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RESUMO

A salinidade constitui um dos problema mais graves para a agricultura nalgumas partes do
mundo, pois afecta consideravelmente a produtividade das culturas, especialmente as mais
sensiveis ao sal. O efeito negativo que a salinidade tem sobre 0 crescimento e produgdo das
culturas deve-se, pelo menos, a combinagio de trés factores, que incluem o défice hidrico
resultante do efeito osmético desenvolvido pela presenca de NaCl no meio, a toxicidade
provocada pela absorgdo e acumulagio excessiva dos ides Na" e CI' e o desequilibrio
nutricional resultante da predomindncia de certos nutrientes minerais e da menor absorgdo de
outros, que poderdo ocasionar deficiéncias nutricionais. Todavia, estes factores sdo
acompanhados pela acumulagdo na célula de espécies activas de oxigénio, resultando na
ocorréncia de stresse oxidativo, o que faz com que este fendmeno seja considerado um efeito
secunddrio da salinidade.

A batateira & uma cultura de elevado interesse econdomico, que ocupa um grande area de
producio nas regides agricolas do litoral, onde se comegam a registar quebras na produgio
provocadas pelo excesso de sais acumulados no solo. A batateira é considerada ser uma
cultura moderadamente tolerante a salinidade e a utilizagdo das culturas in vifro tem sido
referida como a estratégia a seguir para a obtengdo de plantas mais resistentes ao sal, através
da seleccdio de linhas celulares tolerantes ao sal e posterior regeneragdo de plantas a partir
destas. A seleccdo in vitro de linhas celulares adaptadas a NaCl tem vindo a desempenhar um
papel determinante no estudo de mecanismos de tolerancia a salinidade, dado que a utilizag@o
dessas linhas como modelo experimental permite determinar as alteragdes que ocorrem ao
nivel celular e que contribuem para a tolerdncia salina, independentemente dos ajustes ao
nivel dos tecidos/érgdos que podem ocorrer na planta intacta. Nesta perspectiva, o estudo
efectuado durante este trabalho teve por objectivo, numa primeira fase, seleccionar linhas
tolerantes a diferentes concentragdes de NaCl utilizando para o efeito uma cultura
estabelecida de tecido caloso de batateira cv. Désirée. O tecido caloso foi induzido a partir de
explantes foliares, de brolho e de tubérculo cultivados em dois meios de indugdo, tendo-se
verificado que a indugdo e proliferagdo de tecido caloso foi melhor conseguida no meio
nutritivo contendo picloram como regulador de crescimento. As linhas celulares tolerantes a
NaCl foram seleccionadas através da exposigio directa (selecgdo directa) ou gradual (selecgdo
gradual) de fragmentos de tecido caloso a concentragoes crescentes de NaCl (0, 50, 100, 150 ¢
200mM de NaCl), de modo a que, no final o tecido caloso das linhas celulares seleccionadas

estava a crescer em meio contendo NaCl nas concentragdes 50, 100, 150 e 200mM.
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Numa segunda fase, a resposta do tecido caloso das linhas tolerantes a 50mM e a 100mM de
NaCl foi avaliada através da quantificacio de crescimento e do contetido hidrico do tecido
caloso, bem como através da determinagdo de alguns pardmetros bioquimicos, sendo depois
comparada com a resposta do tecido crescido na auséncia de NaCl (controlo). Verificou-se
que o crescimento do tecido caloso crescido na presenga de NaCl foi diminuido quando
comparado com o do tecido controlo, sendo a diminuicdo mais acentuada na linha celular
tolerante a 100mM. A concentragdo salina mais elevada também teve efeito negativo na
quantidade de 4gua acumulada no tecido caloso, levando o teor de dgua a baixar
significativamente em relag@io ao valor que foi observado no tecido controlo, enquanto que na
situagio salina moderada tal facto ndo se verificou.

A salinidade provocou a formagdo de espécies activas de oxigénio e, consequentemente,
danos estruturais nas membranas celulares, que se manifestaram pela acumulagdo
significativa de malondialdeido, um produto resultante da peroxidagdo lipidica, no tecido
caloso mantido em condi¢des salinas; no entanto, os niveis de malondialdeido no tecido
exposto a 100mM de NaCl foram significativamente superiores aos do tecido que estava a
50mM, o que indica que a peroxidagfo lipidica foi maior na linha celular tolerante a 100mM
do que na tolerante a 50mM de NaCl. O contetdo clorofilino foi também diminuido pela
manutengdo do tecido caloso em condi¢des salinas, embora esse teor nao se tenha alterado
entre as linhas celulares tolerantes a S0mM e a 100mM de NaCl Ja a quantidade de
carotendides foi afectada negativamente apenas no nivel de NaCl moderado, dado que o teor
quantificado na maior concentragfo salina usada ndo diferiu do valor que foi registado na
situacdo controlo.

A exposicio do tecido caloso a NaCl elevou os niveis de acido ascorbico e de prolina,
verificando-se que o aumento desses compostos foi mais acentuado na linha tolerante a
100mM. A sintese de alguns polipeptideos foi também estimulada pela presenca do NaCl,
bem como o aparecimento de novo de determinados polipeptideos, o que se traduziu no
aumento da quantidade de proteinas soluveis e insoluveis; de referir, que todas estas
alteragdes surgiram com maior intensidade no padriio electroforético do tecido caloso sujeito
a 100mM do que no correspondente ao tecido mantido a S0mM de NaCl.

Os resultados obtidos mostraram que, perante o aumento da peroxidagfo lipidica e o
decréscimo do teor de pigmentos verificados ocorrer nas linhas celulares tolerantes a 50mM e
100mM de NaCl, os niveis de 4cido ascérbico e de prolina aumentaram significativamente
com o aumento da concentragio de NaCl no meio, o que nos leva a concluir que esses

compostos com ac¢do antioxidante estiveram provavelmente envolvidos na aquisicdo da



tolerncia a salinidade por parte das linhas celulares utilizadas neste estudo. Contudo,
consideramos ser necessario na continuagio deste trabalho aprofundar o estudo do sistema de
defesa antioxidante, nomeadamente obter conhecimento sobre o comportamento das enzimas
antioxidantes, para avaliar a relagio entre as alteragdes na actividade destas enzimas € a
tolerancia a NaCl. Serd também importante averiguar se as proteinas que surgiram
aumentadas e de novo nas linhas celulares tolerantes a NaCl estdo envolvidas no processo de
adaptagdo ao NaCl, no sentido de aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos que estao

envolvidos na tolerancia a salinidade no tecido caloso de batateira.
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Introdugdo

] — INTRODUCAO

1.1 — Importéncia da cultura de batateira em Portugal

A planta Solanum tuberosum L. ¢ uma das cerca de duzentas espécies do género Solanum que
se destaca, entre as sete espécies cultivadas, por ser aquela que domina a produgdio em todo o
mundo (Simmonds, 1995; Mackay, 1996). A batateira pertence a familia Solanaceae, que
inclui outras espécies que também se revestem de particular interesse econémico tais como o
tomateiro (Lycopersicon esculentum L.), o pimenteiro (Capsicum L.) e a planta de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) (Ducreux et al., 1986). Algumas espécies do género Nicotiana t€ém
sido frequentemente utilizadas como modelo em estudos nas diversas dreas da biologia
vegetal, devido & facilidade com que podem ser manipuladas (Binzel es al., 1985, 1988;
Savouré ef al., 1999); no entanto, a batateira tem assumido especial destaque como modelo
para diversos estudos moleculares e fisiologicos, por um lado, pelo facto de se adequar as
culturas in vitro e técnicas moleculares, bem como pelos interessantes aspectos fisiologicos
que esto envolvidos no seu ciclo de vida (Mackay, 1996; Struik et al., 1997), por outro lado,
pelo importante papel que esta planta desempenha na alimentagdo humana e,
consequentemente, na economia agricola.

A batateira é cultivada para a obtengdio de tubérculos, que representam a parte comestivel da
planta. Estas estruturas sdo caules subterraneos que funcionam como 6rgéos de reserva para a
planta e através dos quais se reproduz vegetativamente (Ducreux ef al., 1986). Apesar da S.
tuberosum ser uma planta anual, pode considerar-se perene, devido a sua capacidade de
reprodugiio vegetativa através de tubérculos subterrdneos (Fidalgo, 1995).

A batateira comegou a assumir um papel preponderante em termos economicos e alimentares
a partir do século XVII, desde entdio o uso desta cultura comegou a ser uma realidade e,
actualmente, é cultivada em mais de 70% dos paises, constituindo uma das principais culturas
mundiais (Fidalgo, 1995). Nos (ltimos anos o sector tem experimentado um forte crescimento
(estimado em cerca de 4,5%/ano), devido ao desenvolvimento do comércio com paises sem
tradi¢do de consumo de batata, como a China e a India, estimando-se que a produgfo mundial
de batata é de cerca de 300 milhdes de toneladas (Andénimo, 2000). O consumo per capita nos
paises desenvolvidos tende a permanecer estavel, onde ronda entre os 60 e 80 quilos por
pessoa, embora a tendéncia seja para aumentar nos paises em desenvolvimento face as
compensagdes que a batata apresenta, nomeadamente a elevada qualidade de proteinas e as
quantidades substanciais de vitaminas e minerais, aspectos que sdo fundamentais na dieta

alimentar (Simmonds, 1995; Anénimo, 2000).
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No que se refere a Portugal, a batata € um produto que representa um papel significativo na
alimentacio portuguesa, podendo-se classificar como a base da dieta alimentar; segundo
dados da balanca alimentar portuguesa (1990-1997), o cidaddo portugués consome em media
320 gramas por dia de batata, ou seja, cerca de 117 quilos por ano; ¢ assim, o produto mais
consumido com capitagdes superiores aos cereais (Belchior, 2000). A cultura da batata como
produto cultivado ¢ muito importante nao s6 do ponto de vista economico, mas também do
ponto de vista social, sendo produzida por todo o pais basicamente com dois objectivos; de
um lado, os agricultores que a cultivam para vender a produgdio, por outro lado, os ‘pequenos’
agricultores que fazem a cultura para autoconsumo. Se nfo considerarmos o olival € 0s
cereais, a batata ¢ a terceira cultura mais importante em termos de 4rea ocupada precedendo a
vinha e as pomodideas. Assim, a cultura no nosso Pais ocupa uma area de 82 mil hectares,
tendo uma produgdo total de um milhdo e cinquenta mil toneladas, obtendo-se um rendimento
médio de aproximadamente treze toneladas por hectare (Belchior, 2000).

De acordo com informacdes da Direcgdo Regional de Agricultura da Beira Litoral, a cultura
assume uma grande importdncia econdémica nas zonas litorais, nomeadamente nas regides
agricolas da Beira Litoral ¢ Entre-Douro € Minho onde a batata ¢ feita como cultura principal,
sendo em termos de 4rea ocupada a terceira cultura mais importante. SO na regido da Beira
Litoral, a area de batata, relativamente a area do Pais, ¢ de 30 por cento, ocupando 24 365
hectares. A sua produgdo representa cerca de 38 por cento da produgio nacional, num total de
400 335 toneladas. Nesta regifo, Belchior (2000) referiu que as areas mais adequadas para a
produgdo de batata sdo as zonas do litoral e as zonas do Baixo Vouga e Baixo Mondego, onde
existem condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento da cultura, no entanto, para se
conseguir uma produ¢do de qualidade e regular sdo necessarias boas condigdes de solo,
verificando-se que nestas zonas de cultivo comegam a ocorrer perdas de produgdo provocadas
pelo excesso de sais acumulados no solo.

O grande valor econémico da batateira, associado ao facto de ser considerada uma planta
modelo paré ser usada nas culturas in vitro (Wang & Hu, 1985; Espinoza et al., 1986),
justificam o interesse por esta planta. Além disso, dado que as regides de maior produgdo
estio fortemente implementadas nas areas costeiras, sendo por Visso mais vulneraveis a
problemas de salinidade, e que a producdo eficiente € com qualidade depende de uma boa
condigdio do solo, é de grande interesse conhecer as respostas da planta a este tipo de situagdo
adversa provocada pela acumulagio excessiva de sais no solo, bem como o estudo dos
mecanismos envolvidos na tolerincia salina dessa planta, aspectos que sdo particularmente

relevantes quer para a investigagdo, quer para melhorar a produtividade agricola.
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1.2 — Culturas in vitro de Solanum tuberosum L.

A importéncia das técnicas de culturas de tecidos foi durante muito tempo reconhecida pela
sua aplicagio na propagagdo de muitas plantas com valor agrondémico e ndo sO (Jaiswal &
Narayan, 1985). Segundo Hussey (1980), os métodos das culturas de tecidos aumentaram a
possibilidade de propagar um maior namero de espécies do que aquele que era possivel com
os métodos convencionais. No entanto, foi durante os Gltimos anos que as técnicas in vitro
atingiram elevada expansfio, ndo s6 no &mbito da agricultura, mas sobretudo em diferentes
sectores da industria, como por exemplo na industria farmacéutica onde sdo utilizadas na
produgfio de compostos secunddrios (DiCosmo & Misawa, 1995). Uma 4rea que beneficiou
consideravelmente da utilizagio das culturas de tecidos foi o sector da biologia, ja que a
tecnologia in vifro permitiu a realizagdo de certos estudos outrora nfio realizaveis, € a sua
aplicagdo no campo da biologia vegetal contribuiu para a aquisi¢do de novos conhecimentos
em dreas como a morfologia, bioquimica, patologia e genética (Fidalgo, 1995; Fidalgo et al.,
1997). Recentemente, a utilizagdo destas técnicas foi alargada a 4rea da biotecnologia, onde as
culturas in vitro sio usadas em diferentes campos de trabalho com destaque para 0
melhoramento (Bajaj, 1987).

A tecnologia in vifro tem sido especialmente usada com sucesso na planta Solanum
tuberosum, considerada a espécie modelo nos estudos feitos em culturas de tecidos (Espmoza
& Dodds, 1985; Wang & Hu, 1985; Espinoza et al., 1986; Jacobsen, 1987), dai que a batateira
seja referida como a primeira planta com valor agronémico em que a biotecnologia foi
aplicada com éxito (Bajaj, 1987). As técnicas de culturas in vitro tém sido aplicadas em
aspectos relacionados com a produgdo, melhoramento e conservagio de germoplasma da
batateira (Wang & Hu, 1985), mas ¢é no dmbito do melhoramento da cultura que elas sdo mais
usadas (Jacobsen, 1987; Bajaj, 1987). Para melhorar a produgdo desta planta quer em termos
quantitativos, quer qualitativos, as culturas in vitro foram utilizadas na produ¢do de plantas
isentas de agentes patogénicos, na micropropagagio € na microtuberizagio para a produgéo de
tubérculos-semente (Espinoza et al., 1986; Bajaj, 1987). Atendendo a que a batateira €
susceptivel a diversos agentes patogénicos, a produgdo de plantas isentas de agentes
patogénicos ¢ fundamental para alcangar produgdes elevadas (Hussey & Stacey, 1981). Nesta
perspectiva, a cultura in vitro de meristemas foi a técnica utilizada para a obtengio de plantas
isentas de virus, dado que a regido meristematica do apice caulinar ou radicular estd isenta de
virus (Wang & Hu, 1985; Mellor & Smith, 1987); as plantas regeneradas a partir dos
meristemas em cultura sdo posteriormente multiplicadas in vitro, de modo a obter uma

elevada quantidade de material vegetal para a produgdo de tubérculos-semente certificados
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(Espinoza et al., 1986). Assim, a técnica das culturas de tecidos proporciona a produgdo mais
rapida de um maior nimero de plantas do que através do método de propagacdo convencional
por tubérculos, acrescida da vantagem dessas plantas estarem isentas de qualquer agente
patogénico (Wang & Huang, 1975; Hussey, 1980; Hussey & Stacey, 1981; Teixeira et al.,
1989).

A regeneragdo in vitro das plantas de batateira pode ser realizada a partir da cultura de
explantes provenientes de diferentes oOrgéos e tecidos da planta, incluindo porcdes de
tubérculo, fragmentos foliares, segmentos caulinares e radiculares, e de culturas de tecido
caloso, células em suspensdo ou de protoplastos isolados (Wang & Huang, 1975; Jarret et al.,
1980; Hussey & Stacey, 1981; Espinoza & Dodds, 1985; Jaiswal & Narayan, 1985; Rietveld
et al., 1986; Esna-Ashari & Villiers, 1998); embora seja possivel propagar elevada quantidade
de material vegetal através da regenerago de plantas a partir das culturas de tecido caloso ou
de células em suspensio, estes métodos néio sdo normalmente usados, dado que podem afectar
a estabilidade genética do material regenerado (Hussey & Stacey, 1981; Wang & Lu, 1985;
Espinoza et al., 1986). De acordo com Bajaj (1987), a tecnologia in vitro vulgarmente
utilizada para a multiplicagio da batateira consiste na cultura em meio solido de estacas
caulinares com um gomo axilar, retiradas de plantas regeneradas e mantidas em condi¢des in
vitro: esta metodologia de propagacio é também usada no International Potato Center (CIP —
Peru), juntamente com um outro método caracterizado pela cultura de estacas caulinares com
vérios gomos axilares, que sio mergulhadas em meio liquido com agitagdo, de modo a que 0S
gomos ao longo da estaca se desenvolvam para formar varias plantulas. As estacas caulinares
sd0 induzidas a enraizar e as plantulas obtidas, apés a aclimatizagdo, podem ser multiplicadas
ou transferidas para o campo, onde vdo ser usadas para a produgdo de tubérculos-semente
certificados (Espinoza et al., 1986).

A producio de microtubérculos é um processo alternativo para a propagagio da batateira e
que pode ser realizado em condigdes in vitro (Bajaj, 1987). Os tubérculos produzidos atraveés
das técnicas in vitro estdo isentos de organismos patogénicos e tém pequenas dimensdes €
baixo peso, 0 que constitui uma vantagem em rela¢do as plantas micropropagadas, ja que sdo
facilmente armazenados e transportados, para além de que a aclimatizagdo daé plantulas
micropropagadas para o ambiente externo ¢ um processo muito delicado e trabalhoso,
normalmente acompanhado por uma elevada percentagem de perdas; por outro lado, os
microtubérculos podem ser produzidos em grande quantidade, independentemente da €poca
do ano, e semeados pelo método convencional usado para a batateira (Wang & Hu, 1985,

Teixeira et al., 1989). Estes factores justificam o crescente interesse na produgdo in vitro de
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microtubérculos como um método alternativo para a micropropagacdo da batata, além de
proporcionarem um bom sistema para os estudos relacionados com a tuberizacdo (Teixeira et
al., 1989). Uma diversidade de material vegetal pode ser usado para a microtuberizagao,
sendo geralmente utilizadas as estacas caulinares ou as proprias plantulas mantidas em
condigdes in vitro (Wang & Hu, 1985); no CIP o material vegetal normalmente utilizado sdo
as plantulas regeneradas in vitro em meio liquido, que apoOs serem sujeitas ao meio indutor de
tuberizagdio, produzem tubérculos fisiologicamente aptos para serem colhidos ao fim de cerca
de cinco semanas (Espinoza et al., 1986). As condigdes de fotoperiodo e de temperatura 530
factores importantes para a tuberizagfo in vitro, tendo Hussey & Stacey (1981) verificado que
os microtubérculos formavam-se com um fotoperiodo longo, de 16 e 24 horas, associado a
elevada intensidade luminosa e temperaturas de 20-24°C; no entanto, a influéncia destes
factores na microtuberizacdo depende da composi¢do hormonal no meio de cultura (Wang &
Hu, 1985). Os tubérculos produzidos in vitro apresentam caracteristicas idénticas aos
produzidos no campo, e as plantas deles derivadas mostram um comportamento no campo
semelhante ao das plantas obtidas pelo processo convencional, assim estes tubérculos sdo
utilizados para a distribuicdo internacional de germoplasma e para a propagacao da batateira,
onde sio usados no programa de produgéo de tubérculos-semente (Espinoza er al., 1986).

Para a manutencdo dos clones de batateira, 0 germoplasma ¢ tradicionalmente conservado
através de tubérculos, que tém que ser multiplicados todos os anos; este método, para além de
ser trabalhoso, moroso, exigir muito espago e ser dispendioso, expde o material vegetal as
condi¢des ambientais ficando assim sujeito a perdas ocasionadas por pragas e/ou doengas ou
por causas climaticas (Bajaj, 1987). As técnicas das culturas de tecidos podem ser aplicadas
para a conservagio de germoplasma, e os clones sdo preservados em condi¢Ges in vitro como
plantulas e microtubérculos (Wang & Hu, 1985). Estes métodos permitem a conservacéo de
germoplasma durante periodos de tempo ndo muito longos, dado que € necessario proceder &
transferéncia do material vegetal para meio de cultura fresco com uma certa periodicidade.
Nesta perspectiva, a criopreservagdo em azoto liquido ¢ um processo alternativo para a
conservagio de germoplasma de batateira durante um longo periodo de tempo € que requer o
minimo de cuidados, além de assegurar a estabilidade genética dos clones (Bajaj, 1987);
segundo Bajaj (1987) ¢é possivel criopreservar meristemas, 4pices radiculares, células em
suspensio e tecido caloso, e até mesmo pélen. Durante muito tempo a coleccéio de
germoplasma de batateira que existe no CIP foi mantida como uma colecgdo de campo,

posteriormente, essa colecgio foi transferida para as condi¢des in vitro, onde os clones sdo
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conservados a baixa temperatura (8°C) de modo a que o crescimento dos mesmos seja 0 mais
reduzido possivel (Espinoza et al., 1986).

A batateira ¢ uma planta que mostra uma elevada capacidade regenerativa em cultura, de tal
modo, que pode produzir rebentos directamente nos explantes de diversos 6rgdos da planta ¢ a
partir de tecido caloso, ou seja, ela pode ser regenerada a partir de um conjunto desorganizado
de células em proliferagio activa induzido numa diversidade de explantes em condigdes
apropriadas (Wang & Huang, 1975; Hussey, 1980; Hussey & Stacey, 1981; Carputo et al.,
1995). Quando a regeneragdo das plantas ¢ precedida pela formagdo de tecido caloso ocorrem
frequentemente alteragdes gencticas, que resultam na formagdo de algumas plantas que nao
sio geneticamente idénticas ao material vegetal a partir do qual foi retirado o explante, sendo
esse fenomeno designado por variagdo somaclonal (Larkin & Scowcroft, 1981; Espinoza et
al.. 1986; Jacobsen, 1987; Hartmann ef al., 1990). Ahloowalia (1982) verificou que a maioria
das plantas de batateira regeneradas a partir do tecido caloso tiveram um crescimento normal
e assemelharam-se s cultivares progenitoras, contudo, algumas das plantas regeneradas
foram variantes. Nesse sentido. varios autores referiram a conveniéncia em usar técnicas de
culturas in virro que permitam a regeneragdo directa de rebentos a partir da superficie dos
explantes, evitando assim a produgdo de tecido caloso e a ocorréncia de variagdo somaclonal
(Hussey & Stacey, 1981; Esna-Ashari & Villiers, 1998); para Espinoza & Dodds (1985) a
forma de assegurar a maxima uniformidade genética das plantulas de batateira produzidas
pelas culturas de tecidos assenta na ndo formacio de tecido caloso durante o processo de
regeneragiio, pois caso contrario, a fidelidade genética do material vegetal € posta em causa,
no entanto, Rietveld er al. (1987) referiram que a variagdo somaclonal nfo esta limitada
apenas as plantas regeneradas a partir do tecido caloso.

Uma vez que as culturas de tecido caloso e de células em suspensdo tendem a ser
geneticamente instdveis e perdem geralmente o seu potencial morfogenético quando
estabelecidas hd ja muito tempo, a sua utilizagdo para a multiplicagdo clonal de batateira deve
ser considerada apenas como um tltimo recurso, contudo, a variagdo genética induzida pelas
culturas de tecido caloso e de células pode ser (til como um método para melhorar 0s clones
de batateira existentes (Hussey, 1980; Jarret ef al., 1980; Ahloowalia, 1982; Espinoza ef al.,
1986). De facto, a ocorréncia de variabilidade genética ¢ fundamental para qualquer programa
de melhoramento, e as culturas de tecido caloso e de células constituem uma boa opgdo para
aumentar a variabilidade genética de uma forma relativamente rapida e sem envolver
tecnologia sofisticada (Larkin & Scowcroft, 1981; Quraishi, 1985). A batateira parece ser

muito propensa & ocorréncia de variagdo somaclonal, sendo frequentemente detectada
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variagdo fenotipica nas plantas regeneradas a partir das culturas de protoplastos, células em
suspensdo, tecido caloso e fragmentos de tubérculos (Larkin & Scowcroft, 1981 e referéncias;
Quraishi, 1985; Jacobsen, 1987; Bajaj, 1987 ¢ referéncias); entre os variantes que surgem
durante a regeneragdo, alguns podem apresentar caracteristicas que interessam seleccionar e
preservar, sendo entdo esse material clonado através das técnicas de micropropagagdo
(Espinoza ef al., 1986). Para Rietveld ef al. (1987), a batateira € a cultura mais indicada para
ser melhorada recorrendo a variagio somaclonal, devido a dificuldade que existe no seu
melhoramento através dos métodos convencionais.

Nas culturas de tecido caloso e de células em suspensdo de batateira € frequentemente
observado o aparecimento de variagdes espontneas, que sdo detectadas com facilidade
através das diferengas na morfologia e no ritmo de crescimento das células em cultura (Larkin
& Scowcroft, 1981). Essas variagdes podem ocorrer com maior frequéncia se as culturas
forem expostas a factores adversos, assim, a ocorréncia deste fendmeno natural tem sido
aproveitado para a selecgdo in vifro de linhas mutantes (Gonzales & Widholm, 1985; Bajaj,
1987; Jacobsen, 1987; Widholm, 1987; Ancora & Sonnino, 1987; Carputo et al., 1995). Em
varios estudos, as culturas de tecido caloso e de células em suspensdo de batateira foram
expostas a factores adversos, nomeadamente a diferentes condigdes de stresse, que resultou na
ocorréncia de linhas celulares variantes que mostravam ser tolerantes aos factores em causa, 0
que levou a que fossem seleccionadas e, nalguns casos, apos a regeneragdo verificou-se que 0
fenétipo variante persistiu nas plantas regeneradas (van Swaaij ef al., 1986; Bajaj, 1987 e
referéncias; Sabbah & Tal, 1990; Leone ef al., 1994a; Ochatt et al., 1999); de acordo com
Santos (1997), este facto oferece enormes potencialidades para a obtengio de novos genotipos
tolerantes.

A tolerdncia a salinidade tem sido uma das caracteristicas mais referidas para a selec¢do in
vitro de linhas celulares (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad er al., 1983; Binzel et al.,
1985; Singh et al., 1985; Rains et al., 1986; Ochatt et al., 1999), e parece ser também
adequada para a selecgdo de material vegetal através das culturas de tecidos e de células
(Rains et al., 1986; Ancora & Sonnino, 1987; Santos, 1997). A opinido de vérios autores €
unfnime que a selecgdo das linhas variantes em cultura ¢ mais eficiente e rapida do que a
seleccdio dos variantes somaclonais apds a regeneragdo das plantas a partir das culturas de
células em suspensdo ou de tecido caloso, com a vantagem adicional que as caracteristicas
pelas quais essas linhas celulares sdo seleccionadas poderem ser expressas ao nivel celular
bem como ao nivel da planta, permitindo assim investigar a base genética desse fenotipo

(Larkin & Scowcroft, 1981; Gonzales & Widholm, 1985; Jacobsen, 1987; Widholm, 1987). A
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indugdo de variabilidade genética através das culturas de células e de tecido caloso e a
selecgdo dos variantes somaclonais, bem como a selecgdo in vitro de linhas celulares variantes
permitem aumentar a diversidade de germoplasma disponivel para os programas de
melhoramento da batateira e facilitar a obtengdo de novas cultivares (Rains et al., 1986; Bajaj,
1987; Carputo et al., 1995).

A hibridizacdo somatica é uma técnica conhecida por permitir a obtencdo de hibridos entre
duas espécies sexualmente incompativeis (Larkin & Scowcroft, 1981), como se verificou com
os hibridos somaticos conseguidos entre a batateira e o tomateiro através da fusdo de
protoplastos (Melchers et al., 1978), mas a hibridizacfo interespecifica e a produgdo dos
hibridos sométicos entre a espécie cultivada e a do tipo selvagem de batateira também
contribui para aumentar a variabilidade genética nesta planta (Bajaj, 1987; Carputo et al.,
1995). A fusdo de protoplastos juntamente com as culturas de tecido caloso e de células em
suspensio sdo as técnicas que tém sido utilizadas pela biotecnologia em batateira para a
indugdo in vitro da resisténcia a doengas causadas por fungos, e também por certos virus, bem
como da tolerdncia a determinadas condigdes ambientais adversas como salinidade e frio e
aplicagdes de herbicidas (Bajaj, 1987).

Nos tltimos tempos, a engenharia genética tem merecido especial destaque no melhoramento
da batateira, pela possibilidade que oferece para produzir plantas transgénicas que expressam
varias caracteristicas de interesse agronémico, como por exemplo a resisténcia a pragas e
doengas. Apesar de haver elevada disponibilidade de germoplasma para os programas de
melhoramento, os factores biologicos inerentes a planta e os interesses agrondmicos tém
dificultado o desenvolvimento de cultivares com melhores caracteristicas em relagdo as ja
existentes. No entanto, a batateira apresenta diversas vantagens que permitem o seu
melhoramento através da transformagiio genética, ou seja, ¢ uma planta susceptivel a infeccdo
por Agrobacterium tumefaciens, logo pode ser transformada com esta bactéria, e as plantulas
transformadas sio facilmente regeneradas e propagadas por via assexuada; devido a estes
factores, a batateira foi uma das primeiras culturas com importincia agricola a ser
transformada geneticamente (Espinoza ef al., 1986; Vayda & Belknap, 1992). Através da
engenharia genética foram ja conseguidas plantas transgénicas de batateira resistentes a varios
agentes patogénicos (virus, bactérias e fungos) e a insectos, nomeadamente ao escaravelho da
batateira, mas para a biotecnologia o objectivo mais importante na obtencdio de batateiras
transgénicas ¢ modificar certas caracteristicas qualitativas dos tubérculos, no sentido de

melhorar o valor nutricional desta cultura. A tecnologia in vitro tem sido fundamental para a
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multiplicagdo dos clones transgénicos de batateira e para a produgdo dos tubérculos-semente a
serem usados nos testes de campo € na comercializagdo.

As culturas in vitro sdo referidas como sendo o modelo experimental mais adequado para a
realizagio de estudos fisiologicos e bioquimicos (Wang et al., 1993; Fukuda et al., 1994,
Gueta-Dahan et al., 1997; Hawkins & Lips, 1997). As culturas de tecidos representam um
sistema experimental homogéneo, que pode ser manipulado ¢ € facilmente controldvel, € que
proporciona o material vegetal em elevada quantidade ¢ independentemente da época do ano
(Leone et al., 1994b; Fidalgo, 1995; Santos, 1997). Estas condi¢des sdo dificeis de conseguir
quando as plantas intactas sdo usadas como modelo experimental, dai que a tecnologia in vitro
seja utilizada, nomeadamente para 0S estudos ao nivel celular e molecular de fenomenos
fisiolégicos e bioquimicos das plantas superiores (Fukuda et al., 1994; Raviv et al., 1998).
Por exemplo, Fukuda et al. (1994) recorreram As culturas in vifro para estudar 0 processo de
diferenciagdo dos elementos traqueais, ¢ para estes autores O fenomeno in vitro de
embriogénese somatica constitui 0 sistema experimental mais adequado para investigar todo 0
processo de diferenciagio das plantas, atendendo as vantagens que este sistema tem em
relagio 4 utilizagfio dos embrides zigbticos; também na literatura sdo encontradas diversas
referéncias a trabalhos nos quais as culturas de tecido caloso e de células em suspensdo foram
utilizadas para estudos sobre os efeitos de diversas situagdes adversas (Ericson & Alfinito,
1984; Wang et al., 1993; Leone ef al., 1994a.b; Bueno ef al., 1998; Lutts et al., 1999; Rus et
al., 1999).

A utilidade das culturas de tecidos para a investigagio na area da biologia vegetal ndo €
recente; ja em 1955 foi reconhecido por Chapman a importancia da utilizacdio das culturas in
vitro como modelo experimental para o estudo dos efeitos da nutrigdo mineral e de outras
condicdes ambientais na batateira, bem como para oS estudos de tuberizagdo. Posteriormente,
em 1973, Anstis & Northcote referiram o interesse em usar as culturas de tecido caloso e de
células em 'suspenséo de batateira para analisar 0 metabolismo dos compostos fenolicos.
Também Shaw et al. (1976) consideraram que a cultura de tecido caloso proveniente de
tubérculos de batateira poderia ser utilizada como modelo experimental para estudar diversos
aspectos bioquimicos ligados ao desenvolvimento dos tubérculos, mas para tal seria
necessario que os pardmetros analisados fossem observados de modo semelhante nos dois
niveis de organizagdo; assim, para validar essa possibilidade os autores compararam o tecido
caloso com os tubérculos em relagio ao conteido de aminoacidos e de amido, ao
comportamento da enzima sacarose sintetase, e concluiram que o tecido caloso derivado de

tubérculos pode ser usado, de facto, para analisar o metabolismo dos hidratos de carbono
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nestes 6rgdos de reserva. Apesar de existirem algumas diferencas quantitativas e qualitativas
entre o tubérculo e as culturas de tecido caloso, Muneta et al. (1990) e Hagen ef al. (1991)
verificaram que em condigdes analogas, nomeadamente de temperatura, as alteragdes no
contetido de agucares e amido observadas no tecido caloso foram semelhantes as registadas
nos tubéreulos. Nesta perspectiva, Hagen & Muneta (1993) utilizaram o tecido caloso
derivado de tubérculo para determinar as funges das enzimas ADP-glucose pirofosforilase e
fosfofrutocinase no metabolismo dos hidratos de carbono. Com os estudos realizados em
tecido caloso derivado de tubérculo foi reforgada a importancia das culturas de tecido caloso
como modelo experimental para investigar o metabolismo dos hidratos de carbono nos
tubérculos de batateira (Muneta et al., 1990; Hagen et al., 1991; Hagen & Muneta, 1993), no
entanto, para Hagen et al. (1993) a utilidade do tecido caloso proveniente de tubérculo como
modelo de estudo serda maior se o conteudo de amido estiver mais proximo ao que existe nos
tubérculos, dai que estes autores tenham procurado aumentar o teor de amido no tecido
caloso. As culturas de tecido caloso parecem também constituir uma alternativa atractiva ao
uso das plantas intactas para estudos sobre os efeitos de agroquimicos usados correntemente
na cultura da batateira (Fidalgo et al., 1997); nesse sentido, Fidalgo (1995) observou um
elevado grau de correlagio existente entre a resposta das plantas aos tratamentos com 0S
agroquimicos e a do tecido caloso relativamente a alguns dos parfmetros analisados a nivel
bioquimico e a nivel ultraestrutural, como por exemplo a actividade da nitrato redutase e da
nitrito redutase e a ultraestrutura dos cloroplastos, o que o levou a considerar ser plausivel a
utilizacio das culturas in vitro como modelo experimental para avaliar alguns efeitos dos
agroquimicos estudados.

