagens dos géis 2-D foram
analisadas com o programa ‘Progenesis SameSpots’ (Nonlinear Dynamics) com o objetivo
de determinar as cadeias polipeptidicas (‘spots’) presentes em cada gel e a sua abundancia
com base na quantificacdo do volume relativo (normalizado). Esta informacdo € til para
se comparar 0s niveis de expressao de proteinas entre as duas amostras em cada fracao.

As imagens obtidas correspondentes a géis de amostras preparadas em quatro extragdes
independentes a partir de material colhido em alturas diferentes foram introduzidas no
programa de analise, tendo-se seguido vérias etapas até a detecéo e selecdo dos ‘spots’ a
incluir na analise. Comecou-se por definir em cada fracdo a imagem de referéncia, ou seja,
escolheu-se o gel representativo do padrdo proteico e com menor distor¢do, excluindo-se
dessa imagem as areas externas a zona dos ‘spots’ que poderiam interferir na analise. A
partir do gel de referéncia, os restantes geis foram automaticamente alinhados, excluidos os
‘spots’ cujo volume normalizado era inferior a 150 dpi, bem como artefactos assinalados

como ‘spots’. Os ‘spots’ dos dois grupos de géis (controlo e adaptado a 150 mM NaCl)
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foram comparados entre si quanto ao seu nivel de expresséo, ao perfil a trés dimensdes e a
sua distribuicdo nos géis. Com base nesta informac&o, procedeu-se a sele¢cdo manual dos
‘spots’ proteicos, tendo em conta que apenas 0s ‘spots’ presentes nos géis de trés
replicados e com um volume igual ou superior a 150 dpi foram considerados para a analise
estatistica. A andlise foi feita com recurso 8 ANOVA do programa ‘Progenesis SameSpots’
e ao teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov, tendo-se considerado para os dois
testes o nivel de significancia P < 0,05. Apenas 0s ‘spots’ que apresentaram um poder de
analise superior a 80% com um valor-p < 0,05 foram considerados como diferencialmente
expressos, caso contrario os ‘spots’ eram considerados constitutivos. Por fim, o programa
elaborou os mapas bidimensionais para as duas fracdes proteicas representativos dos
‘spots’ selecionados com a respetiva numeracdo. A estimativa dos valores de pl e das

massas moleculares desses ‘spots’ foi determinada pelo ‘Progenesis SameSpots’.

2.3.3.5. Recolha de ‘spots’ e identificacéo de proteinas

Para recolher os ‘spots’ de interesse foi necessario recorrer a coloracdo dos géis
bidimensionais com azul de ‘Coomassie G-250’. Contudo, dada a menor sensibilidade de
coloracdo deste corante (limite de detecdo 0,05-0,1 pg proteina/’spot’) comparativamente
ao fluorescente (limite de detecdo 1-2 ng/’spot’) (Lopez et al., 2000), para a eletroforese
bidimensional usaram-se 400 pg de cada fracdo proteica, que foram sujeitos a focagem
isoelétrica e SDS-PAGE conforme descrito, respetivamente, em 2.3.3.2. e 2.3.3.3. No final,
os polipéptidos foram corados numa solucdo composta por ‘Coomassie G-250 a 1,1%
(p/v) em metanol 34% (v/v), &cido fosférico 2% (v/v) e sulfato de amonio 17% (p/v), ap6s
a fixacdo dos géis em metanol 50% (v/v) e acido fosforico 2% (v/v). A lavagem dos géis
em agua destilada permitiu visualizar os ‘spots’ azuis correspondentes aos polipéptidos. Os
‘spots’ assinalados como diferencialmente expressos foram cortados dos géis e guardados
em tubos de 1,5 mL a —80°C até posterior analise.

Os “spots’ recolhidos foram analisados por espetrometria de massa® e, de acordo com a
informacdo fornecida, numa primeira fase, os ‘spots’ foram descorados e lavados em
bicarbonato de amoénio 50 mM e acetonitrilo 100% (v/v), seguindo-se a digestdo dos
polipéptidos com tripsina, que resultou na producdo de fragmentos peptidicos com

diferentes massas moleculares. Os digestos tripticos foram extraidos do gel com

%A identificacdo dos ‘spots’ proteicos foi realizada pelo Servico de Proteémica do Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP)
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acetonitrilo 60% (v/v) e TFA* 0,1% (v/v) e a solucdo recolhida foi dessalinizada e
concentrada em microcolunas ‘ZipTips’ (Millipore). Apds secagem no ‘speed vac’, 0s
péptidos foram solubilizados em acetonitrilo 60% (v/v) e TFA 0,1% (v/v) e misturados
com a matriz constituida por acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico 1% (p/v) em acetonitrilo
60% (v/v) e TFA 0,1% (v/v). Aplicou-se a mistura sobre a placa de MALDI e os péptidos
foram analisados no espetrémetro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF* (Applied
Biosystems). O espetro de massas peptidico (‘Peptide mass fingerprint’, PMF) foi obtido
em modo positivo e refletor com variagdes de massa entre 700-4000 m/z e cada espetro foi
calibrado internamente usando os péptidos resultantes da autdlise da tripsina.
Selecionaram-se 0s picos peptidicos com maior relacdo sinal/ruido para serem
fragmentados e sequenciados por espetrometria de massa (MS/MS). Os espetros
resultantes das analises combinadas (PMF+MS/MS) foram processados pelo programa
‘GPS Explorer’ (Applied Biosystems) e os dados de massa de cada péptido e da sequéncia
de aminoacidos foram utilizados para a identificagdo das proteinas, através da pesquisa nas
bases de dados de proteinas ‘SwissProt’** e ‘NCBInr’*® para as selecées taxonémicas
‘Other green plants’ e ‘All entries’, por intermédio do programa ‘MASCOT’ (Matrix
Science). Para os ‘spots’ em que ndo se identificaram proteinas com significado estatistico
pelas bases dados de proteinas acima referidas, procedeu-se a identificacdo pela base de
dados de ESTs*, Plants_EST, do ‘EMBL Nucleotide Sequence Database’*. Os resultados
foram avaliados tendo em consideracdo os valores de ‘protein score’ (superior a 60) e a
correspondéncia entre a massa molecular e o ponto isoelétrico dos ‘spots’ e das proteinas

identificadas na base de dados.

2.3.4. Avaliacao genotipica através de marcadores RAPD

2.3.4.1. Extracao e quantificacdo de DNA

Para a extracdo de DNA genomico de tecido caloso optou-se por utilizar o “kit’
disponivel no mercado ‘AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit’ (Axygen
Biosciences), com o objetivo de se obter um DNA de elevada pureza, ndo degradado e em

““TFA — Acido trifluoroacético

“MALDI-TOF/TOF — ‘Matrix-assisted laser desorption ionization - Time-of-flight/time-of-flight’
“http://www.uniprot.org/

“NCBInr — National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
*ESTs — ‘Expressed sequence tags’

*http://www.ebi.ac.uk/embl/
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quantidade suficiente para as reacOes de amplificagdo subsequentes. A partir de tecido
caloso (100 mg) conservado a —80°C, procedeu-se a extracdo do DNA seguindo as
instrugdes fornecidos pelo fabricante. A concentragdo e o grau de pureza do DNA extraido
foram analisados no biofotometro, enquanto que a possivel degradacdo do DNA foi
avaliada atraves de eletroforese horizontal realizada em gel de agarose 0,8% (p/v) corado
com brometo de etidio (1 pg/mL). A solucdo de DNA foi combinada com tampéao de
amostra®® na proporcao de 10:1, para de seguida, e juntamente com o marcador de DNA
com fragmentos entre 100 e 10000 pares de bases (bp) (‘GeneRuler™DNA Ladder Mix’
1Kb, Fermentas), ser aplicada no gel. A eletroforese decorreu a temperatura ambiente, com
uma voltagem de 60 V, em tampao TAE*’ composto por trizma-base 40 mM, 4cido acético
glacial 0,115% e Na,-EDTA 1 mM e, no final, a banda de DNA foi visualizada no gel
exposto a radiacdo ultravioleta. O DNA extraido foi conservado a —80°C até a sua

utilizacéo.

2.3.4.2. Amplificacdo do DNA

Devido a sensibilidade da técnica RAPD as variaveis experimentais, a amplificacdo de
sequéncias gendémicas arbitrarias (RAPDs) de forma reprodutivel s6 foi possivel apés as
condicBes de PCR* estarem rigorosamente otimizadas. Para o efeito, foram testadas
diferentes concentracdes de DNA genémico e de Mg?*, bem como do iniciador (‘primer’)
arbitrario, para conhecer os valores adequados ao modelo em estudo, uma vez que estes
fatores condicionam a reprodutibilidade dos resultados. No final, as condic¢des de reacédo de
PCR estabelecidas para um volume de 25 plL foram as seguintes: 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Mbi Fermentas) e respetivo tampéo de reacdo [Tris-HCI 10 mM (pH 8,4), 50
mM KCI], 3 mM de MgCl, (Mbi Fermentas), 0,2 mM de cada um dos dNTP’s*® (Bioron),
7,5 pmoles do ‘primer’ ¢ 30 ng de DNA gendmico. Utilizaram-se ‘primers’ com uma
sequéncia arbitraria de dez nucleotidos, designadamente os ‘primers’ dos ‘kits’ OPB 1-20 e
OPE 1-20 (Operon Technologies, Inc.). Para cada situacdo em estudo, a reacdo de PCR foi
sempre realizada em quadriplicado como forma de verificar a reprodutibilidade das
condigdes de amplificacdo. Paralelamente, preparou-se o branco com todos os

componentes da reacdo de PCR, substituindo-se o extrato de DNA por agua desionizada e

**Tampao de amostra — Ficoll 400 15% (p/v) e azul de bromofenol 0,25% (v/v)
*"TAE — Tris-acetato-EDTA

“®pCR — ‘Polymerase Chain Reaction’

“dNTPs — Desoxirribonucleotideos trifosfatados
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esterilizada. As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador ‘MyCycler’
(Bio-RAD) com a seguinte programacao: um ciclo inicial de desnaturagédo a 94°C durante 1
min, seguido de 45 ciclos a 92°C durante 1 min, 35°C durante 1 min, 72°C durante 2 min e,

finalmente, um ultimo ciclo a 72°C durante 10 min.

2.3.4.3. Eletroforese e detecdo dos produtos de PCR

A separacdo dos produtos amplificados ap6s as reagdes de PCR foi feita com recurso a
eletroforese horizontal em géis de agarose 1,8% (p/v), preparados em tampdo TAE e
corados com brometo de etidio (1 pg/mL). 15 puL da mistura de reacdo foram combinados
com 2,5 pL de tampédo de amostra, para serem aplicados 15 pL em cada poco do gel.
Marcadores de tamanho molecular conhecido (‘GeneRuler™DNA Ladder Mix’ 1Kb,
Fermentas) foram adicionados nas extremidades do gel para se determinar o tamanho dos
fragmentos gerados pela técnica RAPD. A eletroforese foi realizada em tampdo TAE sob
uma diferenca de potencial constante de 80 V. A visualizagdo dos produtos de PCR foi
possivel apds a exposi¢do dos geis a radiacao ultravioleta.

As imagens dos géis foram utilizadas para a analise dos padrdes eletroforéticos dos
produtos amplificados, pelo que se procedeu ao seu registo recorrendo ao equipamento
“Typhoon’. Os polimorfismos foram detetados através da presenca/auséncia do produto
amplificado, com base na analise visual e recorrendo ao programa de analise de imagem
‘Quantity One’ (Bio-RAD). De entre os ‘primers’ testados, aqueles que geraram bandas
polimorficas foram selecionados e as reacdes de amplificacdo foram repetidas, pelo menos
trés vezes, com DNA extraido em alturas diferentes. SO foram consideradas como sendo
bandas polimérficas, isto €, marcadores RAPD, as bandas que se mostraram reprodutiveis
nos diferentes ensaios realizados. O tamanho molecular de cada banda polimorfica foi
estimado por comparacdo com as bandas dos marcadores moleculares através do programa

‘Quantity One’.
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3. Resultados e Discussao

3.1.Estudos em tecido caloso adaptado a 150 mM NaCl e sujeito a

choque salino

3.1.1. Efeitos da salinidade no crescimento e nos teores hidrico e iénico

Pela analise da Tabela 3.1 infere-se que o crescimento do tecido caloso foi afetado
negativamente pela salinidade. Apesar do tecido adaptado ser capaz de crescer na presenca
de 150 mM de NaCl e de mostrar um aspeto morfolégico idéntico ao do controlo (Figura
3.1), a taxa de crescimento surgiu reduzida em 64% relativamente a do tecido controlo.
Contudo, a reducdo foi mais acentuada (77%) quando o tecido controlo foi transferido

diretamente para meio de cultura contendo 150 mM de NaCl.

Tabela 3.1 — Crescimento e
teor de agua do tecido caloso
controlo, adaptado e sujeito a
choque salino com 150 mM de
Controlo 232,22 +8,17*° 97,82+ 0,05° NaCl, e do tecido adaptado a

150 mM de NaCl apds a

subcultura em meio sem sal
150 mM 82,71+4,48"  96,15+0,14 durante 28 dias (150 —> 0 mM).
Valores  expressos  como
médias + E.P. (n=10). Em cada

CondicGes de Crescimento Teor hidrico
cultura (%) (%)

Choque salino 53,84 + 8,04° 95,40 + 0,03° )
coluna os valores assinalados
com diferentes letras sdo
150 - 0 mM 254,33 £11,39° 97,87 +0,06° significativamente  diferentes

(P <0,05).

O tratamento de chogue com NaCl revelou-se mais prejudicial na medida em que o
crescimento do tecido caloso foi inferior (cerca de 35%) ao do tecido adaptado, além de
desenvolver areas clordticas onde eram visiveis pequenos aglomerados celulares
necrosados, acompanhadas pelo escurecimento do meio de cultura em torno do tecido e
pelo aumento da friabilidade deste, que contrastava com 0 aspecto mais compacto e
granuloso do tecido adaptado, que mantinha cor verde (Figura 3.1). Estas observacoes
permitiram concluir que a linha celular estabelecida para o estudo presente é tolerante a
concentragdo salina de 150 mM, embora o crescimento fosse diminuido, mas que
recuperou para o valor médio do da situacdo controlo apds ter sido subcultivada em meio

sem sal durante 28 dias (Tabela 3.1 e Figura 3.2).
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Figura 3.1 — Imagens das culturas de tecido caloso utilizadas neste estudo: tecido
controlo crescido na auséncia de NaCl; adaptado a presenca de 150 mM de NaCl no
meio de cultura (150 mM); tecido controlo sujeito a tratamento de choque com 150 mM
de NaCl ao fim de 28 dias (choque salino), onde estd assinalada uma area clorética
caracteristica deste tecido; linha adaptada a 150 mM de NaCl ap6s a subcultura em
meio sem sal durante 28 dias (150 — 0 mM).

Na Tabela 3.1 e Figura 3.2 encontram-se também assinalados os valores médios do teor
de agua acumulado no tecido caloso relativo as situages em estudo. As linhas celulares
expostas ao sal apresentavam uma menor quantidade de agua do que as mantidas na
auséncia de NaCl, embora tenha sido nas células sujeitas a choque salino que se registou o
menor conteddo hidrico. Comparando com a situacdo controlo, registaram-se perdas da
ordem de 2 e 3% para os calos adaptado e exposto a tratamento de chogue com NaCl,
respetivamente. Dada a consisténcia fridvel e o elevado teor hidrico do tecido caloso,
verifica-se que a salinidade induziu perdas de adgua que se revelaram significativas, e 0s
resultados indicam que a forma como o stress é imposto parece também condicionar essa
resposta, na medida em que a diferenca registada no teor de agua de apenas 1% entre o
tecido adaptado e o subitamente exposto a 150 mM veio a revelar-se como sendo

significativa.
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Figura 3.2 — Variacdo do crescimento e teor de agua do tecido caloso controlo
(C), adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150 mM de NaCl (CS), e do
tecido adaptado a 150 mM de NaCl apos a subcultura em meio sem sal durante
28 dias (150—0). Valores expressos como médias + E.P.

A quantificacdo dos iBes inorganicos acumulados no tecido caloso mostrou que 0s niveis
de sodio e de cloreto aumentaram nos calos expostos a NaCl, decrescendo os de potéssio e
célcio. Na Tabela 3.2 e Figura 3.3 é possivel constatar que os contelidos de Na" e CI
foram consideravelmente superiores no tecido caloso adaptado, que acumulou 16 vezes
mais sodio e 9 vezes mais cloreto do que o controlo. O tratamento com 150 mM de NaCl
levou também a aumentos significativos no teor dos dois ides, como seria de esperar, mas
os niveis quantificados mantiveram-se inferiores aos do tecido adaptado (cerca de 18%
para Na" e 34% para CI"). Em contrapartida, houve um decréscimo consideravel no
contetdo dos ides quando o tecido adaptado foi transferido para meio de cultura sem sal,
apesar dos niveis detetados serem muito superiores aos do controlo (Tabela 3.2).

De forma contréria, as concentracdes de K* e Ca*" decresceram significativamente com
a salinidade e mesmo na situacdo em que o tecido adaptado passou para meio com 0 mM
de NaCl (Figura 3.3). Nesta situacdo, os niveis de K" ndo sofreram variacdo com a
mudanga do tecido em relacdo aos observados quando o tecido permaneceu na presenca de
NaCl, surgindo o calcio aumentado em cerca de 75%. Apesar da diferenca na quantidade
dos dois catides entre o tecido caloso adaptado e controlo, em que o K" diminuiu no
primeiro cerca de 28% e 0 Ca®* 122%, a diferenca em relagdo ao controlo tornou-se ainda
maior apos o tratamento do tecido ndo adaptado com 150 mM de NaCl, uma vez que 0s
decréscimos foram de quase 100% para 0 K* e de 158% para o Ca’" (Tabela 3.2). Na
sequéncia da variacdo dos niveis de sédio e potassio pela salinidade, a razdo K*/Na" mais

baixa foi encontrada no tecido exposto a choque salino (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Contetido dos iGes sddio, potéssio, calcio e cloreto acumulados no tecido caloso
controlo, adaptado e sujeito a chogue salino com 150 mM de NaCl, e no tecido adaptado a 150
mM de NaCl ap6s a subcultura em meio sem sal durante 28 dias.

Condicdes de Teor idnico (mg/g p.s.)
K*/Na*
cultura Na* K ca** cr
Controlo 6,87 +0,24%° 60,25+2,14* 4,12+0,18° 18,69+0,10°  8,81°
150 mM 111,25+ 2,16 47,02+1,32° 1,85+0,06° 169,53+6,47° 0,43°

Choque salino 90,83 +2,20° 30,25+0,48° 1,60+0,06° 112,40+ 12,34° 0,33

150 - 0 mM 31,67+0,44% 4817+1,17° 3,23+0,13° 5523+1,93° 1,52¢

Valores expressos como médias + E.P. (n=3). Em cada coluna os valores assinalados com
diferentes letras sdo significativamente diferentes (P <0,05).

mg/g p.s. mg/g p.s.
200 6
150 Wc [Jcs

150 150-0
160 - _E [ [
140 4 4
120 jl:_
=
100 - +
—E
80
60+ 2
40
20 -‘
ol 0
Na’ cr K Ca”

Figura 3.3 — Variagdo dos niveis de sodio, potéssio, calcio e cloreto acumulados no
tecido caloso controlo (C), adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150 mM
de NaCl (CS), e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl apds a subcultura em meio
sem sal durante 28 dias (150—0). Valores expressos como médias + E.P.

Nas culturas de tecido caloso expostas a condi¢des salinas assistiu-se a uma reducgéo
significativa do crescimento, confirmando-se que é um dos principais processos a ser
afetado pela salinidade (Parida & Das, 2005). Com efeito, a resposta mais comum nas
plantas em condic¢des salinas consiste na diminuicdo do crescimento e sdo muitas as

referéncias na literatura que descrevem esse facto (Gossett et al.,, 1994a; Santos &

128



Resultados e Discussao

Caldeira, 1999; Munns, 2002; Fidalgo et al., 2004; Boughanmi et al., 2005; Hossain et al.,
2006; Noreen & Ashraf, 2009; Panda & Khan, 2009; Mhadhbi et al., 2011). Para Zhu
(2001) o crescimento lento € uma caracteristica importante para a sobrevivéncia das
plantas em stress salino, e ao que parece 0 grau de tolerancia salina esta inversamente
relacionado com a taxa de crescimento. De tal modo, que este tem sido um critério
largamente adotado na comparacdo da resisténcia a salinidade entre plantas. Inclusive foi
com base no crescimento que Greenway & Munns (1980) avaliaram o comportamento de
diferentes espécies em ambientes salinos e as classificaram em halofitas ou glicofitas. Este
ultimo grupo que engloba a maioria das plantas com interesse agricola caracteriza-se pelo
crescimento das plantas ser claramente reduzido pela salinidade, mesmo a baixas
concentracdes de sal (Munns & Tester, 2008). No entanto, verifica-se uma variabilidade na
tolerancia a salinidade entre gendtipos de diversas culturas evidenciada por diferentes taxas
de crescimento (Shannon & Grieve, 1999). Este facto levou véarios autores a
correlacionarem o aumento da tolerancia a salinidade com a menor redugdo no crescimento
dos 6rgdos aéreos (Rashid et al., 1999; Karrenberg et al., 2006; De Costa et al., 2007;
Goreta et al., 2007; Singh et al., 2007).

Do mesmo modo que no sistema in vivo, o crescimento surge diminuido nas culturas de
tecido caloso e de células em suspensdo expostas a meios salinos, verificando-se em alguns
modelos experimentais que o crescimento esta correlacionado negativamente com o
aumento de NaCl no meio. Assim sucedeu no tecido caloso de girassol e nas culturas de
tecido caloso derivadas de duas espécies de tomateiro (L. esculentum e L. pennellii) e de
Acanthophyllum (A. glandulosum e A. sordidum) diretamente expostas a concentragdes
crescentes de NaCl (Perez-Alfocea et al., 1994; Cano et al., 1996; Santos & Caldeira,
1999; Rus et al., 1999; Niknam et al., 2011). Baseados na reducdo da taxa de crescimento
do tecido caloso pela salinidade, Rus et al. (1999) estabeleceram o grau de tolerancia das
especies de tomateiro testadas. Similarmente, o crescimento do tecido caloso da cultivar de
algodoeiro mais tolerante surgiu menos afetado pela elevada salinidade do meio de cultura
do que o tecido da cultivar classificada como sensivel (Gossett et al., 1994b). Na linha
celular tolerante de batateira usada neste estudo foi também visivel o efeito negativo da
salinidade no crescimento, que foi cerca de 2,8 vezes inferior ao do controlo, a semelhanca
do ocorrido em culturas de tecido caloso de outras espécies (P. sativum, C. limon e L.
pennellii) adaptadas a salinidade (Olmos & Hellin, 1996; Cano et al., 1996; Piqueras et al.,
1996; Rus et al., 1999). Por exemplo, a linha celular selecionada de C. limon era capaz de
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crescer na presenca de 170 mM de NaCl, embora o crescimento fosse cinco vezes menor
ao das células controlo, enquanto que na linha de P. sativum o crescimento era diminuido
em 2,9 vezes pela concentracdo de 85,5 mM de NaCl (Olmos & Hellin, 1996; Piqueras et
al., 1996). Em contraste, nas linhas tolerantes de algodoeiro e de girassol a taxa de
crescimento ndo foi afetada pelos elevados niveis de sal (150 e 175 mM) no meio de
cultura (Gossett et al., 1996; Davenport et al., 2003). Santos et al. (2000) verificaram que
as culturas de tecido caloso de girassol adaptadas a 200 e 300 mM de NaCl atingiam as
maiores taxas de crescimento na presenca de 50 e 100 mM de NaCl, respetivamente, do
que na auséncia do sal. Os resultados contraditérios poderdo ser consequéncia do facto do
algodoeiro e do girassol serem das plantas agricolas mais tolerantes a salinidade (Katerji et
al., 2000); ja a batateira é suscetivel a elevada salinidade, verificando-se que o crescimento
é diminuido em cerca de 50% por concentracdes salinas da ordem dos 50 mM e para
concentragcdes mais elevadas a area foliar surge diminuida, acompanhada da senescéncia e
abscisdo precoce das folhas, bem como a producdo de tubérculos é reduzida (Levy et al.,
1988; Levy, 1992; Heuer & Nadler, 1995; Fidalgo et al., 2004; Teixeira & Pereira, 2007).
Segundo Hmida-Sayari et al. (2005), uma concentracdo de 150 mM de NaCl é responsavel
pela completa inibicdo do crescimento da batateira, além de impedir o enraizamento das
plantas e de promover o desenvolvimento de necroses nas folhas e a morte celular. Essa
concentragéo salina mostrou n&o ser letal para o tecido caloso de batateira, nem inibidora
do crescimento. No entanto, ha que salientar que o comportamento das culturas in vitro
nem sempre reflete com exatiddo o grau de tolerancia das plantas intactas, como parece
suceder em algumas espécies como € o caso do girassol em que as culturas de tecido caloso
apresentam uma tolerancia salina superior a das plantas (Santos et al., 2000). Apesar da
linha celular adaptada a 150 mM de NaCl apresentar um ritmo de crescimento claramente
inferior ao do tecido cultivado na auséncia de sal, foi possivel manter a sua cultura por um
longo periodo de tempo com um aspecto compacto e de cor verde (Figura 3.1). Estas
observacOes indiciam que a linha de tecido caloso selecionada adquiriu um fenotipo de
tolerancia ao sal.

Ainda que o tecido caloso de batateira e de outras espécies como o algodoeiro e girassol
sejam capazes de crescer em meios de elevada salinidade, verifica-se que o crescimento foi
drasticamente reduzido quando as culturas ndo adaptadas a NaCl (controlo) foram expostas
diretamente as concentragdes salinas para as quais os calos foram selecionados (Gossett et
al., 1996; Davenport et al., 2003). De um modo geral, tem-se verificado que os calos
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adaptados a NaCl quando sdo obtidos atraveés da exposicdo gradual a concentragdes
crescentes de sal adquirem uma grande capacidade para crescer em concentragdes
extremas de NaCl, que sdo muitas vezes inibidoras do crescimento ou mesmo letais se 0
tecido caloso for exposto de forma direta a essas concentracdes (Watad et al., 1983; Olmos
& Hellin, 1996; Piqueras et al., 1996; Rodriguez-Rosales et al., 1999; Santos et al., 2000;
Kerkeb et al., 2001; Miki et al., 2001). A exposicdo gradual ao fator de stress cada vez
mais intenso permite as ceélulas os ajustamentos estruturais e biogquimicos que sao
determinantes para o equilibrio compativel com a ‘nova’ condigdo de stress, tal como
Leone et al. (1994a,b) demonstraram ao compararem o comportamento de células em
suspensdo de batateira adaptadas a um baixo potencial hidrico com o das células
abruptamente expostas a mesma intensidade de stress.

A reducdo dréastica do crescimento observada no tecido caloso sujeito a choque salino é
frequente na batateira e na generalidade das plantas que sdo de repente confrontadas com o
excesso de sal no seu meio (Bartels & Sunkar, 2005; Teixeira & Pereira, 2007). No modelo
bifasico proposto por Munns & Tester (2008) este tipo de resposta caracteriza o efeito
osmotico da salinidade que reduz a disponibilidade de agua e é responsavel pela rapida
inibicdo do crescimento dos 6rgaos aéreos, embora as raizes possam continuar a alongar-se
(Munns, 2002). A paragem do crescimento pode ser encarada como uma condigao
necessaria para a planta alcancar a tolerancia ao sal, pois constitui a forma de salvaguardar
o fornecimento de energia para o restabelecimento do equilibrio osmotico e regulacdo do
equilibrio i6nico e para a prevencdo dos danos que resultam dos efeitos da salinidade,
acrescida da vantagem de contribuir para a retencdo de agua nos tecidos (Zhu, 2002, 2003;
Bartels & Sunkar, 2005). Chaves et al. (2002, 2003) admitiram que a inibicdo do
crescimento caulinar em situaces de défice hidrico possibilita que os fotoassimilados
sejam canalizados para a biossintese de solutos com funcdes protetoras e, eventualmente,
para o ajustamento osmatico, beneficiando também o crescimento da raiz. Recorrendo ao
modelo de células em suspenséo de Populus euphratica, Silva et al. (2010) detetaram que
0 crescimento era inibido a elevada salinidade, mas a viabilidade das células ndo era
alterada pelo facto da fonte de energia disponibilizada ser redirecionada para a manutengéo
da homeostasia idnica através da ativacdo das bombas de protbes e do sistema antiporte das
membranas plasmatica e vacuolar, em vez do crescimento e proliferagcdo celular. No final,
a capacidade para retomar o crescimento na presenca do fator de stress, embora a um ritmo

reduzido, € indicativa da recuperacdo da atividade celular normal, um fendmeno descrito
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nas plantas e culturas de células tolerantes ao sal e que pode ser também estendido a nossa
linha adaptada de batateira (Gossett et al., 1996; Munns, 2002; Xiong & Zhu, 2002,
Davenport et al., 2003; Yazici et al., 2007; Roychoudhury et al., 2008).

Uma das causas vulgarmente referidas para a diminuicdo do crescimento nas plantas
salinizadas consiste na reduzida turgescéncia das células resultante da perda de agua que
inibe a expansdo e divisdo celulares (Yeo et al., 1991; Passioura & Munns, 2000;
Manchanda & Garg, 2008). A perda de agua € uma das primeiras respostas das plantas
cultivadas em meios salinos (Fidalgo et al., 2004; Boughanmi et al., 2005; Sengupta &
Majumder, 2010), que é também observada a nivel celular. Assim aconteceu nos calos de
batateira expostos a NaCl que tiveram perdas na ordem dos 2-3%. Estes valores podem ser
considerados baixos comparativamente as perdas registadas nas plantas, mas tendo em
conta o elevado teor hidrico do tecido caloso essas perdas vieram a revelar-se
significativas. Além de que o tecido caloso adaptado pareceu estar mais apto para reter
agua durante o tempo de cultura do que o tecido sujeito ao tratamento de choque com
NaCl. Ao nivel da planta, a toleréncia ao sal tem sido relacionada com a capacidade para
manter a suculéncia e o teor hidrico em resposta a salinidade (Karrenberg et al., 2006; De
Costa et al., 2007; Ellouzi et al., 2011). Deve, contudo, ter-se em conta que a perda de
agua observada a nivel celular pode ser devido a pressdo osmatica mais elevada do meio
de cultura relativamente a do meio envolvente da planta, dada a grande abundéncia de
solutos no primeiro (Dracup, 1991). Embora a evidéncia do teor hidrico variar menos nas
linhas de tecido caloso mais tolerantes ao stress salino do que nas sensiveis, leva a supor
que a tolerdncia salina esta relacionada com a capacidade do tecido para resistir a
desidratacdo (Rus et al., 1999; Niknam et al., 2011). De facto, a diminui¢do no teor de
agua registada nas linhas celulares de N. tabacum adaptadas a NaCl ou na linha tolerante
de tomateiro ndo comprometeu a turgescéncia das células, dada a capacidade destas para se
ajustarem osmoticamente (Binzel et al., 1985, 1987). Inclusive, as células adaptadas de
tabaco eram suficientemente turgidas para manterem a expansdo celular tal como as néo
adaptadas (Binzel et al., 1985). As alteracGes no teor de &gua podem levar as dimensdes
reduzidas que caracterizam as células crescidas em ambientes salinos, embora se saiba que
fatores ligados a parede celular podem também regular o crescimento celular (Binzel et al.,
1985, 1988; Neumann et al., 1988; Cosgrove, 1997; Gu et al., 2004; Bartels & Sunkar,
2005; Silva et al., 2010). Apesar do efeito do stress salino na regulacdo da expansao celular

ndo estar ainda devidamente esclarecido, é possivel que a salinidade por interferir na
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concentracédo das fitohormonas que estdo envolvidas na regulagdo do alongamento celular
venha a inibir o processo (Zhu, 2001; Bartels & Sunkar, 2005). Pelo menos a relagéo do
stress salino com a divisao celular assenta na possibilidade do ABA acumulado induzir a
expressao do inibidor ICK1 que pode bloquear a divisao celular ao reduzir a atividade das
CDKSs, conhecidas por participarem no ciclo celular (Xiong & Zhu, 2002).

Neste estudo confirmou-se o efeito da salinidade na acumulagdo dos ides Na“ e Cl™ e na
reducdo dos niveis de K* e Ca®*" no tecido caloso. Respostas similares tém sido descritas
em plantas expostas a diferentes concentracfes salinas como a oliveira, P. euphratica, M.
sativa, A. thaliana, girassol e batateira (Chen et al., 2001; Boughanmi et al., 2005; Ottow
et al., 2005; Attia et al., 2008; Goreta et al., 2007; Aghaei et al., 2009; David et al., 2010),
e também no sistema de cultura in vitro onde se regista uma correlacdo positiva entre o
aumento de salinidade no meio e a quantidade de Na" e CI™ acumulada nas células (Ben-
Hayyim et al., 1987; Santos et al., 2000; Gu et al., 2004; Longstreth et al., 2004; Elkahoui
et al., 2005). Se em algumas espécies eram visiveis os efeitos da absorcdo excessiva de
Na" através da senescéncia prematura das folhas e aparecimento de cloroses, e nos casos
mais graves de necroses, que se refletiam na reducéo severa do crescimento, noutras, como
acontecia em algumas halofitas, o aumento do sodio nos 6rgaos aéreos parecia beneficiar o
crescimento (Chen et al., 2001; Wang et al., 2001; Munns & James, 2003; Boughanmi et
al., 2005; Panda & Khan, 2009; Ellouzi et al., 2011).