A possibilidade para a selecgiio in vitro de linhas celulares resistentes a diferentes factores
adversos através das culturas de células em suspensdo e de tecido caloso, permitiu a obtengao
de linhas celulares tolerantes a varias condigdes de stresse abidtico em Solanum tuberosum, e
também em Nicotiana tabacum, as quais representam o instrumento mais vélido para estudar
0$ mecanismos fisiologicos e bioquimicos que conferem essa toleréncia (Gonzales &
Widholm, 1985; Singh et al., 1985; Leone ef al., 1994a; Ochatt et al., 1999); por exemplo, as
linhas celulares de batateira obtidas por van Swaaij e al. (1986) tolerantes ao NaCl tém um
elevado teor de prolina, logo elas representam o sistema experimental adequado para analisar

a importancia deste soluto na protecg¢do das células dos efeitos da salinidade.

A indugdo e produgiio de tecido caloso é possivel ser conseguida a partir de uma diversidade
de explantes provenientes de diferentes regides da planta Solanum tuberosum, desde discos de

tubérculo (Shaw ef al., 1976; LaRosa et al., 1984; van der Plas & Wagner, 1984), segmentos
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caulinares e radiculares (Carvalho & Guimardes, 1976), fragmentos foliares, até as culturas de
protoplastos, anteras e grios de polen (Quraishi ef al., 1987). No entanto, a indugdo e
posterior estabelecimento do tecido caloso depende muito do estado fisiologico do tecido ou
do 6rgéo no momento em que o explante ¢ isolado, o que estd em parte relacionado com a
época do ano, bem como com os niveis das hormonas enddgenas presentes no tecido a partir
do qual o explante ¢ isolado; geralmente, verifica-se que as culturas de tecido caloso
apresentam um crescimento mais rapido se o explante for retirado das partes jovens e
fisiologicamente mais activas da planta (Dixon, 1985). Com efeito, Quraishi et al. (1987)
demonstraram que os brolhos tém uma boa aptiddo para a calogénese, podendo ser utilizados
0s nds e entre-nds para a indugdo de tecido caloso (Fig. 1), bem como os segmentos
caulinares e as folhas provenientes das plantulas derivadas da cultura in vitro do brolho
inteiro; contudo, os autores verificaram que a formagéo de tecido caloso a partir de explantes
obtidos do tubérculo, quer através do brolho, quer a partir de discos de tubérculo (Fig. 1), esta
dependente da idade do tubérculo ¢ também das suas condi¢des de conservacao,
nomeadamente da temperatura. Para além destes factores, o tamanho e a forma do explante

sdo também importantes para a indugéo e proliferagéio do tecido caloso (Dixon, 1985).

Fig. 1 — Tipos de explante provenientes
de Selanum rtuberosum que podem ser
usados para a indugio de tecido caloso:
(a) fragmentos de brolho (nds e entre-
nés); (b) fragmentos de tubérculo.

Adaptado de Quraishi ef al. (1987).

Meic de cultura
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As condi¢des utilizadas na cultura dos explantes de batateira sio também essenciais na
inducdo da formagio de tecido caloso, merecendo especial atengdo a composigdo do meio
nutritivo; apesar de existir uma diversidade de meios nutritivos disponiveis, a base de todos
eles consiste numa mistura de sais minerais, que combina 0s macro € micronutrientes
essenciais, juntamente com uma fonte de carbono, que ¢ vulgarmente a sacarose. Esta
composicdo nfo € geralmente suficiente para estabelecer os tecidos em cultura, dai que €
necessario adicionar ao meio de cultura diferentes vitaminas, aminoacidos e, eventualmente,
outros componentes, como o leite de coco e o hidrolisado de caseina (Anstis & Northcote,
1973: Dixon, 1985; Wang & Hu, 1985). O meio de cultura fica completo com a incorporagdo
dos reguladores de crescimento, embora o tipo e as concentragdes destes elementos sdo
geralmente os factores mais criticos para a inducdo e crescimento do tecido caloso com
sucesso (Dixon, 1985). A auxina ¢ considerada o principal regulador de crescimento
necessario para a indugio do tecido caloso, logo deverd ser incluida no meio nutritivo
(Hussey, 1980); em diversos trabalhos a auxina mais utilizada para a indugfio do tecido caloso
da planta de batateira é o dcido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que aparece por vezes
combinada com o acido 3-indolacético (IAA) e com a citocinina conhecida por cinetina
(Wang & Haung, 1975; Carvalho & Guimarées, 1976: Ahloowalia, 1982; Wang & Hu, 1985).
embora Anstis & Northcote (1973) tenham verificado que o 2,4-D foi mais eficaz na indugdo
do tecido quando foi o unico regulador de crescimento presente no meio de cultura. Um
aspecto importante a considerar ¢ que um meio nutritivo adequado para a indugdo de tecido
caloso podera ndo ser 0 mais conveniente para a manutengio da cultura, e este facto prende-se
sobretudo com a combinacdo dos reguladores de crescimento a usar no meio nutritivo; nos
estudos de Ahloowalia (1982), a composigdo do meio de cultura usado para a indugdo de
tecido caloso foi diferente do meio utilizado para a manutengdo das culturas de tecido caloso,
dado que os reguladores de crescimento que estiveram envolvidos na indugdo foram
incapazes de assegurar o crescimento do tecido caloso. Mais recentemente, Hagen et al.
(1990) verificaram que a indugo do tecido caloso a partir de tubérculo foi melhor conseguida
com a utilizagio da auxina sintética picloram do que com o 2,4-D, para além do picloram ser
o regulador de crescimento mais adequado para o crescimento do tecido caloso, e dai poder
estar presente no meio de manutengio da cultura. Apesar da presen¢a do picloram no meio
nutritivo estimular o répido crescimento do tecido caloso, esta auxina ndo promove a
formagéio de amido, uma vez que o teor de amido encontrado no tecido caloso que cresceu no
meio com picloram foi consideravelmente inferior (40-50%) ao observado no tecido cultivado

com o 2,4-D (Hagen et al., 1991); nesse sentido, Hagen et al. (1993) desenvolveram uma

12



Introdugdo

metodologia para aumentar o contetido de amido no tecido caloso desenvolvido quando o
picloram esteve presente como o regulador de crescimento.

O desenvolvimento de tecido caloso a partir do explante envolve uma fase inicial de indug@o,
designada por fase de laténcia ou /ag, durante a qual as células preparam-se para a divisdo, o
metabolismo ¢é activado e o tamanho celular permanece constante (Hartmann et al., 1990;
Dracup, 1991); a duragfio desta fase varia com o estado fisioloégico das células do explante e
com as condigdes de cultura, sobretudo com a combinagio de reguladores de crescimento
presente no meio nutritivo, e segundo Anstis & Northcote (1973) esta fase pode durar uma
semana. Segue-se uma fase de sintese activa e de divisdes celulares, que estdo restritas as
células das camadas periféricas do explante, enquanto que as células da zona central ndo
sofrem divisio, e em consequéncia dessas divisdes verifica-se a diminui¢o do tamanho
médio celular (Yeo & Aitchison, 1973; Hartmann et al., 1990); esta fase no crescimento do
tecido caloso é conhecida por fase exponencial (Dracup, 1991). Durante a etapa de divisdo
celular, certas células do explante retornam a um estado meristematico, ou seja, assiste-se a
desdiferenciacio dessas células que se dividem com uma certa frequéncia para formar o
tecido caloso. A fase seguinte, designada por estaciondria, € caracterizada pela paragem da
divisdo e progressiva diferenciagdio celular, que estd associada com o inicio da organizagio

estrutural das células (Wang & Hu, 1985).

1.3 — A salinidade como factor de stresse

1.3.1 — A salinidade do solo

A salinidade do solo pode ser entendida como a acumulagdo de sais soliveis a niveis
prejudiciais s plantas. A presenga, em excesso, desses sais retarda, ou pode mesmo impedir o
crescimento e desenvolvimento das plantas, o que resulta num factor limitante para a
produgdo agricola (Levy et al., 1993; Zhang & Donnelly, 1997; Frommer e al., 1999; White,
1999). Os sais soluveis do solo consistem, principalmente, em proporgdes varias dos catides
Na*, Ca®* e Mg** e dos anides CI” e SO,>, ocorrendo em quantidades menores os ides K,
HCO; e NO;~. O célcio e o magnésio sdo os catides que se encontram em maior abundéncia
no complexo de troca dos solos normais (Santos, 1991); quando hd acumulagéo de sais
soliveis no solo, o sodio passa a ser o elemento dominante na solugéio do solo, devido a

precipitagio de compostos de célcio e magnésio como sulfatos e carbonatos de baixa

13



Introdugdo

solubilidade. A partir de determinada concentragdo de sédio na solugdio, este catido torna-se
dominante no complexo de troca e estamos perante um solo salino (Santos, 1991; Marschner,
1995).

A salinidade ocorre sobretudo nas dreas costeiras e nos estudrios, podendo ter também uma
origem geoldgica associada A génese do solo (Oliveira, 1990; Taiz & Zeiger, 1998). Ha a
ideia generalizada que a salinidade é um problema menor nas zonas com climas himidos,
dado que nestes locais os sais sdo removidos por lexiviagdo, enquanto que nas zonas aridas €
semi-aridas ndio ha precipitagdo suficiente para remover naturalmente o excesso de sais € 0
problema agrava-se (Epstein et al, 1980; Marschner, 1995; Lin et al., 1997; Shannon &
Grieve, 1999; Kerepesi & Galiba, 2000). As fertilizagbes intensivas tém contribuido
adicionalmente para os excessos localizados de sais, assim como a rega com aguas salinas,
factores responséveis pela diminui¢io da produtividade em muitos locais do mundo (Awad et
al., 1990; Shannon ef al., 1998; Delfine et al., 2000; Katerji et al., 2000; Qian et al., 2000). A
salinidade do solo é um problema que estd vulgarizado a todo o mundo e com tendéncia para
aumentar (Winicov, 1998; Marcum, 1999). Ja em 1977, Flowers et al. consideraram que uma
parte substancial da superficie cultivada apresentava elevados teores em sais, nomeadamente
do cloreto de sédio e mais recentemente, Zhu (2001) considera que 20% do espago cultivado
tem problemas com a salinidade.

A presenga de solutos na dgua do solo afecta as suas propriedades termodinimicas e reduz o
seu potencial (Taiz & Zeiger, 1998; Bray et al. 2000); as clevadas concentragdes de sais
soltveis na solucdo do solo, em particular dos sais de sodio, geram um aumento da presséo
osmética, que se traduz num abaixamento do potencial osmotico e consequente diminuigéo do
potencial da 4dgua do solo (Markhart & Smit, 1990; Lovelli er al. 2000). Os efeitos da
salinidade do solo sobre as plantas sdo sobretudo devidos ao potencial osmético da solugo do
solo que, por sua vez, esta relacionado com a concentragdo salina (Oliveira, 1990); assim, a
presenga de elevadas concentragdes de sais na solugfo do solo reduz a disponibilidade de
4gua para as plantas (Epstein et al., 1980; Bray ef al. 2000; Lovelli ef al., 2000). De acordo
com Markhart & Smit (1990), o aumento do teor de cloreto de sodio na dgua do solo origina
uma rapida diminuigdo no fluxo hidrico através da raiz. Para Taiz & Zeiger (1998), o efeito da
presenga de solutos na solugdo do solo ¢ idéntico ao efeito da situagdo de secura no solo, dado
que 4 medida que um solo seca a sua resisténcia ao fluxo de agua aumenta. Também para
Bray et al. (2000), os solos salinos dificultam a extracgdo de dgua pela planta, dai terem
considerado que a planta pode mostrar sintomas de secura em ambientes onde a dgua ndo € o

factor limitante; Plaut & Federman (1991) ja tinham afirmado que as condi¢des de secura e de
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salinidade no ambiente que envolve a raiz conferem efeitos semelhantes nas plantas. No
entanto, o clima modifica a resposta das plantas a salinidade e em geral os efeitos sdo mais
acentuados sob condicdes quentes e secas do que sob condigdes frias e humidas (Pefiuelas et
al., 1997; Shannon & Grieve, 1999; Katerji et al., 2000); nesta perspectiva, o défice hidrico
associado 4 salinidade dos solos é o maior factor limitante ao desenvolvimento das culturas na
regiio mediterranica (Kerepesi & Galiba, 2000).

O inconveniente para as plantas da existéncia de sais soliveis na solugdo do solo estd
associado ndo so6 a dificuldade destas em absorverem dgua, mas também com a tendéncia para
absorverem preferencialmente alguns nutrientes em detrimento de outros ficando, por isso,
sujeitas a caréncias nutricionais, ou mesmo intoxicagdes (Marschner, 1995), situacdo que
resulta do facto de alguns elementos como o sédio, o cloreto ou o nitrato, mesmo para baixos
potenciais osméticos do solo, poderem ser absorvidos devido a ocorréncia do fenémeno de
ajustamento osmotico (Santos, 1991). No entanto, o inconveniente pode ser ainda maior
quando, entre os sais presentes, haja predominio de elementos desfloculantes, nomeadamente
o sbdio, uma vez que, neste caso, os solos terfio tendéncia para adquirir condigdes fisicas
desfavordveis a circulacio da agua, do ar e, consequentemente, do proprio crescimento das

raizes (Taiz & Zeiger, 1998).

1.3.2 — Efeitos da salinidade nas plantas

As plantas diferem bastante na resposta a salinidade, ¢ com base nessa resposta elas podem
ser classificadas em halofitas, plantas que vivem e reproduzem-se em ambientes salinos,
normalmente dominados pelo cloreto de so6dio, mas que podem conter uma diversidade de
outros sais (Flowers et al., 1977; Epstein et al., 1980), e que Greenway & Munns (1980)
reconheceram como a “flora nativa de solos salinos”; e nas glicofitas ou ndo-haléfitas, que
ndio sdo capazes de tolerar os sais da mesma forma como as halofitas (Taiz & Zeiger, 1998),
logo sdo apontadas como espécies sensiveis a presenca do sal. A resposta a salinidade ¢
geralmente avaliada através da referéncia ao crescimento da planta (Yang er al., 1990a;
Rodriguez et al., 1997; Hernandez et al., 1999). Segundo vérios autores, o efeito geral da
salinidade reside na reducdo do crescimento (Robinson et al., 1983; Subbarao et al., 1990;
Hernandez et al., 1993; Katsuhara & Kawasaki, 1996; Shannon ef al., 1998; Rashid et al.,
1999; Qian et al., 2000), que é mais acentuada nas espécies glicofitas (Neumann et al., 1988;
Hernandez et al., 1995; Kwon et al., 2000). Outros autores preferem avaliar o comportamento

das plantas fazendo referéncia as suas produgdes ou as suas produtividades; perante uma
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situacio de stresse salino as plantas respondem com menores produgdes (Boursier & Lauchli,
1990: Delfine et al., 2000; Lingle et al., 2000) ou com menores produtividades (Ziska et al.,
1990; Gueta-Dahan et al., 1997; Holmberg & Biilow, 1998; Hernandez et al., 2000).

A resposta das plantas & salinidade é complexa e envolve mudangas no seu metabolismo que
culminam com a diminui¢do, ou mesmo inibigdo do crescimento (Hilal et al., 1998; Gomez et
al., 1999); os mecanismos pelos quais a salinidade inibe o crescimento da planta estdo ainda
mal definidos (Termaat et al., 1985; Cheeseman, 1988; Rodriguez ef al., 1997), no entanto,
efeito da salinidade na inibigio do crescimento vegetal: o défice hidrico na planta que decorre
do efeito osmoético desenvolvido pela presenca do sal no substrato, também designado por
stresse osmotico (Gueta-Dahan ef al. 1997; Apse et al., 1999; Frommer et al., 1999; Zhu,
2001); a toxicidade por certos elementos, provocada pela absorgdo e acumulagéo excessiva
dos ides Na* e CI; e o desequilibrio nutricional resultante da predomindncia de certos
elementos e da menor absorcio de outros nutrientes minerais, que poderdo ocasionar
deficiéncias nutricionais, como por exemplo do célcio ou do potéssio (Greenway & Munns,
1980; Boursier & Liuchli, 1990; Shannon ef al., 1998; Frommer ef al., 1999; Shannon &
Grieve, 1999; Chartzoulakis & Klapaki, 2000). De acordo com Marschner (1995), ndo é
possivel determinar a contribui¢do relativa destes factores na inibi¢do do crescimento, uma
vez que certos elementos condicionam a sua importancia, como sejam, o tipo de planta € a
fase de desenvolvimento em que se encontra, a fertilidade do substrato e o sal dominante, o
tempo de exposigdo a esse sal, e também as condigdes climaticas em que a planta se
desenvolve.

Nos substratos salinos, em termos gerais o desenvolvimento caulinar € mais afectado do que o
crescimento da raiz (Munns & Termaat, 1986; Cheeseman, 1988) e, segundo Shannon &
Grieve (1999), o efeito osmético da salinidade € responsavel pelo desenvolvimento da menor
raz3o caule/raiz.

Para além do crescimento ser menor, as diferengas morfologicas evidentes nas plantas que
crescem em contacto com cloreto de sddio sio a menor area foliar e a maior espessura da
folha, por vezes acompanhadas pela menor densidade foliar (Robinson ef al., 1983; Naik &
Widholm, 1993; Lazcano-Ferrat & Lovatt, 1997; Delgado & Sanchez-Raya, 1999; Delfine et
al., 2000). Munns & Termaat (1986) salientaram que a diminui¢éio no crescimento foliar € a
primeira tesposta das glicéfitas em stresse salino, e Chartzoulakis & Klapaki (2000)
verificaram que o efeito da salinidade na redugfio da area foliar em Capsicum annum foi mais

significativo do que na redugio dos outros parfmetros vegetativos. Segundo Lovelli ez al.
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(2000), a salinidade reduz a 4rea foliar nfio s6 através do menor crescimento, mas também
através da mais rapida senescéncia foliar; a senescéncia prematura ¢ uma forma da planta
reduzir as perdas de Agua por transpiragdo € de remover os ides Na™ e CI” acumulados na
folha (Kwon et al., 2000).

Os mecanismos pelos quais o sal reduz a expansio foliar ndo foram ainda devidamente
esclarecidos (Neumann et al., 1988; Rodriguez ef al., 1997); a redugdo no crescimento foliar
em resposta a salinidade ¢ frequentemente atribuida a variagdes no estado hidrico da folha,
uma vez que aumentando o potencial hidrico na zona da raiz, através da remogdo do sal, 0
crescimento foliar regressa ao estado normal (Termaat et al., 1985; Marschner, 1995). E
geralmente aceite que o crescimento foliar reduzido em resultado da exposi¢do das plantas ao
sal tem como causa mais provavel a inadequada turgescéncia nas células da folha. De facto,
Neumann ef al. (1988) comprovaram em fejjoeiro que a turgescéncia diminuiu nas células da
folha em resposta ao NaCl, e este foi o factor responsavel pela redugio do crescimento foliar;
contudo, nos estudos realizados por Termaat ef al. (1985), a diminui¢do na turgescéncia
provocada pelo NaCl ndo foi a causa da redugdo do crescimento foliar, tendo os autores
sugerido que a exposi¢do ao sal tera induzido na raiz um sinal que foi transmitido para a folha
e ai regulou o seu crescimento; posteriormente, Davies & Zhang (1991) identificaram esse
sinal como sendo o 4cido abcisico, que produzido nas raizes sujeitas ao stresse osmotico
desloca-se para as folhas via xilema.

A rtesposta das plantas a salinidade ¢ complexa e envolve modificagbes para além da
morfologia, ao nivel da anatomia. Neste sentido, Hilal et al. (1998) observaram um atraso na
diferenciaciio do xilema primério aliado & rapida diferenciagiio do xilema secundario durante
o desenvolvimento da raiz em situagdo salina. Também Wang et al. (1997) verificaram que 0
desenvolvimento do tecido vascular nas plantas em stresse salino foi afectado, ocorreu
diminuigdo na lenhificagdo, contribuindo para a redugdio do crescimento; este fendmeno pode
explicar o facto das plantas em stresse salino permanecerem durante mais tempo na fase
juvenil (Shannon & Grieve, 1999).

A reducfio do crescimento pela salinidade € frequentemente acompanhada pela diminuicdo na
fotossintese (Robinson et al. 1983; Seemann & Sharkey, 1986; Cheeseman, 1988; Plaut &
Federman, 1991; Wang et al., 1997, Khavari-Nejad & Mostofi, 1998; Allakhverdiev et al.,
2000), sendo a menor capacidade fotossintética apontada como o factor da diminuigdo da
produtividade observada em muitas espécies expostas ao sal (Ziska et al., 1990; Bethke &
Drew, 1992; Delfine et al., 2000). As causas para a diminui¢io da capacidade fotossintética

nas plantas em condigdes salinas ndo foram devidamente esclarecidas (Plaut & Federman,
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1991; Allakhverdiev er al., 2000; Lovelli ez al., 2000), tendo Bethke & Drew (1992) referido
que o conhecimento dos factores responsaveis pela sua redu¢do ¢ importante para a
apresentagdo de estratégias com o fim de manipular a tolerancia das plantas ao sal.

Virios estudos concluiram que a diminuigdo na fotossintese em resposta a salinidade resultou
principalmente da menor conductincia estomatica e, consequentemente, ~menor
disponibilidade de CO, para a reacgdio de carboxilagdo (Robinson et al., 1983; Downton e al.,
1985; Wang et al., 1997; Delfine ef al., 2000; Lovelli et al., 2000). Downton et al. (1985) e
Khavari-Nejad & Mostofi (1998) referiram que para além da menor conducténcia estomatica
outros factores contribuiram para a diminui¢do da fotossintese; assim, segundo estes autores a
reduzida dimensdo foliar levou a menor fixacdo de CO,, € o menor contetido de clorofilas
observado nas plantas sujeitas ao tratamento salino podera ser responsavel pela redugdo da
fotossintese nessas plantas.

Outros autores defenderam que a redu¢fio na fotossintese estd ligada apenas a eclementos néo
estomaticos, isto é, a salinidade reduz a fotossintese por outros factores que ndo o fecho dos
estomas (Seemann & Sharkey, 1986; Ziska et al., 1990; Bethke & Drew, 1992). Para Bethke
& Drew (1992) é inevitavel a absor¢io e acumulagdo dos ides Na™ e Cl” nas folhas, e a
consequente inibigio da fotossintese, possivelmente por danos causados ao nivel do
cloroplasto, quando a planta cresce em contacto com NaCl.

Apesar de ndo ser possivel limitar apenas a uma causa a diminui¢do da fotossintese nas
plantas em condi¢des salinas, os trabalhos de Ziska et al. (1990) e de Bethke & Drew (1992)
segundo Marschner (1995), o cloreto € mais prejudicial a fotossintese do que o sodio.

O decréscimo na fotossintese perturba a disponibilidade de hidratos de carbono na folha, que
diminuem com o aumento da salinidade (Ziska et al., 1990). Perante o menor contetido em
hidratos de carbono, a sua utilizago subsequente vai ficar comprometida e podera assim
explicar as rédugt”)es na produgdo e no crescimento de frutos (Chartzoulakis & Klapaki, 2000;
Delfine et al., 2000), bem como por exemplo na qualidade do sumo da cana-de-agucar (Lingle
et al., 2000). Um factor adicional que podera contribuir para a menor disponibilidade de
hidratos de carbono para o crescimento ¢ a maior actividade respiratoria observada nas raizes

em condigdes salinas (Wang ef al., 1997).

Nos substratos salinos, o sddio e o cloreto sdo os elementos geralmente dominantes; apesar de
ambos serem essenciais para todas as plantas superiores como micronutrientes, e do sédio em
particular ser muito importante para as halofitas exigentes neste elemento para o ajustamento

osmotico, também nas plantas CAM e algumas espécies C4, 0 sodio parece ser vital para
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manter a eficiéncia fotossintética. No entanto, quando a disponibilidade de ambos os
elementos nos substratos salinos excede as necessidades e sdo absorvidos em quantidades
superiores a0 necessdrio para o funcionamento normal, pode ocorrer uma situagdo de
toxicidade nas plantas ndo tolerantes ao sal, embora possam obviamente beneficiar as
halofitas (Marschner, 1995; Taiz & Zeiger, 1998).

Muitos dos desequilibrios nutricionais induzidos em solos salinos estdo associados a
desequilibrios na disponibilidade e absorgdo dos nutrientes minerais (Santos, 1997), o que vai
reflectir-se na proporgio destes elementos na planta e na relagdo entre eles, ¢
consequentemente no desenvolvimento da planta. Diversas espécies registaram uma
acumulagfo significativa de Na* e de Cl” nos orgdos aéreos quando cresceram em condi¢des
salinas, enquanto que as concentragdes sobretudo do K e do Ca™" diminuiram (Robinson et
al., 1983; Boursier & Lauchli, 1990; Jolivet et al., 1990; Subbarao et al., 1990; Wang et al.,
1997: Hernandez et al., 1999; Rashid er al., 1999; Chartzoulakis & Klapaki, 2000; Qian ef al.,
2000). Kwon ef al. (2000) concluiram que durante o tratamento salino o crescimento das
plantas ¢ afectado pelos efeitos idnicos irreversiveis nas folhas, sobretudo nas adultas, e pelo
défice hidrico reversivel, e que segundo Greenway & Munns (1980), ¢ uma tendéncia geral
nas glicofitas.

A baixa disponibilidade de calcio nos meios salinos foi apontada por diversos autores como
uma das principais causas para os efeitos adversos do excesso de Na' (Ben-Hayyim &
Kochba, 1983; Bethke & Drew, 1992; Katsuhara & Kawasaki, 1996; Hawkins & Lips, 1997,
Bressan ef al., 1998; Kinraide, 1999). Nas plantas que crescem em substratos salinos com
baixa concentragio de Ca’", o Na' reduz a actividade do calcio na solugdo, e inibe a sua
absor¢dio e transporte, podendo assim induzir a deficiéncia neste elemento (Cramer er al.,
1985; Marschner, 1995).

Os inconvenientes da salinidade nfo estdo exclusivamente ligados com a toxicidade pelo Na”,
mas também com a dificuldade na aquisi¢éo de nutrientes (Flowers et al., 1977; Greenway &
Munns, 1980). O tltimo aspecto estd particularmente relacionado com a aquisi¢do do K,
sobretudo se este estiver em minoria relativamente ao Na® (Ben-Hayyim ef al., 1985; Watad
et al., 1991; Alhagdow et al., 1999; Delgado & Sanchez-Raya, 1999). O K" é necessario para
a regulagio do potencial osmotico das células e manutengdo da turgescéncia celular e,
portanto, 4 expansdo celular, importante também como cofactor de enzimas e na activagdo de
muitas envolvidas na respiragiio e fotossintese (Maathuis & Amtmann, 1999; Schachtman &
Liu, 1999).
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O azoto ¢ geralmente o nutriente que as plantas necessitam em maior quantidade, sendo
considerado o mais limitante para a fotossintese e crescimento da planta. O azoto torna-se
reduzido para a planta em situago salina, dado que um dos primeiros processos fisioldgicos a
ser restringido pelo sal é a sua absor¢do sob a forma de nitrato (Marschner, 1995; Hawkins &
Lips, 1997); assim, a reducdo na produtividade observada em condi¢Oes salinas é em parte
devida a restrigdo desse elemento para os processos de fotossintese e crescimento (Seemann
& Sharkey, 1986). Nas culturas de células em suspensdo postas em contacto com o NaCl,
Hawkins & Lips (1997) registaram um menor influxo de NO3 em relagdo as culturas de
células em meio sem sal, determinado pela redugdo na actividade da H'-ATPase da
membrana plasmatica. A fixagdo simbidtica do azoto atmosférico é também comprometida

pela salinidade, conforme Abd-Alla et al. (1998) observaram na simbiose soja-Rhizobium.

1.3.3 — A salinidade como factor de stresse oxidativo

Em condi¢des fisiologicas normais verifica-se um equilibrio dindmico entre a producdo das
espécies activas de oxigénio (EAOs), que podem oxidar e danificar os componentes celulares,
€ a sua remocdo através do sistema antioxidante (Gossett et al., 1994a); uma alteragdo neste
equilibrio em favor das reac¢des oxidantes ¢ designada por stresse oxidativo (Bartosz, 1997).
Diversos factores podem perturbar esse equilibrio e promover o aumento na formacido das
EAOs nas células vegetais, entre esses encontram-se os factores ambientais como as variagdes
extremas de temperatura, as radiagdes ultravioletas e a elevada intensidade luminosa, os
poluentes atmosféricos, a secura e a salinidade (Bowler ef al., 1992, 1994; Hernandez et al.,
1993, 1995; Scandalios, 1993; Gossett et al., 1996; Meneguzzo et al., 1998; Gémez et al.,
1999; Yu & Rengel, 1999; Bray et al., 2000; Lin & Kao, 2000). A salinidade afecta o
desenvolvimento da planta através dos seus efeitos osmético e ionico (Lutts ef al., 1999), no
entanto, estes efeitos sdo acompanhados pela acumulagdo das EAOs, que resulta no stresse
oxidativo, considerado por alguns autores um efeito secunddrio da salinidade (Hernandez et
al., 1999, 2000; Gossett et al., 1994a; Bajji et al., 1998; Holmberg & Biilow, 1998; Zhu,
2001). Com o objectivo de definir a relagfo entre a salinidade e o stresse oxidativo, Bueno et
al. (1998) realizaram um estudo em culturas de células em suspensdo de Nicotiana tabacum
submetidas ao stresse salino, e verificaram que a exposi¢do ao NaCl causou alteracdes na
actividade das enzimas do sistema antioxidante e no nivel de transcritos dessas enzimas, para

além de ter induzido a peroxidagfo lipidica; para Iturbe-Ormaetxe et al. (1998) os resultados
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obtidos por Bueno et al. (1998) sdo caracteristicos da ocorréncia de stresse oxidativo nas
células, o que significa que o NaCl ¢ um factor de stresse oxidativo.

A menor disponibidade de agua provocada pela salinidade leva ao fecho dos estomas e,
consequentemente, reduz a assimilagdo de didxido de carbono na folha que se traduz na
diminui¢do da fotossintese (Savouré ef al., 1999). Perante a menor concentragdo de CO; nos
cloroplastos, estes ficam expostos a um excesso de energia luminosa e verifica-se a menor
disponibilidade de NADP" para aceitar os electrdes provenientes da cadeia de transporte do
fotossistema I; assim, os electres dirigem-se para a molécula de oxigénio, que resulta na
reducdio do oxigénio e formagdo do superdxido (O;7) (Bowler et al., 1992; Hernandez et al.,
1995; Alscher et al., 1997; Casano et al., 1999; Dat et al., 2000; Foyer & Noctor, 2000). O
super6xido ndo atravessa as membranas celulares, logo é rapidamente convertido no peréxido
de hidrogénio (H,0,) através da superéxido dismutase (SOD), ou por intermédio de algumas
oxidases, ou até mesmo via dismutagdo espontinea no local da sua formagio (Smirnoff, 1995;
Bartosz, 1997). O H;O; pode formar-se ndo s6 como produto da dismutagfo do superoxido,
mas também por via da fotorespiragio, dado que a menor disponibilidade de CO, nos
cloroplastos induz a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase a funcionar como oxigenase e leva a
produgédo de H;O; nos peroxissomas (Neill ef al., 1999; Dat er al., 2000; Davey et al., 2000).
A posterior redugdo do peréxido de hidrogénio na presenga dos ides metalicos como o ferro e
0 cobre forma a espécie de oxigénio que é considerada mais reactiva, o radical hidroxilo
(‘OH) (Imlay & Linn, 1988; Scandalios, 1993; Smirnoff, 1995; Fourcroy, 1999). O
superoxido pode actuar como oxidante, e também como agente redutor, mas segundo alguns
autores, a sua toxicidade reside na formag3o do peroxido de hidrogénio e, sobretudo, na
produgdo do radical hidroxilo (Scandalios, 1993; Bowler er al., 1994; Imlay & Linn, 1988;
Smirnoff, 1995; Noctor & Foyer, 1998); por sua vez, o perdxido de hidrogénio pode
facilmente atravessar as membranas celulares e actuar em locais distantes do local de
formagdo. Apesar de ser um oxidante mais estdvel do que o superdxido, o peréxido de
hidrogénio pode desencadear o stresse oxidativo em locais da célula onde niio ha formagio
das EAOs (Imlay & Linn, 1988; Bartosz, 1997; Scandalios, 1997; Scandalios et al., 1997; Dat
et al., 2000). O radical hidroxilo (-OH) é extremamente reactivo e reage com a maioria das
moléculas orgénicas, como proteinas, lipidos, acidos nucleicos e clorofilas, promovendo a
desnaturagdo de proteinas, a inactivagdo de enzimas e a peroxidagdo lipidica nas membranas
celulares (Scandalios, 1993, 1997; Smirnoff, 1995; Jiménez et al., 1997; Savouré et al., 1999;
Bartosz, 1997; Dat et al., 2000; Davey et al., 2000); a intervencdio deste radical passa também

por provocar mutagdes e quebras na cadeia de DNA, conduzindo a morte celular (Imlay &
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Linn, 1988; Alscher et al., 1997). A presenca de peréxidos lipidicos é um indicador de stresse
oxidativo (Rodriguez-Rosales et al., 1999), e a exposi¢do ao NaCl estimulou a acumulag¢do
dos produtos da peroxidagdo lipidica nas folhas de Nicotiana plumbaginifolia (Savouré ef al.,
1999).

O excesso de energia luminosa aumenta a probabilidade de formar nas células vegetais uma
outra espécie reactiva de oxigénio, o singleto de oxigénio (!0,), produzido nas membranas
dos tilacéides através da transferéncia de um electrdio da molécula de clorofila no estado
excitado para o O, molecular; este radical reage com diversos amino4cidos e € considerado o
maior responsavel pela peroxidagio lipidica nas membrana dos tilacéides (Scandalios, 1993,
1997; Bowler et al., 1994; Hernandez et al., 1995: Smirnoff, 1995; Foyer & Noctor, 2000).
Numa situagiio de stresse salino, os cloroplastos sdo apontados como o principal local de
produgdo das espécies activas de oxigénio nas plantas, onde os niveis de O, sdo elevados
durante a fotossintese e a presenga de pigmentos € tambem significativa (Gossett et al., 1994a;
Hernandez ef al., 1995; Alscher et al., 1997; Holmberg & Biilow, 1998; Gomez et al., 1999;
Zhu, 2001), no entanto, a produgdo de EAOs, especialmente de HyO,, € também significativa
na mitocondria e nos peroxissomas (Hernandez et al., 1993; Jiménez et al., 1997, Bartosz,
1997, Gomez et al., 1999; Savouré ef al., 1999; Wang et al., 1999). Por outro lado, os
cloroplastos sdo também os organelos mais afectados pelos efeitos das EAOs, devido ndo s6 a
abundancia destas espécies de oxigénio, mas sobretudo ao elevado contetdo de acidos gordos
polinsaturados presente nos lipidos das membranas, que os tornam num alvo para a
peroxidagdo (Smirnoff, 1995; Grillo ef al., 1996), e que segundo Goémez ef al. (1999),
justifica os elevados niveis de peroxidagdo lipidica detectados nos cloroplastos em
consequéncia do tratamento salmo.

As plantas desenvolveram um eficiente sistema de defesa antioxidante para se protegerem
dos efeitos das EAOs produzidas durante 0s processos fisiologicos normal e de stresse
(Alscher et al., 1997; Jiménez et al., 1997; Scandalios, 1997, Scandalios ef al., 1997); neste
sistema antioxidante incluem-se os mecanismos ndo-enzimatico e enzimatico, que tém a
funcio de manter um nivel baixo de EAOs nas células vegetais (Fig. 2) (Scandalios, 1993;
Bowler et al., 1994; Fourcroy; 1999; Bray ef al., 2000). No mecanismo nio-enzimatico
incluem-se a glutationa e o acido ascérbico, moléculas de baixo peso molecular soliveis em
dgua, bem como o a-tocoferol e os carotendides, compostos que sdo capazes de reagir
directamente com as EAQs, apesar do dcido ascérbico e da glutationa funcionarem também
como substratos nas reacgdes de desintoxicagdo catalizadas pelas enzimas antioxidantes

(Alscher et al., 1997; Hernandez et al., 1999; Wang et al., 1999; Davey et al., 2000;
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Hernandez et al., 2000). O mecanismo enzimatico inclui as enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato (APX) ¢ a
glutationa redutase (GR), localizadas em diferentes compartimentos da c€lula (Scandalios,
1990; Tsang et al., 1991; Bowler et al., 1994; Saruyama & Tanida, 1995; Foyer et al., 1997,
Hernandez et al.. 1999); a compartimentagdo celular dos mecanismos antioxidantes €
essencial para a remogdo eficiente das EAOs nos seus locais de produgdo na célula (Tsang et
al., 1991; Alscher et al., 1997; Scandalios, 1993, 1997; Fourcroy, 1999; lannelli ef al., 1999;
Bray et al., 2000). Os niveis dos antioxidantes, como a glutationa e o acido ascorbico,
juntamente com a actividade das enzimas antioxidantes aumentam geralmente nas plantas em
condicdes de stresse oxidativo e esse aumento pode conferir tolerancia ao factor que motivou
o stresse oxidativo (Foyer ef al., 1997; Casano et al., 1999; Dat et al., 2000); de acordo com
Tannelli et al. (1999), a tolerdncia ao stresse oxidativo depende do aumento numa forma

integrada do sistema antioxidante.
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Fig. 2 — Modelo que representa a produgo das espécies activas de oxigénio (0,7, H,O,, -OH, '0,) a partir de
diversos processos metabélicos onde o oxigénio estd envolvido, como por exemplo a fotossintese e a respiragao,
e em consequéncia dessa produgio, as espécies activas de oxigénio vo provocar a peroxidagdo dos 4cidos
gordos das membranas e a oxidagdo dos grupos tiol (-SH) das enzimas, resultando na perda da integridade e
funcionamento das membranas. As plantas possuem um sistema de defesa antioxidante responsdvel pela

eliminacio das espécies activas de oxigénio nas células, que dele fazem parte os mecanismos enzimatico e néo-

enzimatico; o mecanismo enzimatico inclui as enzimas superéxido dismutase (O, =*H;0;), a catalase e as
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peroxidases (H,0,=H,0), e no mecanismo ndo-enzimatico incluem-se o dcido ascérbico, a glutationa, o a-

tocoferol e os carotendides. Adaptado de Marschner (1995).

A glutationa é o maior composto tiol nas plantas, conhecido por desempenhar nas plantas uma
accio antioxidante que envolve n3o s6 a reacgdo com as diversas EAOs, mas também a
regenerago do acido ascorbico no ciclo ascorbato-glutationa (Wise & Naylor, 1987; Foyer et
al., 1997; Noctor & Foyer, 1998). A glutationa ndo tem uma distribui¢do uniforme na célula,
tal como os restantes compostos € enzimas antioxidantes, sendo a maior proporgdo detectada
nos cloroplastos e no citoplasma e os niveis mais baixos observados na mitocondria e vactolo
(Smirnoff, 1995; Noctor & Foyer, 1998). A glutationa tende a permanecer na forma reduzida
em condi¢des Optimas, e para funcionar como antioxidante € necessario que assim se
mantenha, contudo, em situa¢des de stresse oxidativo € frequente ocorrer a sua oxidagéo; a
glutationa redutase €é a enzima responsavel por manter a glutationa no estado reduzido e,
portanto, a sua actividade é determinante na disponibilidade da glutationa como antioxidante
(Foyer et al., 1997).

O 4cido ascorbico destaca-se por ser o principal antioxidante que estd directamente envolvido
na eliminagdo das EAOs (Wise & Naylor, 1987; Conklin, 1998; Bray et al., 2000); segundo
Noctor & Foyer (1998) em organelos como os cloroplastos, que contém elevadas
concentrag¢tes de EAOs, a redugdo directa do superoxido pelo acido ascérbico € rapida. Uma
das caracteristicas mais importantes na actividade antioxidante do acido ascorbico € o seu
envolvimento na regeneragdo do a-tocoferol, para além de representar o substrato das
peroxidases que participam na remogdo do peroxido de hidrogénio formado nos cloroplastos
(Alscher et al., 1997; Conklin, 1998; Noctor & Foyer, 1998). A importancia do &cido
ascorbico nas células ultrapassa a fungdo antioxidante, ele actua também como co-factor de
diversas enzimas, na fotossintese ¢ receptor na cadeia de transporte de electrdes e € o
substrato da enzima responsavel pela sintese do pigmento zeaxantina (Conklin, 1998; Noctor
& Foyer, 1998; Davey et al., 2000); este pigmento, tal como o pB-caroteno, em condi¢des que
limitam a fixagdo de CO,, como acontece com a salinidade, contribuem para dissipar o
excesso de energia de excitagdo protegendo a actividade do fotossistema II, deste modo, o
acido ascorbico é referido estar também envolvido na fotoprotecgdo (Smirnoff, 1995; Foyer &
Noctor, 2000). Ao nivel celular, o conteido de 4cido ascorbico € elevado nos cloroplastos e
no citoplasma, e ¢ menor na mitocdndria, no apoplasto € no vacuolo da célula; as maiores
concentragdes de dcido ascorbico, e também de glutationa, que ocorrem nos cloroplastos sdo
justificadas pela abundancia das EAOs como produtos da fotossintese, dai que a presenga

daqueles compostos como antioxidantes seja tdo importante nos cloroplastos; ja no apoplasto,
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o 4cido ascorbico estd envolvido na protecgio das membranas celulares contra o stresse
oxidativo provocado pela ac¢do do ozono e de outros poluentes atmosféricos, ou por situagdes
de lesio (Wise & Naylor, 1987; Noctor & Foyer, 1998; Davey et al., 2000). Atendendo as
fungdes do dcido ascorbico como antioxidante, os seus niveis aumentam em condi¢des que
desencadeiam o stresse oxidativo, e porque a salinidade ¢ um factor de stresse oxidativo serd
de esperar que a concentragdo deste composto aumente em situagdes salinas (Dat et al., 2000;
Davey et al., 2000); no entanto, quando ocorrer o decréscimo na quantidade deste
antioxidante poderd ser um indicio da exposi¢do das células ao stress oxidativo extremo
(Smirnoff, 1995).

O a-tocoferol ¢ uma molécula lipofilica que ocorre em elevadas concentragdes nas
membranas dos cloroplastos, estd associada em particular as membranas dos tilacoides, ¢ a
sua acgdo consiste na estabilizagdo biofisica das membranas, impedindo a peroxidagdo
lipidica, na protecgdo dos pigmentos fotossintéticos, e esta directamente envolvida na
eliminagio das EAOs e dos produtos da peroxidagdo lipidica nas membranas; estas
caracteristicas fazem do o-tocoferol um importante antioxidante, sobretudo nos sistemas
fotossintéticos (Wise & Naylor, 1987; Spychalla et al., 1990; Smirnoff, 1995; Foyer &
Noctor, 2000). Associado ao a-tocoferol na protec¢do das membranas da peroxidacdo lipidica
estdo os carotendides, localizados nas membranas dos tilacoides, que participam na remogio
directa do superoxido, do oxigénio singleto e do hidroxilo, logo, assumem uma actividade
antioxidante (Wise & Naylor, 1987; Scandalios, 1993 e 1997; Smirnoff, 1995; Davey et al.,
2000; Foyer & Noctor, 2000). De acordo com Bartosz (1997), as enzimas antioxidantes sdo
eficazes na eliminagdo das EAOs menos agressivas (O, e H;0;), mas ndo na remogdo do
radical -OH ou do '0,, considerados mais téxicos para o metabolismo celular, enquanto que
os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo mais eficientes na eliminag@o destes radicais activos.

As enzimas mais importantes para a remog¢do das EAOs nas células das plantas superiores sdo
a enzima superoxido dismutase (SOD), uma familia de metaloenzimas que catalizam e
aceleram a dismutagdo do O, em H;0,, a catalase que converte o produto da reac¢do
anterior, o H,0,, em oxigénio e agua, e a peroxidase do ascorbato, que reduz o H,O, em 4gua
através da oxidagdo do ascorbato (Bartosz, 1997; Scandalios, 1997; lannelli et al., 1999;
Foyer & Noctor, 2000). A SOD catalisa a primeira etapa no processo enzimatico de
eliminagdio das espécies activas de oxigénio através da dismutagdo de duas moléculas do
anido superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, por este modo, € a enzima
responsdvel por manter o superoxido a baixos niveis na célula (Tsang ef al., 1991; Bowler ez

al., 1994; Zhu & Scandalios, 1994; Scandalios, 1997). Sdo conhecidos trés tipos de SOD, que
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diferem entre si no cofactor metalico presente no centro activo desta enzima; as SOD que
contém como metais prostéticos o cobre ou o zinco designam-se Cuw/ZnSOD, as que contém o
manganés e o ferro designam-se por MnSOD e FeSOD, respectivamente. Os diferentes tipos
de SOD estdo localizados em compartimentos celulares distintos, assim a enzima Cw/ZnSOD
¢ encontrada nos cloroplastos e no citosol, a MnSOD esta localizada na mitocondria e a
FeSOD ¢ encontrada nos cloroplastos (Bowler et al., 1992, 1994; Scandalios, 1993, 1997;
Tanaka et al., 1996), embora exista a possibilidade de também se encontrar nos peroxissomas
e mitocondrias de algumas espécies (Droillard & Paulin, 1990). A abundincia relativa destas
isoformas é varidvel entre espécies e tecidos, no entanto, dos trés tipos a Cuw/ZnSOD ¢
considerada a mais abundante nas plantas (Alscher et al., 1997; Hernandez et al., 1999). A
funcio das SODs na defesa das células dos efeitos nocivos causados pelas EAOs estd bem
documentada na bibliografia (Bowler et al., 1992 e referéncias; Raychaudhuri, 2000 e
referéncias); diversos estudos demonstraram a maior actividade da SOD em resposta a
diferentes factores de stresse oxidativo, confirmando assim a sua importancia para a tolerdncia
da planta e culturas de células a condigBes adversas (Spychalla et al., 1990; Tsang et al.,
1991: Perl et al., 1993; Bowler ef al., 1994; Gueta-Dahan ef al., 1997; Inci et al., 1998; Yu &
Rengel, 1999; Raychaudhuri & Deng, 2000 e referéncias).

A maior actividade da SOD em situagdes de stresse terd que ser acompanhada pelo aumento
da capacidade de eliminagio do H,0,, caso contririo ira haver condigdes favoraveis a
formacdo do radical hidroxilo potencialmente toxico (Gossett ef al., 1994a). A catalase ¢
considerada a principal enzima envolvida na eliminacdo do HO,, dado que decompde
rapidamente o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Scandalios ef al., 1997; Willekens
et al., 1997; Foyer & Noctor, 2000). A catalase ocorre em trés formas moleculares, a CAT],
CAT2 e CAT3, é uma enzima que esta localizada nos peroxissomas e glioxissomas, embora
seja também detectada na mitocondria da planta do milho, logo vai ser responsdvel pela
degradagio do H,0; produzido nesses organelos (Scandalios, 1990; Scandalios et al., 1997;
Smirnoff, 1995; Dat et al., 2000). Varias situagdes de stresse induzem o aumento na
actividade da catalase, e sendo esta uma enzima que participa na eliminagio do H;O,,
conclui-se que a catalase estd também envolvida na tolerénc.ia ao stresse oxidativo (Spychalla
et al., 1990; Saruyama & Tanida, 1995; Prasad, 1997; Willekens et al., 1997; Savouré ef al.,
1999).

A elimina¢dio do H,0; produzido em elevadas concentragdes nos cloroplastos ¢ fundamental
para o funcionamento do organelo, dado que as enzimas do ciclo de Calvin sdo extremamente

sensiveis ao H,O, e niveis elevados de H,O, inibem a fixagdo de CO, (Scandalios, 1993;
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Scandalios et al., 1997); contudo, a catalase ndo esta presente nos cloroplastos, dai que a
eliminagéio do H,O, nos cloroplastos vai depender totalmente da actividade da peroxidase do
ascorbato através do ciclo ascorbato-glutationa (Scandalios et al., 1997; Foyer & Noctor,
2000). A peroxidase do ascorbato é uma enzima muito activa nos cloroplastos, mas para a
reducdo do H,0, em H,O ela requer um substrato especifico, o 4cido ascorbico; para a fun¢io
da APX o 4cido ascorbico terd que estar disponivel na forma reduzida, logo € importante que
ocorra a sua regeneragio (Noctor & Foyer, 1998; Davey et al., 2000; Foyer & Noctor, 2000).
O monodehidroascorbato, produto da peroxidagdo do é4cido ascorbico pela APX, pode ser
reduzido directamente em 4cido ascorbico através da ferredoxina reduzida, ou por via
enzimatica através do ciclo ascorbato-glutationa (Wang et al., 1999; Bray et al., 2000). Por
esta via, o monodehidroascorbato ¢ reduzido em 4cido ascorbico atraves da
monodehidroascorbato redutase, que usa o NAD(P)H como agente redutor, e o0
monodehidroascorbato que ndo seja reduzido enzimaticamente € dismutado de forma
espontdnea em dehidroascorbato que, por sua vez, vai reagir com a glutationa para produzir o
4cido ascorbico e glutationa oxidada numa reacgdo catalisada pela enzima dehidroascorbato
redutase; a glutationa oxidada é depois regenerada pela glutationa redutase através da
oxidagdo do NADPH (Smirnoff, 1995; Scandalios ef al., 1997; Bray et al., 2000; Davey et al.,
2000; Foyer & Noctor, 2000). A actividade das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa ocorre
sobretudo nos cloroplastos e citosol das células (Smirnoff, 1995; Alscher et al., 1997), no
entanto, foi detectada a presenga das enzimas intervenientes neste ciclo na mitocOndria e nos
peroxissomas em folhas de ervilheira (Jiménez et al., 1997); por outro lado, séo conhecidas
cinco isoformas da APX (no citosol, peroxissomas, mitocondria e duas no cloroplasto) que a
tornam na enzima antioxidante mais abundante nas células vegetais (Noctor & Foyer, 1998;
Jiménez et al., 1998; Wang ef al., 1999; Davey et al., 2000), assim, as APXs e as restantes
enzimas do ciclo ascorbato-glutationa podem estar envolvidas na eliminagdo do H,O;
produzido na mitocondria e nos peroxissomas, impedindo a sua difusdo para o citosol, como
Hernéndez ef al. (1993, 1995) e Gémez et al. (1999) demonstraram em condigbes de stresse
salino. Embora a catalase seja considerada a principal enzima envolvida na remogdo do
peréxido de hidrogénio, a sua distribuigdo celular mais restrita em relagdo a da peroxidase do
ascorbato, associado ao facto de ter menor afinidade para essa molécula oxidante do que a
APX, fazem com que a peroxidase do ascorbato seja uma enzima muito eficiente no controlo
da concentracdo de H,O, presente nos organelos (Willekens et al., 1997; Jiménez et al.,
1998). Sendo assim, a maior afinidade para o H,O, por parte das APXs, aliada a presenca das

enzimas do ciclo ascorbato-glutationa na mitocondria ¢ nos peroxissomas, vai permitir a
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remogdo do H;0, que ndo foi eliminado pela actividade da catalase nesses locais (Noctor &
Foyer, 1998; Dat et al., 2000; Davey et al., 2000; Foyer & Noctor, 2000).

Apesar da maioria das espécies activas de oxigénio serem extremamente reactivas e quando
presentes em elevadas concentragdes causarem a ruptura no funcionamento metabolico, a
niveis moderados funcionam como moléculas sinal para a indugdo do sistema antioxidante,
especialmente o H,O,; estudos realizados demonstram que o H,0O; esté envolvido nas vias de
transdugdo do sinal que conferem a tolerdncia a diversos factores de stresse, inclusivé ao sal
(Alscher ef al., 1997; Foyer ef al., 1997; Noctor & Foyer, 1998; Ben-Hayyim et al., 1999;
Neill et al., 1999 e referéncias; Polidoros & Scandalios, 1999; Dat et al., 2000; Foyer &
Noctor, 2000; Kuzniak & Urbanek, 2000 e referéncias).

1.3.4 — Mecanismos de tolerancia a salinidade nas plantas

A tolerincia a salinidade esta relacionada ndo s6 com a adaptagdo a toxicidade pelos ides
sédio e cloreto, mas também com a adaptagiio a outros efeitos da presenga do sal, como o
défice hidrico (Flowers et al., 1977; Greenway & Munns, 1980). A tolerdncia a salinidade
pode ser adquirida através da exclusio ou da inclus@io do sal (Marschner, 1995); se a espécie
vegetal se baseia na exclusdo do sal, ela tera que desenvolver mecanismos para evitar o défice
hidrico interno, se se baseia na inclusdo do sal terd que mostrar elevada tolerdncia aos ides
Na" e CI' ou desenvolver formas para impedir as elevadas concentragdes internas destes
elementos (Greenway & Munns, 1980; Binzel er al., 1985). Nas halofitas, e também na
beterraba, a tolerdncia ao sal é baseada principalmente na inclusdo de ides inorgénicos e
posterior utilizagdo em diversas fun¢des metabdlicas, como na manutencio da turgescéncia ou
na substituicio do K' pelo Na™ (Marschner, 1995); nas glicofitas, grupo que abrange a
maioria das espécies cultivadas, a exclusdo ionica ¢ a estratégia predominante, ou seja,
verifica-se uma relagdo inversa entre a absor¢fio e a tolerdncia & salinidade (Greenway &
Munns, 1980; Herndndez ef al., 1993 e 1995; Alhagdow ef al., 1999; Maathuis & Amtmann,
1999; Schachtman & Liu, 1999). Estas diferencas entre as espécies vdo-se repercutir no
crescimento € no contetido e distribuido dos elementos iénicos na planta perante uma
situagdo salina.

A tolerancia ao sal requer um aumento na quantidade de solutos osmoticamente activos
(Cheeseman, 1988; Bray er al., 2000; Zhu, 2001); para tal, o ajustamento osmotico é
geralmente conseguido através da acumulag¢fo nas células de uma diversidade de solutos,

incluindo compostos orgénicos azotados (aminodcidos e betainas), agtcares, acidos orgéanicos,
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e também ides inorganicos. Os gendtipos em que a exclusdo do sal é o principal mecanismo
de tolerdncia a salinidade, baseiam-se na acumulagfo de solutos orgénicos como os agucares €
aminoacidos, ou dos ides inorganicos como o K', o Ca®" ou NO;™ para evitar a perda de
turgescéncia nas suas células; para esse efeito, a sintese dos solutos orgénicos ou a absor¢do
dos elementos i6nicos referidos terd que aumentar. A sintese de compostos orgénicos envolve
maiores necessidades energéticas (maior consumo de fotoassimilados), logo o crescimento
dessas plantas vai ser afectado negativamente por este facto em condi¢des salinas (Greenway
& Munns, 1980; Dracup, 1991; Marschner, 1995; Taiz & Zeiger, 1998); Sacher & Staples
(1985) verificaram para o tomateiro, e Yang es al. (1990a) para o sorgo, que a maior
acumulacdo de agucares durante a exposi¢do ao sal esteve associada com a diminui¢éo no
crescimento. J4 nos gendtipos em que a estratégia de adaptagfo reside na inclusdo do sal, o
ajustamento osmotico é realizado através da acumulagio de sais nos tecidos da folha, como
acontece com as halofitas que utilizam os ides inorgdnicos na manuten¢do da turgescéncia,
principalmente do Na' e do CI', apesar de serem capazes de acumular outros ides (Flowers et
al., 1977; Menulty, 1985; Wang et al., 1997, Bajji et al., 1998).

A acumulagfio dos ides Na' e CI” durante o ajustamento osmotico ocorre fundamentalmente
no interior dos vactuolos, onde estes sdo mantidos fora do contacto com as enzimas no citosol
e com os organelos (Cheeseman, 1988; Taiz & Zeiger, 1998). Por outro lado, o vactolo ocupa
uma grande percentagem do volume celular numa folha adulta, cerca de 90 a 95%, dai que os
ides necessarios para o ajustamento osmotico estdio localizados no seu interior, ou seja, a
concentragio neste compartimento esta proxima daquela que pode ser estimada para o tecido
como um todo (Flowers et al., 1977). Numa linha celular ndo tolerante ao NaCl que cresceu
na presenca e na auséncia do sal, Ben-Hayyim & Kochba (1983) observaram que o citoplasma
ocupou grande parte do volume celular em ambas as situagdes, enquanto que na linha
tolerante e na presen¢a do NaCl o tamanho dos vactiolos aumentou de modo consideravel; tal
facto, reforca a funcdo do vactiolo na acumulag¢do dos sais e na manutengfio da turgescéncia
celular (Paris et al., 1996) e confirma que as células vegetais estdo estruturalmente adaptadas
para a retencdo ionica (Apse er al., 1999).

Compreende-se assim que as haléfitas e restantes espécies tolerantes possam crescer com
elevado nivel de salinidade na solugfio externa, e acumulem concentragdes idnicas superiores
do que nas plantas nfo tolerantes, pois elas baseiam-se na absor¢do dos ides que sdo
posteriormente armazenados nos vacuolos (Mcnulty, 1985; Jolivet et al., 1990; Bohnert ef al.,
1995; Bolte et al., 2000); no entanto, elas podem reduzir as elevadas concentragdes de sais na

folha através da sua secregdo pelas glindulas salinas (Flowers et al., 1977; Marschner, 1995;
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Bajji et al., 1998; Taiz & Zeiger, 1998; Blom-Zandstra, 2000), como documentado nos
estudos de Marcum (1999) que verificou que o contetado foliar de Na' e de CI” foi baixo nas
gramineas halofitas devido & exclusio desses elementos pelas glandulas salinas.

A ideia generalizada sobre a maior sensibilidade das glicofitas a elevadas concentragdes de
Na e de CI” do que as hal6fitas, é justificada com base na incapacidade da maioria delas em
regular a absorgdo dos ides nas células com a compartimentagdo vacuolar desses elementos,
ou entdio na impossibilidade de proceder a sua exclusdo (Jolivet ef al., 1990; Niu et al., 1995;
Sabbah & Tal, 1995; Lovelli ef al., 2000). No entanto, diversos trabalhos em espécies néo-
haléfitas demonstram que a osmoregulagiio pode ser realizada através da acumulagdo de sais
nos vactolos (Robinson ef al., 1983; Watad et al., 1983; Binzel ef al., 1985; Binzel et al.,
1988: Plaut e Federman, 1991; Bethke & Drew, 1992). Por causa desta compartimentacdo
i6nica, outros solutos devem acumular-se no citoplasma para manter o equilibrio osmético da
célula; estes solutos, chamados solutos compativeis, sd0 compostos organicos solaveis,
osmoticamente activos, que ndo interferem com o metabolismo celular nem com a actividade
enzimatica, mesmo a elevadas concentracdes (Greenway & Munns, 1980; Menulty, 1985;
Bohnert et al., 1995; Frommer et al., 1999; Marcum, 1999; Bray er al., 2000). A fungéo
destes solutos ultrapassa a sua ac¢io no ajustamento osmoético, protegem as enzimas dos 10es
presentes no citoplasma e estabilizam as membranas celulares (Samaras er al., 1995 ¢
referéncias; Grillo et al., 1996), para além de serem activos na eliminagio das espécies activas
de oxigénio, dai que a sua acumulagfo confira tolerdncia ndo apenas a salinidade, mas
também a outros factores de stresse como por exemplo a secura e o frio, que também
produzem espécies activas de oxigénio; esta actividade antioxidante sugere uma fungéio para
estes compostos na tolerincia ao stresse osmotico (Bohnert et al., 1995; Zhu, 2001).

A natureza quimica dos solutos compativeis envolvidos na adaptacdo osmotica varia com as
espécies vegetais. Entre os aminoécidos, a prolina é acumulada por um conjunto vasto de
plantas, sendo por isso considerada um dos solutos compativeis mais comuns, enquanto que a
acumulacio das betainas, sobretudo da glicinabetaina, estd confinada a um grupo mais restrito
de plantas; os hidratos de carbono sdo os solutos que predominam, de um modo geral, nas
glicofitas (Flowers et al., 1977, Sacher & Staples, 1985; Somal & Yapa, 1998). A
glicinabetaina é abundante em certas espécies halofitas que crescem em condigdes salinas,
onde a sua concentracio atinge valores citoplasmaticos elevados (Marcum, 1999), e de acordo
com Marschner (1995), este soluto compativel ndo sé protege a actividade das enzimas, como
também reduz a exigéncia em K’ para a activagiio enzimdtica; por sua vez, as ndo-halofitas

acumulam-na a baixos niveis (Greenway & Munns, 1980; Bray et al., 2000).
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A acumulagdio de prolina ¢ uma resposta bem conhecida a secura ¢ & salinidade numa
diversidade de espécies (Watad er al., 1983; Yang et al., 1990b; Mizoguchi et al., 1996;
Lazcano-Ferrat & Lovatt, 1997; Roosens ef al., 1999; Tsugane ef al., 1999); a sua acumulacéo
no citosol durante a exposigio ao stresse salino torna-a nio s6 num soluto compativel
(Roosens et al., 1999), mas também numa reserva de azoto, protectora de enzimas € estruturas
celulares dos efeitos da salinidade (van Swaaij ef al., 1986; Somal & Yapa, 1998; Okuma ef
al., 2000), e com fungdo antioxidante (Samaras et al., 1995). O contetdo de prolina livre €
baixo nas plantas ndo expostas ao sal, mas a sua concentragdo aumenta nas folhas de forma
linear com o aumento da concentragdo salina. Na literatura é referida a ocorréncia desta
resposta, nomeadamente em batateira (Levy et al., 1988; Nadler & Heuer, 1995) e tomateiro
(Hernandez et al., 2000), nas plantas de cevada (Jolivet et al., 1990), de Vigna unguiculata
(Somal & Yapa, 1998) e de Brassica (Kwon et al., 2000). A acumulacdio de prolina verifica-
se ndo s6 nas folhas de plantas intactas, mas também nas culturas de células expostas a NaCl
(Dracup, 1991); Watad ez al. (1983) verificaram que uma linha celular tolerante ao NaCl
acumulou mais prolina em todas as condigdes salinas testadas, sobretudo na salinidade mais
elevada, 0 que ndo aconteceu na linha menos tolerante. Também na espécie Nicotiana
tabacum L., Singh et al. (1985), ¢ posteriomente LaRosa ef al. (1991), observaram um
aumento na quantidade de prolina nas células em cultura adaptadas ao NaCl, o que levou
Singh et al. (1985) a sugerirem que a adaptagdio ao sal inibe a sintese das proteinas que
contém elevada proporgdo de prolina, ou entdo conduz & rapida decomposigdo dessas
proteinas com o consequente aumento na disponibilidade deste aminoécido; no entanto,
recentemente Okuma et al. (2000) verificaram que a biossintese da prolina aumentou nas
culturas de células em meio salino. O elevado teor em prolina registado nas linhas celulares
tolerantes permitiu-lhes resistir 2 maior salinidade imposta, dado que a transferéncia dessas
linhas celulares para o meio menos salino levou a prolina a baixar (Watad et al., 1983; Singh
et al., 1985). Um estudo recente mostrou que a prolina fornecida pelo exterior melhorou o
crescimento em condi¢des salinas de uma linha celular de Nicotiana tabacum ndo adaptada ao
NaCl, mas a presenga do aminoacido ndo foi suficiente para tornar esta linha tolerante a
salinidade (Okuma et al., 2000).

Uma linha celular seleccionada para resistir ao sal € também capaz de tolerar o stresse hidrico,
através da acumulagdo de mais prolina (Watad er al., 1983); Binzel et al. (1985) confirmaram
que as linhas celulares adaptadas ao sal exibiram maior tolerdncia ao stresse osmotico
induzido pelo polietilenoglicol (PEG). Por sua vez, Leone et al. (1994a) verificaram que as

culturas de células em suspensio de Solanum tuberosum adaptadas ao PEG mostraram ser
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também tolerantes ao NaCl, e para os autores, a tolerdncia ao NaCl foi conferida pelo elevado
conteido em prolina nestas c€lulas. Somal & Yapa (1998) demonstraram que as plantas com
deficiéncias nutricionais acumulam mais prolina do que aquelas que recebem uma nutri¢do
equilibrada, dai que a sua acumulagfio ultrapassa a fungdo osmoprotectora que lhe &
habitualmente conferida.

A acumulagiio de hidratos de carbono ¢ fundamental para a tolerdncia a salinidade de diversas
espécies glicofitas (Sacher & Staples, 1985; Yang et al., 1990a; Khavari-Nejad & Mostofi,
1998), pelo seu contributo para a osmoregulagio (Flowers ef al., 1977), para a protecgdo de
organelos celulares (Greenway & Munns, 1980), para a manutencdio das estruturas
membranares e actividade de varias enzimas (Kerepesi & Galiba, 2000). Segundo Bohnert ef
al. (1995), os polidis como 0 mio-inositol, glicerol e manitol podem também actuar como
solutos compativeis, dado que a sua acumulagdo conduz a osmoregulagio e a estabilizagdo de
proteinas e estruturas membranares, propriedades que sdo partilhadas por outros solutos
compativeis como a sacarose ou a prolina.