Independentemente da diferente tolerancia salina entre glicofitas e haldfitas, a toxicidade
provocada pela acumulagio excessiva do Na* e CI™ no citosol é causa frequente de sérias
alteracdes no metabolismo celular que afetam o crescimento e a prépria sobrevivéncia da
célula (Mahajan et al., 2008). O Na* quando acumulado em niveis elevados (estima-se que
acima de 100 mM) danifica a integridade da membrana celular e incrementa a formagéo
das EROs, interfere com a atividade de muitas enzimas essenciais e com a sintese proteica
(Hasegawa et al., 2000). Ao que parece as elevadas concentrag@es intracelulares de Na*
alteram o equilibrio hidrofdébico e eletrostatico entre as forgas que mantém a estrutura
proteica, inibindo assim a atividade da maioria das enzimas (Bartels & Sunkar, 2005).
Compreende-se que as enzimas citosdlicas das halofitas sejam tio sensiveis ao Na™ quanto
as das glicofitas (Blumwald et al., 2000), em contraste com as enzimas localizadas no
apoplasto cuja atividade in vitro é indiferente as elevadas concentragdes de NaCl, quer
sejam de especies haldfitas ou glicéfitas (Thiyagarajah et al., 1996). Nesta perspetiva, €

frequente associar o conceito de tolerancia salina a capacidade de evitar a acumulacdo do
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Na’ no citosol (Munns & Tester, 2008). A exclusdo do Na" e CI” é o mecanismo que tem
sido frequentemente referido por ser usado em muitas glicofitas para tolerarem o excesso
de NaCl. A variabilidade genética intrinseca a cada espécie levou a considerar as plantas
tolerantes como sendo capazes de excluirem o Na* e CI™ dos seus 6rgéos aéreos, mantendo
assim elevada a relagdo K*/Na* nos tecidos, contrariamente as sensiveis que acumulam os
i0es (Munns et al., 2003; Munns & James, 2003; Teakle et al., 2007; Teakle & Tyerman,
2010). Contudo, esta relagio entre a tolerancia e a baixa acumulacio de Na* e CI™ ndo se
aplica as espécies halofitas, que utilizam preferencialmente os ides como osmdlitos, e
mesmo a certas glicofitas que mantém a turgescéncia celular através da acumulagio de Na*
e ClI' nos vacuolos das células (Tester & Davenport, 2003). Por exemplo, as linhas
celulares isoladas da planta do tabaco adaptaram-se a salinidade de forma idéntica a das
haldfitas, utilizando o Na* e CI” como principais solutos no ajustamento osmético (Binzel
et al., 1987, 1988). Em resposta a elevadas concentracoes de NaCl, o Na* e o CI” foram os
i0es que tiveram maior incremento nas culturas de tecido caloso de girassol adaptadas a
elevada salinidade, contribuindo para o ajustamento osmotico (Santos et al., 2000). De
modo analogo, a salinidade aumentou as concentracdes de Na* e CI™ nas linhas celulares
tolerantes obtidas de plantas como a ervilheira, arroz ou tomateiro, ocorrendo 0 mesmo nas
culturas de tecido caloso de L. pennellii e A. halimus, duas espécies adaptadas ao sal
(Olmos & Hellin, 1996; Bajji et al., 1998; Rodriguez-Rosales et al., 1999; Rus et al., 1999;
Basu et al., 2002). Resultado idéntico foi observado por nés na linha de tecido caloso
adaptada que acumulou mais Na* e CI” do que a linha sujeita a choque salino. Parece assim
existir uma relagdo positiva entre a tolerancia e a acumulagio de Na* e CI, possivelmente
explicada pela contribuicdo destes iGes para o ajustamento osmético. De facto, Ottow et al.
(2005) verificaram que o ajustamento osmotico em P. euphratica foi conseguido sobretudo
pela acumulacdo do sodio, sendo menor o contributo dado pelos solutos organicos. A nivel
celular foi demonstrado que a tolerancia salina de P. euphratica esteve relacionada com a
capacidade para se adaptar ao stress osmatico atraves da acumulagdo e compartimentagéo
dos ides Na* e CI™ no vacuolo (Gu et al., 2004). No entanto, convém salientar que o grau
de acumulacdo dos iGes pode ser também condicionado pelo tempo de exposicéo do tecido
ao sal, que foi necessariamente superior na linha adaptada, e que terd levado a que esta
linha tivesse mais Na" e CI™ quando foi subcultivada em meio sem sal do que o controlo.
Sobre este assunto, Basu et al. (2002) referiram que a acumulagéo de Na* no tecido caloso
é um processo lento e continuo no tempo, para justificar o facto do tecido adaptado
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derivado da planta do arroz mantido na presenga de 128 mM NaCl durante tempo
prolongado acumular mais sddio do que quando foi sujeito a um tratamento de choque de
curta duracdo com elevadas concentracbes de NaCl. Mesmo assim, 0s autores
consideraram que o Na* acumulado contribuiu para o ajustamento osmatico das células.
Deste modo, associar a exclusido do Na* e CI a tolerancia salina deve ser encarada com
alguma precaucdo. Por outro lado, ha trabalhos que vieram mostrar que a sensibilidade ao
sal de determinadas plantas ndo depende do teor de sddio acumulado, mas da incapacidade
para absorverem e reterem o potassio em meios salinos e manterem uma elevada relacao
K*/Na" (Liu & Zhu, 1997; Zhu et al., 1998; Borsani et al., 2001; Widodo et al., 2009;
Shabala et al., 2010).

Uma das consequéncias da salinidade é causada pelo impacto negativo do excesso de
Na’ na aquisicdo e disponibilidade de varios nutrientes essenciais (Niu et al., 1995).
Muitos dos desequilibrios nutricionais induzidos em meios salinos estdo associados
sobretudo com a deficiéncia do K* e do Ca*" (Kinraide, 1999; Maathuis, 2006). Tendo em
conta o papel do potassio na célula em processos como a fotossintese, expansao celular,
sintese proteica e de ATP, na ativacdo de multiplas enzimas e estabilizacdo de proteinas, e
no transporte de aglcares, compreende-se que a toxicidade do Na* resulte em grande parte
da reducdo do contelido de K™ (Zhu et al., 1998; Britto & Kronzucker, 2008). Por este
motivo é frequente recorrer-se a adicdo suplementar de potassio com vista a minimizar 0s
efeitos deletérios do excesso de NaCl, pois acredita-se que o estado nutricional das plantas
em potassio é determinante para a sua sobrevivéncia em ambientes salinos (Maathuis &
Amtmann, 1999; Kaya et al., 2002; Chen et al., 2005, 2007; Kronzucker et al., 2006).
Varios exemplos foram apresentados por Cakmak (2005) que demonstram a importancia
do potéssio na reducdo do impacto causado por diversos fatores de stress abidtico na
producéo agricola, incluindo a salinidade.

As semelhancas fisico-quimicas entre os dois catides leva a que o Na" em excesso
concorra pelos locais de ligacdo do K', nomeadamente das proteinas envolvidas na
aquisicdo deste macronutriente, fazendo com que a relagdo K*/Na® citosélica diminua
(Shabala & Cuin, 2008). Embora as células vegetais disponham de transportadores de
elevada seletividade para o K" (HKTS), estes podem mediar o influxo do Na* quando este
elemento estd presente em elevadas concentragdes (Rodriguez-Navarro & Rubio, 2006).
Provavelmente foi o que sucedeu nos calos expostos a 150 mM de NaCl, atendendo aos

elevados niveis de Na® e a baixa relagdio K'/Na® encontrada neste material
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comparativamente ao crescido na auséncia de sal. Contudo, esta relacdo foi superior no
tecido caloso adaptado do que no sujeito ao tratamento de choque, apesar do primeiro ter
acumulado mais Na* e CI™. De facto, o contetido de K™ foi superior no tecido adaptado do
que no exposto diretamente a NaCl e, curiosamente, ndo foi alterado pela transferéncia do
tecido para meio sem sal, o que sugere que as células adaptadas foram capazes de reter o
potassio, importante na adaptacdo ao stress, nomeadamente na osmoregulacdo e na
ativacdo dos mecanismos de compartimentacdo do Na" no vactolo (Lebaudy et al., 2007;
Mahajan et al., 2008).

A capacidade das células vegetais para preservarem o K* citosélico num ambiente salino
tem sido apontada como uma das caracteristicas determinantes da tolerancia a salinidade
(Ben-Hayyim et al., 1985; Carden et al., 2003; Smethurst et al., 2008; Shabala et al.,
2005a, 2010). Com efeito, em situagdes de stress salino o contetido de K* é diminuido néo
sO pela reducdo do influxo do nutriente para a célula, como também pelo efluxo induzido
pelo excesso de sddio, contribuindo assim para baixar ainda mais a relacio K'/Na" nos
tecidos (Britto et al., 2010). E provéavel que o tratamento de choque com NaCl tenha
levado as células de batateira a perderem mais K" do que aquelas que estavam adaptadas
ao sal, podendo explicar o menor valor K*/Na" registado. O mecanismo subjacente a esta
perda ndo estd ainda perfeitamente definido, embora os trabalhos de Shabala (Shabala et
al., 2005a, 2006, 2007) proponham que o fendmeno baseia-se na atividade de varios canais
ibnicos em resposta a alteracbes do gradiente eletroquimico através da membrana
plasmaética. Sobre este assunto alguns estudos apontam existir uma relacdo inversa entre a
quantidade de K" perdida das células e a tolerancia das plantas ao sal, o que faz com que o
teor de K' retido possa ser um critério valido a usar no rastreio da tolerancia salina
(Shabala, 2003; Chen et al., 2005; Cuin et al., 2010). Mas dado que a capacidade das
plantas tolerantes para reterem o macronutriente é determinada por vérios fatores, e 0s
estudos realizados sdo unanimes em mostrar que a retencdo de K* ¢ tdo importante para a
tolerancia como é a exclusdo ou a compartimentacéo intracelular do Na*, varios autores
defendem que a relagdo K*/Na® citosélica é mais importante para a tolerancia do que a
quantidade de sodio por si s0 (Maathuis & Amtmann, 1999; Tester & Davenport, 2003;
Chen et al., 2007a; Shabala & Cuin, 2008; Shabala et al., 2010). No entanto, ha uma certa
tendéncia na literatura para usar a razdo entre os teores de K™ e de Na" quantificados nos
tecidos expostos ao sal em substituicio da relagdo citosdlica. A semelhanca de outros
estudos (Rus et al., 1999; Chen et al., 2001; Basu et al., 2002; Goreta et al., 2007; Widodo
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et al., 2009; David et al., 2010), neste trabalho é apresentada na Tabela 3.2 uma estimativa
da relagdo entre o contelido dos dois ides no tecido caloso e ndo a relagdo K'/Na*
citosolica. A exclusdo do Na* e a compartimentacéo vacuolar do Na* e CI™ sdo estratégias
usadas pela célula para evitar a citotoxicidade destes ides, logo € possivel que grande parte
do Na" quantificado no tecido caloso em condigBes salinas possa estar distribuido pelo
apoplasto e vactiolo. Do mesmo modo, as alteracdes na concentracio de K* provavelmente
refletem o comportamento do catido no vactiolo. Enquanto que a concentragdo de K* no
citosol é relativamente constante (proxima de 100 mM), no vacuolo os niveis sdo variaveis
em funcdo da sua disponibilidade no meio; situacfes limitantes como a salinidade levam a
que a concentracio vacuolar diminua, embora o K* possa ser substituido na sua funcgio
como osmolito pelo sodio (Walker et al., 1996; Gierth & Maser, 2007). No final, a
homeostasia idnica no citosol e ndo no vacuolo é que condiciona a atividade metabdlica da
célula (Walker et al., 1996; Zhu, 2003). A técnica que utilizamos ndo nos permite fazer
este tipo de analise, ou seja, considerar a compartimentacao intracelular dos dois catides, o
que é possivel recorrendo, por exemplo, a microanalise por raios-X. De facto, nos varios
trabalhos em que foi utilizada esta técnica ou outras que permitem a localizacéo
intracelular dos ides, os resultados confirmam que a maioria do Na* e do CI~ acumulados
pelas células crescidas na presenca de NaCl estavam isolados no vacuolo, de tal modo que
as concentrac@es no citosol ficavam abaixo de 100 mM (Storey et al., 1983; Binzel et al.,
1988; Gu et al., 2004; Silva et al., 2010; Teakle & Tyerman, 2010). Uma estratégia
diferente parece ser usada nas folhas de P. euphratica que asseguram a homeostasia idnica
através da acumulacdo do Na* no apoplasto em vez do vactolo (Ottow et al., 2005).

O célcio, tal como sucede com o potassio, € um dos elementos inorganicos que é afetado
negativamente pela salinidade, facto por nés confirmado, sendo a interagdo Na'—Ca®*
provavelmente das mais conhecidas pela influéncia que tem em varios processos
fisioldgicos como o crescimento, a fotossintese, o transporte de K* e, também, a tolerancia
ao stress salino (Bressan et al., 1998; Cramer, 2002). A interagdo do Ca** com as pectinas
da parede celular e os fosfolipidos da membrana confere-lhe uma importante funcdo na
manutenc¢do da integridade destas estruturas celulares, mas que é fragilizada pelo excesso
de Na* (Maathuis, 2006). O Ca®* é deslocado dos seus locais de ligacdo levando ao
aumento da permeabilidade da membrana, que resulta no influxo do Na* e na incapacidade
das células para manterem o K intracelular (Cramer et al., 1985; Watad et al., 1991). A

maior redugdo dos niveis de Ca”* ocorrida no tecido caloso submetido a choque salino
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poderd dever-se a alteracGes na permeabilidade das membranas que afetaram a aquisicdo
do nutriente e, eventualmente justificam que as perdas de K* tenham sido superiores as do
tecido adaptado, atendendo aos baixos valores de K* registados (Tabela 3.2).

A aplicacio suplementar de calcio permite contornar a toxicidade do Na* e aumentar a
toleréncia salina (Liu & Zhu, 1997, 1998; Bressan et al., 1998; Kinraide, 1999; Shabala et
al., 2003). Estudos realizados demonstraram que em condicdes salinas o Ca** aumenta a
seletividade dos sistemas transportadores para o K* em detrimento do Na’, bloqueando
também a principal via de entrada do Na' na célula (NSCCs) (Shabala et al., 2005a).
Paralelamente, o efluxo de K induzido pelo NaCl através dos KORCs e NSCCs pode ser
impedido pelo Ca** ao bloquear estes canais (Shabala et al., 2005b, 2006). O contributo
adicional do Ca*" para a homeostasia K*/Na* é evidenciado pelo seu envolvimento como
mensageiro secundario na via de sinalizacdo SOS que culmina com a ativacédo do antiporte
Na*/H" responsavel pela exclusdo do Na® (Zhu, 2002, 2003). Os mutantes sos3 de A.
thaliana demonstram a importancia do Ca?* na sinalizacéo do stress salino ao acumularem
mais Na’ e reterem menos K' do que as plantas do tipo selvagem, resultado da
incapacidade para regularem o antiportador SOS1 (Liu & Zhu, 1998; Zhu, 2003). Porém, a
funcdo de molécula sinal surge associada a um aumento transitério dos niveis de Ca** no
citosol, necessario a ativacdao de uma série de componentes proteicos da via de transdugédo
do sinal que regula a expressdo de muitos genes relacionados com a tolerancia ao stress
(Mahajan et al., 2008). Efetivamente, determinados estudos mostraram o aumento da
concentragéo citosolica de Ca** com a salinidade (Knight et al., 1997; Liu & Zhu, 1998;
Henriksson & Henriksson, 2005; Kader et al., 2007), enquanto que noutros assistiu-se ao
decréscimo do teor do ido (Cramer & Jones, 1996; Santos et al., 2000; Chen et al., 2001;
Ottow et al., 2005; Attia et al., 2008; Ellouzi et al., 2011), o que estd em concordancia com
0S Nnossos resultados, mas que contrasta com a nocao geral de que o stress salino e outros
provocam o aumento dos niveis intracelulares de Ca®* (Knight & Knight, 2001). A partida,
0s resultados sugerem que as alteracdes no Ca®* ndo sdo uniformes e variam com o modelo
experimental e os dérgdos analisados (Cramer & Jones, 1996). Rentel & Knight (2004)
analisaram as alteragfes na concentracdo de Ca®* ao longo do tempo em plantulas de
Arabidopsis sujeitas a stress oxidativo e registaram a ocorréncia de dois aumentos
transitorios em momentos e orgédos diferentes, sendo 0 maior aumento detetado logo apds o
tratamento com H,0,. Resultado idéntico foi obtido por Kader et al. (2007) que

observaram em protoplastos o aumento do Ca’" citosélico em duas fases, a primeira
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caracterizada por um aumento logo a seguir a adicdo do NaCl, surgindo posteriormente o
segundo aumento. Estes trabalhos mostram que o aumento do Ca?* associado ao stress
salino é rapido e temporario, bastando pequenas alteracdes na concentracdo do ido para a
sinalizacdo. Apesar da diminuicdo observada no tecido adaptado, € possivel que durante o
processo de selecdo da linha celular tenha havido alteragcBes na concentracdo de calcio
importantes na mediacdo do processo adaptativo, & semelhanca do ocorrido em P.
euphratica. De facto, em P. euphratica aclimatado a 400 mM de NaCl, Ottow et al. (2005)
detetaram um aumento do Ca?* ap6s a primeira exposicdo a 25 mM, que veio a diminuir
progressivamente com as exposicdes subsequentes a niveis crescentes de sal; os autores
justificaram o decréscimo observado como a forma necessaria para equilibrar a pressao
osmotica causada pela excessiva acumulacio de Na' nas células, o que demonstra a
capacidade da planta para regular o equilibrio osmotico.

Em termos gerais, 0s resultados apresentados evidenciam a influéncia da salinidade na
reducdo do crescimento do tecido caloso, associada ao aumento do contetido de Na" e Cl™ e
reducdo dos niveis de K* e Ca?". O facto do crescimento do tecido adaptado ter sido
completamente restabelecido para o valor médio préximo ao do tecido controlo quando foi
transferido para meio de cultura sem NaCl, sugere que a reducdo do crescimento em
condicdes salinas ndo esteve ligada com a toxicidade pelo Na“ e CI™ ou a deficiéncia de K*
e Ca*, embora o tecido tivesse mantido os niveis de Na* e CI™ superiores aos do controlo e
os de K* e Ca®" inferiores, mas provavelmente com as alteragdes osméticas induzidas pela
salinidade. Com efeito, Backhausen et al. (2005) quando compararam o comportamento de
batateiras na sequéncia de um tratamento salino e com PEG concluiram que as alteracbes

osméticas eram mais nocivas para as plantas do que os elementos Na* e CI~ acumulados.

3.1.2. Efeitos da salinidade na peroxidacao lipidica e teor de prolina

A peroxidagdo lipidica envolve um conjunto de rea¢des em cadeia resultante da acdo das
EROs (O, , OH"), ou de outros radicais livres, sobre os lipidos insaturados das membranas
celulares, resultando na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o
malondialdeido, que podem ser detetados em amostras biologicas e utilizados para avaliar
0 grau de stress oxidativo (Halliwell & Chirico, 1993). Assim foi 0 nosso caso, em que se
procedeu a analise da peroxidacdo lipidica no tecido caloso das vérias situacfes em estudo
através da quantificacdo do teor de malondialdeido (MDA).
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O efeito da salinidade na formacdo de MDA no tecido caloso ¢ mostrado na tabela
Tabela 3.3 e representado na Figura 3.4. Os resultados referentes ao MDA e a prolina séo
apresentados numa base de peso seco, atendendo ao elevado teor hidrico que o tecido
caloso apresenta e que diminui com a salinidade conforme foi visto atrds. No entanto,
houve o cuidado de verificar se surgiam alteracbes no padrdo de variacdo quando o0s
resultados eram expressos em peso fresco.Conforme se pode ver, o nivel mais elevado de
MDA foi registado no tecido sujeito a tratamento de choque com 150 mM de NacCl, que
teve um aumento de cerca de 7% relativamente ao valor quantificado na situacdo controlo.
Ja no tecido adaptado, a peroxidacdo lipidica ndo sofreu variacdo significativa com a
salinidade, nem mesmo quando este foi temporariamente subcultivado na auséncia de sal,

embora tenha diminuido 12% em relacédo ao tecido na situacdo de choque.

. . Tabela 3.3 - Teores de
Condiges de MDA abll malondialdeido (MDA) e de
cultura (nmol/g p.s.) (mg/g p.s.) prolina no tecido caloso controlo,
adaptado e sujeito a choque

Controlo 171,19+10,36°  4,19+0,30*  salino com 150 mM de NaCl, e

no tecido adaptado a 150 mM de
NaCl ap6s a subcultura em meio
150 mM 162,60 + 10,30° 39,54 + 1,35° sem sal durante 28 dias.

Valores expressos como médias
+ E.P. (n=4). Em cada coluna os

H b b
Choque salino 182,88 + 7,91 41,97 £0,47 valores assinalados com
diferentes letras sdo
150 — 0 mM 164,79 + 3,83 8,63 + 0,24° significativamente diferentes (P
<0,05).

A quantificacdo de prolina mostrou que o teor deste aminoacido aumentou em todas as
situagdes em analise comparativamente ao controlo, surgindo os niveis mais elevados nos
calos expostos ao sal, quer no tecido adaptado, quer no sujeito a choque salino (Tabela
3.3). Na Figura 3.4 é bem visivel o efeito do NaCl neste parametro bioquimico que levou a
que aumentasse em cerca de 10 vezes mais o valor médio registado no controlo. Apesar da
transferéncia do tecido adaptado para meio sem sal ter promovido um decréscimo no teor

de prolina, este foi duas vezes superior ao do controlo.
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Figura 3.4 — Variacdo dos teores de malondialdeido (MDA) e de prolina no
tecido caloso controlo (C), adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150 mM
de NaCl (CS), e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl apds a subcultura em
meio sem sal durante 28 dias (150—0). Valores expressos como médias + E.P.

Quando se procurou averiguar se o padrdo de variacdo era alterado uma vez expressos 0s
resultados por grama de peso fresco, verificou-se que no caso da peroxidacdo lipidica o
padrdo observado mantinha-se inalterado, no entanto, em relacdo aos resultados da prolina
verificou-se que havia diferenca entre o tecido caloso adaptado e o submetido a choque
salino, caracterizada pelo aumento significativo do teor de prolina no tecido sujeito a
choque (27%). Contrariamente aos resultados apresentados com base no peso seco (Tabela
3.3), este tecido passava a acumular 21 vezes mais prolina do que o controlo, enquanto que
0 adaptado acumulava 17 vezes mais (Tabela 3.3.1). Ja a variacdo encontrada entre o
tecido caloso controlo e o adaptado ap6s subcultura em condigdes em meio sem sal

permaneceu inalterada.

Tabela 3.3.1 — Teor de prolina acumulada no tecido caloso controlo, adaptado e
sujeito a choque salino com 150 mM de NacCl, e no tecido adaptado a 150 mM
de NaCl apds a subcultura em meio sem sal durante 28 dias.

Prolina
(ng/g p.f)

Controlo 150 mM Choque salino 150 > 0 mM

91,43 +6,43* 1522,48+51,92° 1930,76 +21,73° 183,73+ 5,21°

Valores expressos como médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na linha
com diferentes letras sdo significativamente diferentes (P <0,05).
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A peroxidagdo lipidica e a prolina sdo dois componentes vulgarmente analisados na
resposta das plantas a salinidade. Se o primeiro é um indicador do stress oxidativo, o
segundo tem vindo cada vez mais a assumir um papel ativo como molécula antioxidante, a
juntar a outras tantas funcdes na célula que o tornam determinante na tolerancia salina (Gill
& Tuteja, 2010). Na seccdo 1.2 falou-se da salinidade como uma das causas de stress
oxidativo, que em consequéncia do défice hidrico e desequilibrio i6nico gerados promove
0 aumento da formacdo de EROs. Estas espécies sdao conhecidas por desequilibrar os
sistemas redox da célula em favor das formas oxidadas e por reagir com a maioria das
moléculas bioldgicas, causando danos nos componentes celulares que podem conduzir a
disfuncbes metabdlicas irreparaveis e mesmo a morte celular (Smirnoff, 1993; Dat et al.,
2000; Ahmad et al.,, 2009). Os lipidos insaturados das membranas celulares séo
particularmente susceptiveis & acdo do 'O, e do radical OH", de tal modo que a
peroxidacdo desses lipidos diminui a fluidez da membrana, aumentando a sua
permeabilidade a passagem de pequenas moléculas e ides, e pode lesar as proteinas
membranares com consequente inativacdo das mesmas (Halliwell, 2006). No caso de
ocorrer na membrana plasmatica, a peroxidacdo lipidica pode levar a perda de contetdos
celulares, a rapida desidratacdo e morte celular (Scandalios, 2005). Dai ser considerada o
processo mais nocivo para qualquer organismo vivo em situacdo de stress (Gill & Tuteja,
2010).

Numa situacao de stress oxidativo, as EROs estdo presentes nas células em quantidades
demasiado baixas para poderem ser analisadas diretamente pelos métodos analiticos
disponiveis. Por conseguinte, tem sido através das reacdes das EROs que se tem procurado
estimar o grau de stress oxidativo em amostras bioldgicas (Halliwell, 2006). A peroxidacdo
lipidica € uma dessas reagdes, que tem sido testada como indicador efetivo dos danos
celulares causados pelas EROs pois, se por um lado, ocorre quando os niveis destas
espécies sao suficientemente altos para iniciar o processo oxidativo, por outro, é sabido
que durante este processo sao gerados varios produtos que contribuem para agravar o stress
oxidativo (Halliwell, 2000; Montillet et al., 2005). As metodologias disponiveis para a
avaliagdo da peroxidagdo lipidica medem a formacgdo dos produtos gerados durante o
processo, sendo a quantificacdo dos aldeidos, por reacdo com o &cido tiobarbiturico, um
dos métodos mais utilizados (Shulaev & Oliver, 2006).

Nesta perspetiva, foi nosso objetivo determinar o nivel de peroxidacdo lipidica como

meio de avaliar o grau de stress nas culturas de tecido caloso das duas condicGes salinas.
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Os resultados mostraram que a exposicdo direta do tecido caloso controlo a 150 mM de
NaCl levou a que a formagdo de MDA fosse superior & ocorrida no tecido caloso adaptado
ao sal, cujos niveis de MDA néo sofreram variacdo em relacdo aos detetados quer no
material controlo, quer no adaptado quando crescido na auséncia de NaCl. Estas
observagdes confirmam que o tratamento de choque com sal aumentou a peroxidagéo
lipidica, o que indica a ocorréncia de stress oxidativo, uma situagdo que parece ndo suceder
no tecido adaptado j4 que este indicador bioquimico de stress ndo foi alterado pela
presenca de NaCl no meio de cultura. A nosso ver, o facto da peroxidagéo lipidica néo ter
aumentado no tecido adaptado ndo significa que este ndo possa estar de certo modo em
stress. Segundo Halliwell & Chirico (1993), as proteinas e a molécula de DNA séo mais
propensas a lesdes oxidativas do que os lipidos, o que faz com que a peroxidacdo lipidica
surja num estado mais avancado do processo oxidativo. Por outro lado, ha que assinalar
que a taxa de crescimento do tecido adaptado foi afetada pela salinidade, paralelamente a
perda de &gua e ao desequilibrio entre 0s elementos inorganicos, respostas que sao
caracteristicas das plantas em stress salino (Singh et al., 2007; Attia et al., 2008; Panda &
Khan, 2009). No entanto, é possivel que no tecido adaptado o sistema de defesa
antioxidante se encontre ativo, protegendo-o dos efeitos das EROs, nomeadamente da
oxidagdo dos lipidos. Assim aconteceu nas cultivares de algodoeiro tolerantes ao sal e
respetivas culturas de tecido caloso que tiveram menores niveis de peroxidacao lipidica do
que as plantas e culturas sensiveis devido a maior atividade antioxidante das primeiras
(Gossett et al., 1994a,b). Ja a maior atividade da APX na linha celular de Citrus adaptada
ao sal ndo foi suficiente para que a acumulacdo de MDA fosse inferior a da linha ndo
adaptada exposta ao sal (Gueta-Dahan et al., 1997).

O aumento da peroxidagdo lipidica no tecido caloso em consequéncia do choque salino
permite-nos inferir um aumento dos niveis de EROs nas células, pelo facto de estarem
envolvidos na iniciagcdo do processo de oxidacdo, alem do H,O, ser uma das moléculas
responsaveis pela ativacdo das lipoxigenases associadas a membrana plasmatica (Kulkarni
et al., 1990; Rodriguez-Rosales et al., 1999; Bor et al., 2003). Com efeito, assistiu-se ao
aumento da peroxidagdo lipidica associado & acumulacdo de H,O, apds a exposicdo de
diversas plantas a elevadas concentragdes salinas, verificando-se em geral que esse
aumento € superior nos genotipos sensiveis a salinidade (Hernandez et al., 1995; Sairam &
Srivastava, 2002; Sairam et al., 2005; Ben Amor et al., 2006; Sekmen et al., 2006; Ghosh
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et al., 2011), em contraste com a halofita S. salsa onde os dois pardmetros surgiam
diminuidos (Cai-Hong et al., 2005).

A acumulacdo de prolina é um fendmeno bem documentado nas plantas expostas a
condicdes salinas e de secura, sendo frequentemente atribuido a este aminoacido a funcao
de soluto compativel, o que faz com que esteja envolvido na tolerdncia a situacdes de stress
osmético (Ashraf & Foolad, 2007). Estudos comparativos da resposta de diferentes
cultivares sujeitas a tratamentos salinos ou de secura sdo unanimes em relacionarem a
acumulacdo do osmolito com a tolerancia a esses fatores de stress (Turkan et al., 2005;
Demiral & Tiurkan, 2005; Koca et al., 2007; Yazici et al., 2007; Aghaei et al., 2008;
Roychoudhury et al., 2008). O aumento generalizado da concentragdo de prolina nas
plantas mais resistentes ao sal levou Ashraf & Harris (2004) a proporem que a prolina
fosse usada como um indicador bioguimico de tolerancia a salinidade.

Também a nivel celular tem havido referéncias a incrementos nos niveis de prolina em
linhas celulares crescidas na presenca de NaCl. Células de N. tabacum tolerantes a 100
mM de NaCl acumularam oito vezes mais prolina do que as células controlo e 0 mesmo
registo foi observado nas culturas de células de Alternanthera philoxeroides expostas a 200
mM (Watad et al., 1983; Longstreth et al., 2004). A adaptacdo do tecido caloso de C.
limon a meio salino esteve também associada a acumulacéo do aminoacido (Piqueras et al.,
1996). Apesar dos ides Na* e CI™ terem sido os principais componentes do ajustamento
osmotico nas células adaptadas a 428 mM de NaCl de N. tabacum, foi evidente a
acumulacado de solutos organicos, em particular da prolina, cuja concentracao foi da ordem
dos 129 mM, o que representou 80% do nivel total de aminoacidos livres quantificado
nessas células (Binzel et al., 1987). A concentracdo detetada nas células ndo adaptadas
mantidas sem NaCl (0,29 mM) demonstra bem o impacto da salinidade sobre este
parametro. E os resultados obtidos no presente estudo vieram confirmar o aumento de
prolina nas linhas de tecido caloso em contacto com o sal, que atingiu niveis 10 vezes
superiores ao do controlo. Com base no trabalho de Aubert et al. (1999), que mostraram
pela primeira vez a compartimentacdo citosélica da prolina, admitimos que a maior parte
da prolina quantificada nessas linhas esteja acumulada no citosol, o que estd em
concordancia com a sua funcdo mediadora do ajustamento osmatico. Pode-se constatar
neste trabalho que a transferéncia das células adaptadas para a auséncia de sal levou a
prolina para um nivel quase cinco vezes mais baixo, o que é revelador da reversibilidade da

resposta e da influéncia do NaCl no metabolismo do aminoacido. Este ponto de vista é
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reforcado se atender-se a que existe uma relacéo direta entre 0 aumento da salinidade no
meio e a acumulagdo do soluto nos tecidos, tal como foi demonstrado na batateira, em
particular na cv. Désirée irrigada com 100 e 200 mM de NaCl, ou em pléntulas e culturas
de tecido caloso provenientes de outras cultivares de batateira expostas a niveis crescentes
de NaCl (Fidalgo et al., 2004; Rahnama & Ebrahimzadeh, 2004).

E muito provavel que o aumento assinalavel de prolina nas culturas de tecido caloso
expostas ao sal tenha resultado do incremento da sua sintese a partir do glutamato. Pelo
menos assim aconteceu nas células de batateira adaptadas a presenca do PEG e tolerantes a
200 mM de NaCl, cujo teor elevado de prolina esteve relacionado com o decréscimo
significativo do nivel de glutamato nessas células (Leone et al., 1994a). Embora vias
alternativas a sintese de novo possam contribuir para o aumento celular da prolina,
nomeadamente a diminuicdo na sua degradacdo e utilizacdo, por exemplo, na sintese
proteica, ou estar ainda associado a degradacdo de proteinas frequente em condicbes de
stress, conforme alguns autores sugeriram (LaRosa et al., 1991; Kishor et al., 1995, 2005;
Hien et al., 2003). Foi com base no aumento da atividade da enzima P5CS e no decréscimo
da atividade da prolina desidrogenase envolvida na conversdo do metabolito em glutamato
que Rahnama & Ebrahimzadeh (2004) justificaram os elevados niveis de prolina detetados
nas plantulas e culturas de tecido caloso de batateira em condig¢fes salinas. As linhas de
jovens plantas de B. juncea selecionadas pela toleréncia ao sal também acumulavam mais
prolina em resultado do aumento da atividade das enzimas de sintese (P5CR e
aminotransferase da ornitina), enquanto que a atividade da oxidase da prolina diminuia
(Madan et al., 1995). O facto da expressdo das enzimas de sintese (P5CS e P5CR)
aumentar em resposta ao tratamento com H,O, indica que a biossintese da prolina é
regulada pelo stress oxidativo (Krishnan et al., 2008).

A possibilidade de aumentar a tolerancia das plantas ao stress salino por via da
acumulacdo da prolina levou a que se recorresse & manipulacdo genética de algumas das
enzimas envolvidas na biossintese deste aminoacido (Chen & Murata, 2002). Um exemplo
sdo as plantas de batata transgénica desenvolvidas por Hmida-Sayari et al. (2005) a partir
da sobre-expressdo da P5CS, que se mostraram mais resistentes a salinidade através da
maior producdo de tubérculos do que as plantas ndo transformadas. Em alternativa a
transformacédo genética, a aplicacdo exdgena de prolina parece ter um efeito benéfico no
comportamento das plantas em ambientes salinos. De acordo com alguns trabalhos revistos
por Ashraf & Foolad (2007), a prolina exdgena atenua os efeitos adversos do NaCl,
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promovendo o crescimento das plantas em situaces salinas. Também em condicdes in
vitro foi evidente o efeito positivo da prolina adicionada a meio salino no crescimento de
células de N. tabacum n&o adaptadas ao sal e que mantinham uma baixa relacdo K*/Na*, o
que € revelador da importancia do aminoacido na protecdo de enzimas e estruturas
membranares do excesso de Na', para além da sua funcdo como osmolito (Okuma et al.,
2000; Hoque et al., 2007a). Subjacente a este efeito osmoprotetor, esta a acdo antioxidante
da prolina ao participar na remogdo das EROs e de outros radicais livres (Miller et al.,
2010). Okuma et al. (2004) confirmaram a atividade antioxidante da prolina apos terem
detetado que a quantidade de MDA produzido era menor nas células de N. tabacum em
stress salino incubadas com prolina. Hong et al. (2000) ja havia sugerido que a fungéo
antioxidante da prolina seria mais importante na tolerancia ao stress salino do que
enquanto osmélito, ao verificarem que as plantas de tabaco transformadas e crescidas na
presenca de 200 mM de NaCl acumulavam prolina e apresentavam niveis baixos de MDA.
Uma ideia que foi mais tarde partilhada por Molinari et al. (2007) quando concluiram que
a prolina acumulada nas plantas transgénicas da cana-de-aglcar em stress hidrico atuava
como um componente do sistema de defesa antioxidante, ao reduzir a peroxidacdo lipidica
e proteger o PSIl, em vez de atuar como molécula mediadora do ajustamento osmotico.
Sendo assim, podemos supor o envolvimento da prolina na adaptacdo do tecido caloso de
batateira a 150 mM de NaCl; o aumento ocorrido neste material podera ter contribuido
para prevenir os danos oxidativos induzidos pelo sal, com base nos baixos niveis de MDA
quantificados no tecido. Ja no tecido sujeito a choque salino o aumento registado nédo tera
sido suficiente para impedir a peroxidacao lipidica.

Atendendo a capacidade da prolina para eliminar o OH™ e de ligar-se aos i6es metéalicos,
evitando assim a formacdo de um dos radicais livres mais reativo e para o qual as células
ndo dispdem de nenhum mecanismo enzimatico para o neutralizar, é possivel que a prolina
acumulada tenha tido um papel ativo na protecdo dos lipidos das membranas das células
adaptadas e na estabilizacdo destas estruturas. Recorrendo a células de tabaco sujeitas a
choque salino com 200 mM de NaCl mas protegidas pela prolina adicionada ao meio,
Banu et al. (2009) corroboraram o efeito protetor deste soluto ao minimizar as lesdes
oxidativas ao nivel das membranas, nomeadamente a peroxidacao lipidica e 0 aumento da
permeabilidade, o que se refletiu na reduzida morte celular. A este efeito esteve associada a
protecdo antioxidante conferida pela prolina ao reduzir os niveis de EROs através do
aumento da atividade da CAT e das enzimas do ciclo AsA-GSH (Hoque et al., 2007a,b).
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Acrescente-se ainda a protecdo exercida sobre o estado redox da glutationa, de acordo com
0 estudo desenvolvido por Krishnan et al. (2008) em células animais sob stress oxidativo.
Sobre o aumento dos niveis de GSH ocorrido nestas celulas, os autores indicaram a
possibilidade da prolina acumulada ativar a sintese deste composto antioxidante,
considerando que a protecdo contra o stress oxidativo poderia estar ainda relacionada com
a sua capacidade para despoletar as vias de sinalizagéo que regulam as respostas de defesa.
A este proposito, Khedr et al. (2003) sugeriram que a prolina atua como um componente
das vias de transducdo de sinal que regulam os genes envolvidos nas respostas ao stress,
apos terem verificado que a prolina exdgena induzia a expressdo de proteinas relacionadas
com a toleréncia ao stress salino.

Apesar dos nossos resultados sugerirem que a acumulacdo de prolina é uma resposta
adaptativa que intervém na tolerancia ao stress salino, verificou-se que os resultados
quando expressos em peso fresco mostravam que a quantidade de prolina era mais elevada
no tecido caloso submetido a condicdo de choque salino do que no tecido adaptado, ou
seja, passava a existir uma diferenca significa entre as duas situa¢fes que nao era revelada
com base nos dados expressos em peso seco. O facto de se ter registado 0 menor contetido
hidrico no tecido da situacdo de choque é a razdo provavel para a mais elevada
concentracdo de prolina. No entanto, ndo é de estranhar que o tecido sujeito ao tratamento
de choque possa ter mais prolina se atender-se a que a sua concentracdo no tecido reflete a
intensidade do factor de stress de acordo com a sugestdo avancada por Claussen (2005),
que estabeleceu uma correlacdo positiva entre a pressdo do stress e a acumulacdo de
prolina. Nesta perspetiva, a pressdo exercida pela salinidade sobre o tecido controlo
subcultivado diretamente em meio com 150 mM NaCl foi maior do que a observada na
linha adaptada, em que a exposicao prévia a concentracfes crescentes de NaCl permitiu os
ajustamentos metabolicos conducentes & adaptacdo a essa condigdo salina. E os resultados
obtidos por Fidalgo et al. (2004) validam essa nogdo, na medida em que demonstraram
existir uma relagéo positiva entre a intensidade do stress salino e a acumulagéo de prolina
em folhas de batateira. Mas, por outro lado, a maior acumulagéo de prolina no tecido
sujeito a choque salino pode ser interpretada como um sintoma de lesdes na célula
causadas pelo tratamento, tendo em conta as opinides que defendem que a acumulacdo do
soluto ndo esta relacionada com a tolerancia ao sal, sendo antes visto como um indicador
de suscetibilidade ao sal (Lutts et al., 1996b; Chen et al., 2007b; Ghars et al., 2008).
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3.1.3. Efeitos da salinidade no sistema de defesa antioxidante

3.1.3.1. Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade total das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase
do ascorbato (APX), bem como da desidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa
redutase (GR), que participam na regeneracdo das formas ativas do ascorbato e da
glutationa através do ciclo AsA-GSH, foi avaliada por espetrofotometria e, com a excep¢do
da DHAR, foi também analisado o padrdo isoenzimatico de cada uma das enzimas em géis
nativos.

Os valores relativos a atividade total da SOD e da CAT para as quatro situacfes em
estudo estdo reunidos na Tabela 3.4. Como se pode ver, a salinidade afetou negativamente
a atividade da SOD, mas foi na situacdo de choque salino que se registou 0 menor valor.
Relativamente ao controlo, a atividade diminuiu em cerca de 21% no tecido caloso
adaptado e 35% no tecido da situacdo de choque. A passagem do tecido adaptado por meio
isento de sal provocou o aumento da atividade enzimatica (13%), que se manteve inferior a
do controlo em 11% (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Atividade da superdxido dismutase (SOD) e da catalase
(CAT) no tecido caloso controlo, adaptado e sujeito a choque salino com
150 mM de NaCl, e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl ap6s a
subcultura em meio sem sal durante 28 dias.

Condic0es de SOD CAT .
cultura (U/mg proteina) (anIpt'ég fggmlmg
Controlo 46,83 + 0,22° 496,29 + 12,12°
150 mM 36,88 £ 0,38" 476,79 + 7,24*°
Choque salino 30,36 £ 0,63° 364,26 + 8,04°
150 — 0 mM 41,66 + 0,97 451,32 +4,12°

Valores expressos como médias + E.P. (n=3). Em cada coluna os valores
assinalados com diferentes letras sdo significativamente diferentes (P
<0,05).
A andlise dos zimogramas obtidos em gel nativo mostra que a salinidade néo alterou o
padrdo de bandas de atividade da SOD. Com efeito, foram detetadas quatro bandas na

situacdo controlo, numeradas do catodo para o anodo, que estiveram presentes com a
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mesma mobilidade eletroforética nas outras condigdes experimentais (Figura 3.5A).
Embora o padréo isoenzimatico ndo surgisse alterado, a analise densitométrica dos géis
confirmou os dados da quantificacdo espetrofotométrica, ou seja, que a menor atividade de
SOD correspondia ao material em condi¢bes salinas (Figura 3.5A). A diferente
sensibilidade aos inibidores KCN e H,0O, foi usada para distinguir os trés tipos de SODs;
sendo assim, a primeira banda (SOD-1), que aparecia como a menos intensa nas quatro
situacOes (Figura 3.5A), foi identificada como co-migracdo de Cu/ZnSOD com a FeSOD,
0 mesmo ocorrendo com as bandas 3 e 4, uma vez que estas ndo desapareciam por
completo na presenca do KCN (Figura 3.5B), surgindo mais ténues relativamente ao gel da
Figura 3.5A, mas que acabavam por desaparecer no gel que estivera em contacto com o
H.0, (Figura 3.5C). A sensibilidade da Cu/ZnSOD aos dois inibidores e a resisténcia da
FeSOD apenas ao KCN esteve na base da nossa deducédo (Becana et al., 1989). Ja a banda
2 (SOD-2), aparentemente a proeminente entre as quatro, consistia na co-migracdo de
Cu/ZnSOD com MnSOD, dada a resisténcia desta ultima ao H,O,. A comparacdo dos
zimogramas sugere que a atividade das trés isoenzimas foi igualmente reduzida pela
salinidade, na medida em que assistiu ao decréscimo da intensidade das bandas
correspondentes as SOD-2, SOD-3 e SOD-4 apds a analise densitométrica (Figura 3.5A).
No entanto, as formas férrica e de manganés da SOD parecem ser mais suscetiveis ao
choque salino, com base na anélise das bandas na presenca dos inibidores (Figura 3.5B, C).
Inclusive, € possivel que o decréscimo de atividade da MnSOD tenha sido responsavel pela
menor atividade total da SOD quantificada no tecido adaptado que fora subcultivado em
meio sem sal durante 28 dias (150—0), dado verificar-se que a SOD-2 na presenca do

H,0, diminuia comparativamente ao controlo (Figura 3.5C).
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Figura 3.5 — Detecéo da atividade da SOD em gel nativo no qual foram aplicados 30 pg de
proteina do tecido caloso controlo (C), adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150
mM de NaCl (CS), e do tecido adaptado a 150 mM de NaCl ap6s a subcultura em meio sem
sal durante 28 dias (150—0). A) Padrdo isoenzimatico caracterizado por quatro bandas
numeradas do catodo para o anodo. Para distinguir os trés tipos de SOD usaram-se 0s
inibidores KCN (B) e H,0, (C): SOD-1=FeSOD + Cu/zZnSOD; SOD-2=MnSOD +
Cu/ZnSOD; SOD-3,4=FeSOD + Cu/ZnSOD. A intensidade relativa das bandas de atividade
nas varias situagdes foi quantificada por andlise densitométrica e comparada com a
intensidade das bandas controlo definida como 100%. As barras representam valores médios
(n=3) e as diferentes letras assinalam valores significativamente diferentes (P <0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 3.4 mostram que a atividade total da CAT ndo
surgiu alterada no tecido adaptado a salinidade em relacdo a do tecido controlo, tendo
diminuido quando este foi colocado diretamente em meio de cultura suplementando com
150 mM de NaCl. Nesta situacdo, a atividade foi reduzida em cerca de 27%
comparativamente ao valor quantificado no controlo, uma diferenga que foi da ordem dos
24% quando comparada com a atividade no tecido adaptado. Este, por sua vez, manteve a
mesma atividade quer fosse mantido na presenca de NaCl, quer transferido para a auséncia
de sal, embora o valor registado quando cultivado em meio sem sal fosse inferior ao do
controlo em 9% (Tabela 3.4). Comportamento idéntico foi observado apds a anélise em gel
nativo da atividade da enzima. A Figura 3.6A ilustra o padrdo obtido no final da
eletroforese, caracterizado pela ocorréncia de apenas uma banda nas quatro situagdes
testadas. De acordo com a andlise densitométrica, apenas no tecido sujeito a choque salino
houve um decréscimo significativo na atividade da CAT, ndo s6 em relagdo ao controlo,
mas tambeém ao tecido adaptado, 0 que estd em concordancia com os registos obtidos por
espetrofotometria. Com recurso a anticorpos especificos contra a CAT1 e CAT2 de
batateira foi possivel identificar a isoforma observada nos géis e avaliar a influéncia do

NaCl na quantidade de proteina. Os resultados de ‘western blotting’ revelaram a presenca
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de CAT2, j& que o anticorpo para a CAT1 ndo reconheceu a banda presente, e a analise
densitométrica mostrou que o tecido caloso adaptado apresentava menor quantidade de
CAT2 (cerca de 77%) do que o controlo (Figura 3.6B). Este resultado ndo esta em
conformidade com os dados de atividade determinados por espetrofotometria e por detecédo

em gel nativo.

>
m

Figura 3.6 — Detecdo da atividade da
CAT em gel nativo no qual foram
aplicados 2 pg de proteina do tecido
caloso controlo (C), adaptado (150) e
sujeito a choque salino com 150 mM
de NaCl (CS), e do tecido adaptado a
150 mM de NaCl ap6s a subcultura em

1001 == a
= meio sem sal durante 28 dias (150—0).
b A) Padrdo isoenzimatico caracterizado
ﬂ " por uma banda identificada como
sendo a CAT2 ap6s a analise por
\ ] p ;
C 150

‘western blotting’ com o anticorpo
€S 1500 ¢ 190 contra a CAT2 de batateira (B).

A quantificag&o relativa da atividade da CAT2 no gel nativo (A) e da proteina imunodetetada
(B) foi determinada por andlise densitométrica e comparada com o controlo (100%). As barras
representam valores médios (n=3) e as diferentes letras assinalam valores significativamente
diferentes (P <0,05).
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A APX é uma das enzimas que esta presente em praticamente todos os compartimentos
da célula, encontrando-se ligada ao sistema membranar de peroxissomas, mitocondrias e
plastideos, onde estd também presente no estroma do organelo e no citosol (Shigeoka et
al., 2002). Perante esta distribuicdo intracelular, a atividade da APX foi determinada nédo
s6 na fracdo sollvel dos extratos de tecido caloso, mas também na fracdo insoluvel
previamente tratada com CHAPS (seccdo 2.2.5.1.). Os resultados obtidos da quantificagdo
ao espetrofotometro apontam para uma diminuigdo da atividade da enzima, quer na fragdo
soluvel, quer na insoluvel dos calos crescidos em condigdes salinas (Tabela 3.5). A
influéncia do sal é evidente no comportamento da enzima ao causar um decréscimo na
atividade total da ordem dos 19% e 13% para as culturas de tecido adaptado e sujeito a
tratamento de choque, respetivamente. Comparando ainda com o valor quantificado no
controlo, verifica-se ndo ocorrer variagdo significativa quando o tecido adaptado foi
subcultivado na auséncia de sal, embora se tenha notado que a atividade medida na fragdo
insoluvel deste material tenha sido superior. Este resultado associado ao facto da atividade

ter aumentado em cerca de 20% na fracdo soluvel e 39% na insolivel em consequéncia da
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mudan¢a do tecido adaptado para meio sem sal reforca o efeito negativo do sal na
atividade enzimética (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) determinada
nas fracBes sollvel e insoltvel do tecido caloso controlo, adaptado e
sujeito a choque salino com 150 mM de NaCl, e no tecido adaptado a
150 mM de NaCl apés a subcultura em meio sem sal durante 28 dias.

APX
CondicGes de (umol AsA oxid./min/mg proteina)
cultura
Solavel Insolavel Total
Controlo 7,78 £0,11° 5,15+ 0,20° 12,89 + 0,24°
150 mM 6,14 +0,16° 428+0,12° 10,42 +0,27°
Choque salino 6,62+043"  458+0,14°  11,23+0,46"
150 — 0 mM 7,36 £ 0,47° 594 +0,17° 13,29 +0,50°

Valores expressos como médias + E.P. (n=3). Em cada coluna os
valores assinalados com diferentes letras sdo significativamente
diferentes (P <0,05).

Se a andlise espetrofotométrica mostrava nao existirem diferencas entre os tecido caloso
adaptado e o exposto diretamente a 150 mM de NaCl, os resultados obtidos em gel nativo a
partir das duas fragdes demonstram que o tratamento de choque foi mais pernicioso para a
atividade da APX, uma vez que a intensidade de coloracdo das bandas presentes no gel
deste material era menor do que a das bandas correspondentes no tecido adaptado (Figura
3.7A). Contudo, a comparacdo dos zimogramas € reveladora da diminuicéo da atividade da
enzima em condicdes de salinidade, sendo no material adaptado crescido na auséncia de sal
(150—0) que apareciam as bandas com uma intensidade de coloragdo proxima as do
controlo, embora no gel da fracdo insoltvel a banda fosse mais corada do que a do controlo
(Figura 3.7A). Apesar do sal influenciar a atividade da APX, ndo alterou o padrdo
isoenzimatico; as duas bandas detetadas no gel controlo da fracdo sollvel estiveram
também presentes com a mesma mobilidade nas restantes condi¢cGes experimentais, € a
tendéncia manteve-se quando foi usada a fracdo insoltvel, se bem que neste caso tenha
surgido apenas uma banda. Atendendo a que o ascorbato pode ser também oxidado pela
peroxidase do guaiacol, ou por outras peroxidases nao especificas do ascorbato (Amako et
al., 1994), os géis de ambas as fracdes foram postos em contacto com o inibidor da

atividade da APX (p-HMB) e verificou-se que as bandas de atividade observadas
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correspondiam efetivamente as peroxidases do ascorbato, dada a sua auséncia na presenga
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Figura 3.7 — A) Detecdo da atividade da APX em gel nativo no qual foram aplicados 25 ug

de proteina das fragGes soluvel (a;) e insoltvel (a,) extraidas do tecido caloso controlo (C),

adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150 mM de NaCl (CS), e do tecido adaptado a

150 mM de NaCl apds a subcultura em meio sem sal durante 28 dias (150—0). a;) Padréo

isoenzimatico da fracdo sollvel caracterizado por duas bandas identificadas como a APX

citosolica (CAPX) apds a analise por ‘western blotting’ (B) com o anticorpo especifico contra
esta isoenzima (b;) nos calos controlo (C) e adaptado ao sal (150). a,) Padréo isoenzimatico
da fragdo insollvel caracterizado por uma banda identificada como a APX peroxissomal

(pAPX) apés a analise por ‘western blotting” (B) com 0 anticorpo especifico contra esta

isoenzima (b,) nos calos controlo (C) e adaptado ao sal (150). A intensidade relativa das

bandas de atividade nas varias situagdes foi quantificada por analise densitométrica e

comparada com a intensidade das bandas controlo definida como 100%. As barras

representam valores médios (n=3) e as diferentes letras assinalam valores significativamente
diferentes (P <0,05).

O ‘western blotting’ realizado com o0s anticorpos contra a CAPX e a pAPX permitiu a
identificacdo das duas bandas detetadas nos géis da fracdo solivel como sendo a APX
citosélica, enquanto que a Unica banda revelada na fracdo insollvel correspondia a APX
localizada nos peroxissomas (Figura 3.7B). Com base na analise densitométrica (Figura
3.7B, 1), verificou-se a diminuicdo significativa da quantidade de cAPX no tecido caloso
adaptado a 150 mM de NaCl (Figura 3.7B, b;), ja a quantidade de pAPX ndo foi afetada
pela salinidade (Figura 3.7B, by), contrariamente aos resultados de atividade em gel nativo.

A atividade da GR apresentava um padrdo de variacdo semelhante ao da APX, em que
os valores mais baixos pertenciam as culturas expostas a 150 mM de NaCl, sendo
restabelecida para niveis controlo ap6s a subcultura do tecido adaptado em meio sem sal
(Tabela 3.6). Nas duas condicdes salinas testadas registou-se uma diminuicdo da atividade

total na ordem dos 23% relativamente ao nivel quantificado no tecido controlo, um

153



Resultados e Discussao

resultado que foi confirmado através da detecdo em gel nativo. Os zimogramas obtidos ndo
s6 comprovaram essa redugdo, como revelaram que o padrdo isoenzimatico era alterado
pelo sal (Figura 3.8). Das trés bandas reveladas no controlo (GR-1, GR-2 e GR-3), apenas
duas (GR-1 e GR-2) apareciam nos géis do material crescido na presenca de NaCl,
verificando-se que a banda de maior mobilidade estava ausente (GR-3). Esta banda era
visualizada quando o tecido adaptado era transferido para meio isento de sal, o faz
pressupor a sua sensibilidade a salinidade (Figura 3.8). De facto, a diminuicao da atividade
total da GR em resposta ao sal parece resultar da perda de atividade da GR-3, dado que a
intensidade de coloracgéo das outras duas bandas néo divergiu das do controlo.

Tabela 3.6 — Atividade da glutationa redutase (GR) e da desidroascorbato

redutase (DHAR) no tecido caloso controlo, adaptado e sujeito a choque

salino com 150 mM de NaCl, e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl
apos a subcultura em meio sem sal durante 28 dias.

- GR DHAR
Condicoes de i
(umol NADPH (umol AsA/min/mg
cultura . . , .

oxid./min/mg proteina) proteina)
Controlo 0,35+ 0,03 22,74 + 0,25
150 mM 0,27 £ 0,02 12,52 +0,23"
Choque salino 0,27 + 0,03" 11,79 + 0,12°
150 — 0 mM 0,32 +0,06° 21,57 +0,38°

Valores expressos como médias + E.P. (n=3). Em cada coluna os valores
assinalados com diferentes letras sdo significativamente diferentes (P

<0,05).

GR-1 GR-1 Figura 3.8 — Detecéo da atividade da GR em

GR-2 . R-2 . .

GR-3 : ‘ ” ’ R-3 gel nativo no qua_l foram aplicados 40 pg de

150 - proteina do tecido caloso controlo (C),
. adaptado (150) e sujeito a choque salino com
Sz a a 150 mM de NaCl (CS), e do tecido adaptado a
g 10 150 mM de NaCl ap6s a subcultura em meio
22 b b sem sal durante 28 dias (150—0). O padrio
§§ 50 H H isoenzimatico é caracterizado por trés bandas
£ numeradas do catodo para o anodo; de notar a
- 5 auséncia da banda GR-3 nos calos adaptado e

c 150 CS 150-0 sujeito a choque salino.

A intensidade relativa das bandas de atividade nas varias situacdes foi quantificada por analise
densitométrica e comparada com a intensidade das bandas controlo definida como 100%. As
barras representam valores médios (n=3) e as diferentes letras assinalam valores
significativamente diferentes (P <0,05).
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A DHAR teve um comportamento idéntico ao das outras enzimas do ciclo ASA-GSH ao
verificar-se que a sua atividade diminuiu em consequéncia da exposi¢éo do tecido caloso a
meio salino, se bem que o tratamento de choque tenha provocado o valor mais baixo de
atividade (Tabela 3.6). Comparando a atividade enzimatica do tecido exposto diretamente
a 150 mM de NaCl com a do tecido adaptado verifica-se a ocorréncia de uma diferenca de
apenas 6%, mas que foi significativa. Porém, a variacdo foi bastante superior relativamente
ao nivel médio registado no controlo, que se traduziu em decréscimos de 81% e 92% no
tecido caloso adaptado e sujeito a choque salino, respetivamente (Tabela 3.6). A mudanca
do tecido adaptado para a auséncia de NaCl provocou o aumento da atividade da DHAR

(72%), mas para um nivel inferior ao do controlo.

3.1.3.2. Metabolitos antioxidantes

Os niveis dos metabolitos antioxidantes foram também avaliados nas culturas de tecido
caloso das quatro situagfes em estudo. Os resultados obtidos encontram-se reunidos na
Tabela 3.7 e da sua analise destaca-se 0 aumento dos niveis de ascorbato (AsA), glutationa
(GSH) e a-tocoferol em condigdes salinas.

Tabela 3.7 — Niveis dos compostos antioxidantes, ascorbato (AsA), desidroascorbato (DHA),
glutationa reduzida (GSH) e a-tocoferol no tecido caloso controlo, adaptado e sujeito a choque

salino com 150 mM de NaCl, e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl ap6s a subcultura em meio
sem sal durante 28 dias.

Condigdes de Ascorbato (mg/g p.s.) ASA/DHA GSH a-Tocoferol
cultura (mg/gp.s.) (mg/gp.s.)
AsA DHA tAsA
Controlo 1,13 +0,09* 0,73+0,10° 1,86+0,07° 154* 0,31+0,01* 0,17 +0,01°
150 mM 1,590 +0,12° 0,78+0,06% 2,37 +0,12° 2,04° 0,46 +0,01° 0,29 + 0,04

Choque salino 1,47 +0,09° 0,79 +0,06* 2,26 +0,03" 1,86° 0,47 +0,03" 0,20 +0,01°

150 - 0 mM 0,72+0,07° 0,45+0,08" 1,17 £0,05° 1,61*° 0,37 +0,03* 0,14 +0,03°

Valores expressos como médias + E.P. (n=3). Em cada coluna os valores assinalados com
diferentes letras sdo significativamente diferentes (P <0,05).

As culturas de tecido caloso expostas a meio salino foram as que apresentaram maior
aumento do conteudo de AsA (41% no tecido adaptado e 30% no exposto a choque com

NaCl), como € evidente na Figura 3.9. Curiosamente, o produto da sua oxidacdo (DHA)
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ndo sofreu variacdo relativamente ao controlo, levando a que a razdo AsA/DHA mais
elevada fosse encontrada nas linhas celulares crescidas na presenga de NaCl (Tabela 3.7).
Por conseguinte, foi nestas linhas que se registaram os maiores teores totais de ascorbato
(tAsA), tendo a forma reduzida contribuido em mais de 50% para o valor total. Apesar da
quantidade de tAsA na linha adaptada ter decrescido para um nivel médio inferior ao do
controlo quando foi subcultivada em meio sem sal, a razdo AsA/DHA foi idéntica a do

tecido controlo.

mg/g p.s.
3

Bic []cs Figura 3.9 — Variagdo dos

niveis de  ascorbato
Chso Esoo (AsA), desidroascorbato
(DHA) e ascorbato total
(tAsA) no tecido caloso
controlo (C), adaptado
(150) e sujeito a choque
salino com 150 mM de
NaCl (CS), e no tecido
adaptado a 150 mM de
NaCl ap6s a subcultura
em meio sem sal durante
28 dias (150—0). Valores
expressos como médias +
E.P.

i

HH

Hi

Hi

ASA DHA tAsA

A semelhanca do ascorbato, os niveis de GSH aumentaram significativamente nas
culturas de tecido caloso crescidas na presenca de sal, verificando-se em ambas as
situagdes um aumento préximo dos 50% em relacdo a testemunha (Tabela 3.7 e Figura
3.10). Por sua vez, a transferéncia do tecido adaptado do meio salino para 0 mesmo meio
isento de NaCl provocou o decréscimo do metabolito para niveis que ndo divergiram dos

do tecido controlo.
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Figura 3.10 — Variagao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e de a-tocoferol
no tecido caloso controlo (C), adaptado (150) e sujeito a choque salino com 150
mM de NaCl (CS), e no tecido adaptado a 150 mM de NaCl apds a subcultura em
meio sem sal durante 28 dias (150—0). Valores expressos como médias + E.P.

Neste estudo, ndo foi registada a acumulacdo da forma oxidada (GSSG), pelo facto do
sinal obtido correspondente a este composto estar muito proximo do limite de detecdo do
método, impossibilitando a sua quantificacdo (Figura 3.11). Por este motivo, 0s dados da
GSH sdo representativos dos niveis de glutationa encontrados nas células.

Os resultados obtidos da quantificacdo do a-tocoferol e representados na Figura 3.10
mostram o aumento deste elemento nas linhas celulares expostas a 150 mM de NaCl, com
0s maiores teores a serem registados na linha adaptada ao sal. A quantidade detetada nesta
linha foi superior a do controlo em cerca de 70%, e comparativamente a sujeita a choque
salino o acréscimo era de 31%. A cultura do tecido adaptado durante 28 dias na auséncia
de sal fez baixar os niveis do antioxidante em cerca de 52%, que no final ndo variaram dos

observados no controlo (Tabela 3.7).
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Figura 3.11 — Cromatogramas resultantes da analise por HPLC-ESI/MS
de um extrato de tecido caloso adaptado a 150 mM de NaCl. A) Sinal
cromatografico correspondente a GSH cuja area foi usada para a
determinacdo da quantidade do metabolito. B) Sinal cromatografico
correspondente a GSSG; de notar que a abundéancia relativa de GSSG é
muito baixa, o que faz com que o sinal do composto (assinalado com
seta) se confunda com as interferéncias de outros componentes da matriz.

O facto dos niveis de MDA quantificados na linha de tecido caloso adaptada néo terem
sido alterados pela presenga de NaCl no meio de cultura, e serem idénticos aos encontrados
na situacdo em que o tecido esteve a crescer na auséncia de sal, levou-nos a antecipar a
possibilidade do sistema de defesa antioxidante ser eficaz na remogéo das EROs, evitando
os efeitos nocivos destes elementos nas células, entre os quais a peroxidacdo lipidica.
Tanto mais que estd perfeitamente estabelecida a relacdo da salinidade com o stress
oxidativo, sabendo-se que as células vegetais desenvolveram um eficiente sistema que as

protege da producdo aumentada de EROs em condi¢fes ambientais adversas (Gill &
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Tuteja, 2010). Um conjunto de enzimas e de compostos de baixo peso molecular
constituem o sistema antioxidante que intervém no restabelecimento do equilibrio entre a
formacéo e a remocédo das EROs durante essas situacfes. A SOD impede a acumulacédo do
O, convertendo-o em H,0, que, por sua vez, pode ser transformado em agua e oxigénio
pela atividade da CAT, ou em alternativa ser reduzido a agua pela acdo da APX por via do
ciclo AsA-GSH. Contrariamente a CAT que ndo consome poder redutor, a APX catalisa a
reducdo do H,O, usando o ascorbato como substrato. As atividades das enzimas GR e
DHAR sdo também fundamentais no ciclo AsA-GSH, a primeira por assegurar a
disponibilidade de GSH necessaria a DHAR para regenerar o AsA a partir da sua forma
oxidada (DHA) (Miller et al., 2010).

A atividade coordenada das varias enzimas que se encontram distribuidas pelos
diferentes compartimentos celulares assegura a eliminacdo efetiva das EROs dos seus
locais de formacdo na célula, evitando que o H,O; se difunda através das membranas para
outros locais e induza alteracdes oxidativas em diversas moléculas bioldgicas (del Rio et
al., 2002; Jaspers & Kangasjarvi, 2010). Assim, é de esperar que em resposta a situagdes
de stress ocorra 0 aumento da atividade das enzimas antioxidantes (Munns & Tester,
2008). Com efeito, varios estudos tém demonstrado em espécies diversas o envolvimento
dessas enzimas na aquisicdo da tolerancia a fatores de stress abi6tico, nomeadamente a
salinidade. A maioria dos resultados aponta para uma relacdo direta entre a atividade
antioxidante e a tolerdncia ao stress salino (Hernandez et al., 2000; Sreenivasulu et al.,
2000; Parida et al., 2004; Hossain et al., 2006; Koca et al., 2007; Yazici et al., 2007;
Ashraf & Ali, 2008; Pérez-Lopez et al., 2009). Em contraste, neste trabalho verificou-se a
diminuig&o da atividade da SOD, APX, GR e DHAR nas linhas de tecido caloso expostas a
NaCl, muito embora as atividades totais da SOD, CAT e da DHAR tenham sido superiores
na linha adaptada do que na sujeita a choque salino. Aparentemente, estas enzimas
mostraram-se mais afetadas pelo tratamento de choque do que as restantes, sobretudo a
CAT, uma vez que a atividade desta ndo era alterada no tecido adaptado em relacédo a do
controlo, nem quando o tecido passava da condicdo salina para a auséncia de sal (150—0
mM) (Tabela 3.4). Destes resultados infere-se que o sistema antioxidante enzimatico nao
contribuiu para a tolerancia salina do tecido caloso de batateira ao contrario do que €
descrito nos estudos feitos nesta planta e documentado em outros trabalhos experimentais
(Benavides et al., 2000; Fidalgo et al., 2004; Aghaei et al., 2009). Por exemplo, a

tolerancia salina exibida por certas espécies do género Beta e Plantago resultava da
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capacidade dessas plantas para lidarem com o stress oxidativo atraves da ativacdo do
sistema antioxidante enzimatico (Bor et al., 2003; Sekmen et al., 2007). O mesmo sucedia
no tomateiro selvagem (L. pennellii), em que a maior atividade das enzimas antioxidantes
(SOD, CAT, APX e DHAR) foi em parte responsavel pela sua maior tolerancia ao stress
salino do que a espécie cultivada (L. esculentum) (Shalata & Tal, 1998; Shalata et al.,
2001). A diferenca entre as duas espécies era evidente também ao nivel dos cloroplastos,
onde essas enzimas foram mais eficientes na reducédo dos niveis de H,O; e da peroxidagéo
lipidica nos cloroplastos do tomateiro selvagem, dai que este esteja melhor protegido do
stress oxidativo (Mittova et al., 2002). Os trabalhos realizados no algodoeiro vieram
mostrar que, sendo uma planta tolerante a salinidade, existem cultivares que sdo mais
tolerantes do que outras em resultado da maior atividade antioxidante que apresentam,
assim se justificando que a taxa fotossintética surgisse menos afetada pela salinidade e a
peroxidacdo lipidica reduzida nessas cultivares (Gossett et al., 1994a; Meloni et al., 2003).
O mesmo argumento era apresentado por Sairam e colaboradores (Sairam & Srivastava,
2002; Sairam et al., 2005) ap6s terem comparado a atividade das enzimas SOD, APX e GR
em genotipos de trigo com diferente grau de sensibilidade a salinidade. Também na planta
de milho, a tolerancia ao sal estava relacionada com a resisténcia ao stress oxidativo
conferida pelo aumento da capacidade antioxidante (Neto et al., 2006). E mesmo nas
haléfitas, os dados disponiveis sdo sugestivos de que a inducdo do sistema antioxidante
enzimatico é um componente na adaptacdo a salinidade (Cai-Hong et al., 2005; Ben Amor
et al., 2006; Ellouzi et al., 2011).

A utilizacdo das culturas in vitro no estudo dos mecanismos de tolerancia salina
corrobora a importancia das enzimas antioxidantes na protecao das células contra os danos
oxidativos induzidos pela salinidade (Gossett et al., 1994a, 1996; Gueta-Dahan et al.,
1997; Bueno et al., 1998; Rodriguez-Rosales et al., 1999; Davenport et al., 2003; Niknam
et al., 2011). Elkahoui et al. (2005) concluiram que o0 aumento da atividade da SOD e APX
ocorrido nas células adaptadas e ndo adaptadas ao NaCl de Catharanthus roseus quando
expostas a 50 e 100 mM de NaCl seria uma resposta ao aumento da formacdo de EROs
que, de certo modo, aliviou 0 impacto negativo da presenca do sal e foi determinante para
o0 crescimento das células nessas condicGes. Esta resposta mostra que a producdo de EROs
ndo € necessariamente um sintoma de disfuncdo celular como foi muitas vezes referido,
podendo ser um sinal necessario para que ocorram na célula os ajustamentos metabolicos

compativeis com a nova condi¢cdo ambiental (Jaspers & Kangasjarvi, 2010).
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Refira-se ainda os esfor¢os conseguidos com a obtencdo de plantas com tolerancia
acrescida ao stress salino através da sobre-expressao de varios genes da SOD, APX ou da
CAT, o que reforca a nocdo de que estas enzimas sdo importantes para a tolerancia ao
stress oxidativo (Badawi et al., 2004a,b; Wang et al., 2004; Nagamiya et al. 2007;
Bhatnagar-Mathur et al., 2008; Wang et al., 2010a).

Para além do impacto da salinidade sobre a atividade das enzimas antioxidantes,
sobressai ainda de alguns estudos realizados as alteracdes induzidas na expressdo dos
genes que codificam algumas dessas enzimas, que se refletem no aumento dos niveis de
transcritos e de proteina acumulada (Savouré et al., 1999; Sreenivasulu et al., 2000;
Gomez et al., 2004a; Attia et al., 2008). Ao esclarecerem o comportamento tolerante
exibido pelos genoétipos de M. truncatula apds sujeitos a concentracdes crescentes de NaCl,
Mhadhbi et al. (2011) verificaram que a maior atividade da SOD, CAT e APX estava
correlacionada com o aumento da expressao dos genes dessas enzimas (Cat, cApx, CuSod e
FeSod). Deste, e de outros estudos verifica-se que o grau de tolerancia ao stress salino
parece envolver a inducdo de determinadas isoformas das enzimas antioxidantes; o
aumento da atividade antioxidante nas plantas tolerantes de Setaria italica esteve associada
com a indugdo das isoenzimas Cu/ZnSOD, MnSOD e cAPX, ja nas ervilheiras em
condicBes de elevada salinidade assistiu-se a inducdo das SODs férrica e de manganés
acompanhadas da APX plastidial (Hernandez et al., 1999; Gomez et al., 1999, 2004a;
Sreenivasulu et al., 2000). Segundo Tsang et al. (1991) é possivel relacionar o aumento de
atividade/transcritos de um determinado tipo de SOD com os locais da célula mais afetados
pela producdo de EROs.