A homeostasia i6nica € um requisito fundamental para as plantas crescerem em ambientes
salinos (Bohnert et al., 1995; Zhu, 2001), e Niu et al. (1995) definiram homeostasia ionica
como a tendéncia da célula para manter uma condi¢do interna estavel, mesmo em resposta a
qualquer perturbagdo ou estimulo ambiental que perturbe a normalidade. Os mecanismos
celulares que regulam a homeostasia i6nica enquanto decorre o ajustamento osmotico
parecem ser comuns a todos 0s gen6tipos e sio necessarios para a tolerdncia ao sal (Bressan ef
al., 1998; Apse et al., 1999). Quando as células sio expostas ao NaCl, a cinética no transporte
do Na* e do CI". e também dos ides K" e Ca’', ¢ alterada, logo, a célula tera que restabelecer o
equilfbrio i6nico para o funcionamento metabolico (Binzel ef al., 1988). Para tal, os processos
de transporte que regulam o influxo e o efluxo i6nico na membrana plasmatica € no
tonoplasto, particularmente aqueles envolvidos no controlo do influxo do Na" e na
compartimehtagﬁo vacuolar, sio muito importantes para a adaptacio & salinidade
(Cheeseman; 1988: Garbarino & Dupont, 1988; Watad et al., 1991). As células expostas a
elevadas concentracdes de NaCl tendem a acumular Na™, ja que é inevitavel o influxo passivo
de Na’ para o citoplasma (Schachtman & Liu, 1999; White, 1999), no entanto, a acumulagdo
do Na* no citoplasma pode ser impedida através da exclusio do catido para o apoplasto e para
o vacuolo, via o sistema antiporte Na'/H" presente na membrana plasmatica e no tonoplasto,
respectivamente (Barkla et al., 1995; Bohnert ef al., 1995; Lin et al., 1997, Apse el al., 1999;
Frommer et al., 1999).
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A actividade do antiporte Na'/H", sobretudo no tonoplasto, ¢ induzida pelo tratamento salino
(Niu et al., 1995; Maathuis & Amtmann, 1999), ¢ foi sugerido uma fung@o para o
transportador na adaptagdo das plantas ao NaCl (Apse et al., 1999; Allakhverdiev et dl.,
2000). Com efeito, Garbarino & Dupont (1988) detectaram a presenca do antiporte Na/H' no
tonoplasto das raizes de cevada, no entanto, a actividade do transportador foi observada
apenas nas raizes que cresceram €m NaCl. Nas células do mesofilo foliar em
Mesembryanthemum crystallinum, Barkla et al. (1995) verificaram a existéncia do antiporte
Na'/H', mas a actividade deste transportador foi evidente nas plantas expostas ao sal. A
presenca do transportador no tonoplasto das plantas indica que o antiporte Na/H' é
constitutivamente expresso, mas a sua actividade é induzida pelo NaCl.

Tal como para o sédio, a compartimentagdo vacuolar do cloreto € essencial para a tolerdncia
ao NaCl (Frommer ef al., 1999). Pouco é conhecido sobre o influxo e compartimenta¢do
vacuolar do CI", admitindo-se que ¢ realizado através de um simporte Cl'/H', embora haja a
possibilidade do Cl™ entrar passivamente através de qualquer canal anionico na membrana
plasmatica (Niu ez al., 1995; Sanders & Bethke, 2000); a entrada do anidio no vacuolo pode
ocorrer via antiporte CI'/H', ou como alternativa através dos canais anidnicos no tonoplasto
(Niu et al., 1995; Apse et al., 1999).

A compartimentagio do Na™ no vactiolo vai contribuir para a manuten¢do de uma razdo
K*/Na' relativamente elevada no citoplasma, fundamental para a adaptagfo das células a
ambientes salinos (Greenway & Munns, 1980; Garbarino & Dupont, 1988; Barkla et al..
1995; White, 1999), no entanto, essa razdo depende ndo so da ac¢fio conjunta dos sistemas de
transporte localizados nas membranas plasmatica e vacuolar (Maathuis & Amtmann, 1999;
Schachtman & Liu, 1999), mas também da maior selectividade para o K" em detrimento do
Na* por parte dos transportadores na membrana plasmatica, tal como Watad et al. (1983,
1991) demonstraram em duas linhas celulares de tabaco com diferente resisténcia ao NaCl.
Varios autorés defendem que o clcio é fundamental para essa selectividade, para além do seu
efeito na reducdo do influxo de Na” para a célula, que contribui para estabelecer uma elevada
razio K'/Na" citoplasmatica (Hawkins & Lips, 1997; Kinraide, 1999: Maathuis & Amtmann,
1999; Schachtman & Liu, 1999; Tsugane et al., 1999; Sanders & Bethke, 2000). Por outro
lado, a exposi¢do ao NaCl causa um aumento no Ca®* citosélico, que provavelmente actua
como um sinal do stresse salino (Niu ef al., 1995; Bressan et al., 1998; Taiz & Zeiger, 1998;
Knlght & Knight, 1999; Tsugane et al., 1999; Kiegle et al., 2000; Zhu, 2001). Diversas
evidéncias levam a sugerir a fungio do Ca’" como um mensageiro secundério na transdugo

do sinal que regula a expressio dos genes envolvidos na homeostasia ionica em ambientes

33



Introdugdo

salinos, o célcio ¢ assim um mediador na adaptagio ao sal (Bressan ef al., 1998; Maathuis &
Amtmann, 1999; Kiegle ef al., 2000; Sanders & Bethke, 2000; Zhu, 2001).

As mudancas no metabolismo e no desenvolvimento das plantas em resposta ao stresse salino
podem ser atribuidas a alteragdes nos padrdes de expressdo genética (Cheeseman, 1988:
Winicov, 1993; Leone ef al., 1994b; Moons et al., 1997; Kasuga et al., 1999; Bolte et al.,
2000). O stresse salino modifica a regulagdo da expressdo genética, de tal modo, que alguns
genes S30 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 diminui¢do de
outras (Singh et al., 1985; Hurkman & Tanaka, 1987; Ramagopal, 1987; Hurkman et al.,
1989; Winicov, 1993), ou entdio na inibi¢do da sintese de algumas proteinas constitutivas; no
entanto, pode ocorrer a expressio de certos genes € o consequente aparecimento de novas
proteinas, referidas como as ‘proteinas de stresse’ (Ericson & Alfinito, 1984; Singh et al.,
1985; Ramagopal, 1987; Leone et al., 1994b; Pruvot et al., 1996). Este aspecto revela que no
genoma das plantas ha genes que ndo sdo normalmente expressos na auséncia do stresse, mas
quando activados sdo capazes de conferir a tolerdncia as plantas em situagfo adversa (Leone
et al.. 1994a). As func¢des das referidas proteinas no processo de adaptacio e dos mecanismos
que regulam a sua sintese sdo alvo da pesquisa recente (Winicov, 1998; Taiz & Zeiger, 1998),
embora Singh er al. (1985) considerem que a maioria dessas proteinas aparece como uma
resposta imediata da célula ao ambiente alterado, ou em consequéncia de danos celulares, e
poucas estdo associadas com a adaptagéo das células ao novo ambiente. No entanto, Leone ef
al. (1994b) verificaram que os polipeptideos que aparecem nas células de Solanum tuberosum
adaptadas ao stresse hidrico de forma gradual e prolongada sdo diferentes daqueles que sdo
observados nas células expostas ao factor de stresse sem qualquer adaptagio prévia.

A variacio observada para a tolerdncia salina entre gendtipos relacionados provavelmente
assenta em diferencas no padrio proteico (Bohnert et al., 1995; Bohnert & Jensen, 1996);
Ramagopal (1987) verificou que a salinidade induziu mudangas no padrdo proteico de dois
gendtipos de cevada com diferente tolerdncia ao sal, mas as diferengas entre as cultivares
consistiram nas proteinas que foram induzidas de novo. Por sua vez, Hurkman et al. (1989)
mostraram que a exposi¢io ao NaCl de dois gendtipos de cevada com diferente resisténcia ao
sal resultou em padrdes electroforéticos que divergiram na intensidade das bandas
polipeptidicas, mas que foram qualitativamente idénticos. Embora a sintese de novo de certas
proteinas esteja normalmente associada & capacidade das plantas para crescerem em
ambientes salinos, estudos realizados por Hurkman & Tanaka (1987) mostravam que surgiam

apenas alteracdes quantitativas no padriio electroforético das proteinas extraidas da zona
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radicular em condicdes salinas, com destaque para um conjunto de duas bandas
polipeptidicas, que apareceu com uma marca¢do mais forte na concentragdo salina mais
elevada e que diminufu apés transferéncia das plantas para meio com auséncia de NaCl; para
os autores, a maior expressio dos genes para estas proteinas podera estar envolvida na
adaptagfo das raizes ao NaCl.

A resisténcia exibida pelas linhas celulares de Nicotiana tabacum seleccionadas para crescer
em elevadas concentragbes salinas assenta fundamentalmente numa base genética (Singh et
al., 1985). As diferencas mais significativas entre os padrdes proteicos em SDS-PAGE de
duas linhas celulares a crescer em NaCl, uma adaptada ao sal e a outra ndo adaptada, foi a
existéncia de duas bandas polipeptidicas mais realgadas na linha adaptada ao sal, e de uma
nova banda que foi tinica nesta linha e que permaneceu inalterada no gel proteico quando esta
cresceu em meio sem sal (Ericson & Alfinito, 1984). Essa banda polipeptidica com massa
molecular de 26 kDa foi também detectada por Singh et al. (1985) no padrio electroforético
de uma linha celular adaptada para crescer a 428mM NaCl, onde ela se apresenta
intensamente corada. Singh et al. (1985) estimaram que o polipeptideo 26 kDa contribui em
cerca de 10% para a proteina total da linha celular adaptada, dai admitirem que ele podera
estar associado com a adaptagdo das células & elevada salinidade. Singh et al. (1987)
designaram o polipeptideo 26 kDa por osmotina, porque a sua sintese coincide com o
ajustamento osmotico nas células em cultura de Nicotiana tabacum (Binzel et al., 1985) e €
acumulado pela linha celular adaptada ao sal. A osmotina ¢ uma proteina que apresenta pelo
menos duas isoformas nas culturas de células de tabaco, e mostra ter uma grande homologia
com a taumatina, quer na sequéncia de aminodcidos quer na elevada proporgéo de prolina; a
osmotina estd localizada no vacuolo, embora seja também detectada no citoplasma de uma
forma dispersa, o que leva a supor que poderd estar envolvida no ajustamento osmdtico
(Singh et al., 1987). Apesar da osmotina estar envolvida na adaptagio das células em cultura a
condigdes salinas, ela foi também detectada em culturas de células de Solanum tuberosum
adaptadas a0 polietilenoglicol, bem como nas culturas de células que foram expostas a
elevada concentragdo deste agente osmético sem prévia adaptagdo (Leone ef al., 1994a.b).
contrariamente ao observado por Singh e al. (1989) em culturas de células da planta de
tabaco submetidas a choque salino, nas quais nio foi detectada acumulagdo dos transcritos
desta proteina. A osmotina ¢ também referida como uma proteina relacionada com a
patogénese por fungos, dado acumular-se apos a infecgdo do agente patogénico e mostrar uma

actividade anti-fungica (Bray et al., 2000).
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Em plantas de Solanum tuberosum sujeitas a condigdes de secura duas novas proteinas de 32
e 34 kDa foram identificadas nos cloroplastos, designadas por CDSP 32 e CDSP 34,
respectivamente (‘chloroplastic drought-induced stress protein’) (Pruvot et al., 1996);
enquanto que a primeira € acumulada no estroma e provavelmente esta envolvida na
osmoregulagio desta estrutura (Eymery & Rey, 1999), a segunda esta associada 4 lamela dos
tilacoides. dai que ela possa ter uma fungdo na integridade dos tilacoides durante a
desidratacdo (Gillet ef al., 1998; Eymery & Rey, 1999). Por outro lado, a CDSP 32 ¢ também
induzida pelo stresse oxidativo € protege as estruturas dos cloroplastos contra os efeitos
toxicos das espécies activas de oxigénio (Broin et al., 2000). Atendendo a que a salinidade
provoca na planta uma situagao de défice de Agua idéntica ao stresse hidrico, e gera também a
indugdo de stresse oxidativo (Gossett et al., 1994a; Hernandez et al., 1999; Hoshida et al.,
2000; Zhu, 2001), é possivel encontrar essas proteinas nas plantas de Solanum tuberosum
expostas ao sal; de facto, Pruvot ef al. (1996) observaram a acumulagio das proteinas CDSP
32 ¢ CDSP 34 nas plantas sujeitas ao tratamento salino, no entanto, a CDSP 32 foi mais
abundante na maior concentragdo salina das duas que foram testadas (150 e 300mM) por
estes autores.

O acido abeisico é conhecido por regular 0 crescimento e o desenvolvimento das plantas,
nomeadamente durante a resposta aos factores de stresse que envolvem a perda de agua
(Chandler & Robertson, 1994). Perante a menor disponibilidade de agua, as plantas
desenvolveram formas de adaptagdo nas quais o ABA parece desempenhar uma importante
funcdo (LaRosa et al., 1985; Moons et al., 1997). A acgiio do ABA envolve alteragdes na
expressio genética, € a expressio de diversos genes, conhecidos por rab (*ABA-responsive
genes’), é regulada pelo aumento no contetido enddgeno do regulador (Skriver & Mundy,
1990: Winicov, 1993). Diversos estudos descrevem os genes que S30 regulados pelo ABA e
que sdo0 também eXpressos nas plantas sob stresse osmotico (Chandler & Robertson, 1994 ¢
referéncias); por exemplo, a expressdo dos genes que codificam a MnSOD no milho e em
células de tabaco foi induzida pelo ABA ¢ pelo stresse osmético (Zhu & Scandalios, 1994,
Bueno et al., 1998).

Atendendo a que o teor em ABA aumenta nos tecidos sujeitos ao stresse 0smotico induzido
pelo NaCl (Zhao et al., 1991; Bohnert ef al., 1995; Pruvot et al., 1996; Moons et al., 1997;
Winicov, 1998), a aplicagiio externa desta fito-hormona podera levar a sintese de proteinas
que sdo também induzidas em resposta ao stresse osmético (Skriver & Mundy, 1990). De
facto, a aplicacio exogena de ABA aumentou a sintess da CDSP 34, apesar da sua

acumulacdo ter sido inferior a observada na situacdo de secura (Pruvot ef al., 1996; Gillet et
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al., 1998), enquanto que o ABA exogeno ndo teve qualquer efeito na sintese da proteina
CDSP 32 (Pruvot et al., 1996). A sintese da osmotina ¢ regulada pelo 4cido abcisico, contudo,
o ABA exdgeno induz a sua transcri¢do mas ndo a acumulagio da proteina, verificando-se que
as células acumulam-na quando adaptadas ao NaCl (Singh ef al., 1989). Segundo Chandler &
Robertson (1994), a expressdo genética induzida pelo ABA pode ser complementada por
factores de stresse presentes apenas nas plantas em situagdo adversa. No entanto, em células
de tabaco ndo adaptadas ao sal e postas a crescer em NaCl a toleréncia a salinidade foi
alcancada mais cedo na presenga do ABA do que na sua auséncia, e este ndo teve qualquer
efeito sobre as células ja adaptadas (LaRosa et al., 1985). Para Leone et al. (1994ab), o ABA
estd principalmente envolvido na resposta rapida ao stresse do que na adaptacdo de forma

gradual.

As plantas em contacto com a salinidade estdo expostas ndo s6 a toxicidade por certos
elementos iGnicos € ao stresse osmdtico, mas também as espécies activas de oxigénio geradas
em consequéncia desses efeitos (Hernandez et al., 1993; Gossett et al., 1994a; Gueta-Dahan ef
al.. 1997; Bueno et al., 1998; Meneguzzo et al., 1998; Gémez et al., 1999; Hernandez et al..
1999; Savouré et al., 1999; Herndndez et al., 2000; Zhu, 2001). Diversos estudos mostram
que o stresse salino aumenta a quantidade e a actividade das enzimas envolvidas na remo¢do
das espécies activas de oxigénio e mostram também que o sistema antioxidante enzimatico €
um componente determinante na tolerancia ao sal. A maior tolerancia ao sal por parte de
certas cultivares de algoddo em relagdo a outras menos tolerantes foi explicada por Gossett ef
al. (1994a) com base na maior actividade constitutiva da catalase nas folhas, e na maior
actividade da peroxidase total e da glutationa redutase induzida pelo sal, sugermdo que as
cultivares mais tolerantes tiveram maior capacidade para remover as espécies activas de
oxigénio, de tal modo, que a peroxidagio lipidica foi mais reduzida. Em ervilheiras tolerantes
ao NaCl, o aumento na formagio de O; e de H,0; na mitocondria e nos cloroplastos em
consequéncia do tratamento salino, levou a maior actividade das enzimas antioxidantes nesses
organelos, sobretudo da MnSOD e da CwZnSOD, e também da APX, enquanto que a
actividade da CwZnSOD citosélica nfo foi afectada; estes resultados ndo foram observados
nas plantas mais sensiveis, dai que a indugfo da actividade antioxidante ao nivel dos
organelos foi determinante para a tolerdncia da ervilheira ao NaCl, demonstrada através da
menor peroxidagdo lipidica verificada nas estruturas membranares das plantas tolerantes
(Hernandez et al., 1993, 1995). Quando as ervilheiras mais tolerantes foram sujeitas de forma
prolongada a condigdes de elevada salinidade, o maior teor de HO, resultante da maior

actividade das SODs cloroplastidial e citosélica, foi eliminado pela maior actividade da
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peroxidase do ascorbato e das restantes enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (Gomez et al.,
1999: Hernandez et al., 1999, 2000). A exposi¢do ao sal de plantas de arroz também ndo
levou & acumulacio de H,O,, nem aumentou a peroxida¢do lipidica, devido a maior
actividade das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa nas folhas (Lin & Kao, 2000). A
tolerdncia ao NaCl das plantas mutantes pst (‘photoautotrophic salt tolerance’) isoladas por
Tsugane et al. (1999) esteve associada com a maior actividade da SOD e da peroxidase do
ascorbato em relacdo as plantas do tipo selvagem, dai que a mutagdo psf aumentou a
tolerancia ao sal através do aumento na actividade antioxidante. Segundo Ben-Hayyim ez al.
(1999), a indugdo da actividade das enzimas antioxidantes pelo stresse salino significa que
elas tém uma funcdio especifica na resisténcia ao stresse oxidativo, por outro lado, quando se
verifica a inibicio da actividade dessas enzimas é um indicio que a planta e/ou tecido esta sob
um intenso stresse oxidativo e a actividade metabolica encontra-se numa situagéo critica.

Para Smith & McComb (1981), a tolerdncia ao sal observada na planta inteira ¢ também
revelada nas culturas de tecido caloso e os mecanismos que contribuem para a toleréncia ao
NaCl ao nivel celular envolvem também a indugfio da actividade das enzimas antioxidantes.
De facto, Gossett ef al. (1994b) demonstraram que existe uma relagdo proxima entre a
actividade antioxidante e a possibilidade do tecido caloso tolerante ao sal crescer em meio
com 150 mM NaCl; com efeito, a maior actividade das enzimas antioxidantes no tecido
tolerante conferiu-The a capacidade para eliminar o superdxido e para decompor o H;Os,
enquanto que a actividade destas enzimas ndo foi afectada pela exposi¢do do tecido caloso
sensivel a concentragdes de 75 ou 150mM NaCl. As actividades da SOD, catalase, peroxidase
do ascorbato e glutationa redutase também aumentaram no tecido caloso de tomateiro
adaptado a 50 mM NaCl, assim o tecido ficou protegido dos danos gerados pelas espécies
activas de oxigénio, nomeadamente da peroxidagdo lipidica (Rodriguez-Rosales et al., 1999).
Nas linhas celulares de citrinos tolerante e sensivel ao NaCl, apenas a actividade da
Cw/ZnSOD citosélica aumentou em consequéncia do tratamento salino, no entanto, a maior
actividade constitutiva da peroxidase do ascorbato na linha celular tolerante foi determinante
para a tolerdncia ao sal (Gueta-Dahan et al., 1997), tal como Gossett et al. (1994a) verificaram
para a catalase no algodoeiro. A adaptagio de uma linha celular de algodoeiro a elevada
salinidade foi também acompanhada pelo aumento na actividade antioxidante, nomeadamente
pela maior actividade da catalase e peroxidase total, bem como das enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa. A maior actividade antioxidante revelada por esta linha celular, que
permaneceu constitutivamente elevada apds a remogdio do stresse salino, justificou a sua

aparente tolerdncia cruzada ao paraquato (Gossett ef al., 1996); assim, as células que sdo
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previamente expostas a um factor de stresse que envolve stresse oxidativo adquirem
tolerancia cruzada a um outro factor (Taiz & Zeiger, 1998), o que leva a admitir que existe um
mecanismo comum para a resisténcia s espécies activas de oxigénio (Alscher e al., 1997).

A resposta da planta ao stresse oxidativo induzido pela salinidade envolve ndo s6 a activagdo
das enzimas antioxidantes, mas também o sistema antioxidante ndo-enzimatico através de
compostos de baixo peso molecular, como 0 ascorbato e a glutationa. Gossett et al. (1994a)
detectaram que em resposta ao tratamento salino a concentragdo do a-tocoferol foi superior
nas plantas tolerantes ao sal do que nas mais sensiveis, e foi também evidente o maior teor de
ascorbato ¢ de glutationa nas primeiras; segundo os autores, O maior conteido nos
antioxidantes justifica a menor peroxidagdo lipidica verificada nas plantas mais tolerantes. Do
mesmo modo que foi verificado nos estudos com a planta intacta, o maior teor em ascorbato €
glutationa foi observado nas culturas de tecido caloso tolerante a 150mM NaCl, enquanto que
no tecido controlo as concentracdes destes antioxidantes foram muito baixas, o que significa
que a tolerancia do tecido a elevados niveis de sal se deve a presenca de um ciclo ascorbato-
glutationa activo (Gossett et al., 1996). Para Gossett et al. (1994a, 1996), a possibilidade das
culturas de tecido caloso e da planta para crescerem em condigdes de elevada salinidade val
depender da sua capacidade para regular o ciclo ascorbato-glutationa.

A presenga das espécies activas de oxigénio nos cloroplastos em resultado do tratamento
salino, levou também as ervilheiras a acumularem mais ascorbato e glutationa nos
cloroplastos, apesar deste aumento ser apenas observado nas mais tolerantes ao sal, ja que nas
menos tolerantes aumentou a oxidacfio € o consequente decréscimo na quantidade dos dois
antioxidantes (Hernandez et al., 1995). Nas plantas tolerantes, a elevada actividade da
peroxidase do ascorbato foi acompanhada pela maior regeneragdo do ascorbato através do
aumento na actividade das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (Hernandez e al., 2000).
Entre as enzimas deste ciclo, Hernandez et al. (1999) salientaram que a actividade da
glutationa redutase é fundamental para manter a glutationa na forma reduzida e, portanto, na
adaptaciio das plantas ao sal; a importdncia da manutencéo da glutationa na forma reduzida
para o crescimento em sal de linhas celulares tolerantes ao NaCl foi também referido por
Gossett et al. (1996). |

A exposi¢io ao NaCl levou as plantas de Nicotiana plumbaginifolia a acumularem o
ascorbato e a glutationa na forma oxidada, sugerindo a sua incapacidade para regenerar estes
antioxidantes através do ciclo ascorbato-glutationa; no entanto, a elevada acumulagdo de
prolina nestas plantas, demonstra que o aminodcido pode também funcionar como

antioxidante nas células vegetais (Savouré ef al., 1999).
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O conhecimento sobre os mecanismos bioquimicos e moleculares que conferem a tolerancia a
salinidade em espécies halofitas e glicofitas é fundamental para melhorar a adaptagdo das
espécies cultivadas a salinidade através da manipulagdo genctica (Epstein et al., 1980;
Bohnert ef al., 1995; Bohnert & Jensen, 1996; Lin ef al., 1997; Winicov, 1998; Apse et al.,
1999; Frommer et al., 1999; Bray et al., 2000). Epstein et al. (1980), ¢ posteriormente
Subbarao ef al. (1990), defenderam a exploragio da variabilidade genética existente nas
espécies para 0 melhoramento da tolerdncia ao sal; recentemente, Holmberg & Biilow (1998)
referiram que a forma para conseguir plantas adaptadas ao stresse salino envolve a
transferéncia dos genes que interferem na tolerdncia ao sal, por exemplo, os genes que
codificam as enzimas que intervém na biossintese de solutos compativeis como a prolina. ou
as enzimas do sistema antioxidante, para uma planta onde eles sdo sobre-expressos em
condicdes salinas. Contudo, a tolerdncia 4 salinidade é determinada por um conjunto vasto de
genes e as plantas ja transformadas expressam apenas um gene que ndo € suficiente para as
tornar mais tolerantes ao stresse salino; serd entdo necessario produzir plantas transgénicas
que expressem vérios genes no sentido de adquirir, de facto, a tolerdncia (Bohnert & Jensen,
1996; Mizoguchi et al., 1996; Hilal et al., 1998; Tsugane et al., 1999, Hoshida et al., 2000;
Zhu, 2001). A melhor estratégia para esse objectivo pode ser conseguida atraves da
introducéio de vérios genes na planta (Bar-Zvi & Gilad, 1999), ou através da manipulagdo de
um ou mais factores de transcri¢io que regulam os genes determinantes para a tolerancia ao
sal (Winicov, 1998), como Kasuga er al. (1999) demonstraram para a Arabidopsis thaliana.
Como alternativa a transformagio das plantas, Winicov (1993, 1998) propds a selecgdo de
linhas celulares tolerantes ao sal em culturas in vifro, seguida pela regeneragdo de plantas

tolerantes ao sal.

1.3.5 — Tolerancia da batateira a salinidade

A batateira (Solanum tuberosum L.) foi considerada durante muito tempo como uma cultura
moderadamente sensivel ao sal (Maas e Hoffman, 1977), e mais recentemente, ela foi referida
possuir uma tolerancia moderada a salinidade (Shannon & Grieve, 1999; Katerji et al., 2000).
O crescimento na maioria das cultivares de batateira é adversamente afectado pela elevada
salinidade e a producdio de tubérculos é reduzida (Levy et al., 1988; Naik & Widholm, 1993;
Sabbah & Tal, 1995; Zhang & Donnelly, 1997), no entanto, a salinidade moderada reduz a
produgdo de tubérculos com calibres que ndo sdo comercializaveis e aumenta a percentagem

de matéria seca no caule e tubérculos (Levy er al., 1993; Nadler & Heuer, 1995). A
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sensibilidade das plantas de batateira a salinidade varia com a fase de desenvolvimento
(Shannon & Grieve, 1999), ela é maior durante a fase de abrolhamento dos tubérculos, de tal
modo, que a salinidade atrasa a emergéncia caulinar ¢ o desenvolvimento da raiz e caule para
a maioria das cultivares (Levy et al., 1993).

A avaliaciio da tolerAncia da batateira a salinidade tem sido feita sobretudo em ensaios de
campo, com base ou na producio de tubérculos (Levy et al., 1988; Nadler & Heuer, 1995), ou
no crescimento analisados em condigdes salinas (Naik & Widholm, 1993); devido as
dificuldades nos estudos de campo para avaliar correctamente a tolerdncia ao sal, as técnicas
de cultura in vitro foram propostas por Naik & Widholm (1993) como a alternativa para
realizar esse tipo de estudos. No entanto, para a sua utilizagdo como modelo experimental ¢
necessario que a tolerincia salina revelada pela planta se verifique também ao nivel das
culturas de células ou ao nivel dos orgdos destacados (Smith & McComb, 1981). Nesta
perspectiva, Naik & Widholm (1993) verificaram que a tolerdncia ao NaCl observada nas
cultivares testadas ndo foi correspondida nas células em suspenséo delas derivadas, apenas as
culturas de raizes mostraram um comportamento semelhante ao do das plantas intactas.
Sabbah & Tal (1995) compararam a batateira cultivada Solanum tuberosum e a espécie
selvagem Solanum kurzianum em relagdo a tolerdncia ao sal, e as plantas do tipo selvagem
foram mais tolerantes ao sal do que as da espécie cultivada, dado que o crescimento das
primeiras foi menos reduzido pela salinidade; contudo, ao contrario do que seria esperado, o
tecido caloso obtido a partir das plantas do tipo selvagem ndo foi mais tolerante a salinidade
do que o da espécie cultivada. Também Hawkins & Lips (1997) verificaram que a diferenca
no comportamento das cultivares Désirée e Alpha em condi¢des salinas ndo foi observada nas
culturas de células provenientes de ambos 0s genotipos.

No sentido de avaliar em condi¢des in vitro a tolerincia ao sal dos gendtipos de batateira,
Zhang & Donnelly (1997) utilizaram culturas a partir de diferentes tipos de explante em
situagdes salinas e compararam o comportamento destas com o das plantas no campo, de
modo a identificarem o sistema de culturas mais apropriado para os estudos de tolerancia ao
sal na batateira; de entre as culturas de segmentos caulinares com um nd, extremidades
radiculares e microtubérculos, as culturas de segmentos caulinares foram recomendadas para
a caracterizagfo in vitro da tolerancia a salinidade na batateira.

A utilizagdo das culturas de tecidos de batateira como a estratégia alternativa para a obten¢do
de plantas mais resistentes ao sal através da selecgdo de linhas celulares tolerantes ao sal
deveria ser explorado (Naik & Widholm, 1993), atendendo a que o melhoramento da batateira
pelos métodos tradicionais € lento e imprevisivel (Bajaj, 1987). Smith & McComb (1981) ja
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haviam referido a possibilidade de usar as culturas de tecidos no melhoramento de plantas,
sobretudo para a produgdo de plantas tolerantes ao sal, através da selecgdo de células ou
culturas de tecido caloso tolerantes ao sal e a regeneragdo posterior de plantas a partir destas.
Apesar de diversos autores terem seleccionado linhas celulares tolerantes ao NaCl em
batateira (van Swaaij et al., 1986; Sabbah & Tal, 1990), ndo foram regeneradas plantas
tolerantes ao sal a partir dessas linhas, e assim ndo foi possivel identificar o fenoémeno,
epigenético ou genético, subjacente & tolerdncia adquirida por essas linhas celulares; de
acordo com Ochatt et al. (1999), a forma mais segura para distinguir os variantes somaclonais
dos clones fisiologicamente adaptados, no contexto da tolerdncia ao sal, assenta na
regeneracio de somaclones resistentes ao sal, e os clones regenerados vdo permitir identificar
0s genes responsaveis pela tolerdncia salina adquirida ao nivel da planta inteira (Winicov,
1993). Nesta perspectiva, Ochatt ef al. (1999) seleccionaram uma linha celular de batateira
tolerante ao sal da cultivar Kennebec, capaz de crescer em meio com 60mM até 450mM de
NaCl, e as plantas posteriormente regeneradas dessa linha adaptada a 150mM NaCl
mostraram ser também tolerantes ao stresse salino, através do maior crescimento e da maior
produgdo de tubérculos quando expostas ao NaCl. No entanto, estas plantas diferiram néo s6
fenotipicamente das plantas controlo, na forma da folha e do tubérculo, na cor da pele
(epiderme) e da polpa do tubérculo, como genotipicamente; a analise genotipica das plantas
regeneradas confirmou que elas foram variantes somaclonais. De salientar neste estudo, que a
regeneragdo de plantas através da organogénese ocorreu em concentragdes até 120mM NaCl,

e através da embriogénese para concentragdes superiores.

1.3.6 — Os sistemas in vitro como modelo para os estudos de salinidade

As técnicas de culturas in vitro tém sido usadas particularmente em estudos relacionados com
os mecanismos de tolerdncia a salinidade ao nivel da célula vegetal (Lutts ef al., 1999). As
culturas de tecido caloso ou de células em suspensdo podem ser consideradas uma forma
simplificada dos mecanismos complexos que estdo envolvidos na resposta da planta a
salinidade (Leone er al., 1994b); por outro lado, essas culturas representam um sistema
experimental homogéneo e facilmente controlavel, que possibilita estudar os processos
fisiologicos e bioquimicos que contribuem para a tolerancia a salinidade ao nivel celular, sem
as interferéncias dos diferentes tecidos vegetais e da fase de desenvolvimento (Smith &
McComb, 1981; Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad ef al., 1983; Ben-Hayyim et al., 1985;
Binzel et al., 1985; Rains et al., 1986; Yang et al., 1990b; Hawkins & Lips, 1997). Em
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estudos com plantas ¢ dificil separar 0s mecanismos celulares de tolerancia daqueles que sdo0
baseados em estruturas anatomicas ou que requerem a organizacdo e especializa¢do de células
e de tecidos que existem na planta intacta, mas através das culturas in vitro essa dificuldade €
reduzida e é possivel investigar ao nivel celular os mecanismos da tolerancia ao sal (Rains ef
al., 1986; Binzel et al., 1988; Rus ef al., 1999). A substituigdo das plantas pelas culturas in
vitro nos estudos de tolerdncia salina permite ndo sG poupar espago € tempo de pesquisa,
como pode ter particular importéncia quando se pretende modificar geneticamente a planta
(Santos, 1997).