Apesar da generalidade dos estudos apontar para 0 aumento da atividade da SOD em
condic@es salinas, verifica-se que foi reduzida nas raizes de espécies do género Vigna na
sequéncia do tratamento salino dessas plantas, ndo tendo sofrido alteracfes nos 6rgéos
aéreos (Cavalcanti et al., 2004; Panda & Khan, 2009). Em outras plantas sujeitas a stress
salino, como por exemplo na batateira, embora a atividade da SOD tenha aumentado, esta
resposta ndo foi acompanhada pelo aumento da capacidade enzimatica da CAT e APX
necessaria para evitar a acumulacao de H,O, (Fidalgo et al., 2004).

Através dos géis nativos observou-se o padrdo de atividade da SOD e das restantes
enzimas antioxidantes nas varias situacdes em estudo. No caso da SOD registou-se a
ocorréncia de quatro bandas de atividade, identificadas como co-migragdo da Cu/ZnSOD
com a MnSOD (SOD-2) e com a FeSOD (SOD-1, SOD-3 e SOD-4), que ndo foram
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alteradas pela presenca do NaCl, embora a intensidade de coloragéo fosse inferior a das
bandas correspondentes no material controlo. De certo modo, a diminui¢do da atividade
dos trés tipos de SOD contribuiu para o decréscimo da atividade total, se bem que as
alteracdes na Cu/ZnSOD tenham tido maior impacto por ser a SOD mais representativa no
tecido caloso de batateira. Num outro estudo em que se avaliou o efeito do NaCl na
atividade antioxidante em culturas de tecido caloso obtidas de cultivares de batateira com
diferente tolerancia salina, apenas a atividade da MnSOD surgiu aumentada em resposta ao
sal, apesar de ndo ser suficiente para elevar a atividade total (Rahnama & Ebrahimzadeh,
2006). No entanto, quando a atividade da SOD foi avaliada nas plantas das vérias
cultivares, verificou-se que era superior nas mais tolerantes, estando mesmo envolvida na
tolerancia salina dessas plantas (Aghaei et al., 2009). Na batateira, parece nao existir
correlacdo entre a resposta das plantas aos tratamentos salinos e a das culturas de tecido
caloso. Nas plantas da cultivar Désirée, a mesma que foi usada para a obtencao das nossas
linhas celulares, Fidalgo et al. (2004) verificaram que o grau de tolerancia exibido quando
eram sujeitas a stress salino parecia estar associado ao aumento da atividade da SOD. Se
confrontarmos este resultado com o observado nas culturas de tecido caloso crescido na
presenca de NaCl, confirma-se que ndo ha relacdo entre o comportamento da SOD nas
plantas e no tecido em situacdo in vitro, no entanto, a maior atividade da enzima,
representada sobretudo pela Cu/ZnSOD, na linha adaptada do que na sujeita a choque
salino leva-nos admitir o seu contributo para a tolerancia ao sal. Estudos realizados na
batateira e noutras solanaceas também indicavam que a Cu/ZnSOD era a isoenzima que
sofria maior inducdo em situacdes de secura ou de exposicdo a radiacdo UV-B,
provavelmente por ser aquela que tem uma distribuicdo mais alargada na célula (Bowler et
al., 1992; Santos et al., 1999). Curiosamente, nos ensaios com a batateira cultivada a
MnSOD néo era observada (Santos et al., 1999; Fidalgo et al., 2004), ja na espécie S.
curtilobum resistente ao frio a FeSOD representava cerca de 50% da atividade total quando
as plantas eram expostas a secura (Martinez et al., 2001). Esta isoenzima foi também
determinante para a aclimatacdo do tomateiro ao calor e para a remogdo do O, em
diversas plantas sujeitas a condi¢des de caréncia de cobre (Camejo et al., 2007; Cohu &
Pilon, 2007). Situagdo diferente foi encontrada no arroz e na cevada, duas plantas com
diferente tolerancia ao sal em que a FeSOD ndo era observada e a atividade das isoenzimas
Cu/ZnSOD e MnSOD surgia aumentada pela salinidade (Fadzilla et al., 1997; Lee et al.,
2001; Pérez-Lopez et al., 2009). Esta discrepancia de resultados podera estar relacionada
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com os modelos experimentais usados, que recorrem ao sistema in vitro ou a cultivares que
diferem na tolerancia salina, podendo inclusivamente encontrarem-se em diferentes fases
de desenvolvimento (Bowler et al., 1992; Noreen & Ashraf, 2009). Os mecanismos que
regulam a expressdo e atividade das diversas SODs sdo complexos, pois além de serem
reguladas pelo stress, sao moduladas pela fase de desenvolvimento dos érgdos em estudo,
sabendo-se que a localizagdo subcelular de cada uma delas podera também ter influéncia
(Perl-Treves & Galun, 1991; Tsang et al., 1991; Alscher et al., 2002). Compreende-se
assim que na mesma planta 0 comportamento das enzimas antioxidantes varie entre 0s
6rgdos, como sucedeu na Calendula officinalis em condic¢des salinas em que a atividade da
SOD aumentou nas raizes e diminuiu nas folhas, ocorrendo o contrério nas folhas e raizes
de V. unguiculata nas mesmas condi¢cdes (Chaparzadeh et al., 2004; Cavalcanti et al.,
2007).

De mencionar que outros fatores poderéo intervir na resposta da SOD ao stress; cite-se a
possibilidade do préprio H,O, inativar a enzima apos se ter notado que o tratamento salino
das plantas de N. plumbaginifolia e A. thaliana promovia 0 aumento do nivel de transcritos
ao passo que a atividade diminuia (Savouré et al., 1999; Attia et al., 2008). Embora nédo
quantificado no presente estudo, o0 H,O, pode ser produzido nas células vegetais por outras
vias para além da acdo da SOD; nos peroxissomas diversas oxidases geram H,0,, que é 0
principal produto da fotorespiracdo, e nas mitocdndrias é formado a partir da respiracao
(Foyer et al., 1997; del Rio et al., 2006). Como foi dito na seccdo 1.2.2., a fotorrespiracéo é
uma via que assume especial importancia nas plantas C3 em condicdes de défice hidrico
como é a salinidade, e a formacéo de H,O, nas mitoc6ndrias é mais relevante nos tecidos
ndo fotossintéticos (Asada, 2006; Navrot et al., 2007). Por outro lado, e ndo menos
importante, é o facto do elevado conteido de Na* e CI™ quantificado nas linhas celulares
expostas ao sal poder afetar a integridade das proteinas, causando assim a reducdo da
atividade enzimatica, tal como Hernandez et al. (1994) verificaram em protoplastos
foliares de V. unguiculata submetidos a diferentes concentragbes de NaCl.
Adicionalmente, a possibilidade do excesso de Na* desativar a enzima ao atuar como um
inibidor competitivo € um factor a considerar para a reduzida atividade da SOD em
condicdes salinas (Blumwald et al., 2000). Refira-se ainda que a sintese proteica requer a
presenca de elevados niveis de K*, sendo inibida por elevadas concentracdes de Na*
(Tester & Davenport, 2003). Assim, a acumulacdo de Na" acompanhada pela reducéo de

K" nas culturas de tecido caloso em condices salinas, que se traduziu nos valores mais
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baixos de K'/Na’ (0,43 para o tecido adaptado e 0,33 para o sujeito a tratamento de
choque), pode ter prejudicado a sintese e reduzido a quantidade de enzima, justificando-se
a perda de atividade observada nessas culturas, em particular na sujeita a choque salino
(Shabala & Cuin, 2008). O efeito oxidativo da salinidade também é apontado como causa
da supressdo da sintese de novo de proteinas pois, segundo Nishiyama et al. (2011), a
sintese proteica € o principal alvo das EROs, dai que os niveis de proteina surjam
diminuidos nas folhas de batateira sujeita a stress salino (Fidalgo et al., 2004; Teixeira &
Pereira, 2007).

A reduzida sintese proteica € a razdo provavel para a menor atividade da APX
determinada na fracdo sollvel dos calos crescidos na presenca de NaCl, ao verificar-se nos
géis nativos que a atividade reduzida das cAPXs nesse material estava correlacionada com
uma menor quantidade de proteina. Por sua vez, a quantidade de pAPX, a Unica isoenzima
presente nos géis de atividade da fracdo insollvel, parecia ndo ser afetada pela condicao
salina, apesar da atividade enzimética decrescer (Figura 3.7A, B). Esta divergéncia entre o
nivel de proteina e a atividade da pAPX no tecido caloso, que foi ja descrita noutros
estudos, sugere gque a regulacdo da isoenzima pode ser a nivel pos-traducdo (Shigeoka et
al., 2002; Gomez et al. 2004a), havendo a possibilidade da enzima ser inibida pelo H,0, se
este estiver presente a niveis suficientemente altos (del Rio et al., 2006). N&o nos parece
que possa ser este 0 caso, na medida em que a atividade da CAT no tecido adaptado néo
diferiu da do controlo, além do mais a da SOD foi reduzida pelo sal, dai admitirmos que os
niveis de H,O, no tecido se encontrem controlados. Perante os resultados obtidos em gel
nativo e da andlise ‘western blotting” supde-se que as duas isoenzimas sejam reguladas de
um modo diferente pela salinidade e, a semelhanca da SOD, a sua distribuicdo subcelular
pode ser determinante.

Além das APXs citosolica e peroxissomal, é conhecida a existéncia nas células vegetais
de outras isoenzimas (mitocondrial e plastidiais), cuja atividade nao foi revelada nos géis
nativos do tecido caloso de batateira. Estudos realizados nos cloroplastos de ervilheira
demonstraram que a atividade das APXs plastidiais (SAPX e tAPX) era induzida em
condicdes de salinidade moderada (50-70 mM NaCl), mas na presenca de niveis elevados
de sal (superiores a 100 mM NaCl) era reduzida de modo significativo (Gémez et al.,
1999, 2004a). Foi, no entanto, possivel assistir ao aumento de atividade das duas APXs
quando os cloroplastos foram isolados de plantas de trigo tolerantes a secura ou da hal6fita
Suaeda salsa regadas com solucdo salina (Meneguzzo et al., 1998; Cai-Hong et al., 2005).
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A especificidade destas isoenzimas em relacdo ao ascorbato torna-as extremamente
instaveis perante a baixa disponibilidade do substrato e mais sensiveis ao aumento das
EROs gerado pelo NaCl, ao passo que a APX citosélica por ser menos especifica
relativamente ao dador de eletrdes mostra-se mais estavel na eventualidade do ascorbato
faltar (Shigeoka et al., 2002). Apesar da sua localizacéo citosolica, as CAPXs parecem ser
determinantes na protecdo dos plastideos dos efeitos das EROs (Davletova et al., 2005).
Com efeito, Koussevitzky et al. (2008) verificaram que as plantas mutantes de A. thaliana
deficientes na cAPX (apxl) acumulavam mais H,O, e mostravam-se sensiveis a
combinacéo do calor com a secura, ao passo que as mutantes sem as outras formas de APX
ndo eram afetadas pelos dois fatores ambientais. O trabalho de Locato et al. (2009) veio
confirmar que a cAPX € a mais versatil entre as formas mitocondrial e plastidial, cuja
atividade contribuiu para a homeostasia redox nas culturas de células de tabaco submetidas
a um choque de calor. Embora ndo tenham avaliado a pAPX, sabe-se de trabalho anterior
que a protecdo conferida pela sobre-expressdo desta isoenzima (APX3) em tabaco é
especifica para o stress oxidativo gerado nos peroxissomas, mas nao nos cloroplastos
(Wang et al., 1999).

O decréscimo de atividade total da APX na linha celular adaptada ao sal previa um
possivel aumento da atividade da CAT, dado que os peroxissomas sdao um dos organelos
que mais contribuem para a formacéo do H,O, durante o stress salino (Miller et al., 2010).
A importancia das duas enzimas no controlo dos niveis de H,O, e na protecdo das células
contra os efeitos oxidativos desta molécula foi demonstrada em diversos estudos que
associaram o aumento da atividade de ambas as enzimas com a tolerancia a salinidade e
também a outros fatores de stress (Mittova et al., 2004; Cai-Hong et al., 2005; Neto et al.,
2006; Sekmen et al., 2007; Yazici et al., 2007; Arbona et al., 2008; Locato et al., 2008;
Dominguez et al., 2009). Neste trabalho verificamos que a permanéncia do tecido caloso
adaptado em meio salino ndo afetou a atividade da CAT, tendo diminuido na sequéncia da
exposicdo direta do tecido controlo a 150 mM de NaCl. O padréo de atividade observado
em gel nativo foi concordante com os dados de espetrofotometria, mas a analise por
‘western blotting’ revelou que a quantidade da Unica isoforma identificada como sendo a
CAT2 diminuia no tecido adaptado (Figura 3.6). Com base nestes resultados, conclui-se
que a CAT2 é a forma encontrada no tecido caloso de batateira, tal como sucede no
tubérculo, enquanto que nos o6rgaos foliares além desta foi também identificada a CAT1
(Fidalgo et al., 2004; Santos et al., 2004, 2006; Almeida et al., 2005).
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O numero de isoenzimas € varidvel entre as espécies, chegando nalgumas situacdes a
variar com os tecidos analisados; por exemplo, nas folhas adultas da planta do milho foram
identificadas trés isoenzimas bioquimicamente distintas (CAT1, CAT2 e CAT3),
encontrando-se a CAT1 e CAT3 nas células do mesofilo, e a CAT2 nas células da bainha
(Scandalios, 1990; Scandalios et al., 1997). Numa outra dicotiledénea também com trés
isoenzimas, a N. plumbaginifolia, a CAT1 e a CAT3 estavam distribuidas por diferentes
tecidos da planta (raiz, caule, folhas e flores), enquanto que a CAT2 surgia
preferencialmente no floema, dai que possa estar envolvida no processo de lenhificacdo
(Willekens et al., 1994). De facto, a CAT2 é descrita por ser expressa preferencialmente
nos tecidos vasculares, embora Santos et al. (2004) a tenham localizado nas inclusdes
paracritalinas nos peroxissomas das celulas epidérmicas e do mesofilo nas plantas de
batateira crescidas sob a radiacdo UV-B. A funcédo fisiologica desta isoforma ndo esta
completamente definida, ainda que os dados disponiveis apontem para o0 seu envolvimento
na defesa contra o stress oxidativo (Santos et al., 2004, 2006; Almeida et al., 2005). Os
nossos resultados de certa forma suportam esta ideia, na medida em que atividade da
CAT2 no tecido adaptado ndo variou da do controlo, apesar da quantidade ser
significativamente inferior, e manteve-se inalterada apo6s a transferéncia do tecido para a
auséncia de sal surgindo, no entanto, aumentada em relacdo a registada no tecido sujeito a
choque salino. O facto de ndo ter aumentado como era esperado poderé estar relacionado
com as préprias caracteristicas da enzima; a baixa afinidade em relacdo ao H,O, torna-a
pouco sensivel a pequenas variagdes nos niveis desta molécula, reagindo na presenca de
elevadas concentracbes da ERO. Segundo Mittler (2002), a CAT é particularmente
importante para a remogdo do excesso de H,O, gerado em condicbes de forte stress
oxidativo, 0 que ndo parece ser 0 nNOSSO caso a crer na peroxidacdo lipidica que esteve
proxima & da situagdo controlo. Além de que a sua distribuigdo na célula esta restringida
sobretudo aos peroxissomas, onde converte o H,O, formado na fotorespiracdo em agua e
oxigénio (Miller et al., 2010). De acordo com a classificacdo proposta para as varias
isoformas da enzima e feita com base nos perfis de expressdo dos genes CAT, essa func¢do
antioxidante cabe especificamente as catalases da classe I, predominantes nos tecidos
fotossintéticos e na qual se inclui a CAT1 da batata (Willekens et al., 1994; Santos et al.,
2006). Por sua vez, a CAT2 que pertence a classe Il, parece ser uma enzima mais versatil

ao estar associada a outros processos celulares para além da defesa e lenhificacdo da
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parede celular, envolvendo-se também na remocdo do H,O, nos glioxissomas durante a
senescéncia foliar (Santos et al., 2006).

A multifuncionalidade da CAT2 provavelmente justifica o facto de ser a isoforma
prevalente nos 6rgdos ndo fotossintéticos (raizes, peciolos, brolhos, tubérculos e pétalas) da
planta de batateira que Santos et al. (2006) analisaram e n6s complementdmos no tecido
caloso. Posteriormente, verificou-se que a CAT2 de A. thaliana era capaz de interagir com
a proteina SOS2, um componente da via de sinalizagdo que regula a resposta ao stress
salino que, por sua vez, reage com outros fatores que fazem parte de diversas vias de
sinalizacdo incluindo a dependente do H,O, (Verslues et al., 2007). Esta interacdo da
catalase com a SOS2 localizada no citosol revela um papel adicional da CAT na adaptagéo
ao stress salino, que vai além do controlo do nivel celular de H,O, que afeta os
componentes das vias de transducdo do sinal (Azpilicueta et al., 2007; Mhadhbi et al.,
2011).

A variacéo entre a atividade da CAT2 nos calos adaptado e sujeito a choque salino ndo
foi inesperada, tendo em conta o estudo realizado por Fidalgo et al. (2004) em batateira
onde observaram um decréscimo da atividade enzimatica proporcional ao nivel de
salinidade imposto, que foi também registado em outras plantas expostas a stress salino e a
outros fatores adversos (Balestrasse et al., 2001; Lee et al., 2001; Parida et al., 2004; Cho
& Seo, 2005; Ben Amor et al., 2006; Cavalcanti et al., 2007). Note-se ainda que o
tratamento de células em suspensdo de C. roseus com 100 mM de NaCl inibiu
consideravelmente a atividade total da CAT, que era aumentada quando as células
cresciam na presenca de 50 mM de NaCl (Elkahoui et al., 2005). Conclui-se que a enzima
é sensivel a elevada salinidade, opinido partilnada por Cavalcanti et al. (2004, 2007) apds
terem verificado que a atividade decrescia nas plantas sujeitas a um tratamento com 200
mM de NaCl durante seis dias, e que fim desse tempo ndo recuperava para os valores
normais. Perante a resposta observada, os autores admitiram que a CAT pode ter sofrido
danos irreversiveis na sua estrutura, ou entdo, que a sua sintese tera sido muito baixa, uma
hipotese também avangada por Fidalgo et al. (2004), tendo em conta que a salinidade
interfere negativamente com a sintese proteica. Nesta perspetiva, é provavel que tenha
ocorrido um desequilibrio entre a sintese da enzima e a sua degradacdo no tecido caloso
sujeito a tratamento de choque com 150 mM NaCl que tera levado a que a atividade da
CAT diminuisse neste material.
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A GR e a DHAR comp@em o ciclo AsA-GSH através do qual asseguram a manuten¢do
das formas ativas da glutationa e ascorbato necessarias ao controlo efetivo do H,O, nos
varios organelos onde é gerado (cloroplastos, citosol, mitocondria, apoplasto e
peroxissomas) (Jiménez et al., 1997; Foyer & Shigeoka, 2011). O aumento de atividade
dessas enzimas parece ser uma resposta comum nas plantas em condigdes salinas, se bem
que os maiores niveis de atividade sejam encontrados nas plantas que se mostram mais
tolerantes ao sal (Hernandez et al., 2000; Cai-Hong et al., 2005; Neto et al., 2006; Koca et
al., 2007; Pérez-Lopez et al., 2009, 2010). Este comportamento também é evidenciado
pelas plantas e culturas de células mantidas em condicbes de meio desfavoraveis,
nomeadamente de excesso de certos metais pesados, ou sob concentragcfes elevadas de
CO; e de ozono ou de baixas temperaturas, o que demonstra a importancia das duas
enzimas na protecdo contra 0s danos oxidativos induzidos por essas condi¢des (Verma &
Dubey, 2003; Gomes-Junior et al., 2006a,b, 2007; Semane et al., 2007; Xu et al., 2008;
Dominguez et al., 2010; Gillespie et al., 2011). Porém, tambeém se encontram na literatura
referéncias a situacdes em que a atividade das enzimas ndo esteve relacionada com a
tolerancia das plantas a salinidade e a outros fatores de stress (Lee et al., 2001; Aravind &
Prasad, 2005; Bhargava et al., 2007; Dominguez-Valdivia et al., 2007; Panda & Khan,
2009). O nosso trabalho é mais um desses exemplos ao mostrar que a atividade total da GR
na linha adaptada ao sal era inferior a do controlo e a mesma que foi registada no tecido
caloso sujeito a tratamento de choque. Edwards et al. (1994) havia sugerido que o aumento
de atividade total da GR ocorrido nas ervilheiras sujeitas a varias condi¢fes de stress
oxidativo resultava de alteracfes no padrdo de bandas, nomeadamente da inducdo de novas
isoenzimas. Posteriormente, varios estudos confirmaram o aumento da atividade total da
GR paralelamente a inducéo de isoformas especificas em resposta a diferentes fatores de
stress, as quais pareciam estar envolvidas na tolerancia a esses fatores (Gomes-Junior et
al., 2006a,b, 2007; Martins et al., 2011). No nosso estudo, a reducdo de atividade
observada nas culturas de tecido caloso expostas a 150 mM NaCl esteve associada ao
desaparecimento da isoforma de maior mobilidade eletroforética (GR-3), alterando assim o
padrdo isoenzimatico, uma vez que a atividade das bandas restantes parecia ndo ser afetada
pelo sal. A recuperagdo da atividade total da enzima apés a transferéncia do tecido
adaptado para meio sem sal foi concomitante com o aparecimento da banda GR-3 no gel
nativo, o que demonstra a sensibilidade desta isoforma ao sal (Figura 3.8). Da mesma
forma que a GR é inibida pelos ides metalicos do tipo Cd*, Cu®* e Fe** se as
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concentracdes destes elementos no meio forem excessivas, ou por outros compostos que
reagem com o grupo —SH dos tidis ligados ao centro ativo da enzima (Aravind & Prasad,
2005), é possivel que esta seja também inibida pelo excesso de Na* e CI™ a semelhanca do
que foi j& comentado para as outras enzimas. E 0 mesmo pode ter sucedido em relacdo a
DHAR para justificar a atividade reduzida nas linhas de tecido caloso crescidas na
presenca de NaCl e o facto de ter aumentado na sequéncia da mudanca da linha adaptada
para meio sem sal. Mas contrariamente a GR, a atividade da DHAR surgiu afetada pela
exposicédo direta do tecido controlo a 150 mM de NaCl, o que leva a supor que para além
do efeito idnico e osmético da salinidade, ha a possibilidade da enzima ser prejudicada
pelo aumento de formacdo de EROs induzido pelo tratamento de choque. Como vimos,
este tratamento levou a que a peroxidacdo lipidica aumentasse e fosse superior a ocorrida
no tecido adaptado. Baseados na sensibilidade da enzima ao excesso de EROs, Knorzer et
al. (1996) consideraram que a reduzida atividade da DHAR observada nas células em
suspensdo de soja em contacto com o herbicida oxifluorfen era consequéncia da destruicéo

oxidativa da enzima ou da sua inativacéo.

Deste trabalho ressalta que a salinidade interferiu negativamente com a atividade das
enzimas antioxidantes que, de um modo geral, foram afetadas pelo tratamento de choque.
Neste caso, a exposic¢éo direta do tecido ndo adaptado a 150 mM de NaCl pode ter causado
danos no sistema de defesa enzimatico que o impossibilitaram de evitar a ocorréncia de
stress oxidativo. Apesar da salinidade ter diminuido a atividade das enzimas antioxidantes
no tecido adaptado, a peroxidacdo lipidica ndo surgiu alterada em relacdo a situacdo
controlo, dai que a capacidade do tecido caloso de batateira para crescer na presenca de
150 mM de NaCl parece ndo depender de um sistema enzimatico tdo ativo quanto
inicialmente se previa. A semelhanca dos nossos resultados, outros estudos mostram que
nem sempre a atividade das enzimas antioxidantes € um critério valido para avaliar a
tolerancia ao sal, conforme alguns autores sugeriram (Ashraf and Harris, 2004; Ashraf,
2009). Partindo da hipotese de que as enzimas antioxidantes teriam um papel ativo na
tolerancia das plantas de V. unguiculata a salinidade, Cavalcanti et al. (2004) verificaram
que o sistema enzimatico dessas plantas ndo foi eficaz na prevencao dos danos oxidativos
indiciados pelo aumento da peroxidacéo lipidica e pela perda da integridade membranar.
Também Noreen & Ashraf (2009) ndo encontraram uma relagdo consistente entre a
resposta do sistema antioxidante e o grau de toleréncia salina de diversas cultivares de
ervilheira, concluindo que apenas a atividade da CAT poderia ser usada como um
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indicador de tolerancia a salinidade. Tendo em conta estes, e outros trabalhos (Shalata et
al., 2001; Rahnama & Ebrahimzadeh, 2005), conclui-se ndo ser possivel generalizar o
envolvimento do sistema enzimatico na tolerancia salina.

No entanto, as plantas dispbem além das enzimas atras mencionadas de diversas
moléculas com poder antioxidante. O ascorbato e a glutationa sdo os principais compostos
hidrossollveis existentes nos tecidos fotossintéticos e ndo-fotossintéticos que podem reagir
diretamente com as EROs (*O,, O, e OH") e indiretamente, ao participarem nas principais
vias de defesa do sistema antioxidante, onde interagem com a APX, DHAR e glutationa
peroxidase (GPX) no controlo dos niveis de H,O, em praticamente todos o0s
compartimentos celulares (Noctor & Foyer, 1998; Foyer & Shigeoka, 2011). O decréscimo
de atividade das enzimas do ciclo AsA-GSH em condig¢es salinas a que assistimos neste
estudo poderia antever a reducdo dos niveis de AsA e GSH, dada a importancia destes
elementos como substratos nas reacGes de reducdo do H,O, e do desidroascorbato
catalisadas respetivamente pela APX e DHAR. Contudo, os resultados obtidos da
quantificacdo dos dois antioxidantes ndo-enzimaticos mostraram que 0s teores totais de
ascorbato (tAsA) e de glutationa eram superiores nas culturas de tecido caloso expostas a
150 mM de NaCl, sendo na situacdo em que o tecido adaptado alternava para meio sem sal
que se registavam os teores mais baixos de tAsA. A glutationa quantificada neste estudo
encontrava-se praticamente na forma reduzida (GSH), o que ndo é de estranhar tendo em
conta que na maioria das situacfes a forma dimerizada (GSSG) representa uma fragédo
muito pequena da glutationa total, inferior a 5% (Schafer & Buettner, 2001). Dai que
tenhamos tido dificuldades em quantificar a GSSG numa concentracdo tao baixa, mesmo
tendo-se recorrido a uma metodologia tdo sensivel quanto aquela que nds usamos. Para
Foyer et al. (2001), apenas em situacOes de stress extremo a taxa de oxidagdo da forma
GSH podera exceder a reducdo da GSSG e a concentragdo intracelular desta forma
aumentar, o que parece néo ter sucedido no nosso material.

Adicionalmente, verificou-se que a oxidacdo do ascorbato ndo foi afetada pela
salinidade, o que fez com que a maior parte do tAsA quantificado no tecido caloso crescido
na presenca do sal fosse representado pela forma reduzida (mais de 50%). O
desidroascorbato (DHA) e a sua forma reduzida, o ascorbato (AsA), constituem em
conjunto a denominada vitamina C (Conklin, 1998). Com efeito, em situa¢cdes normais, a
vitamina C encontra-se nos tecidos vegetais quase exclusivamente sob a forma de AsA, a

forma que esta envolvida em inimeras fungdes fisiologicas na célula (Smirnoff, 2000). A
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funcdo antioxidante do AsA é provavelmente a mais conhecida e que tem levado varios
estudos a correlacionarem o aumento dos niveis de AsA com a tolerancia a salinidade e a
outros fatores ambientais adversos (Gossett et al., 1996; Conklin & Barth, 2004; Arbona et
al., 2008; Pérez-Lopez et al., 2009, 2010). Segundo alguns autores, esse aumento contraria
os efeitos toxicos das EROs geradas pelos vérios fatores e confirma a importancia do
metabolito na defesa contra o stress oxidativo (Parida & Das, 2005; Hideg et al., 2006;
Agarwal, 2007; Dominguez et al., 2009, 2010). De certo modo, 0s nossos resultados estéo
em concordancia com o que é documentado na literatura, uma vez que a linha adaptada ao
sal apresentou um elevado teor de AsA comparativamente ao controlo (Tabela 3.7), que se
refletiu numa razédo AsA/DHA mais elevada, que provavelmente contribuiu para a reduzida
peroxidacdo lipidica. Em contraste, nas plantas sujeitas a stress hidrico e a concentracfes
elevadas de cadmio, os decréscimos na concentracdo de AsA a par do aumento do
conteddo de DHA poderao justificar os elevados niveis de O, e H,O, e de peroxidagédo
lipidica quantificados nessas plantas (Balestrasse et al., 2001; Aravind & Prasad, 2005;
Upadhyaya et al., 2008).

Provavelmente, as experiéncias realizadas em plantas mutantes de A. thaliana vtcl que
acumulam apenas 30% do AsA quantificado nas do tipo selvagem sdo aquelas que melhor
caracterizam a funcdo do AsA na protecdo contra as condi¢cbes ambientais adversas. Essas
plantas quando expostas a stresses varios (0s poluentes ozono e dioxido de enxofre,
radiacdo UV-B e salinidade) mostraram elevados niveis de H,O, e de peroxidacdo lipidica,
reducdes na taxa fotossintética e na atividade das enzimas do ciclo AsA-GSH (Conklin et
al., 1996, 2000; Conklin & Barth, 2004; Huang et al., 2005). Curiosamente, Conklin et al.
(1997) conseguiram restabelecer a toleréncia das plantas vtcl a teores elevados de ozono
na sequéncia do seu tratamento com um precursor da via biossintética do AsA (L-
galactona-1,4-lactona) que elevou o teor de AsA. A aplicagdo exdgena de AsA no
tomateiro cultivado aumentou a sua tolerancia ao stress salino e reduziu a peroxidacdo
lipidica, apesar do Na* acumulado nos tecidos (Shalata & Neumann, 2001). Com base
nestas e noutras experiéncias mais recentes (Athar et al., 2008; Dolatabadian et al., 2008;
Younis et al., 2010), concluimos que 0 AsA é um elemento importante quer na adaptacdo
do tecido caloso & presenca de NaCl a 150 mM, quer para a sobrevivéncia do tecido ao
tratamento de choque com essa concentragdo salina.

A semelhanca do AsA, o0s nossos resultados s&o sugestivos do envolvimento da GSH na

protecdo das linhas celulares dos efeitos oxidativos induzidos pela presenca de NaCl, tendo
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em conta os Varios trabalhos que relacionaram os elevados teores de GSH observados em
plantas e/ou culturas de células em condigdes adversas com a protecdo contra o stress
oxidativo (Kocsy et al., 2001; Rellan-Alvarez et al., 2006; Pukacka & Ratajczak, 2007,
2010; Locato et al.,, 2008). Esta nocdo foi ainda corroborada pelos estudos que
compararam plantas e/ou linhas celulares com diferentes graus de toleréncia ao stress e
revelaram que as mais tolerantes apresentavam os maiores teores de GSH (Gossett et al.,
1996; Devi et al., 2003; Kocsy et al., 2004; Arbona et al., 2008). A este propoésito, Tausz et
al. (2004) consideraram que as alteracdes nos niveis de GSH em relacdo a forma oxidada
podem ser um indicador do grau de stress que permite avaliar a adaptacdo das plantas ao
seu ambiente.

Na verdade, a relacdo entre as formas reduzida e oxidada dos dois antioxidantes é um
indicador muitas vezes utilizado para estimar o estado redox dos sistemas bioldgicos
(Schafer & Buettner, 2001; Foyer & Noctor, 2005a; Garnczarska, 2005; Pukacka &
Ratajczak, 2007, 2010). Os pares ASA/DHA e GSH/GSSG, mais do que o0s niveis de tAsA
ou de glutationa, por influenciarem o estado redox das células estdo envolvidos em
diversos processos fisiologicos nas plantas, incluindo a regulacdo do ciclo celular e
desenvolvimento da planta, a atividade de determinadas proteinas, a regulacdo da
expressdo genética e até da morte celular (Noctor et al., 2002; Gémez et al., 2004b,c;
Potters et al., 2002, 2010). O controlo do estado redox nos diferentes compartimentos da
célula é essencial para preservar a integridade das estruturas celulares e para o
funcionamento adequado das varias vias metabolicas. O AsA e a GSH participam na
regulacdo redox ndo sé através do controlo direto dos niveis de EROs, mas também através
da ativacdo de varios mecanismos de defesa da célula, dado o seu envolvimento na
sinalizacdo (Szalai et al., 2009; Foyer & Shigeoka, 2011). As alteragfes no estado de
reducdo do AsA e da GSH sinalizam o stress e induzem a expressdo de Varios genes
relacionados com a defesa, inclusive dos genes que codificam as enzimas da propria via
biossintética da GSH (Kocsy et al., 2001; Conklin & Barth, 2004; Noctor, 2006; Meyer,
2008). Os resultados disponiveis evidenciam o aumento da sintese de glutationa e
consequente acumulacdo em resposta a oxidacdo do metabolito induzida pela exposigéo de
plantas e/ou linhas celulares a condi¢des desfavoraveis. Nestas condic¢des, 0s transcritos e a
atividade das enzimas envolvidas na biossintese da GSH aumentam, levando a sua
acumulacdo (Gupta et al., 1991; Gossett et al., 1996; Gomez et al., 2004b; Mittova et al.,
2003; Kocsy et al., 2004). Embora ndo tenhamos analisado o comportamento de nenhuma
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das enzimas da via biossintética da GSH, verificimos que a atividade da GR que reduz a
GSSG foi diminuida pela salinidade, dai que a acumulagdo de GSH nas culturas de tecido
caloso crescidas na presenca de NaCl tenha provavelmente resultado da ativacéo da sintese
do metabolito. Esta hipotese é reforcada se atender-se a que o0s niveis de GSH decresceram
quando o tecido adaptado foi subcultivado na auséncia de NaCl. May e Leaver (1993) ja
tinham demonstrado que a capacidade das células em suspensdo de A. thaliana para
resistirem ao stress oxidativo dependia da sintese de novo de GSH. Desta forma também é
assegurada a manutencdo de niveis de GSH apropriados para a atividade das enzimas
(GPX e GST) que utilizam o metabolito na remocdo das EROs e dos produtos da
peroxidacao lipidica (Kocsy et al., 2001; Gossett et al., 1996; Mittova et al., 2003; Szalai
et al., 2009).

Uma das principais funcbes da GSH nas plantas consiste na sua capacidade para
regenerar o0 ascorbato por via do ciclo AsA-GSH (Smirnoff & Wheeler, 2000). Alguns
estudos tém mostrado a importancia da atividade da APX, MDHAR, DHAR e GR na
regulacdo do teor de AsA nas células em situacOes adversas (Gossett et al., 1996; GOmez
et al., 2004a; Pukacka & Ratajczak, 2007, 2010; Locato et al., 2009). Acontece, neste
trabalho, que as atividades das enzimas APX, DHAR e GR surgiram diminuidas pela
salinidade, apesar da disponibilidade de GSH. E conhecida a capacidade da GSH para
reduzir rapidamente 0 DHA em AsA através de uma reacdo ndo-enzimatica a pH alcalino
(Noctor et al., 1998); no entanto, acreditamos que as alteracfes nos niveis de tAsA e na
razdo AsA/DHA observadas nos calos em condi¢des salinas resultem do aumento da
sintese de AsA. Refira-se ainda que a divisdo e a expansdo celulares sdo dois processos
fundamentais para o crescimento do tecido caloso e que requerem a presenca de AsA, pelo
que é possivel que esteja ativa a via biossintética de AsA no tecido caloso (Davey et al.,
2000).

A reduzida atividade da APX ndo tera contribuido significativamente para a oxidagdo do
AsA, que poderia ser oxidado pelo O, ou pelos radicais tocoferoxilo resultantes da reacéo
do a-tocoferol com os produtos da peroxidacéo lipidica (Smirnoff & Wheeler, 2000). O
AsA assume assim um papel adicional ao intervir na regeneracdo do a-tocoferol,
contribuindo desta forma para a protecdo membranar (Beyer, 1994). Pois o a-tocoferol
além de cooperar com 0 AsA e a GSH na reducéo dos niveis de EROs (principalmente do
'0, e OHY), reduz os radicais lipidicos derivados da oxidacdo dos é&cidos gordos

polinsaturados das membranas, impedindo a propagacéo do processo oxidativo (Blokhina
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et al., 2003). A sua localizacdo exclusiva nos plastideos protege estes organelos dos efeitos
oxidativos que séo frequentes em condicGes que limitam a fixacdo fotossintética do CO,,
pelo que nestas situacdes os niveis de a-tocoferol surgem alterados. De facto, o conteddo
de a-tocoferol aumentou em varias plantas sujeitas a condi¢fes de secura e salinidade, e
mesmo quando expostas a excesso de metais como o cobre e cddmio, verificando-se nestes
casos que o a-tocoferol esta envolvido na tolerancia ao stress oxidativo (Munné-Bosch &
Alegre, 2000a,b, 2002a, 2003; Abbasi et al., 2007; Collin et al., 2008). Em geral, as
plantas tolerantes ao sal apresentam niveis superiores de o-tocoferol do que as mais
sensiveis, que se refletem num menor grau de peroxidacao lipidica (Gossett et al., 1994a;
Ellouzi et al., 2011). Os nossos resultados corroboram esta tendéncia, uma vez que foi na
linha adaptada que se registou o teor mais elevado de a-tocoferol e os niveis mais baixos
de malondialdeido. Ellouzi et al. (2011) explicaram a relacdo entre o a-tocoferol
acumulado e os baixos niveis de MDA observados nas folhas da hal6fita C. maritima
salinizada com base no facto deste produto da peroxidacdo lipidica poder ativar os genes
envolvidos na sintese do antioxidante que, por sua vez, impede a propagacdo da reagdo
oxidativa.

Os niveis enddgenos de a-tocoferol variam em resposta as situacdes adversas como
resultado de alteracGes na expressdo dos genes relacionados com a via biossintética do
composto, ou resultado da sua degradacao e regeneracao (Munné-Bosch, 2005). No tecido
adaptado a salinidade admitimos que tenha havido um aumento da sintese do a-tocoferol,
que levou-o0 a acumular-se e a contribuir para a estabilidade e protecdo das membranas da
peroxidacdo lipidica. Certamente que a disponibilidade de AsA no tecido tera facilitado a
regeneracdo do a-tocoferol das formas oxidadas e contribuido para o valor final registado,
contrariamente as plantas mutantes vtcl que em situacGes de secura apresentaram niveis
reduzidos de a-tocoferol devido a falta de AsA (Munné-Bosch & Alegre, 2002b). Porém, o
facto do teor do antioxidante baixar para valores controlo quando o tecido adaptado foi
transferido de meio salino para a auséncia de sal reforca a hipotese do sal ativar a sintese
do a-tocoferol. E possivel que no tecido caloso sujeito a tratamento de choque com NaCl
tenha também ocorrido um aumento da sintese do composto, no entanto, esse aumento
pode ndo ter sido suficiente para evitar a peroxidacéo lipidica e eventuais danos oxidativos.
Ou, em alternativa, a degradagdo do a-tocoferol neste tecido excedeu a sua sintese, 0 que
fez com os niveis quantificados fossem inferiores aos do tecido adaptado. Segundo Munné-
Bosch (2005), este tipo de resposta € caracteristico de situacdes de stress intenso em que a
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elevada formacdo de EROs pode levar a degradacdo do a-tocoferol, uma vez que este ndo é
recuperado a partir de alguns produtos da sua oxidagéo (ex. a-tocoferol quinona).

O efeito da salinidade na atividade das enzimas antioxidantes sugere que o a-tocoferol,
juntamente com os antioxidantes AsA e GSH, e a prolina foram importantes para o
restabelecimento da homeostasia redox no tecido caloso crescido na presenca de NacCl.
Munné-Bosch (2005) evidenciaram que existem diversos mecanismos na célula que
conferem protecdo antioxidante, e quando um deles se torna limitante é compensado pelo
aumento de outros. Neste estudo, a divergéncia das respostas das enzimas antioxidantes
minimiza a sua importancia na protecdo do tecido caloso de batateira a salinidade, podendo
admitir-se que o sistema antioxidante enziméatico ndo contribuiu para a adaptacao salina do
tecido, mas foi de certo modo compensado pelo aumento do sistema ndo-enzimatico que se

revelou determinante na resposta adaptativa ao sal.

3.2.Estudos em tecido caloso adaptado a 150 mM NaCl

3.2.1. Andlise ultraestrutural

A analise de imagens de microscopia eletronica de transmissdo mostrou que a
organizacao geral das células do tecido caloso crescido na presenca de 150 mM NaCl nédo
diferiu da das células do tecido controlo. Em ambas as situacfes eram visiveis células
muito vacuolizadas, com o citoplasma denso a ocupar uma estreita faixa adjacente a parede
celular, onde podiam observar-se os organelos e estruturas que sdo comuns neste tipo de
células (Figuras 3.12A-B e 3.14A-B).

Apesar da condicdo salina ndo ter afetado a integridade estrutural das celulas, o estudo
ultraestrutural mostrou a ocorréncia de algumas diferencas comparativamente as células do
tecido caloso controlo, em particular no que se refere a estrutura dos plastidios. De facto,
os plastidios presentes nas células do tecido caloso crescido na presenca de NaCl surgiam
menos diferenciados do que no tecido controlo, com um sistema lamelar menos
desenvolvido, caracterizado pela presenca de poucos grana que eram, por sua vez,
formados por poucos tilacoides (comparar Figura 3.13A-B com Figuras 3.14C e 3.15),
caracteristicas estruturais que levam a que se possam designar estes plastidios por
agranares. Por vezes, nestes plastidios, podiam observar-se corpos prolamelares, como

ilustrado na Figura 3.15A, o que sugere o menor grau de diferenciagdo destes plastidios
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comparativamente com 0s que se observavam nas células do tecido caloso controlo. De
notar ainda que os plastidios presentes nas células do tecido crescido na presenca de NaCl
apresentavam com frequéncia uma forma arredondada em vez da lobada, a forma mais

comum dos plastidios das células do tecido caloso controlo (Figuras 3.13A-B e 3.15B-C).

Figura 3.12 — Aspetos ultraestruturais de tecido caloso controlo. A) Porcéo de célula vacuolizada
onde se pode observar na estreita faixa de citoplasma vérias estruturas celulares (Barra: 1 um). B)
Aspeto da organizacdo das células controlo mostrando varios peroxissomas com inclusdo
paracritalina (setas) e mitocondrias (pontas de setas) (Barra: 1 um). C) Porcéo da célula onde se
observa parte de plastidio isento de amido, em que a presenca de pequenas vesiculas é notéria na
periferia do organelo (ponta de seta); no citoplasma véem-se ainda peroxissomas com incluséo
paracristalina (Pe) e distingue-se a presenca de dictiossoma (seta) (Barra: 1 um).
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Figura 3.13 — Aspetos ultraestruturais de tecido caloso controlo. A) Vista de plastidio em que além
das vesiculas que surgem com frequéncia (setas), € detetado um pequeno grdo de amido (a); pc —
parede celular (Barra: 1 um). B) Perfil de plastidio mostrando sistema lamelar organizado em grana
(pontas de setas) e lamelas intergranares, acompanhado pela presenca de vesiculas (setas); notar a
auséncia de amido (Barra: 0,5 um). C) Pormenor que evidencia a presenca de numerosos
peroxissomas (Pe) que tém no estroma formagdes paracristalinas (Barra: 1 um).

Nos plastidios das células do tecido caloso crescido em meio salino, o0 estroma
apresentava-se pouco denso, observando-se vulgarmente a presenca de amido. Como
ilustrado na Figura 3.15, estes plastidios mostravam em geral mais do que um grao de
amido por perfil de plastidio, de dimensdes varidveis, deixando por vezes o estroma
reduzido a uma fracdo minima do organelo, a semelhanca da morfologia dos cloro-
amiloplastos.

Dado que as imagens ultraestruturais sugeriam a existéncia de diferencas a nivel do teor
de amido entre o tecido caloso controlo e o adaptado a NaCl (comparar Figura 3.13B com
Figura 3.15B), realizou-se um estudo morfomeétrico, em que se determinou o volume
fracional do amido em relacdo aos plastidios e o volume fracional destes organelos. Com
efeito, a analise morfométrica ultrastrutural realizada revelou que o volume fracional do
organelo (Vv plastidio) era semelhante entre as duas situagdes, mas o volume fracional do
amido em relagdo aos plastidios (Vv amido/plastidio) era significativamente superior nas
células do tecido adaptado (cerca de 108%), o que reflete um aumento da quantidade de
amido nestas células (Tabela 3.8), como sugeriam as imagens ultraestruturais. O namero
médio de grdos de amido em cada plastidio era também superior nas células do tecido
adaptado do que no controlo (Tabela 3.8). No estroma dos plastidios das células controlo

com alguma frequéncia podiam observar-se numerosas vesiculas proximas do invélucro
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plastidial (Figuras 3.12C e 3.13A-B). Em contraste, nos plastidios das células adaptadas a

ocorréncia de tais vesiculas ndo foi notada.

Figura 3.14 — Aspetos ultraestruturais de tecido caloso adaptado ao sal. A) Porcdo de células
vacuolizadas, podendo observar-se numa delas parte do nucleo (N) e plastidio com um nivel de
organizagdo inferior ao dos plastidios do tecido caloso controlo, possuindo amido (a); no
citoplasma de ambas as células podem ver-se vérias mitocondrias (setas), sendo visivel numa das
células alguns perfis de reticulo endoplasmaético rugoso (seta curta). V — vacuolo (Barra: 1 um). B)
Regido de contacto de trés células que evidencia a organizacdo geral do citoplasma, onde se
encontram organelos bem preservados, como nuacleo (N), plastidios contendo amido (a),
mitocdndrias (setas) e peroxissomas (pontas de setas). V — vacuolo (Barra: 1 um). C) Zona de
contacto entre células na qual se observam plastidios com sistema lamelar pouco desenvolvido,
caracterizado pela auséncia de grana. a — amido; pc — parede celular (Barra: 1 um).
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Figura 3.15 — Aspetos ultraestruturais de tecido caloso adaptado ao sal. A) Plastidio onde se
distingue corpo prolamelar (cp) e volumosos grdos de amido (a); de notar que o sistema lamelar
mostra um grau de diferenciacdo inferior ao do material controlo (Barra: 0,5 um). B) Porcéo da
célula onde se pode observar parte do nucleo (N) e plastidios de forma arredondada contendo graos
de amido (a) (Barra: 1 um). C) Imagem na qual se vé& nucleo (N), varios plastidios com amido (a),
mitocdndrias (ponta de seta), podendo observar-se ainda no citoplasma a presenca de reticulo
endoplasmatico (seta) préximo de peroxissoma desprovido de inclusdo paracristalina (Pe) (Barra: 1

um).

Uma outra alteracdo ultraestrutural encontrada no tecido adaptado a 150 mM de NaCl
consistia na presencga de menor nimero de peroxissomas do que no tecido controlo, tendo-
se registado uma diferenca de cerca de 49%. Acresce que 0S peroxissomas com inclusoes
paracristalinas também eram pouco abundantes nas células do tecido adaptado (Figuras
3.14B e 3.15C), contando-se que apenas 26% dos peroxissomas tinham formacdes
paracristalinas, a contrastar com os 77% quantificados nas células do tecido controlo
(Tabela 3.8; Figuras 3.12C e 3.13C).

As restantes estruturas celulares, nomeadamente mitocondrias, apresentavam um aspeto

normal e semelhante ao observado nas imagens de tecido caloso controlo.
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Tabela 3.8 — Volume fracional (Vv) dos plastidios e do amido em relagdo aos plastidios (Vv
amido/plastidio), nimero de grdos de amido por plastidio, e peroxissomas com inclusdo
paracristalina no tecido caloso controlo e adaptado a 150 mM de NaCl.

Peroxissomas

Condigoes de ) x
com inclusdo

0 ~
Vv plastidio (um?) Vv amido/plastidio - de grdos de

cultura amido/plastidio paracristalina (%)
Controlo 12,65 + 0,22 0,12 +0,01° 1,02 + 0,16 76,97 + 5,04°
150 mM 11,19 + 0,95 0,25 +0,02° 2,41+0,23° 25,88 + 2,35°

Valores expressos como medias + E.P.. Em cada coluna os valores assinalados com diferentes
letras sdo significativamente diferentes (P <0,05).

O estudo ultraestrutural realizado permitiu verificar que a salinidade ndo afetou a
integridade estrutural das células do tecido caloso, nem causou danos em organelos ou nas
estruturas membranares. As membranas celulares sdo um dos principais alvos da acédo das
EROs cuja formacdo € induzida em situacGes de stress, pelo que um dos efeitos da
salinidade é causar alteraces nessas estruturas (Meloni et al., 2003; Parida & Das, 2005).
Embora ndo tenhamos notado altera¢gdes nas membranas das células da condicdo salina, o
mesmo ndo aconteceu nas culturas de Dactylis glomerata em que a exposi¢do a 200 mM
de NaCl induziu a rutura da membrana plasmatica e a invaginacGes desta estrutura,
indiciando a ocorréncia de plasmdlise nas células (Dutta Gupta, 2007). O fenémeno de
plasmolise associado ao aumento da vesiculagdo no citoplasma foram também observados
nas células da haléfita A. nummularia e de plantas do arroz sujeitas a um tratamento de
choque com 400 mM de NaCl, o que sugere que a suscetibilidade das membranas ao sal
resulta ndo s6 do efeito i6nico mas sobretudo do efeito osmético causado pelo excesso de
sal (Niu et al., 1996; Pareek et al., 1997). Porém, as alteragdes ultraestruturais observadas a
nivel do sistema membranoso dos cloroplastos, comuns a varias plantas expostas a
tratamentos salinos, sdo frequentemente associadas ao stress oxidativo induzido pela
salinidade. Assim consideraram Mitsuya et al. (2000) ap6s terem observado que ocorria
degradacdo das membranas dos tilacoides nos cloroplastos da planta de batata-doce
crescida em meio salino. Numa outra solanécea, S. tuberosum, Fidalgo et al. (2004)
evidenciaram que a dilatagcdo dos tilacOides e a desorganizagdo do sistema lamelar nos
cloroplastos das plantas tratadas com 200 mM de NaCl poderiam ser consequéncia do
stress oxidativo ocorrido nessas plantas. O envolvimento das EROs nas alteragdes

ultraestruturais observadas nos cloroplastos das ervilheiras sujeitas a elevada salinidade ja
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havia sido sugerido por Hernandez et al. (1995), ap6s terem verificado o aumento da
peroxidacdo lipidica e a acumulacdo de H,O, nesses organelos. No entanto, Yamane et al.
(2003) ao compararem os efeitos da salinidade com os da secura na ultraestrutura dos
cloroplastos sugeriram que a dilatagdo dos tilacoides era provocada pelo efeito idnico do
NaCl, enquanto que o efeito osmético seria responsavel pela rutura do involucro plastidial,
sendo ambos os fatores indutores da formagao de EROs.

Apesar de alguma controvérsia, num estudo mais recente, Wu et al. (2009)
demonstraram a relacdo entre o stress oxidativo e os danos em cloroplastos e em
mitocdndrias. Pois, além dos cloroplastos, foram detetadas alteragdes nas mitocondrias de
plantas crescidas em ambientes salinos, traduzidas pela matriz pouco densa e reducdo das
cristas mitocondriais (Hernandez et al., 1993; Pareek et al., 1997; Mitsuya et al., 2000;
Miyake et al., 2006). Ndo é de estranhar essa relacdo tendo em conta que os cloroplastos e
as mitocéndrias sdo importantes locais de formacdo das EROs nas células vegetais, dai
estes organelos surgirem afetados pelas reacGes de oxidacdo (Miller et al., 2010). Por outro
lado, os resultados disponiveis mostram que as modifica¢fes ultraestruturais induzidas pela
salinidade nesses organelos e por outras situa¢fes adversas sdo mais pronunciadas nas
plantas sensiveis do que nas tolerantes, porque se admite que estas dispem de um sistema
de defesa antioxidante mais eficaz (Hernandez et al., 1993, 1995; Salama et al., 1994;
Miyake et al., 2006; Xu et al., 2008). Nesta perspetiva, o facto de ndo termos notado
alteracdes acentuadas na ultraestrutura das células do tecido caloso crescido na presenca de
150 mM de NaCl em relacédo as células controlo, podera indicar que o tecido esta adaptado
a condicdo salina do meio de cultura, o que € consentdneo quer com 0O Seu aspeto
macroscopico, quer com a reduzida peroxidacio lipidica registada. A mesma concluso
chegaram Niu et al. (1996) quando verificaram que a ultraestrutura das células foliares das
plantas expostas a 400 mM de NaCl, ap6s varios dias de tratamento, era comparavel com a
das células das plantas ndo tratadas. Neste caso, os autores verificaram que o sal induziu
alteragBes nos mecanismos que regulam a entrada de Na* e CI™ e a sua distribuicdo pela
planta. No nosso caso, os elevados teores dos antioxidantes prolina e a-tocoferol
quantificados nas células crescidas em meio salino poderdo ter protegido as membranas e
0s outros componentes celulares da oxidacéo, além de contribuirem juntamente com o AsA
e GSH acumulados para o equilibrio redox nessas células. E de admitir que a prolina
enguanto soluto compativel tenha tido também um papel ativo no ajustamento osmético

das células adaptadas, mas a elevada quantidade de amido detetada nos plastidios dessas
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celulas poderd ter contribuido para ajustar o equilibrio osmético em face da perda de agua
que o tecido adaptado sofreu. Resposta semelhante foi observada numa linha celular de
Citrus adaptada a 100 mM, em que o nimero de amiloplastos era superior ao das células
ndo adaptadas (Ferreira & Lima-Costa, 2008). O aumento do teor em amido nas células
crescidas em meio salino observado no nosso estudo, podera estar relacionado com a maior
necessidade de energia para manter essas células em cultura, uma vez que a adaptacdo ao
sal envolve o0 aumento da sintese e acumulacéo de prolina e de outros osmolitos organicos,
bem como a compartimentaco intracelular dos ides Na* e CI” (Zhu, 2001; Munns &
Tester, 2008). Huang & Liu (2002) j& haviam relatado a sintese e acumulagdo de amido em
culturas de tecido caloso em condi¢fes de stress osmético e a reduzida atividade das
enzimas envolvidas na sua degradacao.

Se no sistema in vitro o teor de amido parece ser importante para a adaptacdo das células
a condicdo salina, na situacdo in vivo a resposta tem sido variavel. Quando Salama et al.
(1994) analisaram os efeitos da salinidade na ultraestrutura de diferentes cultivares de
trigo, viram que as mais tolerantes continham mais amido do que as sensiveis. Mas esta
resposta ndo se estendeu as ervilheiras tolerantes ao sal, nem as batateiras expostas a
elevada salinidade e a radiacdo UV-B (Hernandez et al., 1995; Fidalgo et al., 2004; Santos
et al., 2004). A diferenca entre os dois sistemas experimentais em termos de acumulagéo
do amido, e desde que se trate de tecido ndo fotoautotrofico, podera ser explicada pelo
facto dos plastidios presentes nas culturas in vitro ndo terem capacidade fotossintética e
sintetizarem o amido a partir da sacarose do meio de cultura, dai o acumularem, enquanto
nas plantas em situacOes adversas a diminuicdo do teor de clorofilas e a menor assimilagao
fotossintética do CO, dificultam a sintese do polissacérido (Santos et al., 2004).

Um aspeto adicional nos plastidios das células crescidas na presenca de NaCl consistia
no sistema lamelar menos desenvolvido que apresentavam, caracterizado pela reduzida
presenca de grana formados por poucos tilacoides. Em geral, as condi¢des de crescimento
que existem nas culturas in vitro ndo sdo adequadas ao desenvolvimento de cloroplastos,
embora estes se possam formar quando certas condigdes Ssdo convenientemente
manipuladas (Husemann, 1985). Porém, os plastidios do tecido caloso controlo mostravam
um sistema membranoso mais desenvolvido, acompanhado pela acumulacdo de vesiculas
no estroma que estavam ausentes no tecido adaptado, diferengas que levam a supor que a
presenca do sal limitou o processo de diferenciagdo do organelo. Por um lado,

consideramos que as vesiculas localizadas preferencialmente a periferia do estroma possam
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participar na formacdo dos tilacoides ao transportarem até estas estruturas os lipidos
sintetizados na membrana interna do invélucro plastidial, estando assim envolvidas na
diferenciacdo dos plastidios (Westphal et al., 2001; Andersson & Sandelius, 2004). Por
outro, sabe-se que as situacOes de stress afetam o desenvolvimento dos grana, por
interferirem negativamente com a sintese de proteinas, bem como com a formacédo e
acumulacdo de clorofilas e ribossomas (Feierabend & Schrader-Reichhardt, 1976;
Abdelkader et al., 2007). Acrescente-se ainda que a forma esférica e a matriz menos densa
que frequentemente observamos a nivel plastidial nas células crescidas na presenca de
NaCl, foram também observadas em cloroplastos das folhas de L. esculentum pulverizadas
com uma solucdo a simular a chuva acida e das folhas de bétulas expostas a elevados
niveis de ozono, o0 que parecem ser sintomas ndo especificos de varios fatores de stress
(Paékkonen et al., 1995; Gabara et al., 2003).

Uma modificacdo ultraestrutural detetada nas células adaptadas a NaCl que ndo é
vulgarmente descrita nas plantas expostas a condi¢des salinas consistiu na presenca
esporadica de peroxissomas contendo inclusbes paracristalinas comparativamente ao
material controlo, onde essas estruturas eram mais abundantes. De facto, sdo muito poucas
as referéncias na literatura que relatam alteragdes a nivel dos peroxissomas e,
curiosamente, as disponiveis baseiam-se em trabalhos feitos na batateira (Santos et al.,
2004; Almeida et al., 2005). Mas, enquanto que nas folhas expostas a radiacdo UV-B ou
pulverizadas com solu¢do de H,O, os peroxissomas com formacgbes paracristalinas
aumentavam comparativamente aos respetivos controlos (Santos et al., 2004; Almeida et
al., 2005), no tecido caloso crescido em condi¢des de salinidade diminuiam. Os autores
correlacionaram a abundancia destas estruturas com a maior atividade da CAT2 registada
nas plantas tratadas, dado Santos et al. (2004) terem mostrado que a CAT2 era o
componente proteico das inclusdes paracristalinas. Como referimos, no tecido caloso
adaptado ao sal ocorreu um menor nimero de peroxissomas contendo essas formacdes
(26%) em relagdo ao quantificado no material controlo (77%), resultado que pode ser
relacionado com a menor quantidade de CAT2 detetada. O paralelismo observado entre o
aumento da atividade da CAT e a presenca das inclusdes paracristalinas nos peroxissomas
das folhas de batateira sujeitas a stress, pode ser explicado com base no efeito que 0 H,0,
tem na inducdo da expressao dos genes da catalase (CAT) e dos genes PEX envolvidos na
biogénese de peroxissomas (Polidoros & Scandalios, 1999; Guan et al. 2000; Guan &
Scandalios, 2000; Lopez-Huertas et al., 2000; Almeida et al., 2005). Considerando 0s
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resultados do nosso estudo que mostram que no tecido caloso adaptado ocorre um
paralelismo entre a diminuicdo da atividade da CAT e a baixa ocorréncia de peroxissomas
com inclusbes paracristalinas, poder-se-a inferir que provavelmente este resultado €
consequéncia do impacto negativo que a salinidade tem na sintese proteica, tendo em conta
0s resultados obtidos no tecido caloso controlo.

Do estudo ultraestrutural realizado sobressai que a condigdo salina ndo modificou a
organizacdo geral das células, e as alteracGes que sdao com mais frequéncia referidas na
literatura em plantas expostas a ambientes salinos, nomeadamente a nivel dos cloroplastos
e mitocondrias, ndo foram encontradas nas células adaptadas, o que esta em concordancia
com o aspeto macroscépico do tecido e com a maior parte das respostas avaliadas a nivel
bioquimico. Apesar da escassez de estudos realizados em linhas celulares tolerantes ao sal,
0 presente trabalho contribuiu para elucidar as principais alteracfes ultraestruturais
induzidas pelo NaCl no tecido caloso de batateira, sendo que uma delas, a acumulagéo de
amido, parece ser bastante relevante para a adaptacdo das células a salinidade, ndo sé pela
sua importancia ao contribuir para o equilibrio osmético, mas também como suporte

adicional como fonte de energia.

3.2.2. Estudo do transporte transmembranar de Na* em vesiculas de tonoplasto

Para 0 estudo do transporte e compartimentagdo vacuolar do Na’ foram utilizadas
vesiculas de membrana vacuolar previamente isoladas de culturas de tecido caloso controlo
e adaptado a 150 mM de NaCl. Desde os trabalhos pioneiros de Kaback (1974) que o uso
de vesiculas de membrana constitui um modelo experimental para o estudo dos sistemas de
transporte  membranar. As abordagens experimentais com vesiculas de membrana
possibilitam a manipulacdo da composicdo quimica do meio intravesicular, bem como do
gradiente elétrico transmembranar, evitando as limitagcGes associadas com os estudos em
células inteiras onde o metabolismo pode interferir com o processo de transporte (DuPont
et al., 1982). Adicionalmente, torna-se possivel avaliar com maior preciséo a influéncia do
gradiente elétrico e de pH no transporte do substrato. Recorrendo a vesiculas seladas de
tonoplasto ja foram funcionalmente caracterizados diversos sistemas de transporte do tipo
antiporte Na*/H" de espécies diversas como B. vulgaris, H. vulgare e Plantago (Blumwald
& Poole, 1985; Garbarino & DuPont, 1988; Staal et al., 1991).

O primeiro passo para a obtencdo de vesiculas de membrana vacuolar consistiu no

isolamento de fragcdes de tonoplasto com elevado grau de pureza. Para tal, o tecido caloso
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foi sujeito a um processo de rutura e o homogeneizado resultante foi fracionado por
centrifugacdes diferenciais consecutivas; a fracdo microssomal obtida foi separada num
gradiente de densidade descontinuo e, no final, conseguiu-se recuperar a fracdo vacuolar
(ver seccdo 2.3.2.1.). Para avaliar a pureza das fragdes vacuolares obtidas mediram-se as
atividades hidrolitica e de bombeamento da V-H'-ATPase na presenca de inibidores
especificos. A hidrolise de ATP a pH 7,2 (pH 6timo da V-H'-ATPase) ndo foi alterada
pela azida, um inibidor da ATPase do tipo F mitocondrial, ao passo que o vanadato,
conhecido por inibir a ATPase do tipo P da membrana plasmatica, reduziu os valores de
atividade hidrolitica total em cerca de 13%. Quando a medicdo foi feita na presenca de
nitrato  (KNO3), um inibidor da V-H'-ATPase, verificou-se uma reducdo de
aproximadamente 72%. Adicionalmente, os ensaios de atividade de bombeamento da V-
H'-ATPase realizados na presenca dos inibidores mostraram que a atividade era
completamente inibida pela adicdo de KNO3; & mistura de rea¢do, mantinha-se inalterada
pela adicdo de azida, e sofria uma reducgéo de apenas 5% quando era adicionado o vanadato
comparativamente ao ensaio controlo efetuado na auséncia dos inibidores (ver sec¢édo
2.3.2.2.). No seu conjunto, os resultados sugerem que as fracdes membranares usadas neste
estudo encontravam-se enriquecidas em membranas vacuolares, tendo um baixo grau de
contaminagdo com outras membranas celulares.

Uma vez purificadas, as membranas formam espontaneamente vesiculas seladas em
solucdo aquosa, condicdo essencial para se avaliar a atividade bioldgica das proteinas
transportadoras (Kaback, 1974). Assim, para esse efeito, utilizou-se a sonda ACMA, cuja
fluorescéncia diminui perante a reducdo do pH intravesicular, um fendmeno que foi usado
para medir a atividade de bombeamento de H* da V-H'-ATPase e da V-H"-PPase ap0s a
adicdo de ATP e PPi, respetivamente. Por sua vez, a atividade do antiportador Na*/H" pode
ser identificada pelo aumento da fluorescéncia do ACMA, por se dissipar o gradiente de

H" criado pelas duas bombas, promovendo-se a alcalinizagdo do meio intravesicular.

3.2.2.1 Determinacdo da atividade da V-H'-ATPase e V-H'-PPase e analise por

‘western blotting’

Os efeitos da adicdo de 0,05-1 mM de ATP e de 2-100 uM de PPi a suspenséo de
vesiculas de tonoplasto isoladas dos calos controlo e adaptado ao sal podem ser
observados, respetivamente, nas Figuras 3.16 e 3.17. Como se pode constatar, na sequéncia

da energizacdo das membranas vacuolares com diferentes concentragcdes de ATP (Figura
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3.16A) ou PPi (Figura 3.17A), o sinal de fluorescéncia do ACMA diminuiu e, quando o
sinal estabilizou a adicdo de NH,Cl 1,5 mM promoveu a recuperacdo imediata da
fluorescéncia, por se dissipar o gradiente de H" gerado por ambas as bombas. Refira-se que
a V-H*-PPase requer o i&0 Mg**, mas em elevadas concentracdes este pode precipitar com
0 PPi (Rea & Poole, 1993). Nesta perspetiva, analisou-se a influéncia de diferentes
concentragdes de Mg®* na atividade de bombeamento de H" da VV-H*-PPase. Como se pode
observar na Figura 3.17A (encaixe), a concentracdo de 5 mM parece a mais adequada para

se estudar a atividade da enzima.
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Figura 3.16 — Atividade da V-H'-ATPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de tecido caloso
controlo e adaptado a 150 mM de NaCl. A) Atividade de bombeamento de H" nas vesiculas
isoladas de tecido caloso adaptado ao sal: as reacGes foram iniciadas pela adicdo de diferentes
concentracBes de ATP & mistura reacional contendo 20 ug de proteina de membrana vacuolar e a
acidificacdo do meio intravesicular foi monitorizada pela diminuicdo da fluorescéncia da sonda
ACMA. Gréficos de Michaelis-Menten das velocidades iniciais de bombeamento de H* (B) e de
libertacdo de Pi (C) nas vesiculas de calos controlo (m) e adaptado ao sal (A). Os parametros
cinéticos estimados pelo programa ‘GraphPad Prism 4.0°. Valores expressos como médias + E.P.
(n=3).

A partir das velocidades iniciais de diminuicdo da fluorescéncia estimaram-se as
velocidades iniciais de bombeamento de H* da V-H"-ATPase e da V-H'-PPase para cada

uma das concentracdes de substrato testadas e determinaram-se 0s parametros cinéticos Kp,
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e Vmax de ambas as bombas de protdes do vacuolo (Figuras 3.16B e 3.17B). Com base
nesses parametros, verifica-se que a atividade da V-H'-ATPase e da V-H"-PPase foi cerca
de duas a trés vezes superior nas vesiculas da linha celular cultivada na presenca de sal do
que nas vesiculas da linha controlo. Comparando a atividade das duas bombas de H" na
linha adaptada, os resultados sugerem que a V-H"-PPase foi mais eficiente do que a V-H'-
ATPase na formacdo e manutencdo do gradiente de pH, dado que para concentragdes de
substrato muito inferiores exibiu uma Vma 45% mais elevada do que a V-H'-ATPase
(Figuras 3.16B e 3.17B).
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Figura 3.17 — Atividade da V-H'-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de tecido caloso
controlo e adaptado a 150 mM de NaCl. A) Atividade de bombeamento de H* nas vesiculas
isoladas de tecido caloso adaptado ao sal: as reacBes foram iniciadas pela adi¢cdo de diferentes
concentracdes de PPi a mistura reacional contendo 20 pg de proteina de membrana vacuolar e a
acidificagdo do meio intravesicular foi monitorizada pela diminuicdo da fluorescéncia do ACMA,;
encaixe: velocidades iniciais de bombeamento de H* na presenca de 15 uM PPi e de concentracdes
crescentes de magnésio (MgCl,), n.d. - ndo detetado. B) Graficos de Michaelis-Menten das
velocidades iniciais de bombeamento de H* para concentrac@es crescentes de PPi nas vesiculas de
calos controlo (m) e adaptado ao sal (A). Os parametros cinéticos foram estimados pelo programa
‘GraphPad Prism 4.0’. C) Atividade de hidrélise da VV-H'-PPase determinada na presenca de 100
uM de PPi nas vesiculas de tonoplasto dos calos controlo e adaptado a 150 mM de NaCl. Valores
expressos como médias + E.P. (n=3).
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A atividade hidrolitica de ambas as enzimas foi determinada através da quantificacdo de
Pi libertado ap6s a adicdo de ATP ou PPi. De acordo com as Figuras 3.16C e 3.17C, o
padrdo de variacdo foi idéntico ao do bombeamento de H*, ou seja, foi nas vesiculas do
tecido caloso adaptado ao sal que se registou maior atividade hidrolitica. De facto, nesta
linha celular, a atividade hidrolitica da V-H*-PPase analisada com 100 pM de PPi foi
quase 3 vezes superior a registada no controlo (Figura 3.17C). No caso da V-H"-ATPase, a
Vmax Medida em vesiculas de vactolo da linha adaptada duplicou em relacdo ao valor
estimado para o material controlo (Figura 3.16C).

A Figura 3.18A mostra o padrdo eletroforético em SDS-PAGE das proteinas da
membrana vacuolar do tecido caloso crescido na auséncia (controlo) e na presenca de 150
mM NaCl. Como se pode observar, os polipéptidos com massas moleculares proximas dos
98, 75, 63 e 48 kDa sdo mais abundantes nas amostras do tecido crescido na presenca de
sal. Tendo em mente que algumas destas bandas poderiam corresponder a V-H*-PPase ou a
eventuais subunidades da V-H*-ATPase, foram usados os anticorpos policlonais contra a
V-H"-PPase (73 kDa) e a subunidade A da ATPase vacuolar (68 kDa). A imunodetecio
com o anticorpo anti-V-H"-PPase reconheceu um polipéptido mais abundante nas amostras
de tecido adaptado ao sal do que no controlo (Figura 3.18B). Por sua vez, o anticorpo anti-
subunidade A da V-H'-ATPase reagiu com um polipéptido com cerca de 69 kDa cuja
quantidade ndo foi afetada pelo sal (Figura 3.18C). O polipéptido de 69 kDa assinalado na
Figura 3.18A (») pode corresponder a esta subunidade da V-H*-ATPase.
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Figura 3.18 — A) Padrdo eletroforético em SDS-PAGE das proteinas (60 pg) do tonoplasto de
tecido caloso controlo (c) e adaptado a 150 mM de NaCl (150). M, marcador proteico. Analise por
‘western blotting” das proteinas do tonoplasto de tecido caloso controlo (c) e adaptado a 150 mM
de NaCl (150) com os anticorpos contra a VV-H*-PPase (B) e a subunidade A da V-H"-ATPase (C).
A intensidade relativa das bandas imunoreativas foi quantificada por analise densitométrica.
Valores expressos como médias + E.P. (n=3).