As respostas das células expostas ao sal sdo as mesmas que algumas das observadas ao nivel
da planta (Leone et al., 1994a); a diminuigo no crescimento ¢ uma caracteristica comum nas
plantas e nas culturas de células em condicdes salinas (Ericson & Alfinito, 1984; Binzel et al.,
1985; Leone et al., 1994a), a redugdo no tamanho das células nas folhas sujeitas ao sal
(Neumann et al., 1988; Shannon & Grieve, 1999) ¢ também observada nas células em
suspensdo (Binzel ef al., 1985, 1988). Assim, as culturas de tecidos podem funcionar como
modelo experimental para 0S mecanismos ligados com a toleréncia a salinidade, embora as
interacgdes celulares e a organizagdo das células no tecido ndo sejam consideradas (Rains ef
al., 1986; Leone et al., 1994a), ¢ apresentam-se COmO a forma disponivel para conhecer 0s
processos que funcionam ao nivel celular na tolerancia ao sal da planta inteira (Yang et al.,
1990b). Contudo, para Dracup (1991) a substitui¢do das plantas pelas culturas in vifro nos
estudos de tolerdncia a salinidade implica que haja uma correspondéncia entre 0s graus de
tolerancia de ambos os niveis de organizagdo; logo, ¢ fundamental que a relagfo da tolerancia
a0 sal das células cultivadas e da planta intacta seja estudada, dado que a integridade
funcional da planta ¢ essencial para a sua resisténcia a salinidade, e os mecanismos de
tolerancia ao sal envolvidos na planta intacta podem ser muito diferentes daqueles que actuam
a0 nivel da célula (Lutts et al., 1999). Diversos estudos sobre a relagdio entre a tolerancia ao
sal na planta intacta e nas culturas de tecidos correspondentes tém sido realizados com
diferentes espécies, e nalguns casos ndo foi observada qualquer relagdo entre as respostas das
culturas de tecido caloso e as da planta a salinidade; por exemplo, as plantas de Phaseolus
vulgaris ¢ da haléfita Suaeda australis que apresentam uma resposta muito diferente em
situagdes salinas, tiveram um crescimento idéntico em condicBes in vitro; 0 comportamento
diferente que a halofita mostrou ter nas culturas de tecido caloso indica que a sua tolerancia
ao sal depende da integridade anatémica e fisiolégica de toda a planta (Smith & McComb,
1981). Também os estudos realizados em batateira demonstraram que a toleréncia ao sal por

parte das plantas intactas nem sempre s¢ verificou nas culturas de células (Naik & Widholm,
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1993; Sabbah & Tal, 1995; Hawkins & Lips, 1997). Hernandez et al. (2000) testaram
diferentes tipos de explantes com o0 objectivo de estabelecer o modelo de culturas mais
apropriado para os estudos de salinidade e que mais se aproxima com a organizagio da planta,
e verificaram que os explantes usados nfo mostraram a mesma resposta que a planta ap6s o
tratamento salino. No entanto, estudos comparativos da resposta de plantas e tecidos in vifro
em situaglio salina que demonstram o contrario foram também realizados; as culturas de
tecido caloso de Beta vulgaris resistiram aos niveis de salinidade que foram aplicados a
planta, dai que a resisténcia ao sal nesta espécie parece depender inteiramente dos
mecanismos de tolerAncia que ocorrem ao nivel celular (Smith & McComb, 1981); as
diferencas varietais na tolerdncia ao sal detectadas nos estudos com a planta de Gossypium
hirsutum L. manifestaram-se também nas culturas de tecido caloso, o que reforga a hipotese
da tolerancia ao sal na planta intacta ser determinada pelos mecanismos que actuam na c€lula
vegetal (Gossett ef al., 1994b). As respostas em termos de crescimento das plantas Sorghum
bicolor e S. halepense e das respectivas culturas de tecido caloso estiveram relacionadas em
condicdes salinas, apesar de registadas algumas diferengas entre os dois niveis de
organizagdo, como a maior acumulagio de Na' e de prolina no tecido caloso do que nas
folhas, mas apesar destas diferengas, Yang et al. (1990b) consideraram que o crescimento do
tecido caloso pode ser usado como indicador da tolerdncia ao sal na planta de sorgo; num
estudo semelhante feito em tomateiro, as culturas de tecido caloso mostraram um padréo de
tolerancia idéntico ao das plantas ensaiadas, e as diferengas detectadas nos dois sistemas de
organiza¢io foram devidas 4 diferente capacidade na acumulagdo de dgua pelo tecido caloso e
pelas folhas em condigdes salinas (Rus et al., 1999). Por sua vez, os resultados obtidos por
Bajji er al. (1998) demonstraram que ndio ha correspondéncia entre o comportamento da
planta e as culturas de tecido caloso, mas sugerem a existéncia de uma base celular para a
resisténcia a salinidade, cuja expressdo parece ser afectada pela complexidade anatomica e
fisiologica da planta intacta. Para Naik & Widholm (1993), a relagdo positiva entre as
respostas da planta e as das culturas de tecido caloso para a tolerdncia ao sal observada nos
vérios estudos pode ser justificada pelo facto da tolerincia dessas plantas ser determinada
fundamentalmente por mecanismos celulares; sendo assim, a possibilidade de usar as culturas
de tecidos como modelo experimental para estabelecer a tolerdncia ao sal das plantas justifica-
se apenas se a tolerAncia destas for conferida por mecanismos celulares (Dracup, 1991).
Relativamente a esta problemadtica, Gossett et al. (1994b) concluiram que as respostas da
célula ao stresse oxidativo induzido pelo sal contribuiram para a tolerdncia ao nivel de toda a

planta, assim, a utilizagdo de linhas celulares com diferente tolerdncia ao sal proporciona o

44



Introducdo

sistema experimental mais adequado para relacionar a tolerdncia ao sal com a actividade
antioxidante (Gueta-Dahan et al., 1997). Os estudos realizados em culturas de tecido caloso e
na planta intacta por Gossett et al. (1994b) e por Gueta-Dahan et al. (1997) mostram que
existe uma relagdo préxima entre o aumento na actividade antioxidante e a tolerancia ao sal
em ambos 0s niveis de organizagfo; apesar de se verificarem algumas diferengas na resposta
antioxidante por parte da planta e do tecido caloso em cultura, nomeadamente na actividade
de algumas enzimas e na detecgiio de certas isoformas das enzimas SOD e peroxidase do
ascorbato, estas diferencas nio foram totalmente inesperadas, devido por um lado, a diferente
organizacio estrutural dos dois sistemas, e por outro, a regulagfio genética no tecido caloso
que cresceu em meio corrigido com fitohormonas ser provavelmente diferente da regulagdo
no tecido que passou pela ontogenia normal (Gossett et al., 1994b). Dracup (1991) expds
vérias razdes para a tolerancia ao sal nas culturas de células e/ou tecidos poder ndo ser
expressa nas plantas intactas: as plantas dependem de vérios mecanismos para se adaptarem a
salinidade, dos quais alguns envolvem interac¢des de células e tecidos de uma forma
coordenada, dai que a organizagfio anatomica e fisiologica que existe nas plantas intactas €
fundamental para a adaptagdo; as respostas das culturas de células a salinidade podem néo ser
expressas na planta dado que os ambientes hormonal, osmético e nutricional nas células em
cultura sdo diferentes nas células da planta inteira. De referir também, que o tipo de explante e
a propria metodologia utilizada podem influenciar a relagdo entre a tolerdncia ao sal das
culturas de células e a da planta intacta (Rus et al., 1999; Hernandez et al., 2000); a este
respeito, Perez-Alfocea e al. (1994) verificaram que o comportamento das culturas de tecido
caloso em condigdes salinas esteve mais proximo do da planta intacta quando o explante
usado para o estabelecimento do tecido caloso foi proveniente de folha. Outro factor que
influencia essa relacdio, e que geralmente ndo ¢ tido em consideragio, € a estabilidade do
fenétipo de tolerdncia, que depende sobretudo do mimero de passagens das culturas em meio
salino antes de se avaliar a tolerdncia ao sal (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad ef al.,
1983; Rus et al., 1999).

Dos resultados apresentados, a possibilidade de usar as culturas de células e/ou tecidos como
modelo de estudo para as respostas a salinidade ao nivel da planta, nomeadamente para
avaliar a tolerdncia salina na planta, é uma questdo controversa, no entanto, ¢ certo que elas
podem ser usadas como modelo de diversos processos celulares (Hawkins & Lips, 1997,
Bueno et al., 1998; Neill er al., 1999), designadamente as linhas celulares tolerantes a
salinidade sfio o melhor sistema para esclarecer os processos que estdo envolvidos na sua

tolerancia (Watad ef al., 1983; Ben-Hayyim et al., 1985; Binzel et al., 1985; Rains et al.,
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1986). Bajji et al. (1998) acrescentaram que as técnicas de cultura in vitro constituem o
instrumento mais conveniente para comparar as respostas a salinidade aos niveis celular e da
planta inteira, no sentido de separar as respostas que sdo exclusivas da célula e aquelas que

sfo especificas do tecido e/ou 6rgdos, e que portanto, dependem de estruturas organizadas.

1.4 — Objectivos

Sendo a salinidade considerada um dos maiores factores que afecta a produtividade das
culturas e com tendéncia para aumentar, o conhecimento sobre os mecanismos utilizados
pelas plantas para lidar com os ambientes salinos € importante e essencial para nos proximos
tempos aumentar a tolerdncia das plantas a salinidade, de modo a assegurar a produtividade
das mesmas. Sabe-se que a salinidade interfere com o desenvolvimento das plantas através de
vérios factores, que incluem o stresse osmético e a toxicidade provocada pela acumulagdo dos
ides sodio e cloreto. Para além disto, a salinidade interfere com a actividade metabdlica
induzindo o aumento de produgfio de espécies activas de oxigénio; sendo assim, o efeito
negativo da salinidade no crescimento e na producdo das plantas pode ser também
consequéncia do aumento do nivel das EAOs, que causa o stresse oxidativo.

Os mecanismos de adaptagdo que as plantas desenvolveram para a manutencio das
actividades bioquimicas e fisiologicas conducentes ao seu crescimento em condi¢des de
stresse salino sfo objecto da pesquisa recente. Nesse sentido, varios estudos demonstraram a
possibilidade de usar as culturas in vifro como modelo experimental, nomeadamente através
da utilizacdo de linhas celulares tolerantes a NaCl, para estudar os mecanismos de tolerancia a
salinidade ao nivel celular. Assim, as culturas in vitro tém vindo a desempenhar um papel
determinante na selecgfio e caracterizagdo de linhas celulares adaptadas a condigdes de stresse
salino.

Apesar de terem jd sido seleccionadas linhas celulares de diversas espécies com diferente
tolerancia a NaCl, pouca informagdo existe sobre a possibilidade de seleccionar in vitro linhas
tolerantes a diferentes niveis de NaCl na batateira; acresce, ainda; o facto das alteragdes a
nivel fisioldgico e bioquimico que podem surgir durante o crescimento dessas linhas em
condigdes salinas, € que eventualmente contribuem para a aquisi¢do da tolerdncia a
salinidade, estar ainda menos documentado na literatura. Enquanto que para outras espécies
(Nicotiana tabacum, Lycopersicon esculentum, Gossypum hirsutum, Citrus sinensis e C.

aurantium) varios trabalhos tém incidido na comparagdo da resposta de linhas celulares ndo
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adaptadas a NaCl com a das linhas tolerantes seleccionadas in vitro, de modo a se estabelecer
uma relagio entre o comportamento destas linhas e a capacidade de tolerarem a presenca de
NaCl no meio, para a batateira os estudos realizados neste dmbito sdo praticamente
inexistentes. Neste contexto, 0 nosso estudo teve como objectivo seleccionar in vifro linhas
celulares de batateira tolerantes a diferentes niveis de NaCl (50, 100, 150 e 200mM de NaCl).
Para o efeito procurou-se induzir a produgdo de tecido caloso de batateira a partir de diversos
tipos de explantes. Seguidamente, o tecido caloso foi colocado a diferentes concentragdes de
NaCl presentes no meio de cultura, dado o nosso objectivo de obter linhas tolerantes a
diversos niveis de salinidade, recorrendo a duas metodologias diferentes. Uma vez obtidas
linhas de tecido caloso tolerantes a NaCl, pretendeu-se analisar o seu comportamento ao nivel
do crescimento e do contetido hidrico, bem como avaliar alguns pardmetros bioquimicos que
sdo alterados em resposta a salinidade no meio, entre os quais, encontram-se alguns que estdo
associados a tolerdncia a salinidade.

Os resultados do presente estudo irfio contribuir para o conhecimento sobre 0s mecanismos

envolvidos na tolerancia a salinidade do tecido caloso de batateira.

47



Material e Métodos

2 - MATERIAL e METODOS

2.1 — Indugfo e estabelecimento da cultura de tecido caloso de Solanum tuberosum L.

2.1.1 — Material vegetal

Para a indugdo e estabelecimento da cultura de tecido caloso foram utilizadas folhas jovens
obtidas de plantas de Solanum tuberosum L. da cultivar Désirée crescidas em condi¢des de
estufa com cerca de 25 dae, e foram também usados tubérculos jovens, isentos de qualquer

defeito visivel, provenientes da mesma planta e brolhos isolados de tubérculos.

2.1.2 — Preparagdo e cultura do material vegetal

As folhas colhidas foram desinfectadas em etanol a 70% durante 5 minutos, solugdo de
hipoclorito de sédio 20% durante 5 minutos e, de seguida, lavadas abundantemente em agua
desionizada e esterilizada. Os tubérculos foram primeiro desinfectados em etanol 70% durante
10 minutos e depois em hipoclorito de sodio 20%, durante |5 minutos, para serem de seguida
lavados em agua desionizada e esterilizada. O mesmo procedimento foi feito com os brolhos,
ou seja, apos a desinfeccdo em etanol 70% e em hipoclorito de sédio 20% durante 10 minutos,
os brolhos foram lavados em agua desionizada e esterilizada.

A preparagdo e cultura dos diferentes explantes da planta de batateira bem como todos os
passos inerentes aos processos de subcultura do tecido caloso foram efectuados numa cdmara
de fluxo laminar. Utilizou-se para o efeito material de vidro e instrumentos metalicos (ldminas
e pingas) esterilizados em autoclave a 121°C durante 30 minutos. Os meios de cultura foram
também esterilizados por autoclavagem a 121°C e durante 20 minutos.

Ja em condigdes assépticas, foi feita a Gltima lavagem dos orgdos dadores do explante em
agua desionizada e esterilizada e, de seguida, procedeu-se a preparagdo dos diversos
explantes. As folhas foram seccionadas em pequenas porgdes com cerca de lem’, apés a
remogio da parte periférica. Nos tubérculos foram removidos cilindros de tecido recorrendo a
utilizagdo de um furador (lcm de didmetro) previamente esterilizado em autoclave, que foi
inserido ao longo do eixo de cada tubérculo; cada cilindro foi cortado em vérios diécos com
aproximadamente 2mm de espessura, desprezando as porgdes terminais. Os brolhos foram
cortados em pequenos segmentos com um comprimento aproximado de 0,5-0,8 cm,
efectuando-se.cortes transversais e longitudinais. Como meios de cultura foram usados meios

solidificados com 0,6% de agar (Sicomol) e com o pH ajustado para 5,7 com KOH 0,1M.
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Os explantes foram cultivados no meio desenvolvido por Lam (1977) e no meio desenvolvido
por Muneta et al. (1990). O primeiro meio de cultura (MI,) continha como composi¢do basica
0s nutrientes inorgdnicos do meio modificado de Murashige & Skoog (1962) e orgéanicos do

meio de Nitsch & Nitsch (1969), como se indicam no Quadro I:

Compostos inorgénicos Compostos orginicos
NH,NO; 1650 mg/dm’® | Acido nicotinico 0,5 mg/dm’
KNO; 1900 mg/dm® | Piridoxina 0,5 mg/dm’
CaCl, 332 mg/dm’ Tiamina 0,5 mg/dm’
MgS04.7H,0 370 mg/dm® | Biotina 0,05 mg/dm’
KH,PO, 170 mg/dm® | Mio-inositol 2,0 mg/dm’
Fe-EDTA 40 mg/dm® | Glicina 5,0 mg/dm’
KI 0,83 mg/dm® | Acido fblico 0,5 mg/dnr’
H;BO; 6,2 mg/dm’ Sacarose 20000 mg/dm’
MnS04.4H,0 22,3 mg/dm’

ZnS04.7H,0 8.6 mg/dm’
Na,M00,2H,0 0,25 mg/dm’
CuS04.5H,0 0,025 mg/dm’
C0804.7H,0 0,025 mg/dm’

Quadro I — Composi¢do do meio nutritivo de Lam (1977) utilizado na indugio de

tecido caloso de S. tuberosum.

De acordo com Lam (1977), o meio foi suplementado com 0,1% (p/v) de hidrolisado de
caseina. Ao meio de inducdo foram adicionados os seguintes reguladores de crescimento:
4cido indolacético (IAA) 1,0 mg/dm’, dcido naftaleno-acético (NAA) 0,2 mg/dm®, cinetina
(KIN) 1,0 mg/dm’, benzilaminopurina (BA) 0,5 mg/dm’, zeatina (ZEA) 0,4 mg/dm’ e 4cido
giberélico (GA) 0,5 mg/dm’.

O meio de cultura (MI,) apresentado por Muneta et al. (1990) incluia na composi¢do bésica
os nutrientes inorgdnicos e o mio-inositol do meio modificado de Murashige & Skoog (1962)
(MS), juntamente com a mistura de nutrientes orgénicos do meio Bs de Gamborg (1968),
como se mostra no Quadro II.

O meio de cultura desenvolvido por Muneta et al. (1990) ficou completo apds a incorporagio

do regulador de crescimento picloram — 2,42 mg/dm’ — para a indug#io de tecido caloso.
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Compostos inorginicos Compostos organicos
NH,NO; 1650 mg/dm® | Mio-Inositol (MS) 100 mg/dm’
KNO; 1900 mg/dm3 Meio Bs de Gamborg:

CaCl, 330 mg/dm3 Mio-Inositol 100 mg/dm3

MgS04.7H,0 370 mg/dm3 Acido nicotinico 1,0 mg/dm3

KH,PO, ) 170 mg/dm3 Piridoxina 1,0 mg/dm3

Fe-EDTA 40 mg/dm® | Tiamina 10,0 mg/dm’
KI 0,83 mg/dm® | Sacarose 30000 mg/dm’
H;BO; 6.2 mg/dm’

MnS04.4H,0 22,3 mg/dm’

7nS04.7H,0 8,6 mg/dm’

Na;Mo004.2H,0 0,25 mg/dm’

CuS0,.5H,0 0,025 mg/dm’

CoSO4.7H,0 0,025 mg/dm’

Quadro II — Composi¢do do meio nutritivo de Muneta et al. (1990) wutilizado na

inducdo de tecido caloso de S. tuberosum.

A cultura dos diferentes explantes processou-se em placas de Petri de plastico (55 mm de
didmetro), que foram colocadas em estufa de cultura a temperatura de 27°C e sujeitas a um
fotoperiodo de 13 horas de luz fornecida por ldmpadas fluorescentes tipo ‘day light’, com uma
densidade de fluxo foténico de 35 pmol.m™.s™'; no entanto, parte das culturas de explantes de
brolho e de tubérculo foram mantidas na obscuridade. Apos cerca de 20 dias os explantes
eram transferidos para meio de cultura fresco.

A manuten¢do da cultura de tecido caloso induzida foi realizada em dois meios de cultura
diferentes. Um dos meios, 0 meio de manutengdo, tinha a mesma composi¢do basica do
primeiro meio de indu¢fio (MI,), tendo sido adicionados como reguladores de crescimento,
uma auxina, o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) — 2 mg/dm3, e uma citocinina, a
benzilaminopurina (BA) — 0,5 mg/dm’; o outro meio apresentava a mesma composicio
nutritiva e em reguladores de crescimento que o segundo meio usado para a indugio de tecido
caloso (Mly), ou seja, o meio de Muneta et al. (1990) utilizado na indugdo foi também usado
na manutenc¢do da cultura de tecido caloso.

A cultura estabelecida de tecido caloso foi mantida em frascos de cultura com 100cm’ de

meio nutritivo, 4 temperatura de 27°C e num fotoperiodo de 13 horas de luz, com densidade
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de fluxo fotonico de 35 pumol.m™.s™, produzido por lampadas fluorescentes tipo ‘day light’.
Apbs cerca de 20-21 dias o tecido era subcultivado por transferéncia para meio fresco para

evitar a necrose e manter o crescimento do tecido.

2.2 — Selec¢do in vitro de linhas celulares de Solanum tuberosum L. tolerantes a NaCl

2.2.1 — Material vegetal

Para a selec¢@o de linhas celulares de S. tuberosum tolerantes a NaCl foi utilizada a cultura
estabelecida de tecido caloso (gentilmente cedida pela Prof. Dr* Fernanda Fidalgo) obtida a

partir de fragmentos foliares de plantas jovens de S. tuberosum L. cv. Désirée,

2.2.2 — Preparagdo dos meios de cultura suplementados com NaCl

Para a sujei¢iio de tecido caloso a condigdes de stresse salino foi preparado meio de
manutengio — meio Lam suplementado com 2 mg/dm’® de 2,4-D e 0,5 mg/dm’ de BA — ao
qual se adicionou NaCl nas seguintes concentragdes: 50, 100, 150 e 200mM. Foram assim

feitos quatro meios de cultura que diferiram apenas na concentrago salina presente.

2.2.3 — Seleccido de tecido caloso tolerante a NaCl

No momento de se proceder a subcultura do tecido caloso estabelecido para meio fresco,
porgdes de tecido (aproximadamente 5 g de peso fresco) foram sujeitas a condigdes de stresse

salino seguindo dois métodos de selecgdo:

1) Selecgdo directa: o tecido caloso foi dividido em cinco grupos e colocado em placas
de Petri contendo 30 cm’ de meio de manutencio suplementado com OmM, 50mM,
100mM, 150mM e 200mM de NaCl, respectivamente. No final foi possivel ter uma

amostragem de dez placas por cada grupo de tratamento.

2) Selecgdo gradual: o tecido caloso foi inicialmente transferido para meio de

manutengdo contendo 50mM de NaCl. A intervalos de cerca de 26 dias procedeu-se a
transferéncia de fragmentos de tecido caloso para o mesmo meio mas com niveis de

salinidade crescentes, respectivamente 100 e 150mM de NaCl.

As placas de Petri contendo o tecido caloso controlo e submetido a condigdes salinas (50,
100, 150 e 200mM de NaCl) foram mantidas na estufa de cultura a 27°C e num fotoperiodo

de 13 horas de Iuz, com uma densidade de fluxo foténico de 35 pmol.m™.s™ fornecido por
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lampadas fluorescentes. Em ambos os métodos de selec¢do procedeu-se a repicagem do tecido

caloso cada 26 dias, procurando-se excluir as regides necrosadas.

2.3 — Estudos em tecido caloso de Solanum tuberosum L. tolerante a diferentes niveis de

salinidade

Depois da obtencéio de tecido caloso em abundincia das cinco situagGes em cultura seria
possivel iniciar o estudo do comportamento do tecido caloso mantido a diferentes niveis de
salinidade. Contudo, dada a necessidade de se dispor de elevada quantidade de material
vegetal para se proceder a analise bioquimica de determinados pardmetros, e atendendo a
menor disponibilidade de tecido nas condigdes de 150mM e 200mM de NaCl, optdmos por
realizar o presente estudo no tecido caloso crescido na auséncia de sal (situagio de controlo) e

na presen¢a de NaCl a 50mM e a 100mM.

2.3.1 — Crescimento de tecido caloso

Por¢des de tecido das trés situagdes estudadas (0, 50 e 100mM de NaCl) foram pesadas
assepticamente em frascos de cultura contendo 100em’® de meio de manutengéio suplementado
com 0, 50 e 100mM de NaCl, respectivamente. De salientar o facto de que para a
determinag¢do de crescimento do tecido caloso adaptado a 100mM de NaCl foram retirados
grupos de tecido tolerantes a 100mM de NaCl obtidos por selecgdo directa e por selecgiio
gradual.

Apds cerca de 5 semanas de cultura todo o tecido foi retirado dos respectivos frascos e
pesado. O crescimento foi expresso em termos de crescimento absoluto, isto €, percentagem

de aumento de peso de tecido nos varios tratamentos:

Crescimento = [(pr — py) /pi] x 100, sendo pr (g) 0 peso no fim do periodo

de cultura considerado ¢ p; (g) o peso inicial.

De referir, que o tecido apés ser pesado, foi utilizado para as determinagdes bioquimicas
posteriores, tendo-se entretanto preparado as amostras destinadas as varias determinagdes, que

foram depois congeladas em azoto liquido e armazenadas a ~80°C.
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2.3.2 — Conteudo hidrico no tecido caloso

O tecido caloso usado na determinagfio de crescimento foi utilizado para a determinagio de
peso seco; este pardmetro foi conhecido apos a secagem em estufa a 70°C de vérias amostras
de tecido das trés situagdes em estudo (0, 50 e 100mM de NaCl) até a estabilizagdo do peso.
Com base nos valores obtidos para o peso fresco e peso seco determinou-se o contetido
hidrico para o tecido caloso crescido na auséncia de sal e na presenca de 50mM e 100mM de
NaCl.

2.3.3 — Determinacdes bioquimicas

* Clorofilas e Carotendides

As clorofilas foram extraidas e quantificadas de acordo com o método de Hodgins & van
Huystee (1986); de acordo com a técnica, usou-se como solvente acetona a 80% contendo 1%
(v/v) de amoénia em solugdo (25%). Apés a homogeneizagdo de amostras de tecido caloso
(com cerca de 2 g), os extractos foram mantidos a 4°C, na obscuridade durante 30 minutos e
depois centrifugados a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, a 4°C, em centrifuga Hettich
Rotanta/RP (rotor 6254); os sobrenadantes foram recolhidos e os sedimentos resultantes
foram ressuspensos no mesmo solvente e mantidos nas mesmas condi¢des (a 4°C e na
obscuridade) durante 15 minutos. Os sobrenadantes resultantes desta segunda extrac¢do foram
adicionados aos obtidos inicialmente, efectuando-se de seguida leituras de absorvancias a 480
nm, a 645 nm e a 663 nm. As concentragdes das clorofilas a e b, expressas em mmoles/dm’,
foram calculadas a partir dos valores das absorvéncias a 663 nm e a 645 nm, respectivamente,
e dos coeficientes de extingdio milimolar das clorofilas a e b aos comprimentos de onda

considerados.

Comprimento de onda  Coeficiente de extin¢io

Pigmento

(nm) milimolar (mM'cm™)
Clorofila a 663 73,30
Clorofila b 645 41,38
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A concentragdo total de carotendides no extracto foi determinada a partir do valor da

absorvincia a 480 nm e aplicando a seguinte férmuia (Liaaen-Jensen & Jensen, 1971):

Carotendides = Aygy x v x £ x 10/2500 (mg), sendo Augo a absorvincia lida a
480 nm, v o volume do extracto, f o factor de diluicdo, 2500 é um coeficiente

de extingdio médio para os carotendides.

+ Peroxidacio lipidica

A determinagdo da peroxidagdo lipidica em tecido caloso foi realizada através da
quantificagdo do malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica, de acordo com
o método descrito por Draper & Hadley (1990).

Amostras de tecido caloso foram pulverizadas em azoto liquido num almofariz a 0-4°C; cerca
de 50 mg de cada amostra foi homogeneizado em meio de extracgdo contendo 500 pl de
TCA' 5% (v/v) e 50 ul de BHT? 2% (p/v). O homogeneizado foi a ferver em banho maria a
92-93 °C, durante 30 minutos; apds arrefecimento a temperatura ambiente, o homogeneizado
foi centrifugado a 12000 r.p.m. durante 20 minutos. A aliquotas de 500 ul de sobrenadante
foram adicionados 500 ul de TBA® 0,67% (p/v) para a determinagio colorimétrica dos niveis
de MDA; o branco foi preparado pela juncdo de TBA com a mistura de TCA com BHT em
substituicdo do extracto de amostra. De seguida, o branco e as amostras foram novamente a
ferver em banho maria a 92-93 °C, durante 30 minutos, para ao fim desse tempo, e apds

arrefecimento a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida a 532 nm e 600 nm.

¥ Prolna

Amostras de tecido caloso com cerca de 0,3 g de peso foram homogeneizadas num almofariz
contendo areia de quartzo, no meio de homogeneizagdo que apresentava na sua composi¢do
2 ml de 4cido 5-sulfosalicilico a 3% (p/v). Os homogeneizados foram centrifugados a 1600
r.p.m. € a 4°C, durante 10 minutos em centrifuga Hettich Rotanta/RP (rotor 6254), sendo os
sobrenadantes recolhidos no final para um tubo de ensaio. Os sobrenadantes foram usados
para a reac¢do colorimétrica com 2 ml de 4dcido acético glacial e 2 ml de ninidrina acida

adicionados, que decorreu durante uma hora em banho maria a 100°C. Ao fim desse tempo, a

' TCA — Acido tricloroacético
2 BHT - Hidroxitolueno butilado
3 TBA — Acido tiobarbiturico
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mistura foi arrefecida em banho de gelo e 4 ml de tolueno foram adicionados; apds agitagdo
forte, foi possivel separar duas fases, tendo-se removido a fase superior de cor avermelhada.
De seguida, a absorvéncia foi lida a 520 nm, usando o tolueno como branco.

A recta padrdo para a quantificacdo da prolina foi construida utilizando-se acido acético

glacial, ninidrina 4cida e tolueno.

+ Acido ascorbico

A quantifica¢io do 4cido ascorbico foi feita em amostras (com cerca de 1 g) de tecido caloso,
que foram homogeneizadas a 0-4°C num almofariz contendo areia de quartzo, tendo sido
utilizados 3 ml do meio de extracgdo que continha acido metafosforico 5% (p/v). Os extractos
foram centrifugados em centrifuga Hettich Rotanta/RP (rotor 6254), a 4000 r.p.m. durante 15
minutos, a 4°C. Aos sobrenadantes obtidos foi adicionado Folin 1% (v/v) e o branco foi
preparado com Folin 1%, substituindo-se a amostra por agua desionizada. Apés 40 minutos, a
absorvincia foi lida a 730 nm.

Para a construgdo da recta padrio utilizou-se solugfo de dcido ascorbico.

+ Proteinas

Para a extrac¢lio das proteinas totais (soluveis e insoliveis), amostras de tecido caloso foram
homogeneizadas num almofariz previamente arrefecido e em banho gelo, com areia de
quartzo € PVP* insolivel a 1% (p/v), em 3 ml de meio de homogeneiza¢io; o meio de
homogeneizagdo continha na sua composigio tampdo Tris-HCF 0,06M, pH 6,8, PMSF® 1mM
e leupeptina 10uM. Os homogeneizados foram centrifugados a 4000 r.p.m. e a 4°C em
centrifuga Hettich Rotanta/RP (rotor 6254), durante 15 minutos. Os sobrenadantes obtidos
foram usados para a quantificagfio das proteinas soluveis de acordo com a técenica descrita por
Peterson (1977). Esta técnica ¢ uma modificagfio ao método de Lowry et al. (1951) e utiliza

0s seguintes reagentes e procedimentos:

e Solugdo de cobre-tartarato-carbonato (solugiio CTC): uma solugo de carbonato de sédio
a 20% (p/v) ¢ adicionada lentamente, com agita¢do, a uma solu¢do de sulfato de cobre

em tartarato de potassio, de modo a obter-se concentragdes finais de sulfato de cobre

* PVP — Polivinilpirrolidona
> Tris-HCI - Tris (hidroximetil) aminometano, com pH ajustado com 4cido cloridrico (HCI)

§ PMSF — Fenilmetilsulfonil fluoreto
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pentahidratado 0,1% (p/v), tartarato de potéssio 0,2% (p/v) e carbonato de sddio 10%
(p/v).
e Solugio A: preparada a partir da mistura de volumes iguais das solugdes CTC, NaOH’

0,8M, SDS* 10% (p/v) e dgua desionizada.

e Solucdo B: 1 volume de reagente Folin-Ciocalteus ¢ adicionado a 5 volumes de dgua

desionizada.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 1 ml de cada amostra convenientemente diluida a 1 ml da
solugdo A; para o branco, misturou-se 1 ml de dgua desionizada em vez da amostra. Apos 10
minutos, a temperatura ambiente, adicionou-se 0,5 ml da solu¢do B e, passados 20 minutos,

foi lida a absorvancia a 750 nm.

Para a quantificagdo das proteinas insoluveis, o sedimento proveniente da centrifugagio
anterior foi ressuspenso em 3 ml do mesmo tampéo (Tris-HCI 0,06M, pH 6,8) contendo SDS
2.5% (p/v); a suspensdo resultante foi incubada durante 3 horas a 4°C, seguido de 1 hora a
temperatura ambiente. Apds centrifugacdo da suspensdo a 4000 r.p.m. durante 15 minutos, as

proteinas insoliveis foram também quantificadas pelo método de Peterson (1977).

As rectas padrdo de proteinas foram construidas com albumina sérica bovina (BSA).

Depois de realizada a quantificagdo de proteinas, as amostras concentradas foi adicionado
tampdo de amostra para fazer posteriormente a separa¢io em gel das protefnas soliiveis e
insoliveis. O tampdo de amostra foi preparado com tampdo Tris-HCl 187,5mM, SDS 6%
(p/v), B-mercaptoetanol 15% (v/v), azul de bromofenol 0,003% (v/v) e glicerol 30% (v/v), pH
6.8. As amostras misturadas com este tampdo (100 pl + 50 pl, respectivamente) foram

fervidas a 100°C, durante 10 minutos. Depois de arrefecidas, foram guardadas em cAmara
frigorifica a —80°C.

"NaOH — Hidréxido de sodio
8 SDS — Dodecil sulfato de sédio
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# Electroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

As protefnas soluveis e insoliveis foram separadas em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE). A electroforese foi realizada em gel vertical usando o sistema
descontinuo de Laemmli (1970), tendo sido utilizada a unidade SE 280 da Hoefer. A malha
do gel concentrador foi de 5% (acrilamida: bis acrilamida) e a do gel de separagfio foi de 10%
(acrilamida: bis acrilamida).

Os reagentes para a preparagio de um gel com malha de 5% (gel concentrador) e espessura de

1,5mm, na unidade SE 280, foram os seguintes (Quadro III):

Acrilamida: bis acrilamida 670 pul
Tris-HC1 0,5M, pH 6,8 1000 pl
Agua desionizada 2189 pl
SDS 10% (p/v) 40 pl
APS’ 2% (p/v) 100 ul
TEMED'" 1l
Volume final 4000 pl

Quadro IIT — Composi¢do do gel concentrador.

Os reagentes para a prepara¢io de um gel com malha de 10% (gel separador) e espessura de

1,5mm, na mesma unidade (SE 280), foram os seguintes (Quadro IV):

Acrilamida: bis acrilamida 3000 pl
Tris-HCI 1,5M, pH 8.8 2250 pul
Agua desionizada 3433 pul
SDS 10% (p/v) 90 ul
APS 2% (p/v) 225 ul
TEMED | 2,25 ul
Volume final 9000 pl

Quadro IV — Composigdo do gel separador.