3.2.2.2. Estudo da atividade do sistema de antiporte Na’/H* da membrana

vacuolar

O envolvimento de um sistema de transporte do tipo antiporte Na*/H" nas vesiculas de
tonoplasto do tecido caloso de batateira foi avaliado pela capacidade do Na* dissipar o
gradiente de pH previamente estabelecido. O gradiente eletroquimico de H* foi gerado pela
ativacdo da V-H'-PPase, por esta bomba se ter mostrado mais eficiente do que a V-H'-
ATPase na geracdo e manutencdo do gradiente através das vesiculas, além de que o NaCl
pode estimular a atividade da V-H*-ATPase (Rea & Poole, 1993). Apds a estabilizacdo do
sinal de fluorescéncia gerado pela adi¢do do PPi, foram adicionadas aliquotas de Na,SO,
ao meio de reacio de modo a obterem-se concentragdes finais de 4-300 mM de Na®
(Figura 3.19A). Nesta figura € evidente que a adicdo do sal promoveu a recuperagao
imediata da fluorescéncia do ACMA, sugerindo que o id0 Na’ foi incorporado nas
vesiculas de vactiolo por um sistema de antiporte do tipo Na'/H*. As velocidades iniciais
de efluxo de H* obedeceram a uma cinética de saturacdo em relagdo a concentragdo
extravesicular de Na®, estimando-se um valor de Vs para as vesiculas do tecido crescido
em meio salino duas vezes superior ao medido em vesiculas de tecido controlo e um valor

de K, ligeiramente inferior (Figura 3.19B).
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Figura 3.19 — Atividade do sistema de antiporte Na'/H* em vesiculas de tonoplasto isoladas de
tecido caloso de batateira. A) Apods a geracdo do gradiente de H* pela adicdo de PPi a mistura
reacional contendo 20 pg de proteina membranar do tecido caloso adaptado ao sal, a adigdo de
concentracdes crescentes de Na* (Na,SO,) promoveu o efluxo de H* e o consequente aumento da
fluorescéncia do ACMA. B) Gréficos de Michaelis-Menten das velocidades iniciais de dissipagdo
do gradiente de H* para as diferentes concentracGes de Na“ em vesiculas de calos controlo (m) e
adaptado ao sal (A). Os parametros cinéticos foram estimados pelo programa ‘GraphPad Prism
4.0’. Valores expressos como médias + E.P. (n=3).

A capacidade de diferentes sais para dissiparem o gradiente de pH pré-estabelecido foi
testada nas vesiculas isoladas do tecido caloso adaptado ao sal com o objetivo de se avaliar
a especificidade ionica do sistema antiporte. Como se pode verificar pela analise da Figura
3.20, para além do Na,SO,, outros sais de sodio foram capazes de promover a recuperagdo
imediata do sinal de fluorescéncia depois de se ter gerado um gradiente de H”
transmembranar pela adigdo de PPi. Os resultados mostraram que as velocidades iniciais
eram idénticas e que se traduziram numa atividade antiporte semelhante (Figura 3.20A, C).
A utilizacdo do cloreto de litio também provocou a dissipagdo do gradiente de pH, embora
com uma velocidade inicial inferior a induzida pelos sais de sodio.

A possibilidade do sistema de antiporte Na'/H* do tecido caloso de batateira poder
aceitar o id0 K" levou-nos a avaliar a atividade do sistema antiporte na auséncia deste
elemento, tendo-se para o efeito substituido o KCI do meio de reacdo pelo cloreto de
colina. Nestas condic@es, o gradiente de pH foi gerado pela ativacdo da V-H*-ATPase cuja
atividade ndo depende do K*, ao contrario da V-H'-PPase (Maeshima, 2001). Os

resultados apresentados na Figura 3.20B mostram que a adi¢do de varias concentracfes de
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NaCl provocou o efluxo de H”, ao contrario da adigdo dos sais de potassio, sugerindo que o
sistema de antiporte Na'/H" na linha celular adaptada ao sal ndo transporta o ifo K"
(Figura 3.20C).
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Figura 3.20 — Especificidade do sistema de antiporte catido/H* da membrana vacuolar de células de
tecido caloso de batateira. Diversos sais de sédio e de potassio foram adicionados a mistura
reacional apos ter sido gerado um gradiente de H* transmembranar pela ativagdo da V-H*-PPase
(na presenca de 100 mM de KCI) (A) e da V-H'-ATPase na auséncia e na presenca (encaixe) de
100 mM de K* (B). As velocidades iniciais de dissipacdo do gradiente de H" para cada um dos
catides analisados (concentracdo final 100 mM) foram medidas nas situa¢des em que o gradiente de
pH foi gerado pela V-H'-PPase na presenca de 100 mM de KCI (*), e pela V-H"-ATPase na
presenca de 100 mM de cloreto de colina (**) ou de 100 mM de KCI (***); n.d. ndo detetado (C).
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A regulagcdo do fluxo ionico em células expostas a elevada salinidade previne a
acumulacéo de niveis toxicos dos ies Na* e CI™ no citosol, de modo a manterem-se as
concentragdes adequadas dos elementos essenciais para o metabolismo celular,
nomeadamente do K* (Olias et al., 2009; Teakle & Tyerman, 2010). A manutencio de uma
elevada razdo K*/Na" no citosol é um requisito necessario para o crescimento das plantas
em ambientes salinos (Blumwald et al., 2000; Yamaguchi & Blumwald, 2005). As plantas
usam diferentes estratégias para manterem esta razdo elevada, diminuindo a entrada do ido
Na’ na célula, ou excluindo-o para o apoplasto ou através da acumulagio no vactolo (Plett
& Magller, 2010). De acordo com Yamaguchi & Blumwald (2005), o mecanismo baseado
no efluxo de Na* do citosol para o apoplasto confere as plantas um certo grau de tolerancia
quando se encontram na presenca de baixas concentracdes de NaCl, mas em situacdes de
elevada salinidade a compartimentacio vacuolar do Na® consiste no mecanismo mais
eficiente de adaptagdo a salinidade. O vactolo assume assim um importante papel na
regulacdo celular da homeostasia idnica ao armazenar elevados teores de Na*, Cl™ e de
outros iBes que, por sua vez, produzem uma pressdo osmotica elevada no interior do
organelo favoravel a entrada de 4gua nas células (Martinoia et al., 2007).

O efluxo de Na* do citosol para o vactolo requer a atividade coordenada das bombas de
protdes e do sistema antiporte Na'/H* localizados no tonoplasto. Este sistema €
responsavel pela entrada do Na* no vactiolo a custa da energia associada com a dissipacéo
do gradiente de H" e parece ser regulado pela via de sinalizacdo SOS (Qiu et al., 2004). As
bombas V-H*-ATPase e V-H'-PPase associam a hidrolise de ATP e PPi, respetivamente,
ao transporte de H" para o interior do vactolo, gerando o gradiente eletroquimico de H*
através do tonoplasto, fundamental & energizacdo dos sistemas de transporte ativo
secundario, que condicionam algumas das funcBes associadas ao vacuolo como a
osmorregulacéo, controlo do pH interno e no citosol e armazenamento de iGes e nutrientes
(Martinoia et al., 2007).

Atendendo a importancia do gradiente de H* para a energizagdo do sistema antiporte
Na'/H* é de esperar que a atividade das bombas de H* também seja regulada pelo stresse
salino. De facto, varios estudos mostraram o aumento da atividade da V-H*-ATPase e V-
H*-PPase nas plantas e linhas celulares em condic@es salinas e a regulagio da atividade
destas enzimas pelo stress salino (Barkla et al., 1995; Ballesteros et al., 1996; Otoch et al.,
2001; Wang et al., 2001; Ma et al., 2002; Qiu et al., 2007; Silva et al., 2010). Gaxiola et
al. (2001) mostraram a funcdo da V-H*-PPase na compartimentacdo vacuolar do Na* e na
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tolerdncia a salinidade das plantas transgénicas de A. thaliana. Nestas plantas, a sobre-
expressdo da V-H'-PPase levou ao aumento da atividade do antiportador Na'/H*. Do
mesmo modo, em plantas de cevada sujeitas a stress salino observou-se uma expressao
aumentada da V-H"-PPase e da sua atividade de bombeamento de H*, em paralelo com um
aumento da expressdo do antiportador Na*/H* (HYNHX1) (Fukuda et al., 2004a). Em linha
com estes resultados, em A. thaliana e no arroz foi observado que a expressédo simultanea
da pirofosfatase e do antiportador Na'/H" é determinante para a tolerancia ao sal (Zhao et
al., 2006; Brini et al., 2007). Foi mostrado ainda que a capacidade da halofita S. bigelovii
para acumular no vactiolo o excesso de Na* apds exposicdo a 200 mM de NaCl resulta do
aumento da atividade da V-H*-PPase, que gera o gradiente de H* que ativa o antiportador
Na'/H" (Parks et al., 2002).

Os resultados do presente estudo sugerem que o Na®, cujas concentracdes sio elevadas
no tecido caloso crescido na presenca de 150 mM de NaCl, pode ser compartimentado no
vaculolo, mantendo-se assim o citosol protegido da sua toxicidade. Com efeito, no tecido
caloso cultivado em ambiente salino observou-se um aumento da atividade hidrolitica e de
bombeamento de H* da V-H'-PPase e da V-H'-ATPase. Apesar da atividade da V-H"-
ATPase ser capaz de gerar um gradiente protonico adequado para ativar o sistema de
antiporte Na*/H" apds a adicdo de NaCl (Figura 3.20B, encaixe), a V-H*-PPase mostrou
ser mais eficiente por ser capaz de estabelecer um gradiente de pH mais elevado a custa do
consumo de baixas concentracdes de PPi. Por exemplo, em V. unguiculata e nas halofitas
M. crystallinum e S. salsa mantidas em condicdes salinas foi observado que a atividade da
V-H"-ATPase é determinante para a energizacgdo do transporte do Na* para o vactolo, ao
contrario da V-H*-PPase cuja atividade foi reduzida (Barkla et al., 1995; Vera-Estrella et
al., 1999; Otoch et al., 2001; Wang et al., 2001; Qiu et al., 2007). Nas halofitas foi
mostrado que a atividade hidrolitica e de bombeamento de H* da V-H*-ATPase aumenta
cerca de duas vezes quando as plantas sdo sujeitas a 200 mM de NaCl (Barkla et al., 1995;
Qiu et al., 2007). Estes resultados ndo diferem muito dos apresentados no presente estudo,
na medida em que na linha celular exposta ao sal a atividade (bombeamento de H* e
hidrélise de ATP) da V-H'-ATPase foi cerca de duas vezes superior a observada na linha
controlo; porém, a atividade (bombeamento de H" e hidrdlise de PPi) da V-H*-PPase nessa
linha aumentou cerca de trés vezes em relagdo ao controlo.

Em geral, os niveis de proteina e a atividade da V-H'-PPase é mais elevada nas

membranas vacuolares dos tecidos em crescimento, como foi observado nos hipocétilos de
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V. radiata e nos frutos jovens de pera, ao passo que a atividade da V-H*-ATPase tende a
predominar nos tecidos desenvolvidos e nos frutos em fase de maturacdo (Shiratake et al.,
1997; Nakanishi & Maeshima, 1998). Nos tecidos jovens em crescimento é formada uma
grande quantidade de PPi como subproduto de varios processos metabolicos, tais como a
polimerizacdo de DNA e RNA, a sintese de sacarose e celulose. Por sua vez, nos tecidos
desenvolvidos onde a atividade metabdlica é mais reduzida, os niveis de PPi sdo menores
(Martinoia et al., 2007). Estes dados podem explicar a elevada atividade da V-H"-PPase
registada no tecido caloso adaptado ao sal. Tratando-se de um tecido em crescimento ativo,
embora a uma taxa inferior ao do controlo, o PPi é usado como substrato numa situacdo de
stress onde a disponibilidade de ATP pode estar comprometida (Facanha & de Meis,
1998). Em linha com estes resultados, em células em suspensédo de P. euphratica a crescer
exponencialmente na presenca de 150 mM de NaCl, o gradiente de pH gerado pela
atividade da V-H"-PPase foi trés vezes superior ao da V-H'-ATPase a custa de um menor
consumo de substrato (Silva et al., 2010).

Noutros trabalhos em que foram usadas linhas celulares adaptadas a NaCl, a VV-H*-PPase
¢ apontada como a principal responsavel pela energizacdo da membrana vacuolar
(Colombo & Cerana, 1993; Zingarelli et al., 1994). Estes resultados, bem como 0s nossos,
leva-nos a admitir que no sistema in vitro esta bomba de H* é a que mais contribui para a
acumulac&o vacuolar do Na* e, consequentemente, para a tolerancia salina. Contudo, ndo é
possivel estabelecer um modelo universal de regulacdo da atividade de ambas as bombas
de H" pelo sal que explique todas as evidéncias experimentais obtidas até a data (Silva &
Geros, 2009). Por exemplo, a atividade da V-H'-PPase da linha celular de N. tabacum
adaptada a elevada salinidade n&o ¢ alterada pelo NaCl, ao contrario da V-H*-ATPase que
sofre um aumento dos niveis de proteina e de atividade em condicGes de elevada salinidade
(Reuveni et al., 1990). A V-H*-ATPase de uma linha celular de P. euphratica também é
estimulada pelo sal (Ma et al., 2002). Assim, a resposta da V-H*-PPase em situacdes de
salinidade pode ser diferente de acordo com o modelo experimental e com o tipo de
tratamento (Wang et al., 2001).

O presente estudo mostrou diferencas entre os perfis eletroforéticos das proteinas do
tonoplasto de células de tecido caloso controlo e adaptado ao sal, nomeadamente observou-
se 0 aumento de polipéptidos com massas moleculares proximas de 98, 75, 63 e 48 kDa no
gel do tecido adaptado. A banda de 75 kDa devera corresponder a V-H'-PPase que
consiste num dnico polipéptido com massa molecular de 71-80 kDa (Maeshima, 2000).
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Com efeito, a imunodetecdo da enzima com um anticorpo policlonal confirmou que em
membranas de células do tecido caloso crescido na presenca de 150 mM NaCl, a V-H'-
PPase ¢ mais abundante. Este aumento mediado pelo sal ndo foi observado quando se
estudou os niveis da subunidade A da V-H'-ATPase. De facto, esta subunidade pertencente
ao dominio V; responsavel pela atividade catalitica da enzima ndo variou em relacdo ao
controlo, apesar de se ter observado um aumento da atividade hidrolitica e de
bombeamento da V-H*-ATPase no tecido crescido em meio salino. Portanto, e embora se
tenha notado que o sal estimula a atividade de ambas as bombas de H”, os resultados de
‘western blotting’” sugerem que elas sdo provavelmente reguladas por mecanismos
diferentes. Importa salientar que, ao contrario da V-H'-PPase, a V-H"-ATPase é um
proteina multimérica composta pelo menos por onze subunidades diferentes, organizadas
em dois setores, o periférico (V1) voltado para o citoplasma e o transmembranar (Vo)
(Figura 1.16), pelo que € provavel que as subunidades que a compdem possam estar
sujeitas a reagdes de fosforilacdo/desfosforilacdo ou a acdo de diferentes proteinas
reguladoras, ocorrendo assim modificacdes pos-traducdo que podem alterar a atividade da
V-H"-ATPase (Gaxiola et al., 2007). A observacio de que a subunidade C da V-H'-
ATPase pode ser fosforilada por uma das cinases WNK sugere o envolvimento de
modificacbes pos-traducdo (Hong-Hermesdorf et al., 2006). No entanto, a atividade da V-
H*-ATPase, bem como de outras proteinas transmembranares, pode ainda ser modificada
por alteracGes no ambiente lipidico, uma vez que ja foi mostrado que modificacBes na
composicdo lipidica da membrana induzidas pela salinidade podem afetar a interacdo das
proteinas com os lipidos (Parida & Das, 2005; Zhao & Qin, 2005).

O estudo dos niveis de expressdao de outras subunidades da proteina poderia
complementar os resultados obtidos e clarificar o0 mecanismo de regulacdo desta bomba de
protdes pelo sal. O perfil eletroforético das proteinas do tonoplasto do tecido caloso
adaptado ao sal mostrou que as bandas com massas moleculares de 98, 63 e 48 kDa séo
mais intensas do que no controlo, pelo que € possivel que algumas correspondam a
subunidades da V-H*-ATPase (Maeshima, 2001).

A adicdo de NaCl a vesiculas de tonoplasto energizadas promoveu a dissipa¢do do
gradiente de H, sugerindo o envolvimento de um sistema do tipo antiporte Na*/H" na
membrana vacuolar no transporte de sodio para o vacuolo. Tem sido descrito que este
sistema de transporte ativo secundario desempenha um papel importante na tolerancia das
plantas ao sal (Blumwald et al., 2000; Tester & Davenport, 2003; Silva & Geros, 2009).
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Com efeito, os estudos de sobre-expressdo do antiportador Na*/H® vacuolar (NHX)
permitiram a obtencdo de plantas transgénicas capazes de crescer em meios de elevada
salinidade, demonstrando a fungéo do sistema de transporte na compartimentacdo vacuolar
do Na* (Apse et al., 1999; Zhang et al., 2001; Apse & Blumwald, 2002; Wu et al., 2004;
Fukuda et al., 2004b; Brini et al., 2007).

De um modo geral, a salinidade induz um maior aumento da expressdo do sistema de
antiporte Na'/H" nos gendtipos resistentes ao sal do que nos sensiveis (Fukuda et al.,
2004a; Wu et al., 2004; Sagib et al., 2005; Ye et al., 2009). Paralelamente, os estudos em
vesiculas de tonoplasto de espécies adaptadas ao sal como as hal6fitas S. bigelovii e S.
salsa (Parks et al., 2002; Qiu et al., 2007), bem como de plantas menos tolerantes como a
beterraba, o girassol e a cevada (Garbarino & DuPont, 1988; Ballesteros et al., 1997
Blumwald et al., 2000) mostraram que a atividade de antiporte é estimulada pela
imposicao transitdria de um stress salino.

Em vesiculas de tonoplasto de células em suspenséo de beterraba, P. euphratica ou da
hal6fita M. crystallinum também foi observada a ativacdo do antiportador Na'/H" em
resposta aos tratamentos salinos. No seu conjunto, estes estudos revelam que a
compartimentacdo vacuolar do Na® consiste num mecanismo universal de adaptagdo
celular a salinidade que coopera com outras respostas integradas ao nivel da planta (Vera-
Estrella et al., 1999; Xia et al., 2002; Silva et al., 2010).

No presente estudo foi observado que as velocidades iniciais de efluxo de H*
dependentes da adicdo de concentracdes crescentes de Na™ obedeceram a uma cinética de
Michaelis—Menten, o que permitiu estimar os pardmetros cinéticos do sistema de antiporte
Na*/H*. Os resultados mostraram que nas vesiculas do tecido caloso adaptado a Viax 0o
sistema de antiporte foi sensivelmente o dobro da medida nas vesiculas do controlo e que a
afinidade do antiportador para o Na* era maior. Em vesiculas do tecido adaptado foi obtido
um valor de K, de 40 mM Na*, préximo do valor encontrado por Barkla et al. (1995) em
M. crystallinum ou do exibido pelo antiportador AtNHX1 de A. thaliana (Venema et al.,
2002), mas inferior aos valores medidos em S. bigelovii (K, = 3,8 mM Na*) ou em raizes
de H. annuus sujeitas a 150 mM de NaCl (K, = 8-14 mM Na") (Ballesteros et al., 1997;
Parks et al., 2002).

O sistema de antiporte Na'/H" caracterizado no presente estudo apresenta ainda um
valor de K,, muito semelhante ao do antiportador VVNHX1 do tonoplasto de Vitis vinifera
(Km = 40,2 mM Na’) descrito por Hanana et al. (2007); contudo, este é capaz de
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transportar o ido K* com elevada afinidade, ao contrario do sistema de antiporte das células
de batateira que exclui o K*. Os autores discutem que esta proteina tem uma fungio
importante na homeostasia do K" em V. vinifera. Também foi demonstrado que o
antiportador AtNHX1 sobre-expresso em tomateiro esta envolvido no transporte de K*
para o vacuolo, controlando assim a distribuicdo subcelular do ido (Leidi et al., 2010).
Embora a literatura refira a possibilidade do antiportador Na*/H" transportar o catido litio
que possui uma carga e um raio iénico semelhantes ao sédio, no presente estudo verificou-
se que o antiportador Na'/H" exclui este catido, em linha com outros estudos anteriores
(Garbarino & DuPont, 1988; Staal et al., 1991).

No seu conjunto, as evidéncias experimentais obtidas permitem concluir que as células
de tecido caloso de batateira compartimentam o Na' no vacuolo para restabelecer a
homeostasia idnica e osmotica no citosol. Com efeito, foi observado que o tecido mantido
em meio com 150 mM de NaCl acumula uma elevada quantidade de sal e, em paralelo,
exibe uma atividade aumentada do sistema de antiporte Na'/H" e das bombas de H* do
vactiolo. A compartimentacio do Na* no vacuolo, para além de contribuir para a reducio
da sua toxicidade no citosol, deve ter um papel importante na manutencdo da turgidez das
células em meio salino por proporcionar uma elevada pressdo osmotica no interior do
vacuolo, juntamente com a prolina e o amido que sdo acumulados no citosol e nos

plastidios.

3.2.3. Eletroforese bidimensional

De modo a avaliar a expressdo genética ao nivel da proteina como um possivel
mecanismo de adaptacdo a salinidade, os perfis proteicos do tecido caloso controlo e
crescido em meio com 150 mM NaCl foram comparados com recurso a eletroforese
bidimensional (2-D). Tendo em conta que a composi¢do do meio usado na extracdo
influencia o tipo e a quantidade de proteinas solubilizadas (Pinheiro et al., 2005), neste
trabalho foram extraidas das linhas de calos (controlo e adaptado a NaCl) duas fragdes
proteicas, designadas soluvel e salina. Em geral, a fracdo soluvel representou 70 a 80% da
quantidade total de proteina extraida, ao passo que a fracdo salina constituida pelas
proteinas de ligag&o ionica correspondeu aos restantes 20-30% da proteina total. Na Figura
3.21 sdo apresentados os géis representativos das duas fracGes proteicas obtidas do
material controlo e crescido na presenca de NaCl. A analise das imagens dos geis das

fracbes sollvel e salina revelou a presenca de 101 e 217 polipéptidos (‘spots’),
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respetivamente, ndo tendo sido observadas alteragdes qualitativas entre os padrbes
proteicos dos calos controlo e adaptado a 150 mM NaCl. Importa salientar que cada
conjunto de ‘spots’ estava presente em pelo menos trés dos quatro géis que foram

analisados de cada fracdo, tendo sido selecionados apenas 0s ‘spots’ que apresentavam

uma resolucéo igual ou superior a 150 dpi.

[PADJOS oBdeI]

vurpes ogdea|

Controlo 150 mM

Figura 3.21 — Separacdo por eletroforese 2-D de extratos proteicos soliveis em &gua (fracdo
soltvel) e em solucdo salina (fracdo salina) de tecido caloso controlo e adaptado a 150 mM de NaCl
(150 mM). Igual quantidade de proteina (25 ng) foi separada na primeira dimensdo em tiras IPG
(13 cm) com um gradiente nédo linear de pH 3-10 e na segunda dimensdo em SDS-PAGE de 12,5%.
Os geis foram corados com o composto fluorescente ‘LavaPurple’ (Fluorotechnics) e as imagens
adquiridas com recurso aos filtros de excitacdo 532 nm e de emissdo 610 nm. As massas
moleculares do padréo proteico estdo assinaladas a esquerda dos géis.
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Da andlise global dos padrdes eletroforéticos observa-se que os polipéptidos presentes
na fracdo sollvel tém uma massa molecular aparente entre os 8-74 kDa e o ponto
isoelétrico (pl) variavel entre pH 5 e 9 (Figura 3.21, Tabela 3.9). Na fracédo salina a maioria
dos ‘spots’ selecionados apresentam massas moleculares entre os 8-69 kDa e valores de pl
compreendidos entre pH 4 e 9 (Figura 3.21, Tabela 3.10). Uma observacdo mais detalhada
dos géis relativos a fracdo soluvel revela a existéncia de um numero considerdvel de
‘spots’ no intervalo de pH 4-7 (82 ‘spots’), diminuindo para valores de pH superiores (19
‘spots’ com pl > 7) (Figura 3.21, Tabela 3.9). Do mesmo modo, nos géis da fracdo salina a
densidade de ‘spots’ proteicos era elevada no gradiente de pH 4-7 (180 ‘spots’),
diminuindo com o aumento do pH do gel (37 ‘spots’ com pl > 7) (Figura 3.21, Tabela
3.10).

A menor densidade de polipéptidos na regido basica do gel podera resultar da menor
abundancia de proteinas basicas nas células do tecido caloso, ou ser consequéncia de
limitacGes da propria técnica de 2-D como a capacidade para se extrair e manter essas
proteinas solubilizadas, ou a estabilidade dessas proteinas ser alterada durante a focagem
isoelétrica comprometendo a sua separacdo (Westermeier & Naven, 2002). Perante a
predominancia de polipéptidos acidicos uma solucdo possivel para aumentar a resolucao
do padrdo eletroforético poderia passar por restringir o gradiente de pH para um intervalo
linear entre 4 e 7. Mas mesmo tendo-se optado por usar na primeira dimensdo tiras de 13
cm de comprimento, com um gradiente de pH nao linear entre 3 e 10 que permite ter uma
visdo mais geral do padrdo proteico do tecido caloso crescido na presenca de NaCl,
observaram-se variacdes nos niveis de expressdo de algumas proteinas.

A andlise quantitativa dos géis da fracdo sollvel do tecido adaptado a NaCl
comparativamente aos da condigdo controlo revelou que 17 ‘spots’ mostraram alteragdes
significativas e reprodutiveis, sendo que 15 surgiram aumentados e 0s restantes 2
apareciam diminuidos no padréo proteico do tecido crescido na presenca de 150 mM NaCl
(Figura 3.22, Tabela 3.9). Embora ndo esteja estabelecido na literatura um valor de
referéncia para uma variagdo quantitativa significativa, de acordo com a analise estatistica
realizada verifica-se que, de um modo geral, o volume relativo do conjunto dos quinze
‘spots” aumentou mais do que duas vezes no tecido adaptado do que no controlo; a
variacdo foi menor para os ‘spots’ 946 e 1019 afetados negativamente pela salinidade

(volume relativo diminuido em 2,2 a 1,5 vezes em relacdo ao controlo) (Tabela 3.9).
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Figura 3.22 — Mapa de distribuicdo
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Tabela 3.9 — Lista dos polipéptidos detetados nos géis 2-D da fragdo soltvel de tecido caloso de batateira correspondentes
aos ‘spots’ assinalados na Fig. 3.22. A massa molecular (MM) e o pl aparente, bem como o volume normalizado de cada
‘spot” proteico presente nos géis do tecido controlo e adaptado a 150 mM de NaCl foram determinados. O valor-p e o
resultado do teste Kolmogorov-Smirnov (**, diferenca significativa a nivel de 5%; ns, ndo significativa) encontram-se
também indicados. Os ‘spots’ diferencialmente expressos apresentam um poder de analise superior a 80%: T, indica o
aumento de expressdo do polipéptido no tecido adaptado; ¥, decréscimo de expressao.

N° de MM | ANOVA  Poderde Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot’  (kDa) P (p) analise KS Volume normalizado Volume normalizado  de volume

63 743 54 0,162 ** 399,38 £103,21 634,53 £115,12 1,6
117 713 7,0 0,011 > 80% il 144,79 + 14,98 377,38 £73,49 267
124 71,3 6,8 0,023 > 80% il 174,57 + 22,64 428,40 + 86,47 2571
198 676 50 0,633 ns 381,19 £ 54,42 346,34 + 32,04 1,1
203 66,6 51 0,383 ns 468,26 £ 118,80 337,83 £ 56,67 1,4
234 61,4 53 0,67 ns 426,67 + 48,07 447,80 £ 30,27 1
306 574 46 0,046 ** 3134,14 + 218,52 1921,47 + 388,59 1,6
310 574 56 0,282 ns 338,37 £41,89 405,51 +£41,47 1,2
323 574 58 0,057 ol 403,48 +£12,30 517,11 £ 50,18 1,3
347 543 53 0,343 ns 291,65 + 16,23 367,65 + 69,23 1,3
409 49,7 75 0,545 ns 384,73 £ 66,30 459,72 £ 93,14 1,2
498 43,7 59 0,085 ** 285,81 + 37,10 441,71 £ 69,44 1,5
524 420 6,6 0,173 ** 279,94 + 35,64 206,63 £ 13,56 1,3
544 40,3 8,0 0,01 > 80% e 331,68 + 46,14 684,57 £ 85,55 2171
547 40,3 84 0,022 > 80% e 553,64 + 125,40 1257,51 +£ 57,96 2371
549 40,3 9,0 0,069 wx 1610,90 £ 360,20 3492,97 + 632,37 2,2
561 387 7,0 0,221 ns 429,03 £+ 46,83 567,58 £ 92,43 1,3
562 382 75 0,007 > 80% ** 573,96 £ 102,08 1268,89 + 145,84 227
566 382 8,0 0,0001 > 80% ** 330,02 £ 37,87 1567,79 + 165,88 487
570 382 86 0,001 > 80% *x 601,44 £ 90,12 4101,03 + 407,07 6,8 T
572 376 48 0,97 ns 4387,54 + 1026,39 4124,32 + 682,42 1,1
584 371 50 0,003 > 80% *x 413,49 + 73,27 1470,18 + 289,60 36T




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao

‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
586 37,1 49 0,001 > 80% wx 2164,50 + 444,01 8457,04 + 825,38 397
598 36,1 50 0,01 > 80% o 335,95 £ 87,23 1004,73 £+ 169,25 37
603 36,1 51 0,022 > 80% o 2966,57 + 345,44 14779,37 789,26 116,27
615 352 47 0,058 fola 695,09 + 108,12 442,45 + 35,12 1,6
620 34,7 15 0,436 ns 4273,39 + 551,03 3731,54 + 267,87 1,1
640 342 6,2 0,179 ns 4000,52 + 453,47 3183,38 + 254,42 1,3
647 342 70 0,788 ns 7023,35 + 1082,40 6669,55 + 410,38 11
667 32,0 50 0,359 ns 1850,30 + 232,93 1538,24 + 268,74 1,2
682 311 69 0,19 wx 3812,84 + 716,86 5304,98 + 878,50 1,4
691 311 74 0,131 fola 13166,36 + 1541,16 25659,48 +1708,40 16,7
702 30,7 50 0,103 ol 1713,32 £ 223,24 2329,18 + 202,49 1,4
712 291 49 0,158 ns 622,38 £ 92,30 922,33 £ 163,82 1,5
715 28,7 69 0,285 ns 727,62 £ 99,46 993,83 £220,60 1,4
728 283 59 0,039 wx 774,36 £ 68,03 1174,43 £ 139,67 15
733 27,2 6,3 0,074 wx 2481,90 + 570,66 4440,32 £ 784,80 1,8
742 27,2 51 0,116 el 424,50 + 62,84 292,52 £ 35,45 1,5
746 26,8 572 0,227 ns 495,92 + 42,39 423,96 *+ 36,31 1,2
757 26,1 59 0,228 ns 2197,72 £192,74 2632,28 + 246,08 1,2
765 26,1 572 0,64 ns 588,61 £71,00 677,31 £ 152,00 1,3
767 26,1 55 0,376 ns 490,79 £ 75,77 398,39 £ 49,40 1,2
769 264 438 0,048 *x 10386,14 + 1927,99 5720,79 + 684,20 1,8
770 25,7 6,3 0,036 *x 2724,05 + 192,92 4629,56 + 740,55 1,7
782 254 6,2 0,922 ns 884,74 + 23,96 908,08 +£ 91,93 1
790 254 44 0,084 *x 2772,47 + 169,82 2273,12 + 166,22 1,2
794 254 6,6 0,03 *x 3766,85 + 247,70 5558,41 + 635,78 15
810 23,7 6,3 0,885 ns 1812,84 + 397,54 1623,41 + 148,43 11
812 24,7 57 0,106 *x 387,30 + 33,27 496,06 + 46,72 1,3
814 244 56 0,067 o 645,72 £ 38,76 501,36 £ 52,24 13




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
816 244 70 0,011 > 80% wx 989,20 £ 73,05 2102,90 + 331,25 2171
818 240 48 0,041 o 2985,31 + 343,91 1435,99 £+ 347,10 2,1
821 240 51 0,241 o 1251,36 £ 214,70 1549,95 + 161,68 1,2
822 240 6,6 0,676 ns 948,19 £ 165,60 1040,36 + 158,64 1,1
825 240 61 0,596 ns 1350,12 £+ 190,65 1469,55 + 155,48 1,1
829 244 50 0,641 ns 1647,42 £ 135,48 1721,77 £ 106,44 1
830 234 68 0,353 wx 2178,23 £ 412,24 2590,62 + 299,78 1,2
831 234 53 0,28 ns 752,02 £ 71,66 867,52 £ 64,92 1,2
836 23,7 1.2 0,074 wx 2455,38 + 136,93 3024,23 + 229,50 1,2
846 225 56 0,611 ns 393,59 £ 43,50 433,63 + 58,74 1,1
853 221 48 0,797 ns 1487,63 £ 236,43 1490,72 £+ 420,45 1
854 22,1 58 0,338 ns 435,61 + 23,80 492,40 + 45,98 1,1
856 221 49 0,647 ns 1462,46 £ 151,41 1360,08 £+ 109,05 1,1
864 216 64 0,721 ns 813,82 £ 55,77 846,22 £ 64,81 1
866 21,3 71 0,765 ns 1041,04 £+ 105,64 998,44 +£ 113,10 1
870 21,3 7,6 0,878 ns 1236,58 £ 111,80 1223,00 £+ 164,42 1
905 20,1 80 0,729 ns 4184,66 + 538,25 4781,72 + 1031,64 1,1
908 196 58 0,894 ns 834,00 + 60,16 830,53 + 110,57 1
920 196 57 0,064 wx 1664,37 £ 561,96 720,43 £ 65,97 2,3
923 196 6,2 0,649 ns 2025,18 + 63,26 2162,66 + 220,12 11
927 196 572 0,333 ns 2149,49 + 317,76 1753,60 £ 263,49 1,2
933 196 55 0,06 wx 3514,07 + 636,98 2023,35 + 363,95 1,7
934 196 53 0,938 ns 3830,08 + 535,04 3786,46 + 540,87 1
946 186 4,6 0,009 > 80% wx 3521,29 + 527,34 1601,62 + 187,71 224
1019 151 7.8 0,025 > 80% o 2339,92 + 206,75 1557,35 £ 165,37 1,54
1051 143 6,7 0,198 *x 875,23 +£ 183,86 588,94 £11,01 15
1059 139 79 0,332 ns 635,62 £ 110,16 499,92 + 32,80 1,3
1063 141 53 0,712 ns 1554,43 + 308,64 1619,29 + 156,59 1




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
1077 130 53 0,334 ns 1682,46 + 210,51 1627,73 £ 191,60 2,6
1091 132 57 0,25 o 1793,52 + 266,03 1371,78 £ 133,54 1,3
1093 130 59 0,001 > 80% o 5699,99 + 621,67 20075,94 + 3033,63 357
1113 12,7 7,0 0,398 ns 956,99 £ 77,21 1055,81 + 76,76 1,1
1115 12,7 6,7 0,108 fola 1324,38 £ 227,59 1909,16 + 241,14 1,4
1144 115 59 0,006 > 80% ** 532,32 + 28,04 1418,16 + 338,54 2771
1175 111 6,7 0,378 ns 602,88 £ 76,17 679,04 £ 37,84 11
1207 105 5,0 0,716 ns 9039,33 + 1646,85 8206,73 + 1254,76 11
1214 10,1 6,0 0,08 wx 1107,67 £ 138,35 775,04 £70,45 1,4
1219 9,9 6,7 0,038 ol 1199,82 + 159,09 2508,85 + 524,60 2,1
1233 9,1 5,0 0,725 ns 11750,13 + 1405,05 11237,01 + 2284,99 1
1264 8,9 7,0 0,328 ol 5547,51 + 681,81 7868,29 + 1048,28 1,2
1282 8,1 54 0,349 ns 3577,23 £ 241,81 4165,86 + 488,38 1,2
1285 8,1 5,2 0,529 ns 1618,03 £ 225,78 1418,28 £+ 327,25 1,1
1290 8,0 7,0 0,119 wx 3276,99 + 154,09 3866,16 + 287,79 1,2
1294 7,8 7,8 0,842 ns 3261,24 + 173,79 3212,21 + 222,85 1
1303 7,7 6,0 0,003 > 80% ol 1184,54 £ 64,11 1818,62 + 134,23 1,57
1344 30,7 81 0,042 ol 9136,27 + 897,37 27265,81 + 3189,30 73
1345 151 50 0,14 wx 1858,68 £ 362,72 1273,98 + 104,87 15
1350 8,5 8,3 0,095 ns 40550,93 + 6016,97 59117,43 £ 6953,76 33,8
1351 254 84 0,35 ns 2184,12 + 134,38 1878,50 £ 368,92 1,2
1352 21,3 572 0,279 ns 660,38 + 136,45 500,84 + 40,25 1,3
1353 8,0 5,2 0,2 wx 344469 + 462,00 4486,32 + 518,62 1,3
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Figura 3.23 — Mapa de distribuigdo
dos polipéptidos da fragdo salina em
géis 2-D de tecido caloso crescido
em meio com 150 mM de NaCl,
onde estdo assinalados os ‘spots’
cuja expressdo aumentou (¥) e
aqueles em que a expresséo diminuiu
(=) comparativamente a situagdo
controlo. As massas moleculares
(MM) do padrdo proteico estdo
assinaladas a esquerda do gel.



Tabela 3.10 — Lista dos polipéptidos detetados nos géis 2-D da fracao salina de tecido caloso de batateira correspondentes
aos ‘spots’ assinalados na Fig. 3.23. A massa molecular (MM) e o pl aparente, bem como o volume normalizado de cada
‘spot” proteico presente nos géis do tecido controlo e adaptado a 150 mM de NaCl foram determinados. O valor-p e o
resultado do teste Kolmogorov-Smirnov (**, diferenca significativa a nivel de 5%; ns, ndo significativa) encontram-se
também indicados. Os ‘spots’ diferencialmente expressos apresentam um poder de analise superior a 80%: T, indica o
aumento de expressdo do polipéptido no tecido adaptado; ¥, decréscimo de expressao.

N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagdo
‘spot’  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
152 68,7 7.8 0,002 > 80% ** 526,01 + 106,24 174,28 + 7,00 304
153 68,7 79 0,009 > 80% ** 1665,57 + 203,02 383,95+ 29,71 434
175 68,7 6,5 0,236 ol 289,76 + 28,93 243,10 £ 12,74 1,2
211 67,8 55 0,180 ol 658,22 +£ 132,00 477,20 £ 23,81 14
221 652 54 0,050 ** 614,04 + 83,31 434,43 £17,57 1,4
226 652 57 0,789 ns 337,57 £75,78 339,93 £40,42 1,0
230 64,4 5,6 0,076 ** 1016,62 + 104,19 763,44 £ 56,24 1,3
240 636 50 0,344 ns 423,72 £ 76,06 499,47 +£ 32,91 1,2
241 636 51 0,209 ol 500,91 +£119,93 719,20 £ 80,26 14
242 636 51 0,287 ns 1019,32 + 197,82 1692,26 + 506,97 9,8
243 636 51 0,693 ns 673,52 £150,79 705,01 + 78,87 1,0
260 62,7 5,0 0,483 ns 1742,39 + 281,88 2062,31 £ 314,25 1,2
261 619 51 0,396 ns 402,17 £ 81,16 482,53 £53,95 1,2
265 61,1 6,1 0,015 > 80% e 1396,12 + 158,48 566,45 + 51,50 254
266 61,1 6,2 0,018 > 80% *x 591,42 + 80,04 335,68 + 30,17 1,84
268 61,1 58 0,039 > 80% il 773,47 £ 65,23 357,39 £23,42 224
281 60,4 53 0,093 ** 782,50 + 37,77 1003,99 £+ 98,93 1,3
284 58,8 47 0,012 > 80% ** 1435,56 + 181,86 2519,14 £+ 247,75 1,871
290 57,3 57 0,768 ns 2621,72 £ 387,21 2746,32 £ 337,04 1,0
297 55,8 6,1 0,609 ns 2058,97 + 402,57 1747,62 + 227,75 1,2
298 57,3 6,5 0,176 ns 2585,84 + 366,05 3828,12 + 705,12 1,5
301 56,6 6,9 0,033 wox 1697,77 + 246,30 2947,15 + 384,86 1,7




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
305 57,3 53 0,159 ns 1260,99 + 159,71 1644,54 + 179,03 1,3
306 57,3 53 0,098 o 2090,95 + 383,33 3249,32 + 492,36 1,6
307 56,6 54 0,254 ns 825,46 £ 154,77 616,10 £ 70,79 1,3
308 57,3 54 0,594 e 415,41 + 109,00 448,25 + 51,40 1,1
309 566 55 0,212 ** 2334,04 £ 290,11 1802,11 + 234,85 1,3
315 57,3 54 0,946 ns 2196,62 + 479,64 2153,10 + 250,96 1,0
328 53,0 65 0,168 ns 552,07 £ 109,16 378,83 £ 36,48 1,5
330 53,0 6,7 0,141 wx 551,37 £ 79,22 396,30 £ 61,07 1,4
333 530 79 0,325 ns 1083,26 + 245,48 725,75 +122,42 1,5
334 52,3 83 0,580 ns 2383,72 £ 429,49 2050,50 = 507,97 1,2
340 510 57 0,054 fola 806,06 +£ 128,71 488,49 + 39,82 1,7
341 504 59 0,012 > 80% *x 695,46 + 96,70 369,82 + 39,25 1,94
342 49,7 45 0,061 wx 2020,54 + 328,95 3257,91 + 415,63 1,6
359 49,1 6,6 0,005 > 80% wox 5818,67 + 667,64 10672,52 + 986,90 1,87
362 48,4 49 0,986 ns 1667,50 + 298,22 1630,37 £ 224,89 1,0
363 472 59 0,224 ol 2014,06 + 212,66 1544,75 £ 353,06 1,3
365 484 51 0,273 ns 4293,16 + 1110,74 5582,68 + 661,54 1,3
369 478 71 0,039 > 80% ol 9087,45 + 1026,18 23035,53 + 1915,86 257
371 484 52 0,245 ns 6310,70 +£ 1513,48 8572,34 + 1146,66 1,4
378 478 52 0,086 *x 13239,86 + 1835,27 19626,46 + 2409,84 1,5
379 48,4 57 0,049 *x 7225,77 + 1802,81 3460,08 + 545,17 2,1
383 484 53 0,135 wx 10345,20 + 2170,89 15068,13 + 1823,95 1,5
385 478 75 0,052 *x 20188,73 + 1037,27 37909,99 + 2537,88 51,6 T
388 484 55 0,110 ns 8227,36 + 1751,80 4866,15 + 618,59 1,9
390 48,4 53 0,795 ns 9420,46 + 2225,08 10897,69 + 1918,42 1,0
391 484 54 0,613 ns 9104,26 + 1948,18 7929,09 + 1262,14 1,2
400 47,8 4,8 0,079 *x 2700,95 * 469,32 3742,71 + 135,27 1,4
403 46,0 7,0 0,027 wox 1710,68 + 238,53 2838,58 + 305,34 1,7




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
406 46,0 7,3 0,126 ns 5935,65 + 629,98 7945,48 + 966,18 1,3
407 46,0 4,8 0,010 > 80% o 2031,92 £ 198,59 3034,02 + 114,36 1,57
442 442 6,0 0,771 ns 1825,21 + 228,18 1726,98 + 191,86 11
443 43,7 53 0,322 ns 1199,76 + 239,85 1634,30 £ 293,39 1,4
444 442 6,2 0,599 ns 719,07 £ 65,82 759,65 £ 50,19 1,1
445 442 54 0,941 ns 1680,30 + 328,79 1651,73 £ 189,28 1,0
448 442 57 0,506 ns 4015,92 + 416,52 3596,46 + 320,50 11
449 442 59 0,754 ns 2975,19 £ 442,11 3147,56 + 402,65 11
450 442 5,6 0,542 ns 1889,67 £ 267,15 2090,84 + 228,10 11
457 43,1 59 0,675 ns 366,95 + 45,43 346,35 + 80,12 1,1
464 415 57 0,201 fola 1578,32 £ 67,30 1817,13 £ 153,74 1,2
469 426 47 0,101 ol 2314,50 * 445,86 3685,35 + 445,96 1,6
471 420 55 0,010 > 80% wx 1608,57 + 86,66 2350,93 + 201,18 1,57
474 420 55 0,141 wx 1549,69 + 189,41 2223,76 + 388,32 1,4
482 415 52 0,268 ns 859,99 + 108,16 1214,81 + 240,24 1,4
487 415 5,6 0,770 ns 886,88 £ 135,35 836,74 + 139,89 1,1
488 409 64 0,074 ol 3134,81 + 799,61 5153,34 + 505,55 1,6
491 415 52 0,281 ns 1635,59 + 284,66 2136,40 + 368,14 2,4
492 409 51 0,328 wx 539,50 £ 77,80 754,78 £ 143,47 1,4
493 409 51 0,328 ns 1414,15 £ 135,14 1749,99 + 270,55 1,2
495 40,4 6,8 0,022 > 80% ** 4523,15 + 795,66 8497,43 + 853,66 2271
501 404 6,5 0,027 *x 2142,71 + 396,06 4198,32 + 635,66 2,0
502 404 7,1 0,184 e 2250,32 + 82,08 2571,04 + 199,50 1,1
503 399 7.8 0,787 ns 4026,81 + 646,47 3734,66 + 459,34 1,1
508 394 83 0,914 ns 4833,38 + 628,02 4697,52 + 602,72 1,0
509 404 74 0,303 ns 3978,61 + 481,01 4739,24 + 451,52 1,2
513 394 57 0,007 > 80% *x 5190,75 + 790,31 2295,62 + 296,79 234
514 389 58 0,002 > 80% wox 1168,97 + 149,62 485,53 + 41,76 241




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagdo
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
518 384 6,3 0,002 > 80% wx 1670,08 + 147,33 637,95 £ 102,77 264
521 389 53 0,714 ns 3170,95 + 922,26 3184,12 + 324,23 1,0
523 389 54 0,730 ns 2933,58 £ 448,52 2713,57 + 385,75 11
524 384 69 0,193 ** 1784,74 + 237,95 228459 * 262,25 1,3
526 389 55 0,767 ns 4622,40 + 853,60 4884,15 + 689,18 1,1
537 394 53 0,222 ns 1800,47 + 360,88 1314,47 £ 72,72 1,4
550 369 6,3 0,014 > 80% wx 521,52 £ 82,08 1002,91 £ 114,91 1,97
555 364 71 0,028 > 80% wx 508,77 + 36,84 962,97 £ 44,09 1,97
559 364 6,8 0,161 wx 1772,98 + 204,47 2137,47 + 126,54 1,2
561 374 572 0,585 ns 9080,89 + 1443,86 9716,83 + 685,98 1,1
565 364 49 0,006 > 80% ** 1284,91 + 116,88 2250,76 = 213,74 1,87
566 369 50 0,006 > 80% el 1262,05 + 190,57 2977,32 £ 457,89 2471
573 364 53 0,404 ns 1425,86 + 397,15 1686,08 £ 172,81 1,2
574 374 51 0,166 wx 4798,00 + 138,12 5713,70 £ 521,54 1,2
576 36,0 53 0,716 ns 7388,27 + 144413 8021,66 + 531,74 1,0
581 346 50 0,097 ol 580,80 + 77,33 1141,00 + 249,18 2,0
585 346 66 0,044 ol 702,81 £ 76,32 1096,31 + 148,61 1,6
588 355 51 0,002 > 80% *x 5167,86 + 378,38 8451,87 + 548,63 1,67
594 33,7 572 0,827 ns 5788,56 £ 572,36 5605,58 + 642,74 1,0
602 33,7 54 0,389 *x 1959,28 + 345,52 2233,58 + 157,37 11
607 333 76 0,024 > 80% *x 4723,18 + 526,82 3160,67 + 104,17 1,54
608 333 80 0,029 *x 2586,68 + 282,99 1683,09 £ 165,77 15
609 342 55 0,860 ns 3057,29 + 485,09 2882,02 + 242,30 1,1
614 329 56 0,089 ns 3951,74 + 678,82 2536,88 + 341,27 1,6
618 329 61 0,038 > 80% *x 4683,93 + 301,12 2344,52 + 90,52 204
621 329 51 0,410 ns 609,32 + 41,26 721,78 £98,45 1,2
626 324 55 0,574 ns 730,54 £172,22 828,36 £ 131,49 11
627 329 57 0,247 wox 1263,11 £ 195,76 972,40 £ 83,93 1,3




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
628 32,9 49 0,076 wx 2365,28 + 302,14 1561,87 + 187,05 1,5
630 329 69 0,007 > 80% o 10550,99 + 415,97 7599,23 + 292,68 1,41
644 316 64 0,010 > 80% o 1597,02 + 80,92 977,48 £ 109,73 1,64
645 320 50 0,460 ns 2261,11 + 280,92 1982,74 + 146,38 1,1
646 304 60 0,009 > 80% ** 2042,50 + 200,46 1253,95 £ 85,13 1,6 4
647 296 64 0,015 > 80% ** 2390,18 + 162,01 1431,43 £ 207,91 1,74
656 304 51 0,036 wx 1985,17 + 495,35 838,18 £55,24 2,4
657 296 6,8 0,027 > 80% wox 12195,49 + 403,68 6860,03 + 256,62 1,84
662 296 7,2 0,021 > 80% wx 49447,31 + 2633,61 20168,12 + 989,56 50,7
663 300 76 0,204 ns 434491 + 290,53 4958,01 + 313,24 1,1
664 296 51 0,258 ns 7378,58 £ 914,56 9225,72 + 1103,92 1,3
665 300 50 0,740 ns 7355,00 + 648,95 7771,60 + 830,82 1,1
667 30,0 49 0,788 ns 7296,29 £ 521,17 7115,30 + 841,62 1,0
668 296 8,0 0,218 wx 20626,45 + 1642,72 15933,63 + 1435,55 6,9
669 28,9 45 0,321 ns 3374,11 £ 571,19 3947,24 + 213,91 1,2
677 292 49 0,032 el 14116,55 + 1361,76 18699,53 + 550,49 1,3
682 2855 49 0,013 > 80% ol 2337,14 £ 177,42 3160,63 + 135,52 1,47
683 28,1 49 0,001 > 80% ** 4017,05 + 274,14 6159,32 + 132,82 1,57
692 281 6,0 0,966 ns 2512,43 £ 209,43 2513,81 + 269,21 1,0
693 27,8 572 0,825 ns 1196,24 + 138,99 1335,01 + 245,88 11
698 27,8 53 0,547 ns 2069,51 £ 265,02 1836,48 + 227,53 11
699 278 59 0,399 ns 3204,65 + 341,92 3741,35+ 479,60 1,2
701 274 64 0,047 wx 1517,06 + 141,29 1048,86 + 134,20 1,4
703 274 6,2 0,378 ns 7471,98 + 1302,97 7142,54 + 1213,63 10,6
708 274 65 0,359 ns 3046,85 + 422,94 2518,97 + 230,23 1,2
709 271 6,8 0,027 > 80% *x 2237,12 + 147,33 983,81 +£ 101,82 234
719 264 51 0,611 ns 1012,92 £ 110,46 931,15 £ 164,01 11
729 257 6.2 0,136 wox 4112,67 + 520,51 3100,55 + 246,68 1,3




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
730 254 7.2 0,621 ns 2100,62 £+ 539,68 1698,75 £ 122,81 1,2
732 26,0 6,0 0,013 > 80% o 2468,55 £+ 394,97 1210,36 + 154,31 201
733 25,7 56 0,009 > 80% o 1613,09 £ 227,75 862,86 £ 61,31 1,94
734 25,7 58 0,047 > 80% e 1550,87 + 228,39 577,14 £ 195,93 1,04
735 25,7 59 0,126 ns 1909,25 + 212,74 1430,05 + 149,46 1,3
737 25,7 51 0,857 ns 738,16 £ 76,58 726,62 + 106,34 1,0
743 250 65 0,335 wx 5718,18 + 687,96 4870,85 + 107,59 1,2
750 254 55 0,495 ns 1269,58 + 151,14 1134,51 £ 63,85 11
752 24,7 53 0,036 wx 1384,72 + 167,07 2114,93 + 211,03 1,5
756 241 572 0,003 > 80% fola 556,95 + 35,93 357,35 +£ 23,38 1,6 4
761 241 48 0,989 ns 7234,33 £ 804,11 7160,08 + 481,41 1,0
765 244 49 0,177 ns 1261,72 + 186,37 1691,07 £ 227,96 1,3
783 235 47 0,664 ns 5311,20 + 848,41 5523,77 £ 133,13 1,0
785 229 1.2 0,386 wx 2249,58 + 282,85 2308,61 + 66,45 2,9
786 229 49 0,204 wx 1055,43 + 186,56 1352,64 + 147,56 1,3
787 23,2 6,7 0,265 ol 2075,14 £ 125,55 2227,48 + 28,28 1,1
788 232 71,0 0,370 ns 1938,76 + 180,32 2192,19 + 185,93 1,1
791 232 50 0,080 ol 826,05 + 66,59 1273,14 + 238,76 1,5
792 232 50 0,161 wx 2928,12 £ 537,71 3729,45 + 117,92 1,3
795 232 18 0,011 > 80% ** 2400,79 £+ 254,09 4130,85 + 408,77 1,77
798 226 53 0,427 ns 3174,65 + 272,97 2799,32 + 347,16 11
801 229 56 0,231 ns 1691,60 + 218,07 1346,33 + 142,44 1,3
803 226 54 0,030 *x 1704,03 £ 290,98 962,53 £ 99,71 18
806 226 55 0,246 ns 1488,66 + 320,92 1005,13 £ 152,51 1,5
817 214 76 0,046 *x 874,41 £ 97,52 568,83 £72,99 1,5
820 21,7 81 0,033 *x 2445,33 £ 123,35 1619,06 + 215,82 1,5
824 21,7 6,2 0,160 ns 2105,38 + 341,68 1475,83 + 206,33 1,4
828 214 48 0,456 ns 2367,46 + 363,61 2658,96 + 228,73 1,1




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
832 214 6,3 0,814 ns 1338,33 £ 220,03 1369,62 + 135,21 1,0
846 209 54 0,104 ns 3493,64 + 542,12 4816,60 + 428,68 1,4
848 206 55 0,020 > 80% fola 3576,55 + 566,78 6063,62 + 506,28 1,77
852 201 6,3 0,122 ns 1277,42 £ 147,94 960,70 £ 105,24 1,3
855 209 6,0 0,037 fola 4855,40 + 874,57 2765,52 + 226,13 1,8
860 206 88 0,223 fola 3550,40 + 285,13 4464,60 + 546,75 13
864 204 68 0,558 ns 4915,52 + 488,35 4492,95 + 505,94 11
865 204 98 0,007 > 80% wox 11499,05 + 588,97 6997,39 + 795,63 1,6
867 206 53 0,799 ns 757,67 £138,30 798,87 £ 129,87 11
868 206 572 0,062 *x 1235,53 £ 79,35 1454,01 + 50,50 1,2
873 206 51 0,094 fola 3219,84 + 408,49 4155,02 + 290,40 13
875 198 57 0,999 ns 1213,17 £ 118,27 1253,39 + 220,16 1,0
881 19,1 47 0,186 ns 3527,04 + 481,85 2783,34 £ 137,14 1,3
882 18,8 572 0,823 ns 3767,87 + 380,39 3855,59 + 289,97 1,0
884 19,1 55 0,289 ns 4232,12 £ 702,31 3376,65 + 302,90 1,3
885 19,1 53 0,742 ns 2764,13 + 666,59 2401,26 + 402,03 1,2
886 19,1 58 0,067 ol 2359,34 + 121,38 1827,72 + 202,88 1,3
891 191 6,0 0,014 > 80% ol 977,01 £113,47 634,81 + 33,06 1,54
897 188 6,1 0,120 wx 2360,73 + 291,09 1781,44 + 133,74 1,3
898 186 7,3 0,006 > 80% *x 2038,85 + 269,20 3750,61 + 349,48 1,87
913 179 79 0,002 > 80% ** 3675,87 + 397,67 10611,19 + 262,29 3271
926 17,4 57 0,016 > 80% e 1131,67 £+ 28,65 751,86 £ 94,31 1,54
931 172 7,3 0,009 > 80% e 921,16 £ 137,74 1847,34 + 237,27 2071
952 16,1 4,7 0,524 ns 13001,19 + 1145,70 12202,83 + 742,89 1,1
957 159 49 0,161 *x 7501,99 + 785,54 9639,80 + 854,39 1,4
973 151 54 0,123 *x 732,78 £81,33 562,38 £ 58,42 1,3
974 151 59 0,014 > 80% *x 1065,74 £ 54,72 595,40 £ 109,11 1,84
977 144 6,8 0,057 o 2236,64 + 346,34 1428,36 + 42,13 1,6




N° de MM ol Anova (p) Pod,e( de Teste Controlo 150 mM Variagao
‘spot”  (kDa) analise KS  Volumes normalizados ~ Volumes normalizados  de volume
999 145 54 0,473 wx 1124,31 + 64,43 1041,71 £ 113,04 11
1002 144 59 0,021 > 80% o 2917,17 £ 152,88 2085,68 + 203,70 1,41
1023 138 7.8 0,089 o 2233,67 + 149,99 2870,89 + 277,62 1,3
1034 13,1 59 0,028 fola 949,24 £ 111,20 574,54 £73,33 1,7
1040 13,1 51 0,614 ns 1934,83 + 285,22 2116,15 + 246,44 1,1
1041 128 6,9 0,123 ns 1489,82 + 244,39 2174,12 + 284,01 1,5
1043 129 52 0,130 wx 1782,14 + 284,25 1254,64 £+ 65,06 1,4
1067 123 56 0,020 > 80% wx 203,09 £ 59,33 452,73 + 45,58 227
1073 12,1 89 0,107 wx 3305,91 + 571,44 4525,64 + 360,97 1,4
1084 11,7 6,1 0,973 ns 1036,86 £ 177,39 1003,75 + 56,00 1,0
1086 114 6,5 0,814 ns 1735,86 + 109,18 1842,99 + 235,10 1,1
1096 111 76 0,041 ol 1363,19 + 182,27 1929,34 + 98,74 1,4
1106 10,7 84 0,005 > 80% wx 1993,85 + 142,80 3346,57 + 294,75 1,77
1149 9,7 7,1 0,145 ns 1754,12 £+ 275,32 2416,56 + 301,62 1,4
1165 9,6 8,0 0,011 > 80% wx 2253,86 £ 247,63 4076,10 + 430,51 1,87
1170 9,6 4,9 0,254 ol 3006,43 + 452,38 3543,23 + 219,82 1,2
1179 9,5 52 0,025 ol 1890,20 + 183,00 1384,43 + 66,81 1,4
1199 8,9 6,8 0,111 ol 6447,45 + 922,16 8859,27 + 856,95 1,4
1238 8,3 5,2 0,123 wx 2915,33 + 216,48 2348,69 + 231,92 1,2
1244 8,0 5,6 0,043 *x 2402,42 £ 225,97 3103,57 + 139,10 1,3
1250 8,0 5,8 0,421 *x 1440,07 £ 228,11 1710,48 + 257,58 1,2
1277 16,1 8,2 0,048 > 80% wx 2501,41 + 506,57 4285,69 + 487,93 1,77
1278 68,7 8,3 0,017 > 80% *x 1640,72 £ 131,87 301,40 + 319,82 541
1280 68,7 84 0,008 > 80% *x 880,88 + 133,10 220,28 £ 10,84 404
1281 55,8 57 0,045 > 80% *x 864,15 + 178,00 441,30 £ 77,20 204
1282 271 79 0,885 ns 43174,75 + 4538,79 45709,20 + 4907,11 11
1285 9,2 4,3 0,243 ns 7228,82 + 1087,10 9188,50 + 1232,68 1,3




Resultados e Discussao

Entre os ‘spots’ cujos niveis de expressdo aumentaram consideravelmente na condigdo
de salinidade, destacam-se os polipéptidos 547, 566, 570, 586, 603 e 1093, que foram
retirados dos géis e submetidos a um processo de digestdo com tripsina e posterior
identificacdo a partir do espetro de massas peptidico e da sequenciacdo por MS/MS
(seccdo 2.3.3.5.). Destes seis ‘spots’ foi possivel identificar apenas dois (586 e 603), 0s
quais se revelaram ser a mesma proteina: a enzima pectinametilesterase (Tabela 3.11).
Face aos valores de massa molecular e de pl muito proximos admitimos poder estar
perante isoformas decorrentes de modificagbes poOs-traducionais da mesma proteina
(Vincent et al.,, 2007). Com efeito, as modificacbes do tipo fosforilacdo, acetilagéo,
glicosilacdo ou hidrdlise especifica de determinados péeptidos alteram a massa molecular da
proteina e, eventualmente, o seu pl, sendo possivel a detecdo dessas formas com base nos
géis 2-D (Santos et al., 2004). Quanto aos outros ‘spots’ analisados, ndo foram
identificadas proteinas com confianca estatistica dentro das sele¢fes taxonémicas (‘Other
green plants’ e All entries’) disponiveis nas bases de dados ‘SwissProt’ e ‘NCBInr’.

Relativamente a analise dos padrbes eletroforéticos correspondentes a extracdo salina
foram registadas variagdes significativas na abundancia de alguns ‘spots’ entre o tecido
caloso controlo e o crescido em meio salino. Tal como se pode verificar na Fig. 3.23 e na
Tabela 3.10, observa-se um total de 52 ‘spots’ em que o poder de analise é superior a 80%,
0 que sugere que esses ‘spots’ resultam da adaptacdo do tecido ao meio salino; estas
alteracBes foram observadas consistentemente nos varios replicados realizados. Nesse
conjunto observa-se que o0 nivel de expressdo de 29 ‘spots’ correspondentes a amostra
crescida em meio salino diminui comparativamente ao controlo, tendo a expressdo dos
restantes 23 aumentado. Destes polipéptidos procuraram-se identificar apenas alguns:
‘spots’ 618, 630, 647, 657 e 662 cuja abundéncia relativa € reduzida pela salinidade, e 0s
‘spots’ 495 e 848 que se mostram mais intensos no padréo proteico da condigéo salina.
Apols o tratamento das amostras com tripsina e a analise por espetrometria de massa
(MS/MS) identificaram-se 0s ‘spots’ 647, 657 e 662 como sendo varias isoformas da
enzima glucana-endo-1,3-B-glicosidase, 0 spot ‘495’ correspondendo a forma citosolica da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e o spot 848 como sendo uma proteina GLP
(‘Germin-like protein’) (Tabela 3.11). Quanto aos outros dois ‘spots’ (618 e 630), 0s
‘scores’ obtidos para as sequéncias peptidicas identificadas a partir das bases de dados de

proteinas acima referidas, bem como pela base de dados de ESTs, foram bastante inferiores
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Tabela 3.11 — Lista dos polipéptidos diferencialmente expressos que foram recolhidos dos géis 2-D das fracBes sollvel e salina de tecido caloso
de batateira e identificados por PMF+MS/MS. T, indica 0 aumento de expressdo do polipéptido no tecido adaptado; ¥, decréscimo de expressio.
I.C., intervalo de confianca.

N°de  Variagdo de Proteina (espécie) N® de acesso Tedrico Aparente N® péntidos ’Protein  ’Protein score’
‘spot’ volume P MM pl MM pl Pep score’ I.C. %
547 123 N3o identificado 403 84
566 1438 N4o identificado 38,2 8,0
% 570 16,8 Nao identificado 382 86
° . .
D Pectinametilesterase . 0
‘% 586 139 (S. tuberosum) 0i|6689890 584 65 37,1 49 8 72 96,6%
[ . .
T | 603 11162 Pectinametilesterase 3 PME3 SOLLC 602 7,25 361 5.1 9 161 100%
(S. lycopersicum)
1093 13,5 Nao identificado 130 59
Gliceraldeido-3-fosfato
495 12,2 desidrogenase, citosélica 0i|6166167 36,7 7,02 404 6,8 8 110 100%
(Zea mays)
618 12,0 Nio identificado 329 61
630 $1,4 Nao identificado 329 69
< Glucana-endo-1,3-f-
S | 647 117 glicosidase, isoforma 2 E132_SOLTU 388 6,32 296 64 9 87 99,9%
3 (S. tuberosum)
% Glucana-endo-1,3-p-
@ | 657 118 glicosidase, isoforma 3 E133 SOLTU 36,1 6,67 296 6,8 9 92 100%
w (S. tuberosum)
Glucana-endo-1,3-p-
662 4 50,7 glicosidase, isoforma 1 E131 SOLTU 37,1 6,79 296 7,2 16 139 100%
(S. tuberosum)
848 117 Germin-like protein gij39598906 232 853 206 55 5 142 100%
(Capsicum annuum)
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ao valor minimo estabelecido com confianca estatistica para aceitar a identidade atribuida

pelas bases de dados.

Os mecanismos pelos quais as plantas adquirem a capacidade para crescer em ambientes
salinos continuam a ser objeto de investigacdo atual, na medida em que a tolerancia a
salinidade € um mecanismo complexo que envolve alteracdes fisioldgicas e metabolicas
que resultam diretamente de modificacdes na expressdo genética (Qureshi et al., 2007;
Kosova et al., 2011). Neste sentido, a protedmica oferece a possibilidade de identificar
alteracdes ao nivel das proteinas e fornece pistas sobre as suas potenciais funcdes no
processo de tolerancia a salinidade (Abbasi & Komatsu, 2004; Parker et al., 2006; Vincent
& Zivy, 2007; Aghaei et al., 2008; Timperio et al., 2008; Zorb et al., 2009; Manaa et al.,
2011).

A analise comparativa dos proteomas obtidos de duas linhas de calos de A. hypogaea
com diferente tolerancia a salinidade mostrou que a abundancia relativa de diversas
proteinas identificadas como proteinas PRs, nomeadamente da familia PR-10, era mais
elevada na linha tolerante (Jain et al., 2006). Analogamente, uma proteina com homologia
das PR-10 foi mais expressa no proteoma do tecido caulinar de videira regada com uma
solugédo de 100 mM NaCl comparativamente ao respetivo controlo (Jellouli et al., 2008). A
maior expressdo deste tipo de proteinas nas plantas em ambientes salinos sugere que
poderdo estar envolvidas na protecdo das estruturas celulares dos danos causados pela
salinidade (Jellouli et al., 2008; Manaa et al., 2011). Outras proteinas relacionadas com
funcbes de defesa, tais como as HSPs e as proteinas homdlogas de osmotina, surgiam mais
expressas em plantas de batateira menos sensiveis a salinidade (Aghaei et al., 2008). A
osmotina é conhecida por se acumular nas linhas celulares de N. tabacum e de S.
tuberosum adaptadas a niveis elevados de NaCl e de PEG, embora possa ser também
induzida por outras situacgdes de stress (Singh et al., 1987, 1989; Leone et al., 1994a,b; Zhu
et al., 1995). A sobre-expressdo do gene de osmotina em plantas de batateira cultivadas in
vitro em meio com NaCl veio realcar a importancia desta proteina na toleréncia salina
destas plantas (Evers et al., 1999). Mais recentemente, Aghaei et al. (2008) detetaram uma
proteina homologa a osmotina apenas no proteoma da cultivar de batateira referida como
tolerante, estando ausente no proteoma da mais sensivel, o que refor¢a o envolvimento

deste tipo de proteinas na tolerancia salina desta cultura.
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A andlise comparativa dos padrdes eletroforéticos de calos de batateira crescidos na
auséncia e na presenca de 150 mM de NaCl mostra que ndo houve sintese de novo de
proteinas nas células do tecido caloso adaptado. No entanto, observaram-se variacfes
significativas ao nivel da abundancia relativa de alguns polipéptidos presentes nos padrdes
dos géis 2-D das duas fracdes proteicas (sollvel e salina). Entre os 318 ‘spots’ proteicos
reprodutiveis presentes nos geis das fracdes sollvel e salina, a anélise quantitativa revelou
que a abundéancia relativa de 38 ‘spots’ aumentou no tecido crescido em meio salino, tendo
31 sofrido um decréscimo de concentracdo comparativamente aos correspondentes ‘spots’
na situacdo controlo. Apesar de nao ter sido possivel analisar por espetrometria de massa a
totalidade dos ‘spots’ diferencialmente expressos, tentaram identificar-se treze cuja
guantidade se mostrou alterada nas células adaptadas a NaCl. Apenas sete foram
identificados com elevado grau de confianca (Tabela 3.11). Entre estes, dois (‘spots’ 586 e
603) presentes nos geis da fracdo soltvel e cuja abundancia relativa é mais elevada no
tecido caloso adaptado do que no controlo correspondem a mesma forma proteica, a
enzima pectinametilesterase.