? APS — Persulfato de amdnio

' TEMED — Tetrametiletilenodiamina
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O tampdo de electroforese apresentava a seguinte composi¢do: tampdo Tris-HCl 25mM,
glicina 192mM e SDS 0,1% (p/v), pH 8,3.

Foram aplicadas 10 pg de proteinas (amostras) em cada pogo do gel e paralelamente aplicou-

se o marcador de proteinas de baixa massa molecular (14,400 a 97,400 kDa — BIORAD).

As electroforeses foram realizadas com uma voltagem constante (600 V) e intensidade da

corrente de 15 mA no gel concentrador e de 20 mA no gel separador.

A coloragéo foi realizada com nitrato de prata, utilizando o seguinte procedimento:

L.

9.

fixa¢fo do gel numa solugdo de 50% de metanol, 12% de 4cido acético e 0,05% (v/v)

de formaldeido a 37%, com agitag3o, na obscuridade e durante 30 minutos;

trés lavagens, cada uma com duragfo de 10 minutos, em 50% de etanol com agitagfo e

na obscuridade;

pré-tratamento com agita¢do em 0,02% (p/v) de tiosulfato de sodio, durante 1 minuto;
trés lavagens em dgua desionizada, com duragio de 20 minutos para cada lavagem:;
impregna¢io, com agitagdo, numa solugdo de 0,2% de nitrato de prata e 0,075% de
formaldeido, durante 20 minutos;

duas lavagens em agua desionizada;

revelagdo com uma solugdo de 0,162% de carbonato de sodio, 0,05% de formaldeido

a 37% e 0,004% de tiosulfato de sodio, durante 15 minutos, aproximadamente;

paragem da revelagdo com uma solucdo de 50% de metanol e 12% de acido acético,

durante 5 minutos;

lavagem com 50% de metanol.

O gel foi analisado num processador de imagem Cybertech CS 1.

2.4 — Anélise estatistica

Para a compara¢io das médias dos dados experimentais obtidos nas determinagdes de

crescimento e contetido de dgua do tecido caloso e nas determinagSes bioquimicas, foi usado

o teste # de “Student’, com um nivel de significincia de P< 0,05.
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3 — RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1 — Indugdo e estabelecimento da cultura de tecido caloso de Solanum tuberosum L.

Para a indugdio de tecido caloso de batateira foram utilizados trés tipos de explantes: os
fragmentos foliares, isolados de folhas jovens colhidas em plantas de S. tuberosum L. cv.
Désirée, os segmentos de brolho, obtidos de brolhos que foram removidos de tubérculos
quando se encontravam em fase de abrolhamento, e os discos de tubérculo, obtidos a partir de
cilindros de tecido provenientes de tubérculos jovens (ver Material e Métodos); ap6s realizada
a desinfecgo, e ja em condigdes assépticas, os diferentes explantes foram colocados no meio
de indugdo. Os fragmentos de folha, de brolho e de tubérculo, isolados como previamente
descrito em Material e Métodos, foram cultivados em dois meios de cultura (MI; e MI;) que
divergiram, entre outros aspectos da composicdo, nos reguladores de crescimento usados para
a inducdo do tecido caloso a partir desses fragmentos (ver Material e Métodos). Passados
alguns dias de cultura (8 dias), foi ja possivel observar o aparecimento de tecido caloso nas
superficies periféricas dos explantes de brolho (Fig. 3), que se tornou mais evidente ao fim de
16 dias em cultura (Fig. 4). Os primeiros sinais de formagio de tecido caloso surgiram mais
tarde na cultura dos explantes de tubérculo, uma vez que apés 8 dias em cultura os explantes
tinham aumentado ligeiramente em volume, mas ainda nfio era visivel exteriormente a
formagdo do tecido (Fig. 5), que veio a ser detectado passados 18 dias (Fig. 6). Quer para os
explantes de brolho, quer para os de tubérculo, a inducdo de tecido caloso ocorreu de forma
mais rapida e homogénea no meio Ml,, ou seja no meio que utilizou a auxina picloram para a
indugdo de tecido caloso, do que no meio MI;, onde foram usados diversos reguladores de
crescimento. Apesar de ter sido possivel induzir a formagio de tecido caloso nas superficies
de porgdes de brolho através do meio de cultura Ml,, a indugdo foi lenta (formacio de tecido
caloso apds 25-30 dias de cultura) e acompanhada pela perda de alguns explantes, enquanto
que através do segundo meio (MI;) conseguimos obter uma resposta em termos de indugéo
bastante mais rapida (formagdo de tecido caloso apds 10-15 dias de cultura) e uniforme entre
os explantes (Fig. 7). A formagdo de tecido caloso a partir dos explantes provenientes de
tubérculo cultivados no meio MI; foi ainda mais lenta do que fora observado com os
fragmentos de brolho, verificando-se que alguns explantes necrosaram antes de ocorrer a
indugdo do tecido, no entanto, quando os explantes de tubérculo foram cultivados no meio
MI, observamos a formagio de tecido caloso ao fim de 25-27 dias (Fig. 8), sem que

tivéssemos registado perdas de material vegetal, a nio ser por eventuais infeccdes.
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Fig. 3 — Aspecto de explantes de brolho
ao fim de 8 dias de cultura, em meio de
indugdo. Fig. 4 — Aspecto de explantes de
brolho ao fim de 16 dias de cultura, em
meio de indugdo, onde se pode observar
tecido caloso nas regides periféricas dos
explantes.

Fig. 7 — Aspecto de explantes
de brolho cultivados em meio
de inducdo MI; (4 esq.) e em
MI, (a dir.) ao fim de 16 dias;
¢ visivel pelo aspecto dos
explantes que a resposta foi
mais rapida no meio Ml,.

Fig. 5 — Aspecto de explantes de
tubérculo ao fim de 8 dias de cultura, em
meio de indugfo; ainda ndo € visivel o
aparecimento de tecido caloso. Fig. 6 —
Aspecto de explantes de tubérculo ao fim
de 18 dias de cultura, em meio de
indugdo, onde se observa tecido caloso
nas regides periféricas dos explantes.

Fig. 8 — Aspecto de explantes de
tubérculo cultivados em meio de
indugdo MI, (4 esq.) e em MI, (a
dir.) ao fim de 26 dias; notar que a
indugdo foi melhor conseguida no
meio Ml,.
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Com base nas observagdes realizadas, podemos desde ja referir que a indugéo de tecido caloso
a partir dos explantes de brolho e de tubérculo foi melhor conseguida no meio MI,, no
entanto, a resposta foi varidvel quando eles foram expostos a diferentes condicGes de
luminosidade; assim, a indu¢fo da formag@o de tecido na superficie dos fragmentos de brolho
foi favorecida pela exposigdo dos mesmos a luz (Fig. 9), enquanto que a formagfo de tecido a
partir dos discos de tubérculo ocorreu de forma rdpida e homogénea nos explantes sujeitos a
condi¢do de obscuridade (Fig. 10). Nos discos de tubérculo cultivados nos meios MI; e MI; e
expostos a luz ndo se observou a formagdo de tecido caloso (Fig. 11), de tal modo que, os
fragmentos que se encontravam a luz foram posteriormente transferidos para a condi¢do de
obscuridade de forma a induzir a formagdo do tecido; também as culturas dos fragmentos de
brolho nos dois meios de indug¢do (MI; e M) que inicialmente estavam na obscuridade (Fig.
12) foram transferidas para a luz, atendendo a que a formag¢do do tecido caloso deu-se mais
rapidamente e sem se registarem perdas de material vegetal em condigdes de luminosidade
(Fig. 9). Face a estes resultados, consideramos que para a indugéo e produgio de tecido caloso
com sucesso através da cultura dos explantes de brolho e de tubérculo o meio de indugdo que
tinha presente um uUnico regulador de crescimento — o picloram — foi o mais adequado,
embora a presen¢a ou auséncia de luz tenha sido também importante, dado que as culturas dos
fragmentos de brolho no meio MI; a luz e dos discos de tubérculo nesse mesmo meio na
obscuridade deu os melhores resultados em termos de formagfo e proliferagdo de tecido
caloso.

Relativamente as porg¢des foliares cultivadas nos dois meios de indugdo observamos que apds
varios dias em cultura (cerca de 16 dias) os explantes apresentavam um aspecto que indiciava
uma reacgdo positiva aos meios de indugio (Fig. 13). Contudo, os fragmentos foliares
cultivados no meio MI; comegaram entretanto a necrosar (Fig. 14), impedindo a formagio do
tecido, por sua vez, os explantes no meio MI; com a evolugdo da cultura formavam massas de
tecido caloso nas zonas periféricas (Fig. 15). Assim, a cultura de explantes foliares no meio de
indugdio MI, ndo resultou na formagfo de tecido caloso, sendo no meio de indugéo alternativo
(MI,) que a producéo de tecido foi bem sucedida.

Uma vez induzida a formacéo de tecido caloso e com a evolugdo das culturas, os aglomerados
de tecido caloso inicialmente formados nas regides periféricas dos explantes isolados da
planta de batateira rapidamente estenderam-se a todas as superficies destes, cobrindo-os na
totalidade, o que motivou a transferir o tecido formado para o meio de manutencdo de modo
assegurar o seu estabelecimento. Assim, o crescimento do tecido caloso formado a partir da

cultura dos segmentos de brolho no meio de indugdo MI, foi mantido por transferéncia para
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Fig. 9 — Explantes de brolho
cultivados no meio de indugéo MI,
em condi¢des de luminosidade (a
esq.) e de obscuridade (a dir.) ao
fim de 16 dias; notar que a
formagio de tecido caloso foi
favorecida pela exposi¢do dos
explantes a luz.

Fig. 10 — Explantes de tubérculo
cultivados no meio de indugéo MI,
em condigdes de obscuridade (a
esq.) e de luminosidade (a dir.) ao
fim de 18 dias; € notdério que a
formacgio de tecido caloso foi
favorecida pela exposi¢do dos
explantes na obscuridade.

Fig. 11 — Explantes de tubérculo
cultivados nos meios de indugdo
ML, (a4 esq.) e MI; (& dir.) em
condi¢des de luminosidade, ao fim
de 18 dias, onde se pode ver que
ndo ocorre a formagdo de tecido
caloso na presenca de luz.

Fig. 12 — Explantes de brolho
cultivados nos meios de indugéo
MI, (4 esq.) e MI; (a dir.) em
condi¢des de obscuridade, ao fim
de 16 dias; ¢ possivel observar que
a formagdo de tecido caloso é
afectada pela obscuridade,
nomeadamente nos explantes
cultivados em M1,.
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N

Fig. 13 — Aspecto de explantes foliares ao fim de 16 dias de cultura, em meio de indugdo. Fig. 14 —
Explantes foliares cultivados em meio de indugdo MI; que comegaram a necrosar, ao fim de cerca de
25 dias de cultura, ndo ocorrendo a formagao de tecido caloso. Fig. 15 — Imagem de explantes
foliares cultivados no meio de indugdo MI,, onde se observa tecido caloso nas regides periféricas
dos explantes.

Fig. 16 — Imagem de explantes de brolho apds transferéncia para meio de manutengdo, para
garantir a proliferagdo do tecido caloso entretanto formado. Fig. 17 — Aspecto de tecido caloso
induzido a partir de explantes de tubérculo cultivados em meio de indugiio MI,.

Fig. 18 — Aspecto de tecido
caloso derivado da cultura de
explantes de brolho, apos
cerca de 15 dias de ter sido
transferido para meio de
manutencio. Fig. 19 -
Tecido caloso obtido a partir
de explantes de tubérculo,
crescido durante 45 dias em
meio de indugio MI,.
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meio de manutengdo (Fig. 16), que tinha a mesma composi¢do bésica do meio MI,, tendo sido
substituidos os reguladores de crescimento pela auxina 2,4-D e pela citocinina BA (ver
Material e Métodos); o meio MI, que tinha sido usado para a inducgéio de tecido caloso foi
utilizado também para a manutengdo do tecido entretanto formado e, sendo assim, o
crescimento do tecido proveniente dos explantes de brolho cultivados no meio de indugiio MI,
foi assegurado neste mesmo meio, embora fosse também mantido por transferéncia para o
meio de manutencdo. Uma vez que a quantidade de tecido caloso formado a partir dos
fragmentos de tubérculo cultivados no meio de indugdo MI, foi tdo baixa, fomos levados a
desprezar esse tecido em favor daquele que fora induzido através do outro meio e que se
encontrava em proliferaciio activa (Fig. 17). Sendo assim, o desenvolvimento do tecido caloso
induzido a partir dos discos de tubérculo cultivados no meio de cultura MI, foi mantido neste
meio em condi¢des de luminosidade, e foi também subcultivado para o meio de manutengéo.
Um procedimento semelhante foi usado com o tecido caloso resultante das culturas de
explantes foliares, ou seja, o tecido foi mantido no mesmo meio de cultura utilizado para a
indugdio (MI;), embora fosse também transferido para o meio de manutengdo.

Na fase inicial de estabelecimento do tecido caloso pudemos verificar que o crescimento foi
mais ou menos rapido em fun¢do do tipo de explante utilizado para a indugdo, isto &, o tecido
caloso obtido a partir das culturas dos fragmentos de brolho apresentou um desenvolvimento
mais rapido relativamente ao do tecido proveniente das culturas de explantes foliares e de
tubérculo (Figs. 18 e 19). O crescimento do tecido caloso resultante das culturas de discos de
tubérculo foi o mais lento e também o mais dificil de manter em cultura. no entanto, o meio
de manuten¢do utilizado nesta fase inicial foi determinante para o seu estabelecimento. Os
nossos resultados mostram que o crescimento do tecido caloso proveniente das culturas de
segmentos de brolho nos meios de indugdo MI; e MI, foi abundante quando o tecido foi
cultivado no meio de manutengéio e quando permaneceu no meio Ml,. O tecido cultivado no
meio de manutengdo apresentava no inicio do seu estabelecimento cor verde amarelada e
consisténcia bastante fridvel (Fig. 20), que com a evolugio da cultura e apos vérias repicagens
conseguiu-se obter tecido caloso com consisténcia mais compacta e em que a cor verde surgia
mais acentuada, indicando um teor clorofilino mais elevado (Fig. 21). O tecido caloso que
manteve o seu desenvolvimento no meio MI, cresceu consideravelmente, como se pode
visualizar na Fig. 22, no entanto, apds estabelecido apresentava cor esbranquigada, o que
indiciava a auséncia de pigmentos. Perante este facto, o tecido estabelecido no meio M, foi

transferido para o meio de manutengdo com o objectivo de promover o seu reverdecimento, e
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essa mudanca resultou no desenvolvimento de tecido caloso com um nivel superior de
clorofilas (Fig. 23).

Em relagdo ao comportamento do tecido caloso formado a partir das culturas de discos de
tubérculo, verificamos que o tecido pouco cresceu apds ter sido transferido do meio de
inducdo MI, para o meio de manutengfo e para as condi¢des de luminosidade, e ao fim de
certo tempo em cultura comegou a necrosar (Fig 24), o que contrasta com o crescimento
activo observado quando permaneceu no meio M, (Fig 25). O elevado desenvolvimento do
tecido caloso no meio que fora usado para a respectiva indugdo permitiu a obtencéo de tecido
em abundéincia, que apds o crescimento durante cerca de 23-25 dias era subcultivado para
meio fresco. Contudo, e tal como foi verificado para o tecido caloso estabelecido no meio MI;
obtido das culturas de segmentos de brolho, o tecido caloso mantido no meio MI, e apds
algumas repicagens conservou a cor branca; esta situagdo levou-nos a mudar o tecido
estabelecido nesse meio para o meio de manutencdo, o que resultou no reverdecimento
gradual do tecido, sem que o seu crescimento tivesse sido aparentemente prejudicado em
consequéncia dessa mudanca (Fig. 26).

O tecido caloso resultante das culturas de explantes foliares cresceu bem quando foi cultivado
no meio de manutencdo e quando foi mantido no meio de cultura MI,, no entanto, as culturas
de tecido caloso no meio MI, destacaram-se pelo facto do crescimento do tecido ter sido
superior em relagéio ao que foi observado no outro meio de cultura (Fig. 27). Apesar do tecido
que foi cultivado no meio de manutengfio ter mostrado inicialmente um menor ritmo de
crescimento, ele desenvolveu um nivel superior de clorofilas, evidenciado pela tonalidade
verde amarelada que foi progressivamente alterada para verde ao longo do estabelecimento
das culturas (Fig. 28). Com base neste facto, e perante a cor branca evidente apds o
estabelecimento do tecido caloso no meio MI,, este tecido foi subcultivado no meio de

manutengdo de modo a induzir-lhe a formagdo de pigmentos, o que foi bem sucedido (Fig.
29). |
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Fig. 20 - Tecido -caloso
proveniente da cultura de
explantes de brolho, crescido
durante cerca de 35 dias em meio
de manutengdo; é evidente a cor
verde amarelada que o tecido
apresenta. Fig. 21 — Aspecto de
tecido caloso derivado de
explantes de brolho em meio de
manutengdo, apds 3 meses em
cultura; quando comparado este
tecido com o ilustrado na Fig. 20,
¢ notoria a diferenca de cor
resultante do diferente teor de
clorofilas que possui. Fig. 22 -
Imagem de tecido caloso
proveniente de explantes de
brolho, mantido no meio de
indugdo Ml,, onde a cor
esbranquigada evidenciada pelo
tecido indicia a auséncia de
pigmentos. Fig. 23 — Imagem de
tecido caloso derivado de
explantes de brolho apés ter sido
transferido de meio MI, para meio
de manutengdo; em consequéncia
desse procedimento o teor de
clorofilas aumentou no tecido.

Fig. 24 — Tecido caloso obtido a partir da cultura de explantes
de tubérculo, crescido durante cerca de 26 dias em meio de
manutencdo. Fig. 25 — Aspecto de tecido caloso proveniente de
explantes de tubérculo, mantido no meio de indugdo Ml,;
comparando esta imagem com a Fig. 24, conclui-se que o MI;
foi mais favoravel para a proliferagiio do tecido caloso do que o
meio de manuten¢do, embora fosse visivel a auséncia de
pigmentos. Fig. 26 — Imagem de tecido caloso induzido a partir
da cultura de explantes de tubérculo no meio Ml,, e crescido
nesse mesmo meio, apos ter sido transferido para meio de
manutengdo para promover o seu reverdecimento.
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Fig. 27 — Tecido caloso resultante da cultura de explantes foliares, crescido
durante 45 dias em meio de manutengio (4 esq.) e em meio de indugio MI, (3
dir.); notar a maior proliferagdo de tecido no meio MlI, comparativamente a
observada no meio de manutengio.

Fig. 28 — Aspecto de tecido caloso produzido a partir de explantes foliares,
mantido em meio de manutengdo durante 3 meses; de assinalar a cor verde que o
tecido apresenta e que contrasta com o aspecto observado no frasco da esquerda
da Fig.27. Fig. 29 — Aspecto de tecido caloso proveniente de explantes de folha
que, apos ter sido mantido durante algum tempo no meio MI,, foi subcultivado em
meio de manutengdo, o que levou ao reverdecimento do tecido.
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A inducdo e produgdio de tecido caloso com sucesso depende do estado fisiologico do tecido
ou do 6rgio no momento em que o explante ¢ isolado, verificando-se que a indugdo da
formacdo do tecido é mais rapida se o explante é obtido de regides jovens e fisiologicamente
mais activas (Quraishi et al., 1987; Hartmann et al., 1990). Este aspecto esta de certa forma
relacionado com o tipo de explante utilizado para a formagdo do tecido caloso, dai que para
Quraishi ef al. (1987) a escolha do explante seja fundamental para a indugdo de tecido caloso
de Solanum tuberosum. No nosso estudo foram utilizados trés tipos de explantes provenientes
de 6rgdos com uma actividade fisiologica distinta: os segmentos de brolho, os fragmentos
foliares e os discos de tubérculo. Apesar dos explantes usados terem iniciado a formagéo da
cultura de tecido caloso, os explantes de brolho iniciaram-na de forma mais rdpida e mais
homogénea entre si, ja os fragmentos de folha e de tubérculo necessitaram de mais tempo em
cultura, principalmente os de tubérculo, até se detectar o aparecimento do tecido caloso.
Quraishi et al. (1987) tinham ji demonstrado que os explantes isolados de brolho
apresentavam uma boa aptiddo para a calogénese e que estavam mais aptos para este
fenomeno do que as porgdes de tubérculo. Para os autores o estado fisiolégico do tubérculo
dador do explante ¢ determinante para a indugio de tecido caloso, sendo particularmente
importante a idade e a temperatura de conservagio dos tubérculos, dai que a diferenga que foi
verificada na aptidfio para a calogénese entre os fragmentos de brolho e os de tubérculo esta
provavelmente relacionada com o caracter juvenil que o material de brolho apresenta. Por
outro lado, o tubérculo da batateira ndo pode ser usado nas culturas in vitro como uma massa
homogénea de tecido, é preciso considerar a diversidade de tecidos que existem no tubérculo.
Nesta perspectiva, Jarret et al. (1980) avaliaram a capacidade dos diferentes tecidos de
tubérculo para regenerar in vitro rebentos adventicios e verificaram que a aptiddo dos tecidos
perimedular e cortical para a formacdo de rebentos foi muito superior a do tecido de medula.
Quando os discos de tubérculo constituidos por tecido da medula foram postos em cultura
cerca de 50% iniciaram a formagdo de tecido caloso, enquanto que os restantes nio
sobreviveram, no entanto, entre os explantes que iniciaram a formagdo de tecido uma parte
deles veio a necrosar. Os resultados obtidos por estes autores demonstram que a capacidade
para regenerar rebentos adventicios ou para formar tecido caloso usando o tubérculo como
dador do explante ¢ dependente do tecido a partir do qual os explantes sdo isolados.

Os resultados do nosso estudo mostraram que para além da influéncia do tipo de explante
usado, a inducdo e produgdo de tecido caloso foi também dependente das condi¢Ses de cultura
usadas, nomeadamente da composi¢iio do meio nutritivo relativamente aos reguladores de

crescimento. A inicia¢do da divisdo celular e subsequente produgéo de tecido caloso a partir
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de um fragmento de tecido requer a presen¢a de uma, ou mais, auxinas, que podem estar
combinadas com citocininas na propor¢do adequada, sendo as auxinas como o acido indol-
acético (IAA), o acido naftalenoacético (NAA) e o acido diclorofenoxiacético (2,4-D) os
reguladores de crescimento normalmente usados para induzir e produzir tecido caloso,
embora as citocininas como a cinetina ou a benzilaminopurina possam ser também
incorporadas no meio nutritivo (Hussey, 1980; Hartmann ef al., 1990). Segundo Anstis &
Northcote (1973), a indugdo e estabelecimento de tecido caloso a partir de explantes de
batateira depende sobretudo das concentragdes de auxina e de citocinina que estdio presentes
no meio de cultura. Para a produgdo de tecido caloso da planta S. tuberosum L. cv. Désirée
foram utilizados dois meios de cultura que diferiram nos reguladores de crescimento que
estiveram presentes, entre outros aspectos da composicdo. Um dos meios reuniu o maior
nimero de reguladores de crescimento, incluindo as auxinas [AA e NAA. as citocininas KIN,
BA e ZEA e o 4cido giberélico; apesar deste meio de cultura se ter apresentado como o mais
completo em termos de composi¢do em reguladores de crescimento, a formagdo de tecido
caloso a partir dos explantes de brolho e de tubérculo cultivados nesse meio foi baixa, nfio
tendo havido iniciagdo de tecido nas culturas de fragmentos foliares, o que nos leva a concluir
que seja um meio pouco eficaz para a iniciagdo de tecido caloso. Para além da formagdo de
tecido caloso ser escassa, verificou-se que a indugdo foi lenta nos explantes de brolho e de
tubérculo cultivados nesse meio, ocorrendo de forma bastante heterogénea entre os explantes.
Contrariamente ao esperado, os explantes foliares néio iniciaram a formacdo de tecido caloso
nesse meio de cultura com elevada presenca de reguladores de crescimento. sendo esta
observagdio contraria aos resultados obtidos por Fidalgo (1995); este autor para avaliar a
possibilidade da utilizagdo das culturas in vifro de batateira como modelo experimental para
estudos sobre situacdes adversas provocadas por agroquimicos utilizou culturas de tecido
caloso estabelecido, que foram obtidas a partir de fragmentos foliares de plantas da cultivar
Désirée cultivados num meio de cultura idéntico ao que foi utilizado neste estudo para a
indugdo de tecido caloso e a partir do qual ndo obtivemos resposta. Atendendo a que os
principios que foram considerados para a recolha do material vegetal a usar na indugdo de
tecido caloso e que as condigdes de cultﬁra a que foram expostos os explantes foliares foram
os mesmos que os utilizados por Fidalgo (1995), provavelmente factores ligados a preparagéo
dos explantes, assim como o seu tamanho ou as caracteristicas da planta dadora dos explantes
determinaram a diferenca de resultados, ja que estes sfio factores igualmente importantes na

indugdo da formacdo de tecido caloso (Dixon, 1985).
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Perante os resultados apresentados, € possivel concluir que a utilizagdo do meio nutritivo com
vérios reguladores de crescimento adicionados para a formacdo de tecido caloso justifica-se
apenas para as culturas de por¢des de brolho; embora a inducfio tenha ocorrido nos
fragmentos de tubérculo em cultura, a proliferagdo do tecido deu-se a um ritmo muito baixo, 0
que faz com que o meio de cultura em causa ndo seja o mais indicado para a formagdo de
tecido caloso a partir de discos de tubérculos. Na tentativa de esclarecer o processo de
iniciacdo e crescimento de tecido caloso da planta de batateira, Anstis & Northcote (1973)
utilizaram diferentes combinagdes de auxinas (NAA, IAA e 2,4-D) com a citocinina cinetina
para a formagio de tecido caloso a partir de discos de tubérculo, tendo verificado que entre as
auxinas usadas o NAA foi o mais eficaz e que a presenca da cinetina foi inibitoria para a
iniciacdo do tecido e seu crescimento; de acordo com os autores, a inibicdo exercida pela
citocinina exogena foi provavelmente devido aos elevados niveis de citocininas presentes nos
tecidos de tubérculo, dai que o meio de indugdo mais adequado para as culturas de discos de
tubérculo sera aquele que ndo tiver citocininas. Com base no trabalho de Anstis & Northcote
(1973), e atendendo a que a niciagdo da divisdo celular e a proliferagdo de tecido caloso €
dependente da interaccdo entre as fito-hormonas endogenas presentes no explante e os
reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura (Hartmann ef al., 1990), € possivel
que a baixa formagdo de tecido caloso observada nos fragmentos de tubérculo cultivados no
meio mais completo, associada ao crescimento reduzido do tecido apés a sua indugdo, possam
ter resultado da inibicdo desencadeada pela presenca das citocininas cinetina e
benzilaminopurina no meio de indu¢do. No entanto, os resultados obtidos recentemente por
Esna-Ashari & Villiers (1998) mostraram a produgfo de tecido caloso em culturas de porg¢des
de tubérculo da cv. Désirée no meio nutritivo contendo a auxina 2,4-D e a citocinina BA, o
proliferacdo de tecido caloso. Os estudos realizados por Anstis & Northcote (1973) e por
Esna-Ashari e Villiers (1998) contribuiram para reforgar a nogdo de que para haver produgio
de tecido caloso € necessaria a presenca de auxinas e que as citocininas nfo sdo necessdrias
para a iniciagdo e crescimento do tecido. Neste contexto, Hagen ef al. (1990) sugeriram a
utilizagdo da auxina picloram para a iniciagdo das culturas de tecido caloso a partir de
fragmentos de tubérculo de batateira, bem como para a manutencio dessas culturas, apos
terem verificado a superioridade deste regulador de crescimento na indugfo e crescimento de
tecido caloso; deste modo, o tecido caloso induzido e estabelecido em meio de cultura com o
picloram como regulador de crescimento foi utilizado nos estudos realizados pela equipa de

trabalho de Hagen (Muneta ef al., 1990; Hagen et al., 1991; Hagen & Muneta, 1993; Hagen et
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al., 1993), como modelo experimental para investigar o metabolismo dos hidratos de carbono
nos tubérculos. Os resultados obtidos por Hagen ef al. (1990, 1991) levaram-nos a testar o
efeito da auxina picloram na produgfio de tecido caloso da planta de batateira, assim esse
regulador de crescimento foi adicionado ao meio nutritivo usado nas culturas dos vérios
explantes para a indugfio e formagdo de tecido caloso. A resposta dos explantes isolados da
planta de batateira & presenga do picloram no meio de cultura consistiu na rapida inicia¢do €
proliferagio de tecido caloso, que decorreu de forma homogénea entre os explantes em
cultura, resultando na produgdo de tecido caloso em abundancia. Esta resposta verificou-se
nas culturas de fragmentos foliares, de brolho e de tubérculo, contrastando claramente com 0
que fora observado quando os explantes foram cultivados no meio nutritivo suplementado
com diversos reguladores de crescimento, e veio ndo so confirmar a possibilidade de usar a
auxina picloram na produgio de tecido caloso a partir das culturas de discos de tubérculo, mas
mostrar também que esse regulador de crescimento pode ser usado nas culturas de por¢des de
brolho e de folha para a formagio de tecido caloso. A auxina picloram é descrita como sendo
um regulador de crescimento com elevada actividade fisiolégica, superior a das auxinas NAA
e TAA, como tal é recomendada a sua utilizagdo para induzir a rapida proliferagdio celular
(Sigma, 1993); com efeito, o meio de cultura que teve a auxina picloram como regulador de
crescimento foi o melhor em termos de indugdo e crescimento de tecido caloso, por sua vez, 0
meio que reuniu o maior niimero de reguladores de crescimento (as auxinas IAA e NAA,
diversas citocininas e uma giberelina), e que & partida se apresentou como mais completo, foi
o menos eficaz para a iniciagio de tecido caloso, o que demonstra a importéncia da utilizago
de auxinas com elevada actividade para a produgéo de tecido caloso a partir das culturas de
explantes isolados da planta de batateira e a dispensabilidade das citocininas para esse efeito,
ideia que tinha ja sido referida por outros autores (Anstis & Northeote, 1973; Hussey, 1980;
Jarret et al., 1980; Esna-Ashari e Villiers, 1998).

A formacdo de tecido caloso de batateira dependeu igualmente da situacdo de luz empregue
durante a cultura dos explantes de brolho e de tubérculo. A inducdo de tecido caloso ¢
varidvel com as condi¢cdes de luminosidade e de obscuridade (Hartmann et al., 1990), e de
facto verificou-se que a indu¢do da formagdo de tecido a partir dos fragmentos de brolho em
cultura foi favorecida pela exposigio destes a luz, enquanto que a cultura de discos de
tubéreulo iniciou a formagdo de tecido quando foi exposta a condigdo de obscuridade. Embora
as culturas de segmentos de brolho tenham iniciado a produgdo de tecido caloso na
obscuridade, a proliferagio do tecido foi demasiado lenta em comparagdo com a que ocorreu a

luz, sobretudo nos fragmentos que foram cultivados no meio com diversos reguladores de
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crescimento adicionados para a indugfio, por sua vez, os discos de tubérculo cultivados em
qualquer um dos meios usados para a indugdo ndo iniciaram a formagdo de tecido caloso
quando estiveram expostos a luz, tendo ocorrido na obscuridade. Ao estudarem a iniciacéo € o
crescimento de tecido caloso proveniente da cultura de fragmentos de tubérculo da planta de
batateira, Anstis & Northcote (1973) verificaram que a indugéo foi rdpida quando essa cultura
foi sujeita a situagfio de obscuridade, sendo a luz inibitoria para o processo de indugdo de
tecido caloso, e posteriormente outros autores vieram a demonstrar o mesmo (van der Plas &
Wagner, 1984; Hawkins & Lips, 1997).

Os resultados do nosso estudo indicam que a indugdo e produgéo de culturas de tecido caloso
a partir de explantes isolados da planta de S. tuberosum L. é dependente do tipo de explante
que ¢é colocado em cultura e das condigdes de cultura empregues, nomeadamente da
composi¢do do meio nutritivo em reguladores de crescimento e da presenca ou auséncia de
luz no ambiente de cultura. O processo de proliferagdo de tecido caloso envolve uma fase
inicial de indugfio em que as células se preparam para a divisdo ¢ o metabolismo ¢ activado,
sendo esta fase mais ou menos prolongada em fungdio do estado fisiologico das células do
explante e das condicdes de cultura (Hartmann er al., 1990; Dracup, 1991). De facto,
verificou-se que a duragio da fase de indugdo, designada fase de laténcia, foi varidvel com o
tipo de explante em cultura e com a composi¢io dos reguladores de crescimento presente no
meio nutritivo, tendo esta fase sido mais rdpida na cultura de porgdes de brolho em meio
nutritivo acrescido da auxina picloram e na presenca de luz, e mais longa com a cultura de
discos de tubérculo no meio com varios reguladores de crescimento e na auséncia de luz,
encontrando-se numa situa¢do intermédia os fragmentos foliares cultivados em meio com o
picloram. Contudo, quando os discos de tubérculo foram cultivados no meio nutritivo
suplementado com a auxina picloram e mantidos em condigdes de obscuridade a fase de
indugdio de tecido caloso foi menos demorada em relagdo & que se verificou nos discos postos
em contacto com o outro meio de indugdo. Assim, a fase de laténcia para a cultura de
segmentos de brolho no meio com picloram possivelmente durou cerca de uma semana, uma
vez que ao fim desse tempo era visivel o inicio da proliferagdo de tecido caloso na periferia
dos fragmentos, enquanto que para a cultura que esteve em contacto com o meio nutritivo
suplementado com os vérios reguladores de crescimento, essa fase prolongou-se até as duas
semanas. A fase de indugio ma cultura de discos de tubérculo em meio com picloram
estendeu-se as duas semanas antes do aparecimento de tecido caloso, no entanto, apds oito
dias em cultura os explantes aumentaram ligeiramente de volume, ¢ de acordo com Esna-

Ashari e Villiers (1998), esse aumento ¢ indicador da ocorréncia de divisdes celulares; se de
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facto assim for, podemos concluir que houve uma fase de laténcia de uma semana para a
cultura de discos de tubérculo no meio com picloram. Em trabalhos que envolveram a
obtengfio de tecido caloso da planta de batateira foi referido o inicio da proliferagéo de tecido
caloso ao fim de oito dias de cultura, sendo de uma semana a dura¢do da fase de laténcia
(Jarret et al., 1980; Jaiswal & Narayan, 1985); para a cultura de discos de tubérculo em meio
com a auxina 2.4-D e na auséncia da citocinina cinetina, Anstis & Northcote (1973) referiram
a ocorréncia de uma fase de laténcia de uma semana antes do aparecimento de tecido caloso.