As pectinametilesterases sdo enzimas que atuam sobre a parede celular, alterando o grau
de metilesterificacdo das pectinas que fazem parte da lamela média desta estrutura (Pelloux
et al., 2007). Estudos realizados mostram que a adaptacdo das culturas de células de
plantas de tabaco e milho a presenca de elevadas concentracdes de NaCl est4 associada a
um aumento do teor de pectinas o que, a partida, parece resultar da menor capacidade
dessas células para a sintese de celulose (McCann et al., 1994; Schmohl & Horst, 2000).
Efetivamente, a transferéncia destas células para meio sem sal traduz-se numa reducao dos
niveis de substancias pécticas para valores inferiores aos das células ndo adaptadas
(Schmohl & Horst, 2000). A toxicidade pelo aluminio é também indutora da quantidade de
pectinas nas células do apice da raiz, bem como da atividade da pectinametilesterase de
diferentes plantas (Schmohl et al., 2000; Eticha et al., 2005; Yang et al., 2011). Estes
trabalhos denotam uma relacdo entre o contelddo de pectinas da parede e o grau de
metilesterificacdo destas moléculas com a resisténcia ao stress. Adicionalmente, os niveis
de expressdo do gene que codifica esta enzima variam em resposta a fatores de stress
abiotico e bidtico (Pelloux et al., 2007).

Contudo, é sabido que as proteinas da parede celular ttm um importante papel no
controlo da extensibilidade da parede e, consequentemente, na expansao celular (Zhu et al.,
2006). Em ambientes salinos, a expansdo celular é reduzida pela diminuicdo da
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turgescéncia, mas ndo pela extensibilidade da parede (Neumann et al., 1988). Estudos
realizados mostraram que a atividade e abundancia de varias proteinas ligadas a parede
celular, inclusivé da pectinametilesterase, eram superiores nos apices das raizes em
condicdes de secura do que nas hidratadas, contribuindo para o aumento da extensao da
parede e para o crescimento celular mesmo em condi¢des desfavoraveis (Zhu et al., 2006,
2007 e referéncias). Dai que a maior abundancia da pectinametilesterase no tecido caloso
adaptado possa estar associada com a manutencdo do crescimento do tecido na presenca de
NaCl, apesar da perda de agua ocorrida (2% em relagdo ao controlo).

E compreensivel que as proteinas da parede celular ou do espago extracelular surjam
alteradas em resposta a salinidade e ndo s6, uma vez que o apoplasto é tido como uma
importante barreira fisiologica aos fatores ambientais adversos, intervindo na percecao de
sinais e fazendo parte do mecanismo de defesa constitutivo das plantas (Bhushan et al.,
2007; Vincent & Zivy, 2007). Askari et al. (2006) detetaram nos padrées 2-D da haldfita S.
aegiptiaca sujeita a elevadas concentragdes salinas que entre as proteinas que surgiam
aumentadas estava um grupo associado com a reorganizacdo da parede celular e a
estabilidade do citoesqueleto, que foi também identificado no proteoma da raiz da planta
do arroz em presenca de 150 mM de NaCl (Yan et al., 2005). Comparando os proteomas
de gendtipos de tomateiro com diferente grau de tolerancia ao sal, Manaa et al. (2011)
verificaram que as proteinas envolvidas no reforco da parede celular tinham maior
expressdao na presenca do sal, principalmente nas plantas mais tolerantes. Resultado um
pouco diferente foi observado por Bhushan et al. (2007) quando analisaram o padrdo de
expressdo de proteinas da matriz extracelular de plantas de Cicer arietinum em situacéo de
secura e verificado que os niveis de algumas proteinas relacionadas com a parede celular
diminuiam, tais como as proteinas responsaveis pela biossintese de celulose e a enzima que
catalisa a reacdo de hidrolise das ligagdes p-D-glicosidicas da 3-1,3-glucana encontrada na
parede celular, a denominada glucana-endo-1,3-B-glicosidase. No presente trabalho,
observamos também que esta enzima nas suas varias isoformas sofreu uma diminuicdo na
intensidade dos respetivos spots nos géis relativos a fragdo salina do tecido caloso crescido
em meio salino (‘spots’ 647, 657 ¢ 662, Tabela 3.11). Apesar desta proteina estar também
implicada no processo de extensdo da parede e no crescimento celular, é certo que a sua
abundancia foi reduzida nas raizes das plantas de milho sujeitas a defice hidrico (Zhu et
al., 2007). Inclusivamente, no estudo comparativo de duas espécies C4 do género Cynodon
sob stress hidrico, Zhao et al. (2011) detetaram que a concentracdo desta proteina
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aumentava apenas na espécie com maior sensibilidade a secura. O aumento do nivel e da
atividade da enzima foi j& descrito em diferentes espécies de plantas em resposta a infegdes
provocadas por fungos e ao défice hidrico (Lee et al., 2008; Li et al., 2011; Acosta-Mufiiz
et al., 2012); mas neste caso, a maior atividade desta hidrolase a par de outras (quitinase e
celulase) foi interpretada como um sinal de danos causados pelo défice hidrico prolongado
(Lee et al., 2008). Com efeito, Bhushan et al. (2007) consideraram as alteracGes ocorridas
ao nivel das proteinas associadas ao apoplasto como uma resposta adaptativa ao stress
hidrico imposto, pois para 0s autores caso a expressdo da glucana-endo-1,3-B-glicosidase e
de outras hidrolases tivesse aumentado tal facto seria justificado pela necessidade dos
acucares da parede celular serem usados para o ajustamento osmético no citosol. Perante
estas observacgdes, podemos admitir que o facto da enzima glucana-endo-1,3-B-glicosidase
ser menos abundante no tecido caloso adaptado ao sal podera indiretamente contribuir para
a estabilidade estrutural das paredes celulares.

Adicionalmente, foi também identificada a partir do padrdo da fracdo salina uma
proteina GLP (‘spot’ 848), cuja abundancia relativa aumentou no tecido caloso mantido em
meio salino. Trata-se de uma proteina que se inclui na familia das ‘germin-like proteins’
(GLPs) que engloba um conjunto vasto de proteinas previamente identificadas em diversas
espécies e que tém homologia com as germinas (El-Sharkawy et al., 2010). Este grupo de
proteinas parece assumir fun¢Ges no desenvolvimento das plantas, mas é na resposta ao
ataque por agentes patogénicos e de outros parasitas (nematodos, insetos fitdfagos) que se
destacam (Bernier & Berna, 2001; Godfrey et al., 2007). De tal forma, que houve ja
estudos em que se procedeu a sobre-expressdo de certos genes GLP, conseguindo-se no
final obter plantas com maior resisténcia a infecdo pelo fungo causador do mildio
(Zimmermann et al., 2006; Manosalva et al., 2009). As funcGes especificas destas
proteinas do apoplasto estdo ainda por esclarecer, embora tenha sido proposto que alguns
membros das GLPs exibem uma atividade tipo a da SOD, contribuindo para a producao
extracelular de H,O, que, como ja se referiu, assume o papel de molécula sinal na ativagédo
das respostas de defesa a varias condigdes de stress (Godfrey et al., 2007; Manosalva et al.,
2009). O aumento da expressdao de uma GLP foi igualmente observado por Dani et al.
(2005) aquando da caracterizacdo do padrdo de expressdo de proteinas do apoplasto de
plantas de tabaco sujeitas a um tratamento com 100 mM de NaCl, sendo esta proteina
também identificada em condicGes de défice hidrico nas espécies do género Cynodon mas
apenas nas plantas tolerantes a secura (Zhao et al., 2011). Nestes estudos, a GLP foi
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incluida na mesma categoria funcional que outras reconhecidas por terem um papel ativo
nos mecanismos de defesa das plantas, nomeadamente as ja referidas PRs que parecem ter
estado envolvidas na aquisicdo da tolerancia salina na linha de tecido caloso de A.
hypogaea e que surgiram com uma concentracdo incrementada nos genotipos de tomateiro
mais tolerantes ao sal, e as proteinas envolvidas na homeostasia redox como a SOD, APX,
GST e DHAR, descritas por serem mais expressas nas plantas aclimatadas a secura e
expostas a salinidade e a outras condicdes adversas (Jain et al., 2006; Parker et al., 2006;
Zhen et al., 2007; Xu & Huang, 2008; Xiao et al., 2009; Zhao et al., 2011; Zou et al.,
2011).

A forma citosélica da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase € a proteina
correspondente ao ‘spot” 495 presente nos géis 2-D da fracdo salina, que aparece em maior
quantidade no tecido caloso crescido em meio salino. Esta enzima do citosol é essencial na
via da glicolise, catalisando a fosforilacdo oxidativa do substrato gliceraldeido-3-fosfato
em 1,3-bifosfoglicerato na presenca de NAD™ e fosfato inorganico, estando assim
envolvida no metabolismo energético (Zou et al., 2011). O aumento da expressdo da
enzima foi também observado em plantas expostas a condi¢6es de calor e de secura (Xu &
Huang, 2008; Zhao et al., 2011; Zou et al., 2011). Estudos anteriores evidenciavam ja que
condicbes ambientais adversas induzem um aumento na expressdo dos genes que
codificam esta enzima glicolitica (Laxalt et al., 1996; Pillai et al., 2002). Na batateira,
Laxalt et al. (1996) observaram que o nivel de transcritos da forma citosolica aumentou na
sequéncia da infecdo das plantas com Phytophthora infestans ou do tratamento com
eliciadores, tendo sido acompanhado pelo aumento de outras enzimas conhecidas por
participarem nas reacdes de defesa contra patogénios. Estas observacdes, juntamente com
0 nosso resultado estdo de acordo com a existéncia de diversos processos celulares de
adaptacdo que estdo dependentes de energia (ATP) e que justificam o aumento de
expressdo desta enzima da via glicolitica. E, por exemplo, o0 caso da estimulagdo da
atividade de bombas de H* que é fundamental para a compartimentag&o vacuolar do Na* e
da sintese incrementada de solutos compativeis necessarios ao ajustamento osmotico.

Em conclusdo, a analise protedmica baseada na separacao por eletroforese bidimensional
das proteinas soluveis e ionicamente ligadas revelou alteracdes ao nivel da abundancia
relativa de algumas proteinas do tecido caloso crescido na presenca de NaCl. Os resultados
obtidos da identificagdo de alguns ‘spots’ revelam o aumento da quantidade de proteinas

conhecidas como estando envolvidas nos mecanismos de defesa contra uma diversidade de
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stresses e a variagcdo na expressdao de algumas enzimas da parede celular sugere que, de
certo modo, podem contribuir para a adaptacdo do tecido caloso de batateira a salinidade.
Estes resultados fornecem algumas pistas sobre os fatores determinantes da tolerancia a
salinidade no tecido caloso, no entanto, deverdo ser explorados e alargados a identificagdo
de outros ‘spots’ com 0 objetivo de melhor elucidar os mecanismos de resposta a esta

condigdo ambiental adversa.

3.2.4. Avaliacdo genotipica através de marcadores RAPD

Neste trabalho tem-se vindo a verificar que a adaptacdo do tecido caloso de batateira a
meio com 150 mM de NaCl envolve altera¢des a nivel bioquimico e ultraestrutural, sendo
que algumas dessas alteragcbes parecem minimizar os efeitos adversos da salinidade e
contribuir para o aspeto macroscopico que, como ja se referiu, ndo difere do aspeto do
tecido controlo mantido na auséncia de sal. No entanto, a probabilidade da ocorréncia de
variacdo somaclonal é elevada nas culturas de tecido caloso, sobretudo se estas estiverem
expostas a factores adversos (Gao et al., 2010). Nesta perspetiva, 0 recurso ao método dos
polimorfismos amplificados ao acaso (RAPD) podera ser util, no ambito do nosso estudo,
para se avaliar se existem alteracdes na molécula de DNA que permitam distinguir a linha
celular adaptada ao sal da linha controlo. Deste modo, é possivel determinar se a linha de
tecido mantida na presenca de 150 mM de NaCl estad fisiologicamente adaptada a
salinidade ou se trata de uma linha variante.

O método RAPD deteta polimorfismos na sequéncia nucleotidica do DNA gendmico
recorrendo a amplificagio do DNA e a utilizacdo de sequéncias arbitrarias de dez
nucleotideos capazes de se ligarem a cada uma das cadeias do DNA. Assim, a producéo de
marcadores RAPD baseia-se na probabilidade de uma sequéncia de DNA complementar a
de um tUnico ‘primer’ ocorrer em diferentes locais nas cadeias opostas do DNA molde
(Tingey & del Tufo, 1993). Neste estudo, para a reacdo de amplificacdo do DNA extraido
das linhas de calos controlo e adaptado ao sal foram usados quarenta ‘primers’ arbitrarios
dos ‘kits’ OPB 1-20 e OPE 1-20 da série Operon, dos quais apenas oito se mostraram
capazes de fornecer padrdes de bandas de DNA especificos e reprodutiveis. Na Figura 3.24
estdo representados os padrdes eletroforéticos dos produtos amplificados com o0s oito
‘primers’ selecionados e indicados na Tabela 3.12. Dos restantes ‘primers’ testados, em

dois nado houve amplificacdo (OPB-13 e OPE-01) e trinta geraram produtos de
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amplificacdo que eram monomorficos, podendo ver-se na Figura 3.25 exemplos de padrdes
RAPDs obtidos por dois desses ‘primers’.

Tabela 3.12 — Lista dos ‘primers’ arbitrarios selecionados e respetivos produtos polimorficos no
tecido caloso controlo e adaptado a 150 mM de NaCl. +, indica o aparecimento de uma nova
banda; —, auséncia de banda.

- Sequéncia Massa molecular
‘P b
rimer (5" para 3") (bp) Controlo 150 mM

OPB-01 GTTTCGCTCC 1980 —+ —

OPB-04 GGACTGGAGT 887 + -
850 - +
820 + —

OPB-09 TGGGGGACTC 1998 + -
580 - +
300 + -

OPB-18 CCACAGCAGT 1095 — +
482 + -

OPE-02 GGTGCGGGAA 566 —+ —

OPE-06 AAGACCCCTC 1296 + -
1242 - +
547 + -

OPE-14 TGCGGCTGAG 1804 —+ —

OPE-19 ACGGCGTATG 2211 — +
1296 + -
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Figura 3.24 — PadrBes de marcadores RAPDs especificos para o tecido caloso controlo (c) e
adaptado a 150 mM de NaCl (150) obtidos com os ‘primers’ dos ‘kits’ OPB (A) e OPE (B). Cada
amostra foi analisada em quadriplicado para assegurar a reprodutibilidade entre os perfis, embora
aqui estejam representados os padrdes eletroforéticos em duplicado. As bandas polimdrficas que
permitiram discriminar a linha adaptada ao sal da linha controlo estdo assinaladas em cada um dos
padrdes gerados pelos ‘primers’ indicados no cimo dos géis; as setas indicam o aparecimento de
novas bandas de DNA nas colunas referentes ao material crescido em meio salino, as pontas de
setas assinalam as bandas que estdo ausentes, mas que existem no controlo. As barras evidenciam
uma area do gel onde foram detetados polimorfismos entre as duas linhas de calos. M, Marcador

molecular (1 kb).

A analise dos padroes RAPDs obtidos pelos ‘primers’ selecionados para as duas linhas
de calos revelaram que dezasseis bandas com massas moleculares entre 300-2211 bp eram
polimérficas, sendo estas detetadas através da presenca e/ou auséncia do produto

amplificado em relacdo ao controlo. Comparando os padrdes de bandas de DNA,
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vulgarmente designados por “impresséo digital”, gerados, por exemplo, pelo ‘primer’
quatro do ‘kit” OPB verificou-se que as bandas com massas moleculares proximas de 887 e
820 bp estavam ausentes no padrdo do material crescido em meio salino, surgindo uma
banda nova com cerca de 850 bp que ndo era detetada no padrdo do controlo (Figura
3.24A). Também com um outro ‘primer’ OPB-18 foi possivel detetar a ocorréncia de
polimorfismos, pois no gel do tecido adaptado apareciam duas bandas, sendo que uma
delas (com massa molecular de 820 bp) estava presente e a outra (com cerca de 482 bp)
ausente em relagdo ao gel controlo. Estes e os restantes ‘primers’ OPB-01 e OPB-09 ao
gerarem padrdes RAPDs diferentes entre o material controlo e o adaptado ao sal,
mostraram que estamos perante duas linhas celulares geneticamente diferentes (Figura
3.24A).

Os resultados obtidos com a utilizagdo dos ‘primers’ 2, 6, 14 ¢ 19 do ‘kit” OPE
permitiram também mostrar um elevado grau de polimorfismo entre as linhas controlo e
crescida em meio salino, uma vez que no conjunto geraram sete bandas polimorficas, como
ilustrado na Figura 3.24B e indicado na Tabela 3.12. Entre estes ‘primers’, destacou-se 0
OPE-06 por ser aquele que produziu maior nimero de bandas polimdrficas, apds se ter
comparado o padrdo eletroforético dos RAPDs obtido para o tecido adaptado com o do
controlo (Figura 3.24B e Tabela 3.12). Muito embora os ‘primers’ OPB-04 e OPB-09
tenham também gerado trés bandas polimérficas pelo que, juntamente com o OPE-06,
foram os ‘primers’ com maior capacidade para discriminar a linha adaptada ao sal da linha
controlo.

No final, com o conjunto dos oito ‘primers’ foi possivel obter as dezasseis bandas de
RAPDs que tornaram evidente que a linha adaptada ao sal é diferente da linha controlo,
sendo que onze estavam ausentes e as restantes cinco encontravam-se presentes nos
padrdes eletroforéticos do tecido caloso mantido na presenca de 150 mM de NaCl (Tabela
3.12).
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Com o objetivo de se detetarem possiveis alteracBes genotipicas causadas pela
permanéncia do tecido caloso em condi¢fes salinas recorreu-se ao método RAPD que se
baseia na molécula de DNA como fonte de informag&o de polimorfismos (Williams et al.,
1990). Esta técnica, contrariamente a outras, ndo requer o conhecimento prévio da
sequéncia de DNA gendmico, além de exigir pequenas quantidades de DNA para a detecdo
de polimorfismos, sendo uma técnica rapida e menos dispendiosa quando comparada com
outras (Agarwal et al., 2008). Provavelmente, estas razbes fizeram com que a analise
RAPD tenha sido bastante utilizada em estudos diversos relacionados com a identificagéo e
caracterizacdo de cultivares, a descricdo de relagdes taxondmicas interespecificas e
determinacéo de relacdes filogenéticas entre espécies (Nguyen et al., 2004; Chakrabarti et
al., 2006; Agarwal et al., 2008).

Com base nos marcadores RAPD foi possivel conhecer as relagdes geneticas entre as
especies do género Solanum e Vigna, informacdo fundamental para se definirem as
estratégias a implementar para o melhoramento de certas espécies (Singh et al., 2006;
Dikshit et al., 2007). Recentemente, Srivastava et al. (2011) recorreram aos marcadores
RAPD para determinar a variagao genética entre as cultivares de V. mungo provenientes de
diferentes locais geograficos. Os RAPDs como método de “impresséo digital” do DNA
permitiram a destringa entre plantas mutantes, inclusivamente facilitaram a identificacdo
de novas cultivares obtidas através da mutagdo induzida com raios gama (Kumar et al.,
2006; Chakrabarty & Datta, 2010). A obtencdo de padrdes de marcadores RAPD

especificos para uma dada cultivar possibilita a sua identificacdo e discriminacao
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relativamente a outras, 0 que € vantajoso para a certificacdo do material de propagacao
vegetativa (Schiliro et al., 2001; Chakrabarti et al., 2006; Sucher & Carles, 2008; Moon et
al., 2010). Relativamente a este aspeto, varios grupos de trabalho tém optado pelo método
RAPD para avaliarem a estabilidade genética de plantas micropropagadas, no sentido de
validarem os procedimentos desenvolvidos para a multiplicagdo in vitro dessas plantas
(Soneji et al., 2002; Martins et al., 2004; Li et al., 2007; Venkatachalam et al., 2007; Gao
et al., 2010).

A variacdo somaclonal é um fendmeno comum nas culturas de células e de tecidos, que
resulta em parte do stress oxidativo induzido pelas técnicas de culturas in vitro (Larkin &
Scowcroft, 1981; Batkova et al., 2008). Dai que este fenémeno pode ser agravado se as
culturas forem expostas a condi¢Oes desfavoraveis, nomeadamente de salinidade. Neste
caso, a variacdo somaclonal pode ser util para a selecdo in vitro de linhas celulares
tolerantes a NaCl, e caso haja a possibilidade de se regenerarem plantas a partir dessas
linhas, constitui uma oportunidade para a obtencéo de plantas capazes de crescer em meios
com elevados niveis de NaCl (Brown & Thorpe, 1995; Rai et al., 2011). De acordo com
alguns autores, a melhor estratégia para contornar o problema da salinidade nos solos
consiste no desenvolvimento de plantas tolerantes ao sal (Winicov, 1998; Munns et al.,
2002; Yamaguchi & Blumwald, 2005; Barrett-Lennard & Setter, 2010). Nesta perspetiva,
as culturas in vitro tém sido apontadas como alternativa viavel aos métodos tradicionais de
melhoramento para a obtencdo de plantas mais resistentes ao sal através da selecdo de
linhas celulares tolerantes a NaCl (Winicov, 1996; Jain, 2001; Vijayan et al., 2003; Rai et
al., 2011). Contudo, o nimero de plantas efetivamente melhoradas por esta via € ainda
muito reduzido, em parte devido a perda da capacidade regenerativa durante o processo de
selecdo in vitro na presenca do sal e a frequente instabilidade da caracteristica selecionada
ao nivel dos calos e das plantas regeneradas, que podera estar associada as alteracGes
epigenéticas muito frequentes nas culturas de tecidos. Admite-se que a metilagdo do DNA
seja a principal causa das modificacOes epigeneéticas, que sdo responsaveis por alterar a
expressdo genética e provocar a variagdo fenotipica por vezes referida na literatura, embora
possam ocorrer outros mecanismos de alteragGes epigenéticas (Kaeppler et al., 2000; Guo
et al., 2007; Gao et al.,, 2010). Acrescente-se ainda o facto das variacdes epigenéticas
serem transmitidas atraves de divisGes mitéticas, prejudicando a selecdo das células
mutantes que, a partida, sdo aquelas que preservam a “verdadeira” tolerancia salina (Tal,

1994). Segundo Jain (2001), a utilidade da variacdo somaclonal para o melhoramento de
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plantas é condicionada pela estabilidade genética da caracteristica em estudo quer ao nivel
das células selecionadas, quer ao nivel das plantas regeneradas, sendo os marcadores
moleculares como os RAPDs uma ferramenta bastante til para identificar variantes
somaclonais e avaliar a estabilidade genética da tolerancia salina.

Perante as consideragdes feitas, e sabendo-se ainda que 0 processo que usdmos para a
obtencéo do tecido caloso tolerante a 150 mM de NaCl, a sele¢do gradual, por envolver um
maior de nimero de subculturas do que a selecédo direta, baseada numa Unica exposi¢éo ao
sal, é mais favoravel a ocorréncia de alteracdes epigenéticas (Jain, 2001; Tal, 1994; Gao et
al., 2010), optou-se por proceder a analise genotipica da linha de tecido caloso crescida na
presenca de NaCl pelo método RAPD. O estudo realizado mostrou que a linha celular
adaptada que foi usada como modelo experimental para conhecer alguns dos pardmetros
que estdo envolvidos na tolerancia ao sal é geneticamente diferente da linha controlo. De
facto, os padrdes eletroforéticos dos produtos amplificados com os oito ‘primers’
apresentados na Tabela 3.12 revelaram a ocorréncia de polimorfismos, tendo-se assim
obtido padrdes de DNA especificos para o tecido caloso adaptado a NaCl. Os ‘primers’
selecionados geraram um total de dezasseis marcadores RAPDs que permitiram
discriminar o tecido caloso adaptado do tecido controlo. Os ‘primers’ com maior poder
discriminante (OPB-04, OPB-09 e OPE-06) geraram respetivamente trés bandas
polimérficas cada um, verificando-se que era nos padrdes eletroforéticos do tecido
adaptado que se registava a maior auséncia das bandas de RAPDs. Resultado idéntico foi
observado por Liu et al. (2005, 2009) quando recorreram a analise RAPD para avaliar 0s
efeitos de toxicidade a nivel do DNA causados pela exposicdo de plantas a solos
contaminados por cadmio (Cd); os autores notaram que o nimero de bandas polimoérficas
ausentes era superior nos perfis RAPDs correspondentes as plantas sujeitas as
concentracdes mais elevadas de Cd do que nas plantas ndo tratadas, o que sugeria que a
estabilidade do DNA genomico era afetada pelo excesso do metal pesado. Contrariamente
a Liu et al. (2009) que detetaram que as bandas polimorficas ausentes tinham pesos
moleculares elevados, mostrando assim uma relagdo direta entre o tamanho dos produtos
amplificados e as alteragdes no DNA induzidas pelo Cd, no nosso caso as bandas que
estavam ausentes apresentavam pesos variaveis entre os 300 e 1998 bp, ja os pesos
moleculares das bandas que surgiam apenas nos perfis do material adaptado variavam entre
0s 580 e 2862 bp. Apesar de nenhum dos ‘primers’ referenciados ter produzido bandas

polimdrficas que fossem exclusivamente reveladas na linha de tecido caloso crescido em
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meio salino, os marcadores RAPDs selecionados permitiram mostrar que esta € uma linha
variante. Nas batateiras tolerantes ao sal regeneradas a partir de uma linha celular adaptada
a 150 mM de NaCl bastou um marcador RAPD gerado por um dos setenta ‘primers’
ensaiados para demonstrar que essas plantas eram variantes somaclonais (Ochatt et al.,
1999).

O presente estudo vem confirmar a eficiéncia da técnica RAPD na detecdo de
polimorfismos no tecido caloso de batateira em resposta a salinidade do meio. Confirma-se
assim que a capacidade do tecido caloso para crescer na presenca de 150 mM de NaCl
poderd estar também associada com o facto de se tratar de uma linha variante. Neste caso,
havera todo o interesse em se tentar a regeneracdo de plantas a semelhanca de outros
estudos, que a partir de linhas celulares previamente selecionadas conseguiram obter
plantas que mostravam ser também tolerantes a salinidade (Winicov, 1991, 1996; Ochatt et
al., 1999; Shankhdhar et al., 2000; Sharry & Silva, 2006; Rai et al., 2011).
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4. Conclusoes e perspetivas futuras

A salinidade é um dos fatores ambientais adversos que mais tem sido investigado pelo
impacto negativo que tem no crescimento e producdo das plantas, com repercussdes em
termos econdémicos e ambientais. Embora sejam conhecidos os efeitos da salinidade em
diversos processos metabdlicos, os mecanismos que conferem as plantas a capacidade para
crescerem na presenca de elevadas concentracOes de sais ndo estdo ainda completamente
esclarecidos, continuando a serem objeto de investigagao.

A complexidade da adaptacédo a salinidade resulta das interacBes entre varios processos
fisioldgicos a diferentes niveis de organizacdo da planta para produzir os ajustamentos
necessarios a mitigacdo dos efeitos prejudiciais do excesso de sal. As culturas in vitro
oferecem a possibilidade de selecionar linhas celulares adaptadas a salinidade que podem
ser usadas como modelo experimental para estudar os mecanismos de tolerancia a nivel
celular sem a interferéncia da organizacao estrutural que existe na planta intacta.

Perante a escassez de informacdo sobre a selecdo in vitro e caracterizacdo de linhas
adaptadas a concentragdes elevadas de NaCl para a batateira, no trabalho presente
desenvolveu-se uma linha de tecido caloso capaz de crescer na presenca de 150 mM de
NaCl, com o objetivo de identificar aspetos do seu comportamento que possam ser
determinantes da condicdo de tolerancia a salinidade. Numa das abordagens, foram
analisados o0s componentes enzimaticos e ndo-enzimaticos do sistema de defesa
antioxidante na adaptacdo do tecido a salinidade e também na resposta ao tratamento de
choque com 150 mM de NaCl. Os resultados obtidos da quantificacdo da atividade das
principais enzimas por espetrofotometria e em gel nativo de poliacrilamida mostraram que,
com a excepcdo da CAT, a salinidade afetou negativamente a atividade das enzimas
responsaveis pela remocao das EROs, embora néo tenha provocado alteragdes nos padrbes
isoenzimaticos, excetuando o da GR. Apesar do tecido caloso adaptado ter acumulado os
maiores niveis de Na* e CI", induzidos certamente pelo facto de permanecer continuamente
em meio salino, os teores de K" e Ca?* foram superiores aos encontrados na situacdo de
choque salino, tal como a razdo K*/Na*, o que podera justificar o facto da atividade da
generalidade das enzimas surgir mais reduzida no tecido caloso sujeito a tratamento de

choque com NacCl.
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A salinidade induziu um aumento dos compostos com agdo antioxidante ao verificar-se
que os niveis de ascorbato (total e reduzido) e de glutationa na forma reduzida eram
superiores no material exposto a 150 mM de NaCl. O contetdo de o-tocoferol também
aumentou em condicGes salinas, se bem que o tecido caloso adaptado tenha mostrado o
maior incremento. Tendo em conta o papel do composto lipossoltvel na protecdo contra a
oxidacdo lipidica, é de concluir que esse aumento tera contribuido para que a peroxidagédo
lipidica ndo surgisse aumentada na linha celular adaptada a NaCl. Adicionalmente, a
acumulacdo de prolina ocorrida nesta linha podera ter cooperado com o a-tocoferol na
protecdo das estruturas membranares contra o stress oxidativo, atendendo a funcdo
antioxidante atribuida ao aminoécido.

O comportamento do sistema de defesa antioxidante sugere que a tolerdncia ao sal da
linha adaptada estara relacionada com o aumento dos metabolitos antioxidantes que,
perante a ineficacia das enzimas no controlo dos niveis intracelulares de EROs, terdo sido
importantes para a homeostasia redox no tecido caloso crescido em meio salino.

A nivel ultraestrutural, constatou-se que a integridade estrutural das células do tecido
caloso crescido na presenca de NaCl nao foi afetada pelo facto de acumularem elevado teor
de Na’, tendo-se notado inclusivamente que a organizacio geral das células era semelhante
a das células do tecido controlo. Foram, no entanto, detetadas algumas alteragdes nos
plastidios do tecido adaptado que se manifestavam por um menor grau de diferenciacao
destes organelos, acompanhado pelo aumento da quantidade de amido. A acumulacéo de
amido induzida pela salinidade podera ter sido benéfica para a adaptacdo das células a
salinidade, na medida em que contribui para o equilibrio osmdtico e como suporte
adicional como fonte de energia. A presenca reduzida de peroxissomas com formacoes
paracristalinas nas células do tecido caloso adaptado é coerente com a menor quantidade
de CAT?2 revelada por ‘western blotting’ neste material, tendo em conta que a CAT2
aparece sob a forma de cristais nos peroxissomas.

O facto de ndo se terem notado alteracbes ultraestruturais acentuadas nas celulas do
tecido caloso adaptado a 150 mM de NaCl podera estar também relacionado com a
compartimentagdo no vaclolo do excesso de Na* quantificado neste tecido, ficando assim
0 citoplasma e organelos protegidos da toxicidade deste elemento. Com efeito, assistiu-se
ao aumento das atividades hidrolitica e de bombeamento das duas bombas de H* nas
vesiculas de tonoplasto isoladas do tecido adaptado, que foram capazes de gerar um

gradiente eletroquimico de H* transmembranar fundamental para a energizagéo do sistema
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antiporte Na'/H*. Se bem que a V-H"-PPase tenha sido mais eficiente do que a V-H'-
ATPase na formacdo e manutencdo desse gradiente, o que resultou em parte do aumento da
quantidade da enzima no tecido exposto a NaCl. A adi¢do de Na* promoveu a dissipagio
do gradiente de H*, sugerindo o envolvimento de um sistema de transporte do tipo
antiporte Na*/H" na membrana vacuolar do tecido caloso de batateira, especifico para o
Na’ e cuja atividade era superior nas vesiculas do tecido adaptado. Em face destes
resultados, conclui-se que as ceélulas do tecido caloso crescido em meio salino
compartimentam o Na* no vactiolo como forma de restabelecerem a homeostasia i6nica no
citosol.

Numa outra abordagem desenvolvida neste trabalho recorreu-se a separacdo das
proteinas solUveis e ionicamente ligadas presentes no tecido caloso crescido na presenca de
NaCl por eletroforese bidimensional (2-D) em géis de poliacrilamida. A anélise
comparativa dos perfis proteicos obtidos nas situa¢Ges controlo e salina permitiram detetar
alteracOes ao nivel da abundéancia relativa de diversas formas proteicas separadas nos géis
2-D. Registou-se que cerca de 38 polipéptidos exibiam um aumento de expressao no
padrdo eletroforético do tecido exposto a NaCl, enquanto 31 polipéptidos surgiram com
um nivel de expressdo diminuido. Embora ndo tenha sido possivel identificar todos estes
polipéptidos, a variacdo significativa de alguns deles antevia a possibilidade de puderem
estar de certa forma envolvidos no processo de adaptacdo do tecido a salinidade. Entre as
proteinas cuja quantidade variou destacam-se as que estdo presentes no apoplasto,
nomeadamente com funcdes na reorganizacdo da parede celular (pectinametilesterases,
isoformas de glucana-endo-1,3-B-glicosidase) e na defesa celular (‘germin-like protein’),
estando uma outra envolvida no metabolismo energético (forma citosélica de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).

A aplicacdo da técnica RAPD para a anélise do DNA genomico do tecido caloso
crescido em meio salino veio confirmar que se trata de uma linha variante, pois permitiu
detetar a ocorréncia de polimorfismos apds a obtencdo de padrées RAPD especificos para
este material. Um conjunto de oito ‘primers’ arbitrarios gerou um total de dezasseis

marcadores RAPD que discriminaram a linha de tecido adaptada ao sal da linha controlo.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho leva-nos a considerar a possibilidade de
se recorrer a tecnologia in vitro para a obtencédo de linhas celulares adaptadas a salinidade

de plantas com elevado valor agronémico, como é o caso da batateira que tem uma

233



Conclus6es e perspetivas futuras

tolerancia moderada a salinidade. Os resultados apresentados demonstram a capacidade do
tecido caloso para crescer na presenca de 150 mM de NaCl e a utilidade deste sistema
experimental para o estudo dos mecanismos de tolerancia a nivel celular, que oferece ainda
a vantagem de poderem ser regeneradas plantas com maior resisténcia ao sal. Neste
sentido, o facto de termos concluido estarmos perante uma linha celular variante,
geneticamente diferente daquela que Ihe deu origem, aumenta o interesse pela regeneragéo
e, no caso de se obterem plantas viaveis, avaliar o seu comportamento em diferentes
condicdes salinas (in vitro e ex vitro). A situacdo atual da salinidade em muitas regiées do
globo terrestre que prejudica gravemente a produtividade agricola, torna premente que se
procurem vias alternativas aos programas tradicionais de melhoramento que pouco tém
contribuido para o aumento da tolerancia salina das plantas cultivadas.

Ao nivel da compreensdo dos mecanismos subjacentes a tolerancia a salinidade no
tecido caloso de batateira, parece-nos importante alargar a identificacdo das proteinas
diferencialmente expressas nos padrdes 2-D do tecido adaptado, pois acreditamos que estas
proteinas podem estar direta ou indiretamente envolvidas na adaptacdo a salinidade. A
identificacdo dessas proteinas torna possivel definir a funcdo bioldgica de cada uma delas
no processo adaptativo a este tipo de stress ambiental, além de que possibilitard a
identificagdo e clonagem dos respetivos genes, abrindo “caminho” ao desenvolvimento de

plantas tolerantes a salinidade por via da engenharia genética.
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