Uma vez induzida a formagio de tecido caloso ¢ necessdrio assegurar o crescimento do
tecido, que ¢ geralmente mantido por transferéncia para meio de manutengdo. Um factor
importante a considerar para o estabelecimento do tecido caloso € que o meio nutritivo que foi
adequado para a indugio de tecido caloso podera ndo ser conveniente para a manutengdo da
cultura, um aspecto que se relaciona sobretudo com os reguladores de crescimento a incluir no
meio nutritivo (Anstis & Northcote, 1973; Ahloowalia, 1982; Jaiswal & Narayan, 1985).
Nesta perspectiva, optdmos por usar um meio de manuten¢do com a mesma composicdo
basica que um dos meios de indugdo, tendo sido substituidos os reguladores de crescimento
pela auxina 2,4-D e a citocinina BA, e como alternativa, as culturas de tecido caloso foram
mantidas no meio usado para a sua indugdo, ou seja, 0 meio nutritivo com a presenga da
auxina picloram que serviu para a indugdo de tecido a partir dos diferentes explantes isolados
foi usado para a manutengfio dessas culturas. Da mesma forma que a indugéo de tecido caloso
foi mais rapida nos explantes provenientes de oOrglos ou tecidos jovens e a partida
fisiologicamente mais activos, ou seja nos explantes isolados de brolho, verificou-se que o
crescimento do tecido caloso foi mais rapido quando o tecido foi obtido a partir da cultura dos
fragmentos de brolho, tendo o tecido proveniente das culturas de explantes foliares e de
tubérculo apresentado um desenvolvimento mais lento, principalmente o derivado da cultura
de discos de tubérculo. Segundo Dixon (1985), as culturas de tecido caloso apresentam um
crescimento mais rapido se foram obtidas a partir de um explante retirado das partes jovens e
fisiologicamente mais activas da planta; neste caso, o tecido caloso obtido das culturas de
segmentos de brolho foi o mais facil de estabelecer em cultura. O mesmo ndo pode ser
referido em relagfio ao tecido derivado das culturas de discos de tubérculo, cujo crescimento
foi 0 mais dificil de manter em cultura, embora o meio de manutenco utilizado na fase inicial
tenha sido fundamental para conseguir o seu estabelecimento. Assim, verificou-se que a
manutengdo do crescimento do tecido caloso no meio que fora usado para a sua indugdo a
partir da cultura de discos de tubérculo foi a melhor opg¢édo, na medida em que nesse meio o

seu crescimento foi elevado, permitindo a obtengfio de tecido em abundéncia; por sua vez, a
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transferéncia do tecido para o meio com a presenga da auxina 2,4-D e da citocinina BA ainda
numa fase inicial do seu estabelecimento ndo foi bem sucedida, na medida em que o tecido
pouco cresceu e acabou por necrosar. A auxina 2,4-D parece ser o regulador de crescimento
mais utilizado para a manuten¢do das culturas de tecido caloso induzidas a partir de varios
fragmentos isolados da planta de batateira (Anstis & Northcote, 1973; Ahloowalia, 1982;
Jaiswal & Narayan, 1985; Wang & Hu, 1985; Hagen ef al., 1991), no entanto, a auxina
picloram foi apresentada por Hagen et al. (1990) como sendo superior a 2,4-D para o
crescimento de tecido caloso proveniente da cultura de fragmentos de tubérculo, devendo ser
incluida no meio de manutengdo. De facto, verificimos que a manutengdo do tecido caloso no
meio com picloram durante a fase inicial de estabelecimento resultou na maior proliferagdo,
nio s6 do tecido derivado da cultura de discos de tubérculo, mas também do tecido formado a
partir das culturas de explantes foliares e de brolho, relativamente ao que ocorreu no meio
com a auxina 2,4-D ¢ a citocinina BA.

Apesar da manutengdo das vdrias culturas de tecido caloso no meio nutritivo suplementado
com picloram proporcionar a obtengdo de tecido caloso em abundéncia, o tecido estabelecido
neste meio apresentava cor branca, o que indiciava a auséncia de pigmentos, enquanto que o
tecido caloso derivado das culturas de explantes foliares e de brolho e estabelecido no meio de
manuten¢do apresentava uma cor verde palida, que apds algumas repicagens veio a escurecer,
e portanto, a ter um teor clorofilino mais elevado. Também Hagen et al. (1991) verificaram a
ocorréncia de algumas diferencas no tecido caloso estabelecido em meio de cultura com
picloram em rela¢do ao tecido que foi mantido no meio com a auxina 2,4-D, nomeadamente
no teor em amido, que foi superior para o tecido caloso que cresceu no meio com a 2,4-D, o
que levou Hagen et al. (1993) a desenvolverem uma metodologia para aumentar o teor de
amido no tecido caloso estabelecido no meio de cultura com picloram, de modo a que este
pudesse ser utilizado como modelo experimental (Hagen & Muneta, 1993). No presente
trabalho, com o objectivo que o tecido caloso estabelecido no meio nutritivo com picloram
apresentasse um nivel superior de clorofilas, as culturas de tecido caloso provenientes dos
explantes de brolho, tubérculo e folha e que estavam a crescer no meio com a referida auxina
foram transferidas para o meio de manutengdo com a auxina 2,4-D e a citocinina BA, e em
consequéncia dessa mudanca, conseguimos obter tecido com um teor de clorofilas que foi
progressivamente aumentando com a evolugdo das culturas e também com as repicagens
periodicamente realizadas. Assim, e perante a resposta do tecido caloso as alteragbes nas
condicdes de cultura, € possivel concluir que para o reverdecimento do tecido foi

determinante a presenga da citocinina BA, o que contrasta com os resultados de Anstis &
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Northcote (1973), que verificaram que o tecido caloso produzido a partir da cultura de
explantes de tubérculo e a crescer em meio sem citocinina ficou verde e, apos algumas
semanas em cultura, apresentava elevada concentragdo de clorofilas, concluindo os autores
que o tecido caloso estabelecido ndo exigia a presenca de citocinina no meio pois produzia as

suas proprias citocininas.

Os resultados relativos 4 indugdo e produgdo de tecido caloso da planta de batateira indicam
que varios factores intervém nesse processo, que vio desde a escolha do explante para iniciar
a cultura de tecido caloso, as condigdes de cultura empregues quer para a indugdo do tecido
quer durante o seu crescimento, sendo particularmente importante a composi¢do do meio
nutritivo relativamente aos reguladores de crescimento. A indugdo de tecido caloso foi bem
sucedida através da utilizagio de porg¢des de brolho como explante, tendo sido determinante
as condi¢des de cultura aplicadas para a indugfo de tecido a partir de explantes foliares e de
tubérculo; para estas situagdes, as culturas de fragmentos de tubérculo e de folha no meio
nutritivo suplementado com a auxina picloram, submetendo os primeiros a obscuridade,
proporcionou os melhores resultados. A manutengdo das diversas culturas de tecido caloso no
meio com a auxina picloram foi também favoravel ao seu desenvolvimento, permitindo a
obtencio de tecido em abundincia, embora tenhamos verificado que o tecido caloso mantido
nesse meio ndo reverdeceu; sendo assim, considerdmos que durante a fase inicial de
estabelecimento das culturas de tecido caloso o mais vantajoso para o seu crescimento € a
manutengdo dessas culturas no meio com o picloram, e logo que o tecido esteja estabelecido
deverd ser subcultivado para meio que, para além de auxina, tenha também citocinina, no

sentido de aumentar o seu teor de clorofilas.

32— Selécg:ﬁo in vitro de linhas celulares de Solanum tuberosum L. tolerantes a NaCl

Para a selec¢do de linhas celulares da planta de batateira tolerantes a NaCl foi utilizada uma
cultura estabelecida de tecido caloso obtida a partir de fragmentos foliares de plantas jovens
de S. tuberosum L. cv. Désirée. Atendendo a que um dos objectivos do nosso trabalho foi a
obten¢do de tecido caloso a partir das culturas de explantes fohares, de brolho e de tubérculo
isolados da planta de batateira, seria desejavel utilizar o material vegetal obtido e estabelecido
recentemente para a selec¢io de linhas celulares tolerantes a salinidade e posterior estudo
bioquimico; no entanto, dadas as limitagdes de tempo a que o presente trabalho esteve sujeito,

e atendendo a que o processo de indugdo e estabelecimento das diversas culturas de tecido
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caloso foi lento, envolvendo varios meses de trabalho, associado & necessidade de se obter
tecido caloso em abundéncia para' ser exposto a condi¢des salinas e se iniciar o processo de
selecgdo das linhas celulares tolerantes, acrescido do facto de que apds essas linhas serem
seleccionadas, elas sdo multiplicadas para se conseguir material vegetal em quantidade que
permita avaliar o seu comportamento a nivel bioquimico, consideramos que estes factos sdo
suficientes para justificar a utilizagdo de material vegetal previamente estabelecido e
disponivel em quantidade para a selec¢do de linhas celulares tolerantes a NaCl. Por outro
lado, verificamos que Leone ef al. (1994a,b) utilizaram culturas de células em suspenséo de
batateira estabelecidas ha ja um certo tempo para obterem linhas celulares adaptadas a baixo
potencial hidrico induzido pela presenga de polietilenoglicol no meio de cultura, o mesmo
acontecendo para a obtencio de linhas celulares de Nicotiana tabacum L. resistentes a NaCl
(Watad er al., 1983; Binzel et al., 1985).

A cultura estabelecida de tecido caloso foi entdo submetida a diferentes condi¢Bes salinas, de
forma a permitir a selec¢io directa de linhas celulares tolerantes a essas condigdes; para tal,
foi preparado meio de manutengfio ao qual se adicionou o NaCl em varias concentragoes — 50,
100, 150 e 200 mM (ver Material e Métodos). Apds o crescimento do tecido durante cerca de
21 dias, no momento em que o tecido em situagdo normal seria subcultivado para meio fresco,
parte do tecido foi transferido para meio com diferentes teores de NaCl, de tal modo, que no
final o tecido caloso encontrava-se a crescer em condi¢des de 50, 100, 150 e 200mM de NaCl,
para além da situagdo controlo. Ao fim de alguns dias de cultura (26 dias) foi possivel
conhecer a resposta do tecido caloso crescido na presenga de sal; assim, o tecido caloso que
estava a crescer na presenga de S0mM de NaCl mostrava o aspecto normal do tecido controlo
(Fig. 30), crescendo de forma homogénea e sem perder a cor verde (Fig. 31), o que nos leva a
concluir que o tecido ndo foi afectado pela concentragdo salina imposta sendo, portanto,
tolerante a esse nivel de salinidade. Por sua vez, o tecido que foi sujeito a situagio de 100mM
de NaCl apresentou um comportamento algo heterogéneo entre as varias amostras existentes
(Fig. 32), em que se numas era evidente a ocorréncia de clorose e o desenvolvimento de areas
de necrose, noutras o tecido parecia ndo ser perturbado pela presenga do sal e continuou a
crescer, embora a um ritmo menor do que o do tecido em 50mM. O tecido que esteve exposto
ao nivel de salinidade de 150mM ndo cresceu, apresentando-se clorético para a generalidade
das amostras, embora nalgumas delas essa resposta a presenca do sal no meio de cultura tenha
sido mais rapida do que noutras (Fig. 33); ha, no entanto, que referir a existéncia de pequenas
dreas no tecido clordtico que se distinguem pela cor verde que possuem (Fig. 34), o que

significa que esses conjuntos celulares resistiram a salinidade imposta. Finalmente, o tecido
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caloso que esteve em contacto com o tratamento salino mais elevado (200mM) veio a revelar
ao fim de quatro semanas de cultura o aspecto do tecido exposto a 150mM, ou seja, o tecido
ndo manifestou qualquer crescimento, desenvolvendo cloroses nas margens que rapidamente
se estenderam a todo o tecido e culminaram com a degenerescéncia do mesmo (Fig. 35),
embora pequenas manchas no tecido conservaram a tonalidade verde e, portanto, nfo
degeneraram, sendo tolerantes a concentrago salina de 200mM (Fig. 36).

As linhas celulares que sobreviveram durante a fase de cultura no meio com as concentragdes
salinas de 100, 150 e 200mM, e que a partida seriam tolerantes ao nivel de salinidade a que
foram submetidas, foram depois isoladas e transferidas para meio de manutengdo sem sal em
tubos de cultura, onde foi mantido o seu crescimento. Uma vez que o tecido que cresceu no
meio de cultura com 50mM de NaCl mostrou nfo ser afectado numa fase inicial por essa
concentragdo salina, apresentando um aspecto semelhante ao do tecido que crescia na
auséncia de sal, optdmos por manté-lo em condi¢des salinas, sendo transferido para os frascos
de cultura onde foi cultivado no meio de manutengdo com 50mM de NaCl adicionado. Apés o
crescimento, durante cerca de 26 dias, as linhas seleccionadas tolerantes a NaCl nas
concentragdes de 100, 150 e 200mM foram novamente submetidas a condi¢Ges salinas, sendo
subcultivadas para meio de manutencdo fresco contendo NaCl com as mesmas concentragdes
que foram usadas para a sua selec¢do in vitro, mas enquanto que as linhas que resistiram em
cultura as concentragdes de 100 e 150mM de NaCl foram subcultivadas para frascos de
cultura, a linha seleccionada por ter subsistido no meio com NaCl na concentragdo de 200mM
foi mantida em tubos de cultura. Esta diferenga no procedimento resulta do facto de que no
final da passagem por meio sem sal, o crescimento das linhas tolerantes a condigdes salinas de
100 e 150mM foi bastante superior ao ocorrido na linha tolerante a presenca de 200mM de
NaCl no meio de cultura (Figs. 37, 38 e 39). Por sua vez, o tecido caloso que ja se encontrava
a crescer em frascos de cultura na condigdo salina de SOmM pareceu estar a adaptar-se a
salinidade imposta, embora o seu aspecto fosse diferente do observado no tecido controlo, na
medida em que o crescimento era claramente inferior ao do tecido controlo € apresentava uma
cor verde amarelada que contrastava com a cor verde que era evidente na situagdo controlo
(Fig. 40). No entanto, com a evolucdo da cultura o tecido caloso exposto a 50mM de NaCl
foi-se adaptando progressivamente a essa concentragdio salina, de tal modo que no final
apresentava um aspecto semelhante ao do tecido controlo e que contrastava com o que fora
observado na fase inicial de estabelecimento do tecido caloso & condi¢do salina (Fig. 41). A
evolugéo que foi possivel assistir na cultura de tecido caloso em 50mM de NaCl também

ocorreu nas linhas celulares adaptadas a 100 e 150mM de NaCl, que apdés a passagem por
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Fig. 30 — Tecido caloso a crescer na presenca de 50mM de NaCl (a dir.) e na auséncia de NaCl (a esq.) ao fim de
26 dias de cultura. Fig. 31 — Tecido caloso crescido na presenca de 50mM de NaCl, onde é evidente a cor verde
que o tecido apresenta. Fig. 32 — Aspecto de tecido caloso exposto directamente a 100mM de NaCl apos quatro
semanas, mostrando um comportamento heterogéneo como se pode observar pelo diferente aspecto das duas
placas. Fig. 33 — Imagem de tecido caloso submetido directamente a 150mM de NaCl, ao fim de cerca de quatro
semanas, onde se pode ver que o tecido ndo cresceu, apresentando-se clordtico nalgumas das amostras. Fig. 34 —
No tecido caloso sujeito a 150mM de NaCl distinguem-se pequenas édreas verdes (assinaladas com =) no tecido
clorotico. Fig. 35 — Aspecto de tecido caloso exposto directamente a 200mM de NaCl ao fim de quatro semanas
de cultura, onde ¢ evidente o desenvolvimento de grandes 4reas cloroticas. Fig. 36 — Pequenos aglomerados
celulares que se distinguiam do restante tecido pela diferente tonalidade que apresentavam (assinalados com =»).
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Fig. 37 — Linhas celulares tolerantes a 100mM de NaCl a crescerem em meio nutritivo contendo O0mM de
NaCl. Fig. 38 — Linhas celulares tolerantes a 150mM de NaCl a crescerem em meio de manutengdo na
auséncia de NaCl. Fig. 39 — Linhas celulares tolerantes a 200mM de NaCl a crescerem em meio sem NaCl.
Fig. 40 — Aspecto de tecido caloso apés ter sido mantido durante 42 dias em 50mM de NaCl (a dir.), a
contrastar com o aspecto observado no tecido controlo (& esq.). Fig. 41 — Aspecto de tecido caloso
adaptado a S0mM de NaCl ao fim de trés meses de cultura (& esq.) muito semelhante ao do tecido controlo
(a dir.) e que contrasta com o que foi observado na fase inicial de adapta¢do a condigdo salina (Fig. 40).
Fig. 42 — Imagem de tecido caloso da linha celular obtida por selecgio directa exposto durante 42 dias a
100mM de NaCl (a dir.), a contrastar com a imagem do tecido controlo (a esq.). Fig. 43 — Aspecto de
tecido caloso da linha celular tolerante a 100mM de NaCl apés a subcultura durante trés meses (4 esq.) e
de tecido da situagdo controlo (a dir.); notar a maior proliferagio do tecido adaptado a 100mM de NaCl

com cor verde menos amarelada comparativamente ao que foi observado no inicio do seu estabelecimento
(Fig. 42).
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meio sem sal, tinham sido colocadas a crescer em meio com NaCl adicionado nas
concentracdes de 100 e 150mM respectivamente, verificando-se que numa fase inicial o seu
crescimento era reduzido em ambas as condigdes de salinidade (Figs. 42 e 44); todavia, ao
longo do tempo e apos algumas repicagens, a proliferagdo de tecido caloso dessas linhas foi
aumentando, o mesmo se pode dizer do nivel de clorofilas, embora estes fenémenos tenham
ocorrido a um ritmo mais baixo para a linha mantida na condigio de 150mM (Figs. 43 ¢ 45).
Em relagdo a linha celular que foi mantida no meio com 200mM de NaCl verificou-se que o
seu crescimento foi consideravelmente afectado pela elevada salinidade presente no meio de
cultura, dai ter sido mantida durante um periodo alargado de tempo a crescer em tubos de
cultura (Fig. 46), no entanto, com a evolugfo da cultura foi possivel multiplicar o tecido
caloso adaptado para crescer em meio com elevada concentragio salina (200mM) em frascos
de cultura (Figs. 47 e 48).

O método que foi atras descrito, a selec¢do directa, mostrou ser eficaz para a selecgdo de
linhas celulares tolerantes a diferentes niveis de salinidade; de facto, a sua utilizacdo
possibilitou a obtengdo de tecido caloso capaz de crescer em cultura na presenca de NaCl com
as concentragdes de 50, 100, 150 e 200mM, sendo assim tolerante a situagdes de baixa e
elevada salinidade. Apesar do sucesso conseguido com o método descrito, ensaidmos outro
método em simultdneo com o anterior que, para a obten¢do de linhas celulares tolerantes ao
sal, baseou-se na exposicdo gradual do tecido a concentragdes salinas progressivamente mais
elevadas de modo a promover a sua adaptagdo. Assim, a partir da cultura de tecido caloso que
estava adaptada a situagdio de menor salinidade (50mM) (Fig. 49), porgdes desse tecido foram
subcultivadas para meio de manutengdo contendo 100mM de NaCl, tendo sido verificado que
o desenvolvimento do tecido neste meio foi elevado, podendo ser observado na imagem da
Fig. 50 a presenca de linhas celulares perfeitamente adaptadas a essa condi¢éo salina. Depois
da obten¢do de tecido caloso em abundancia tolerante a condi¢do salina de 100mM, parte
desse tecido foi transferido para meio de manutengdo com NaCl adicionado na concentragdo
de 150mM, tendo o tecido mostrado uma resposta positiva a essa mudanga, ja que o seu
aspecto ndo divergiu muito daquele que foi observado no tecido adaptado a 100mM e, ao fim
de um certo tempo de cultura, a cof verde que o tecido apresentava sugeria que estava
adaptado a concentragdo salina a que foi sujeito (Fig. 51). A exposicdo do tecido caloso que
se encontrava a crescer na presenga de 150 mM de NaCl a uma concentragdio superior de
200mM certamente que iria resultar na produgdo de tecido capaz de crescer a elevada
salinidade e, portanto, do mesmo modo que através deste método de selecgdo foi possivel

obter no final tecido caloso a crescer em meio de cultura com NaCl nas concentragdes de 100
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e 150mM, provavelmente também irfamos ter tecido a crescer em 200mM; no entanto,
optamos por ndo avangar para a obtengdo de tecido caloso adaptado a concentragio salina de
200mM, se por um lado o nosso objectivo tinha sido ja atingido, ou seja, a selecgdo e
obtengdio de linhas celulares tolerantes a niveis de salinidade de 50, 100, 150 e 200mM, por
outro lado, as limitagdes de tempo a que o nosso trabalho estava sujeito impediu-nos de
acompanhar o processo até a obtengdo de tecido caloso adaptado a 200mM por este método.
Perante os resultados apresentados, conclui-se que através da selecgdo directa ou da selecgéo
gradual foi possivel ter no final tecido caloso de S. tuberosum L. cv. Désirée a crescer na
presenga de NaCl com as concentragdes de 50, 100 ¢ de 150mM, e por selec¢do directa
conseguiu-se obter tecido caloso capaz de crescer na presenca de 200mM de NaCl (Figs. 54,
55, 56, 57 e 58); no entanto, e comparando as culturas de tecido caloso tolerantes a 100mM e
a 150mM de NaCl que foram obtidas através dos dois métodos de selec¢io usados, verifica-se
que o tecido caloso resultante da utilizagio do método de selecgdo gradual foi mais abundante
e apresentava cor verde, quer o que estava a crescer em meio contendo 100mM de NaCl quer
aquele que estava em 150mM, enquanto que o tecido caloso proveniente de selecgdo directa,
com passagem pelo meio de cultura sem sal, mostrou ser menos abundante e a cor verde
amarelada que apresentava nas mesmas condicdes salinas indiciava que teria um teor

clorofilino mais baixo (Figs. 52 e 53).
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Fig. 44 — Tecido caloso da linha celular tolerante a 150mM de NaCl obtida por selec¢iio directa ao fim
de 42 dias de cultura (a dir.); a esquerda pode observar-se tecido controlo. Fig. 45 — Aspecto de tecido
caloso crescido na presenga de 150mM de NaCl ao fim de trés meses de cultura (4 esq.), onde sdo
visiveis aglomerados celulares adaptados ao nivel de salinidade imposto (assinalados com =),
mostrando aspecto semelhante ao do tecido controlo (a dir.).

Fig. 46 — Tecido caloso da linha celular tolerante a 200mM de NaCl obtida por selec¢do
directa ao fim de 62 dias de cultura. Fig. 47 — Aspecto de tecido caloso crescido na
presenga de 200mM de NaCl ao fim de trés meses de cultura, onde se podem observar
pequenas porgdes de tecido adaptadas a elevada salinidade (assinaladas com =¥). Fig. 48 -
Imagem de tecido caloso adaptado a 200mM de NaCl passados quatro meses em cultura,
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Fig. 49 — Tecido caloso tolerante a 50mM de NaCl passados cerca de 4 meses em cultura. Fig. 50 —
Imagem de tecido caloso tolerante a 100mM de NaCl ao fim de 90 dias de cultura; este tecido foi
obtido apds a subcultura de porgdes de tecido adaptado a 50mM para meio suplementado com
100mM de NaCl, sendo possivel visualizar apos 90 dias de cultura linhas celulares adaptadas a
condi¢do salina de 100mM (assinaladas com 8). Fig. 51 — Aspecto de tecido caloso tolerante a
150mM de NaCl proveniente da subcultura de porg¢des de tecido tolerante a 100mM em meio
contendo 150mM de NaCl; de notar que o aspecto do tecido ao fim de 60 dias ndo diferia daquele
que foi observado no tecido adaptado a 100mM.

Fig. 52 — Tecido caloso tolerante a 100mM de NaCl obtido por selecgdo gradual (a esq.) e por
seleccdo directa (4 dir.). Fig. 53 — Tecido caloso tolerante a 150mM de NaCl obtido por selecgio
gradual (a esq.) e por selecgdo directa (a dir.). Quando comparado o tecido caloso proveniente de
selecgdo gradual com o obtido por selecgdo directa, pode ver-se que o primeiro apresentou maior
proliferagdo e cor verde mais acentuada, enquanto que o tecido resultante de seleccio directa
mostrou-se menos abundante e com cor verde amarelada; estas observagdes verificaram-se quer no
tecido que estava a crescer em meio contendo 100mM de NaCl, quer no que se encontrava a 150mM.

83



Resultados e Discussdo

Fig. 54 — Aspecto de tecido
caloso crescido na auséncia
de NaCl (controlo) ao fim de
alguns meses de cultura
(cerca de 5 meses).

Figs. 55 e 56 — Tecido caloso das linhas celulares tolerantes a
50mM (Fig. 55) e a 100mM de NaCl (Fig. 56), ao fim de
aproximadamente 4 meses de cultura.
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Figs. 57 e 58 — Tecido caloso crescido na presenca de 150mM
(Fig. 57) e de 200mM de NaCl (Fig. 58), apos cerca de 4 meses
em cultura.
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A salinidade ¢ considerada o maior factor que afecta a produtividade das culturas em todo o
mundo (Subbarao et al., 1990; Hernandez ef al., 1999; Lovelli et al., 2000; Zhu, 2001), assim
a resposta das plantas e os mecanismos que estas desenvolveram para lidar com os ambientes
salinos sdo assuntos que tém sido estudados por muitos autores (Flowers ef al., 1977,
Greenway & Munns, 1980; Munns & Termaat, 1986; Levy er al., 1988; Gossett ef al., 1994a;
Niu et al., 1995; Rodriguez et al., 1997; Marcum, 1999; Shannon & Grieve, 1999; Zhu, 2001).
As técnicas de culturas in vitro comegaram por ser utilizadas como o método alternativo para
a produciio de plantas resistentes ao sal, nomeadamente através da selecgfio de linhas celulares
tolerantes ao sal e posterior regeneragio de plantas a partir delas, dado que os métodos
tradicionais de melhoramento de plantas tinham tido pouco sucesso na melhoria da resposta
das espécies cultivadas a salinidade (Epstein er al., 1980; Smith & McComb, 1981; Ben-
Hayyim et al., 1985; Winicov, 1993, 1998; Shannon ef al., 1998; Ochatt er al., 1999). Durante
0s tltimos anos a importincia das culturas in vitre ultrapassou a sua aplicagido no campo do
melhoramento, uma vez que elas tém sido utilizadas como modelo experimental em
determinados estudos fisiologicos e bioquimicos; entre esses estudos, destaca-se o uso das
culturas in vitro como modelo experimental para investigar os mecanismos de tolerdncia
salina (Binzel ef al., 1988; Naik & Widholm, 1993; Lutts et al., 1999; Rus ef al., 1999). De
acordo com Rains et al. (1986), as técnicas in vitro oferecem diversas vantagens para estudar
0s mecanismos fisiologicos e bioquimicos que estdio envolvidos na tolerincia salina; por um
lado, as culturas in vitro permitem que as células em cultura se possam adaptar a elevadas
concentragdes salinas e serem seleccionadas, por outro lado, permitem caracterizar as
alteragdes que ocorrem ao nivel celular e que contribuem para a tolerdncia salina,
independentemente dos ajustamentos ao nivel dos tecidos e/ou orgdos que podem ocorrer na
planta intacta. Para além disto, as culturas de tecidos representam um sistema experimental
homogéneo, que pode ser facilmente manipulado, e permitem a obtengdo de material vegetal
em grande quantidade, num ambiente controlado (Leone et al., 1994b). Estas condigdes sdo
dificeis de reunir quando sdo usadas plantas intactas como sistemas experimentais e, por isso,
as técnicas de culturas in vifro sdo frequentemente utilizadas para o estudo ao nivel celular e
molecular do fendomeno de tolerincia salina (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad et al.,
1983; Ben-Hayyim et al., 1985; Binzel ef al., 1985; Rains et al., 1986; Yang et al., 1990b;
Hawkins & Lips, 1997).

A selecgdo in vitro de linhas celulares adaptadas a salinidade baseia-se no principio que, ao
submeter-se uma grande popula¢do de células a um meio de cultura contendo concentragdes

de NaCl que afectam negativamente o crescimento da planta intacta, as células em suspensdo
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e/ou tecido caloso que sobrevivem, mostrando tolerdncia ao sal, podem entdo ser isoladas
(Rains ef al., 1986; Santos, 1997). As linhas celulares tolerantes sdo geralmente identificadas
através do seu crescimento continuo na presenga de sal (Rains er al., 1986), e foi por esta
forma que identificimos e selecciondmos as linhas celulares tolerantes a 50, 100, 150 e 200
mM. Uma vez identificadas, estas linhas adaptadas poderiam depois ser transferidas para
meios de cultura adequados a regeneragio de plantas por embriogénese somatica ou
organogénese (Rains ef al., 1986; Santos, 1997; Ochatt et al., 1999), ou entdo serem mantidas
em condi¢des salinas de modo a permitir a obtengdo de material em quantidade suficiente
para ser usado na caracterizagdo bioquimica dessas linhas.

A selecciio in vitro de linhas celulares tolerantes a NaCl foi ja conseguida para algumas
glicofitas; citam-se como exemplos Nicotiana tabacum (Ericson & Alfinito, 1984; Binzel et
al., 1985; LaRosa et al., 1985, 1991; Singh et al., 1985, 1987, Watad er al., 1983),
Lycopersicon esculentum (Rodriguez-Rosales et al., 1999), Solanum tuberosum (Van Swaaij
et al., 1986; Sabbah & Tal, 1990; Naik & Widholm, 1993; Ochatt et al., 1999); Citrus
sinensis e Citrus aurantium (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Ben-Hayyim et al., 1985),
Gossypium hirsutum (Gossett et al., 1996) e Medicago sativa (Winicov, 1993). Foram
também seleccionadas células de Solanum tuberosum tolerantes a 20% de PEG que
sobreviveram a 200mM de NaCl por tolerdncia cruzada (Leone et al., 1994a).

Segundo Santos (1997), a selecgdo de linhas celulares tolerantes a salinidade pode ser feita
por uma ou vérias etapas, podendo envolver diferentes técnicas: uma Unica exposi¢do a
salinidade; cultura em concentragdes crescentes de NaCl; cultura de células ou tecidos na
presenga de produtos quimicos que aumentem a tolerdncia a salinidade, como por exemplo o
ABA; co-cultura com células previamente adaptadas a stresse salino ou osmoético e que
manifestam maior tolerdncia a NaCl; selec¢do por tolerdncia cruzada de células previamente
adaptadas a outro sal e que manifestam também tolerdncia a NaCl. A exposi¢do a um dnico
nivel de salinidade ¢ a exposi¢do gradual a niveis de salinidade crescentes sio os métodos que
mais tém sido usados para a selec¢do de linhas celulares tolerantes; por exemplo, Ochatt ef al.
(1999) isolaram uma linha celular de batateira tolerante a NaCl através da exposicédo directa
da cultura de tecido caloso a varias concentragdes salinas, também em batateira van der Plas
& Wagner (1984) obtiveram tecido caloso adaptado ao stresse osmotico apos ter sido exposto
no meio nutritivo contendo diferentes teores de manitol. Noutros trabalhos, as linhas celulares
tolerantes a NaCl foram seleccionadas a partir da transferéncia das culturas de células em
suspensdo de Nicotiana tabacum (Watad et al., 1983; Binzel et al., 1985) ou de tecido caloso

de Gossypium hirsutum (Gossett et al., 1996) e de Lycopersicon esculentum (Rodriguez-
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Rosales er al., 1999) para meio com concentragdes salinas crescentes. No entanto, e
recorrendo a outras técnicas, foi também possivel seleccionar linhas celulares tolerantes a
salinidade de Solanum tuberosum, conforme se verificou com as culturas de células em
suspensio adaptadas as concentragdes de 150 e 200mM de NaCl que foram obtidas apos a
pré-adaptagdo ao stresse osmotico induzido pelo manitol (Sabbah & Tal, 1990) e pelo PEG
(Leone et al., 1994a) respectivamente, ou entdo aplicando uma técnica diferente, que baseada
na selecgdo de linhas celulares resistentes a substincias analogas de aminoacidos, permitiu a
obtengdo de linhas celulares tolerantes a NaCl, tal como Van Swaaij ef al. (1986) mostraram,;
estes autores isolaram linhas celulares tolerantes a NaCl através da seleccdo de linhas
resistentes a hidroxiprolina, uma substincia andloga da prolina, em que a tolerdncia dessas
linhas foi induzida pela acumulagdo do aminoacido prolina.

No caso presente, para a selec¢do de linhas tolerantes a NaCl, a cultura estabelecida de tecido
caloso de S. tuberosum foi sujeita a stresse salino seguindo dois métodos de selecglo, a
selecgfio directa, em que o tecido caloso foi cultivado no meio contendo NaCl nas
concentragdes de 50, 100, 150 e 200mM, e a selec¢éio gradual, no qual parte do tecido caloso
que era mantido em condig¢des de SOmM foi transferido para meio de cultura com niveis de
salinidade crescentes, respectivamente 100 e 150mM de NaCl. Ambos os métodos utilizados
revelaram ser eficazes na selec¢@o de linhas celulares tolerantes a NaCl, no entanto, o método
da selec¢do gradual foi aquele que permitiu, de uma forma mais rdpida e sem se registarem
perdas de material devido a mortalidade, a obten¢do de tecido caloso das linhas celulares
adaptadas a vdarios niveis de salinidade. Em contrapartida, a seleccdo directa foi eficaz na
medida em que possibilitou a selecgdo de linhas celulares tolerantes nas culturas de tecido
caloso que foram expostas a elevadas concentragdes salinas (150 e 200mM de NaCl), mas
para tal verificaram-se elevadas perdas de tecido caloso nessas culturas ao fim de um certo
tempo. Para além disto, verificamos que a adaptacdo gradual a elevadas concentracdes de
NaCl esteve associada & aquisicio de uma cor verde mais escura e ao aumento da
compacticidélde do tecido caloso, bem como & maior abundéancia de tecido, enquanto que o
tecido caloso tolerante a 100 e 150mM de NaCl obtido da selec¢do directa apresentava
consisténcia menos compacta e menos granulosa, associada a cor verde amarelada e a um
ritmo de crescimento inferior ao observado para o anterior. Também Santos (1997) concluiu
que o melhor método para a selecgdo de linhas adaptadas a NaCl de Helianthus annuus foi o
da seleccdo gradual, dado que as culturas de tecido caloso quando foram expostas
gradualmente a meios com concentragdes crescentes de sal, adquiriram uma elevada

capacidade para crescer em concentragdes extremas de NaCl, consideradas letais para a planta
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intacta. De acordo com Leone ef al. (1994a), a adaptacio gradual ao aumento de intensidade
de um dado factor de stresse, uma condigiio que ocorre naturalmente, permite os ajustamentos
estruturais e metabélicos que sio determinantes para o equilibrio homeostatico compativel
com o stresse que foi imposto; estes autores (Leone et al., 1994b) mostraram que a exposicio
gradual ao stresse osmético permitiu que a cultura de células em suspensdo de Solanum
fuberosum continuasse a crescer a um potencial hidrico que a partida inibia o crescimento das
células directamente expostas a essa intensidade de stresse. No caso do stresse salino, Watad
et al. (1983) demonstraram que a capacidade das culturas de células em suspensdo de
Nicotiana tabacum para resistirem a niveis de salinidade crescentes e serem tolerantes a
200mM de NaCl foi adquirida de forma gradual, j& que a exposico directa a 200mM de NaCl
foi letal para as culturas.

Uma vez seleccionadas as linhas celulares, a estabilidade da tolerdncia salina é, em geral,
avaliada ao nivel do tecido caloso e das células em suspensdo pela cultura alternadamente na
presenca e auséncia do sal (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Rains er al., 1986); em algumas
das linhas celulares que foram seleccionadas observou-se a estabilidade da tolerdncia a
salinidade apds transferéncias alternadas para meios com e sem NaCl (Ben-Hayyim &
Kochba, 1983; Watad ef al., 1983; Binzel ef al., 1985; Santos, 1997; Ochatt et al., 1999). No
trabalho presente ndo foi feito o estudo da estabilidade da tolerdncia salina mas culturas de
tecido caloso tolerantes, no entanto, apés a transferéncia para meio de manutengio sem NaCl
das linhas que sobreviveram em cultura a 100, 150 e 200mM de NaCl verificou-se que, apesar
de serem tolerantes a elevadas concentragdes salinas, essas linhas apresentaram baixo
crescimento na auséncia de NaCl, sobretudo a linha que foi isolada a 200mM de NaCl que
mostrou um crescimento muito reduzido ou quase inexistente, tendo algumas amostras dessa
linha nfio sobrevivido na auséncia de NaCl As linhas celulares de Helianthus annuus
tolerantes a 200 e 300mM de NaCl necessitaram da presenga de NaCl para atingirem taxas de
crescimento méximas e as linhas tolerantes a 300mM de NaCl ndo sobreviveram na auséncia
de NaCl (Santos, 1997); para Rains ef al. (1986) quando as linhas celulares seleccionadas ndo
crescem bem na auséncia de sal, mostrando um crescimento superior no meio com sal,
significa que a tolerincia salina foi mantida ao longo de geragSes de células em cultura e,
segundo este autor, a manutengdo da tolerdncia apos o crescimento em meio com auséncia de
NaCl sugere que as linhas celulares seleccionadas podem ser mutantes. Atendendo as
consideracgdes feitas, é possivel admitir que a tolerncia salina foi mantida apds a passagem
das linhas tolerantes a 100, 150 e 200mM de NaCl pelo meio de cultura sem sal.
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As linhas celulares tolerantes a salinidade que foram seleccionadas por vérios autores tém
sido caracterizadas a varios niveis, em que a maioria dos estudos realizados nesta area tém
incidido na comparagio a nivel morfologico e bioquimico de culturas de células em suspenséo
ou de tecido caloso nfo adaptadas com culturas adaptadas seleccionadas in vifro € a crescer a
diversos niveis de salinidade (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Binzel ef al., 1985, 1988;
LaRosa ef al., 1985, 1991; Singh ef al., 1985; Gossett et al., 1996; Gueta-Dahan et al., 1997).
No caso presente, foi também nosso objectivo caracterizar as linhas celulares de S. tuberosum
L. cv. Désirée que foram seleccionadas para crescer em cultura na presenga de diferentes
concentragdes de NaCl, e nesse sentido foi comparado o comportamento do tecido caloso ndo
adaptado a NaCl com o do tecido tolerante a crescer em condigdes salinas, contribuindo assim
para o conhecimento de alguns dos mecanismos que estdo envolvidos na tolerdncia ao stresse

salino.

3.3 — Estudos em tecido caloso de Solanum tuberosum L. tolerante a diferentes niveis de
salinidade

3.3.1 — Crescimento de tecido caloso

O crescimento de tecido caloso foi expresso em termos de crescimento absoluto, isto é,
percentagem de aumento de peso fresco de tecido ao fim de 35 dias de cultura nas condigdes
salinas (0, 50 e 100mM de NaCl) estudadas. Como se pode observar pela andlise da Tabela 1
e Grafico 1, o crescimento do tecido caloso foi afectado negativamente pela presenca de NaCl
no meio de cultura. Apesar do tecido caloso estar aparentemente adaptado para crescer na
presenca de 50mM e de 100 mM de NaCl, apresentou um crescimento inferior 4 média
observada para o tecido ndo adaptado e a crescer na auséncia de NaCl. A exposi¢éo a 50mM
de NaCl afectou significativamente o crescimento do tecido caloso, de tal modo que
registimos uma redu¢do do crescimento de 41% face ao controlo, que foi ainda mais
acentuada no tecido em 100mM de NaCl (55%). Embora a representagio grafica dos valores
obtidos na quantificagio do crescimento nfo mostre uma variagdo muito elevada entre o
crescimento do tecido caloso adaptado a 50mM e o do tecido adaptado a 100mM de NaCl, a
andlise estatistica revelou que essa diferenga (24%) foi significativamente diferente. Face a
estes resultados considerdmos que o crescimento do tecido caloso das linhas celulares
tolerantes a 50mM e a 100 mM de NaCl est4 relacionado negativamente com o aumento da

concentrac¢do de NaCl no meio.
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Tabela 1 — Crescimento em tecido caloso cultivado na auséncia de NaCl

e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apos 35 dias de cultura.

Crescimento (%)

OmM 50mM 100mM

263,14 £25,12° 155,5 + 10,09 117,71 £9,32°

Valores expressos como médias + E.P. (n=8). Os valores assinalados na
linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes

(P<0,05).
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Grafico 1 — Crescimento quantificado no tecido caloso cultivado na
auséncia de NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apds 35 dias de

cultura. Valores expressos como médias + E.P.

3.3.2 — Conteudo hidrico no tecido caloso

A quantificagio do teor de dgua acumulado no tecido caloso mostrou que este possui elevado
conteudo hidrico (98%), dai a consisténcia fridvel com que fomos confrontados ao longo da
sua manuten¢do. O teor de agua no tecido da linha celular tolerante a 50mM de NaCl e
mantido nessa condigfo salina ndo alterou significativamente em relagdo ao contetido que era
encontrado no tecido caloso crescido na auséncia de NaCl, o que veio a ocorrer quando o

tecido caloso tolerante a 100mM de NaCl esteve exposto a este nivel de salinidade. A
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diferenca registada no teor de 4gua entre o tecido sujeito a S0mM e o que esteve exposto a
100mM de NaCl foi de apenas 1%, mas essa variagfo foi revelada pela andlise de varidncia
como sendo significativa. Apesar do nivel de salinidade mais elevado ter provocado uma
reducdio no contetido hidrico estatisticamente significativa, os nossos resultados demonstram
que qualquer que seja a condi¢do de salinidade aplicada o teor de dgua no tecido caloso

diminui.

Tabela 2 — Conteudo hidrico em tecido caloso crescido na auséncia de

NaCl e na presenca de 50 e 100mM de NaCl, apos 35 dias de cultura.

Contetido de agua (%)

OmM 50mM 100mM

98 + 0,057 97,47 + 0,217 96,52 +0,025"

Valores expressos como médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
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Grafico 2 — Conteudo hidrico quantificado no tecido caloso crescido na
auséncia de NaCl e na presen¢a de 50 ¢ 100mM de NaCl, apos 35 dias de

cultura. Valores expressos como médias + E.P.
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No tecido caloso de S. tuberosum L. cv. Désirée registou-se um decréscimo do crescimento
das linhas celulares tolerantes a 50mM e a 100mM de NaCl com o aumento da salinidade no
meio de cultura. Essas linhas apesar de estarem perfeitamente adaptadas para crescer em meio
de cultura contendo 50mM e 100mM de NaCl respectivamente, face ao aspecto que o tecido
caloso exibia como a cor verde e a compacticidade aparente, apresentaram um crescimento
inferior 4 média registada no tecido caloso que era mantido na auséncia de NaCL
Paralelamente, verificou-se que a manuten¢do dessas linhas celulares no meio de cultura
contendo NaCl nas concentragdes SOmM e 100mM provocou uma redugdo no teor de agua,
sendo essa reduciio significativa para o tecido caloso exposto a 100mM de NaCl. A redugdo
do crescimento ¢ considerado por muitos autores o principal efeito da salinidade, dai ser um
critério largamente utilizado na comparagdo da resisténcia a salinidade entre as plantas
(Robinson et al., 1983; Hernandez et al., 1993; Naik & Widholm, 1993; Gossett et al., 1994a;
Alhagdow et al., 1999; Rashid et al., 1999; Rus et al., 1999; Qian et al., 2000). Do mesmo
modo que no sistema in vivo, a resposta geral a salinidade na situagéo in vifro reside na
diminuigdo do crescimento, sendo essa redugfo proporcional com o aumento da concentragdo
salina (Smith & McComb, 1981; Rains ef al., 1986; Yang er al., 1990b; Naik & Widholm,
1993; Gossett et al., 1994b; Gueta-Dahan et al., 1997; Rus et al., 1999). Para Zhu (2001) a
diminuigdo do crescimento é uma caracteristica necessaria para a sobrevivéncia da planta sob
stresse salino, permitindo-lhe acumular diversos recursos para lidar com a salinidade; segundo
o autor, o grau de tolerincia a salinidade parece estar inversamente relacionado com o
crescimento. Com efeito verificou-se que o tecido caloso adaptado ao maior nivel de
salinidade (100mM de NaCl) apresentou o menor valor médio de crescimento, enquanto que o
maior valor foi registado para o tecido ndo adaptado e a crescer na auséncia de NaCl. No
tecido caloso de Gossypium hirsutum L., o maior crescimento foi também verificado para a
linha celular nfo tolerante e mantida no meio de cultura contendo OmM de NaCl, para
decrescer nas linhas tolerantes que estavam expostas a 75mM e a 150mM de NaCl, tendo a
diminui¢do sido significativa no tecido cultivado na presenca de 150mM de NaCl (Gossett et
al., 1994b); no nosso estudo, verificimos que o crescimento do tecido caloso foi afectado
significativamente por todas as condi¢des de salinidade a que esteve sujeito, dai que este
resultado em relagdo ao que fora observado no tecido caloso de Gossypium hirsutum seja
consequéncia do facto do algodoeiro ser considerado uma planta tolerante a salinidade e da
batateira ser referida como uma planta moderadamente tolerante (Shannon & Grieve, 1999;
Katerji et al., 2000).
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De acordo com Zhu (2001), a diminuigdo do crescimento que estd associada ao stresse salino
pode resultar da inibicio da divisio e expansdo celular desencadeada pela salinidade;
recentemente, Wang ef al. (1998) verificaram que a expressio do inibidor ICK1 (‘inhibitor
cyclin-dependent-protein-kinase’) na Arabidopsis thaliana foi induzida pelo 4cido abeisico e,
dado que a salinidade induz a acumulagio desta fito-hormona (Chandler & Robertson, 1994),
para Zhu (2001), o stresse salino pode inibir a divisdo celular através da acumulagio de acido
abeisico que, por sua vez, induz a expressdo do inibidor ICK1 e este vai reduzir a actividade
das protefnas cinases, importantes no ciclo celular, impedindo assim a divisdo celular. A
reducdo na dimensdo das células é uma caracteristica que é também observada nas células
cultivadas em condicbes salinas (Binzel er al., 1985, 1988); de facto, Binzel ef al. (1985)
verificaram que a diminui¢do do crescimento das células de Nicotiana tabacum em suspenséo
adaptadas a 428mM de NaCl foi sobretudo devido & reducdo no tamanho dessas células,
sendo estas quatro a cinco vezes mais pequenas do que as células ndo adaptadas. Também
Santos et al. (1995) detectaram redugdes nas dimensdes das células de tecido caloso de
girassol tolerante a 300mM de NaCl relativamente as células ndo adaptadas. A reduzida
expansdo celular que esta associada a adaptagio das células em suspenséo ou de tecido caloso
a NaCl poderia ser atribuida & perda de 4gua que se verifica nessas células (Bray ef al., 2000);
os resultados obtidos neste trabalho referentes ao contetido hidrico mostraram que o teor de
dgua contido no tecido caloso diminuiu com o aumento do nivel de salinidade a que o tecido
estava sujeito, verificando-se que a razdo peso fresco/peso seco foi mais baixa no tecido da
linha celular adaptada a 100mM. A semelhanga do que foi encontrado para as linhas celulares
de S. tuberosum, no tecido caloso de uma outra solandcea (Lycopersicon esculentum) o
contetido hidrico diminuiu com o aumento de NaCl no meio de cultura, embora a perda de
dgua tenha sido significativa no tecido mantido na concentragdo salina de 150 mM (Rus e al.,
1999); também nas células em suspensdo de Nicotiana tabacum adaptadas a 428mM de NaCl
o teor de agua foi significativamente inferior ao encontrado nas células niio adaptadas (Binzel
et al., 1985). Estes resultados confirmam que uma das respostas do tecido caloso mantido
num ambiente salino é, para além do decréscimo de crescimento, a reducdo no conteudo de
agua, que no caso presente foi significativa a elevada concentragdo salina (100mM).

A redugdo do contetido hidrico que foi observada no tecido caloso cultivado em meio salino €,
segundo Dracup (1991), devido a elevada pressdo osmdtica que existe no meio de cultura
salino, dai que para o autor, a tolerincia salina esta relacionada com a capacidade do tecido
caloso para resistir 4 desidratagfo. De facto, a diminui¢do no conteido hidrico que foi

detectada nas células em suspensdo da planta de tabaco e nas células de tecido caloso de
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tomateiro tolerantes a NaCl nfio comprometeu a manuten¢do da turgescéncia nessas células;
Rus et al. (1999) verificaram que o decréscimo no teor de dgua induzido pela salinidade no
tecido caloso esteve associado & diminui¢do do potencial osmotico do tecido, ajudando assim
a manter a turgidez celular, e resultados semelhantes foram encontrados para as células de
Nicotiana tabacum tolerantes a 428mM de NaCl, em que nestas células a ocorréncia do
ajustamento osmotico resultou num aumento significativo da turgescéncia relativamente as
células ndo adaptadas (Binzel et al., 1985). Face a estes resultados, a redugdo da expansdo
celular ndo foi devida & incapacidade das células adaptadas a elevado nivel de salinidade para
manterem a turgescéncia, para Binzel er al. (1985) a reduzida expansdo verificada nessas
células foi consequéncia de factores que directa ou indirectamente influenciam as
propriedades da parede celular. Passados alguns anos sobre os trabalhos de Binzel et al.
(1985, 1988) ainda nio estd devidamente esclarecida a ligagdo entre o stresse salino e a
expansdo celular; de acordo com Zhu (2001), € possivel que a salinidade impega a expansao
celular por interferir na concentragfo das fito-hormonas que estdo envolvidas na regula¢do do

alongamento celular.

3.3.3 — Determinagdes bioquimicas

Apds se terem multiplicado as linhas celulares tolerantes a 50mM e a 100mM de NaCl para a
obtengdo de tecido caloso em abundéncia, foi possivel iniciar o estudo de diversos parametros
bioquimicos que sdo alterados em resposta a salinidade do meio, sendo que alguns desses
pardmetros estdo envolvidos na tolerdncia das linhas celulares ao stresse salino.

Os resultados obtidos para os pardmetros analisados foram apresentados em termos de peso
fresco; no entanto, tendo presente o elevado contetido hidrico que o tecido caloso apresenta e
as alteragdes que poderdo ocorrer no padriio de variagdo em consequéncia desse facto, os
valores obtidos nas determinacdes realizadas foram expressos em peso fresco € em peso seco,
para confirmar se o padrio de variagdo entre as situagdes estudadas era alterado pela
expressdo dos resultados em peso seco ou em peso fresco. Por outro lado, nos varios trabalhos
que utilizaram culturas de células ou de tecido caloso tolerantes a elevados niveis de NaCl
seleccionadas in vifro para caracterizar a nivel bioquimico a tolerincia salina, os resultados
dos pardmetros analisados foram expressos em peso fresco (Gossett ef al., 1994b, 1996;
Gueta-Dahan et al., 1997; Bueno et al., 1998; Rodriguez-Rosales et al., 1999), dai que tal
facto tenha contribuido para a nossa decisio de apresentar os resultados obtidos expressos em

peso fresco.
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+ (Clorofilas

Os niveis de clorofilas (a+b) quantificados ao fim de 35 dias de crescimento foram inferiores
em cerca de 45% para o tecido caloso crescido em meio com um nivel de NaCl de 50mM,
para a reducdo ser de 48% no tecido que esteve a crescer na preseng¢a de 100mM de NaCl
(Tabela 3 e Graf. 3). Para este decréscimo no teor clorofilino contribuiu sobretudo o teor de
clorofila a, que foi afectado significativamente pelas concentracdes salinas de 50mM e de
100mM de NaCl, de tal modo que o seu valor decresceu 51 e 52% respectivamente, em
relagdo ao valor registado na situagdo controlo; o teor de clorofila b também decresceu
significativamente em face da salinidade do meio de cultura, embora surgisse menos

diminuido do que o teor de clorofila a.

Tabela 3 — Teor de clorofilas a+b em tecido caloso crescido na auséncia

de NaCl e na presenca de 50 e 100mM de NaCl, apds 35 dias de cultura.

Clorofilas a+b (pg/gp.f.)
0mM 50mM 100mM
36,33 + 1,85° 19,91 + 0,33° 18,98 + 0.95"

Valores expressos como médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na
linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes

(P<0,05).

Comparando o contetudo de clorofilas no tecido caloso mantido em condigdes salinas com o
tecido ndo adaptado e crescido na auséncia de sal, verificou-se que a presenga de NaCl no
meio de cultura provocou variagdo no teor de clorofilas (Tabela 3) e alterou também a razio
clorofila a/clorofila b; no entanto, a variagdo observada de cerca de 5% entre o tecido na
condigdo de 50mM e o tecido exposto a 100mM de NaCl ndo teve significado estatistico.
Embora o contetido clorofilino fosse semelhante nas duas situagdes salinas estudadas, a razio

clorofila a/b foi maior no tecido sujeito a 100mM de NaCl.
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Grafico 3 — Teor de clorofilas a+b quantificado no tecido caloso crescido
na auséncia de NaCl e na presenga de 50 ¢ 100mM de NaCl, apos 35 dias

de cultura. Valores expressos como médias + E.P.

+ Carotendides

A andlise dos resultados, expressos com base no peso fresco, que sdo apresentados na Tabela
4 mostra que a exposi¢io do tecido caloso a NaCl na concentragido de S0mM provocou uma
diminuigfo significativa no teor de carotendides, de cerca de 17%, enquanto que ocorreu uma
redugdo sem significado no tecido que esteve exposto a 100mM de NaCl (7%). Para
completar esta andlise, registou-se a ocorréncia de uma diferenga sem qualquer significado
estatistico na quantidade de carotendides no tecido caloso mantido no maior nivel de

salinidade relativamente ao tecido que se encontrava no nivel de salinidade inferior (Graf. 4).

Tabela 4 — Teor de carotendides em tecido caloso crescido na auséncia de

NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apos 35 dias de cultura.

Carotendides (ng/gp.f.)
OmM 50mM 100mM
6,49+ 0,11 5,41 +0,08 6,05 = 0,36

Valores expressos como médias = E.P. (n=4). Os valores assinalados na
linha com * sdo significativamente diferentes do da situagdo controlo

(0OmM) (P<0,05).
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Grafico 4 — Teor de carotendides quantificado no tecido caloso crescido
na auséncia de NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apos 35 dias

de cultura. Valores expressos como médias + E.P.

Contudo, quando os resultados relativos ao teor de carotendides foram expressos por g de
peso seco verificou-se que o padriio de variagdo do pigmento foi alterado em relagdo ao que
foi apresentado para os valores expressos em peso fresco (Tabela 4°); se por um lado, o
conteido de carotendides no tecido caloso diminuiu significativamente com o aumento da
concentracio de NaCl no exterior, por outro lado ndo foi registado no tecido caloso em
contacto com o NaCl na concentracdo de 100mM qualquer acréscimo no teor deste pigmento
em relagdo ao valor quantificado no nivel de salinidade inferior (50mM), pelo contrario, a

quantidade do pigmento foi diminuida em 19%.

"Tabela 4° — Teor de carotendides em tecido caloso crescido na auséncia

'de NaCl e na presenca de 50 ¢ 100mM de NaCl, apos 35 dias de cultura.

Carotenoides (ng/gp.s.)
0mM 50mM 100mM
324,28 + 5,42° 214,0 +3,28° 174,17 + 10,58°

Valores expressos como médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes

(P<0,05).
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+ Peroxidacdo lipidica

A peroxidagdo lipidica produz uma diversidade de compostos carbonil reactivos, entre os
quais estad o malondialdeido (MDA), que pode ser usado para avaliar a extensio do processo
(Gueta-Dahan et al., 1997). Sendo assim, a peroxidagdo lipidica foi determinada através da
quantificagio de MDA, & semelhanga de outros trabalhos (Heméndez et al., 1993; Gossett ef
al., 1994a; Gueta-Dahan et al., 1997; Bueno et al., 1998; Gomez et al., 1999).

Tabela 5 — Teor de malondialdeido (MDA) em tecido caloso crescido na

auséncia de NaCl e na presenga de 50 ¢ 100mM de NaCl, apos 35 dias de

cultura.
MDA (nmoles/gp.f.)
OmM 50mM 100mM
9,29+ 0,27° 10,98 + 0,33° 13,76 + 0,46°

Valores expressos como médias £ E.P. (n=6). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

A quantificagio do malondialdeido, produto da peroxidagdo lipidica, acumulado no tecido
caloso mostrou que ocorreu um aumento acentuado no tecido caloso crescido em condigdes
salinas relativamente ao valor médio quantificado na situagdo testemunha (OmM), com
aumentos de cerca de 18% para o tecido exposto a SOmM de NaCl e de 48% para o tecido a
100mM de NaCl (Tabela 5 e Graf. 5). Assim, verificou-se que as duas condi¢des salinas
estudadas aumentaram significativamente o nivel de MDA acumulado, embora o valor
quantificado no tecido caloso mantido a 100mM era superior ao do tecido na situacdo de

S0mM em cerca de 25%, uma diferen¢a que se revelou significativa (Tabela 5).
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Grafico 5 — Teor de malondialdeido (MDA) quantificado no tecido caloso
crescido na auséncia de NaCl e na presenca de 50 e 100mM de NaCl, apds

35 dias de cultura. Valores expressos como meédias + E.P.

Ao verificarmos se surgiam alterages no padrdo de variagdo dos niveis de MDA quando
eram expressos por g de peso seco, fomos confrontados com a diminuigdo do nivel
acumulado no tecido caloso com o aumento da concentragdo de NaCl no meio de cultura,
sendo que a diferenca encontrada entre o tecido controlo e o tecido sujeito a SOmM de NaCl
ndo tinha significado, enquanto que no tecido que estava a 100mM de NaCl a peroxida¢do
lipidica surgia afectada negativamente (Tabela 5°). Deste modo, e contrariamente aos
resultados apresentados na Tabela 5, somente a exposigdo do tecido no nivel de salinidade
mais elevado provocou um decréscimo significativo da acumulagdo de MDA (15%), ja que

no tecido mantido a 50mM de NaCl o teor de MDA nio diferia do da situagdo controlo.

Tabela 5° — Teor de malondialdeido (MDA) em tecido caloso crescido na

“auséncia de NaCl e na presenca de 50 e 100mM de NaCl, apos 35 dias de

cultura.
MDA (nmoles/gp.s.)
OmM 50mM 100mM
464,64 + 13,76 434,48 + 13,23 396,23 + 13,39

Valores expressos como médias = E.P. (n=6). Valores expressos como
médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na linha com * sdo

significativamente diferentes do da situa¢do controlo (0mM) (P<0,05).
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+ Prolina

A avaliagio bioquimica do contetido de prolina no tecido caloso mostrou que o teor deste

aminoacido aumentou nas duas condi¢des salinas estudadas em relagdo a situagdo controlo e,

como se pode observar no Grafico 6, ocorreu um aumento muito acentuado no tecido exposto

a 100mM de NaClL

Tabela 6 — Teor de prolina em tecido caloso crescido na auséncia de NaCl

e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apds 35 dias de cultura.

Prolina (ug/gp.f.)
OmM 50mM 100mM
45,65 + 5,08* 76,81 £9,12° 552,67 +36,20°

Valores expressos como médias + E.P. (n=5). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

A exposi¢io a NaCl fez aumentar o teor médio de prolina quantificado no controlo para

teores 1,7 e 12 vezes superiores no tecido caloso exposto a NaCl nas concentragdes de S0mM

e de 100mM, respectivamente (Tabela 6). A representagdo grafica dos valores obtidos na

quantificagdo bioquimica evidencia claramente as variagdes detectadas nas trés situagdes

estudadas e a analise estatistica confirmou que essas diferengas eram significativas (Tabela 6

e Graf. 6).
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Gréafico 6 — Teor de prolina quantificado no tecido caloso crescido na
auséncia de NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apés 35 dias de

cultura. Valores expressos como médias = E.P.
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+ Acido ascorbico

A manutengio do tecido caloso em condigdes salinas levou a aumentos dos niveis de écido
ascorbico, sendo o acréscimo particularmente evidente no tecido mantido a 100mM de NaCl

(Graf. 7).

Tabela 7 — Teor de acido ascérbico em tecido caloso crescido na auséncia

de NaCl e na presenga de 50 ¢ 100mM de NaCl, apés 35 dias de cultura.

Acido ascorbico (ng/gp.f)

OmM 50mM 100mM

117,60 = 6,81" 152,72 2,79 243,35 £9,05°

Valores expressos como médias £ E.P. (n=4). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

Através da analise da tabela 7 é possivel constatar que, relativamente a situagdo controlo, os
niveis de 4cido ascorbico surgiam significativamente aumentados quer no tecido caloso
mantido a 50mM, quer no exposto a 100mM de NaCl, de tal modo, que foram registados
aumentos de cerca de 30% e de 107%, respectivamente. Se compararmos os valores
acumulados no tecido caloso crescido em condigdes salinas verifica-se que o nivel de NaCl
mais elevado teve um efeito significativo na acumulagdo deste composto antioxidante, dado
que o valor médio quantificado foi superior cerca de 59% do valor encontrado no nivel

inferior (Tabela 7 e Graf. 7).
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Grafico 7 — Teor de 4cido ascérbico quantificado no tecido caloso crescido
na auséncia de NaCl e na presenca de 50 e 100mM de NaCl, apés 35 dias

de cultura. Valores expressos como médias = E.P.

+ Proteinas

Os niveis de proteinas solaveis e insoluveis contidos no tecido caloso que cresceu durante 35
dias na presen¢a de diferentes concentragdes de NaCl estdo representados na Tabela 8 e nos
Graficos 8 e 9. Na Tabela 9 pode ver-se que o contelido das proteinas totais (soliveis e
insoliveis) no tecido caloso aumentou significativamente com o aumento da concentracio de
NaCl no meio de cultura, tendo as proteinas soluveis mais contribuido para esse acréscimo na
medida em que foram registados aumentos, relativamente ao valor quantificado a OmM de
NaCl, de cerca de 39% para o tecido crescido a 50mM e de 94% para o tecido a 100mM de
NaCl, comﬁarativamente aos niveis de proteinas insoliveis obtidos, que aumentaram em

cerca de 32% e 53%, respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8 — Teor de proteinas solaveis e insoliveis em tecido caloso crescido na auséncia de NaCl e na

presenga de 50 e 100mM de NaCl, apds 35 dias de cultura.

Proteinas soluveis (mg/gp.f.) Proteinas insoliveis (mg/gp.f.)

OmM 50mM 100mM OmM 50mM 100mM

| 1,30 = 0,04* 1,81 +0,04° 2,52+0,14° 1,54 +0,04° 2,04 +0,07° 2,35 +0,04°
|

Valores expressos como médias = E.P. (n=4). Os valores assinalados na linha com diferentes

expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).

A andlise grafica dos valores obtidos para as proteinas permite observar que a presenga de
NaCl na concentra¢io 100mM provocou um aumento significativo da quantidade de proteinas
soluveis, registando-se uma diferenca da ordem dos 39% relativamente ao tecido crescido a
50mM; uma resposta semelhante a observada para as proteinas soliveis foi encontrada para
as insolaveis, ou seja, o conteido de proteinas insoluveis surgia significativamente
aumentado no tecido caloso exposto a 100mM, embora a diferenga que existia entre o tecido

exposto a 50mM e o que estava a 100mM fosse de apenas 15% (Graf. 8 e Graf. 9).
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Grifico 8 — Teor de proteinas soliveis quantificado no tecido caloso
crescido na auséncia de NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apos

35 dias de cultura. Valores expressos como médias + E.P.
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Grafico 9 — Teor de proteinas insoliveis quantificado no tecido caloso
crescido na auséncia de NaCl e na presenga de 50 e 100mM de NaCl, apés

35 dias de cultura. Valores expressos como médias = E.P.

O padrio de variagdo observado para as proteinas totais foi semelhante ao que foi descrito
para as soluveis e para as insoliveis, isto €, as condigdes de salinidade em que o tecido caloso
era mantido causaram diferencas significativas no teor das proteinas totais em relagdo ao que
foi encontrado no tecido controlo, sendo de destacar o nivel de proteinas quantificado a
100mM, que foi superior ao valor registado na situag@o controlo em cerca de 72% devido em

grande parte ao elevado nivel de proteinas soluveis quantificado nessa concentragio salina
(Tabela 9).

Tabela 9 — Proteinas totais em tecido caloso crescido na auséncia de NaCl

e na presenca de 50 ¢ 100mM de NaCl, apos 35 dias de cultura.

Proteinas totais (mg/gp.f.)

0mM 50mM 100mM

2,84 + 0,06 3,86 = 0,09° 4,87+0,18°

Valores expressos como médias + E.P. (n=4). Os valores assinalados na

linha com diferentes expoentes sdo significativamente diferentes (P<0,05).
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Para além da quantificagdo bioquimica, estudou-se também o padrdo electroforético das
proteinas soliveis e insoliveis em SDS-PAGE. Conforme seria de esperar, foram encontradas
algumas diferencas nos niveis das proteinas soliveis e insoliveis entre o tecido caloso
controlo e o tecido que cresceu durante 35 dias em condi¢des salinas, ¢ os padrdes
electroforéticos em SDS-PAGE revelaram também a existéncia de novas bandas
polipeptidicas, surgindo assim diferencas qualitativas, para além das quantitativas.

No padrio electroforético das proteinas soliveis verificou-se que na coluna do tecido caloso
crescido na presenga de NaCl a 50mM surgiram vérias bandas polipeptidicas mais
intensamente coradas do que as correspondentes no tecido controlo (Fig. 59 — colunas 0 e 50).
Para além de duas bandas cimeiras com massas moleculares de cerca de 85,3 e 83 kDa,
apareciam trés bandas entre 66-45 kDa com massas moleculares de 54,6 kDa e
aproximadamente com 50 e 44 kDa; com massas moleculares entre 45-31 kDa encontrdmos
cinco bandas de polipeptideos mais coradas, entre as quais se destacam os polipeptideos 42,5,
34 e 31,8 kDa que surgiram mais intensamente corados. Ainda no mesmo padrio, foi possivel
observar a existéncia de cinco bandas entre 31-21 kDa com maior intensidade de coloragdo
do que as correspondentes na coluna 0, com pesos moleculares de cerca de 28, 26,5, 23,2,
22,1 e 21 kDa, respectivamente; entre os polipeptideos que apresentaram no gel maior
migracdo, ou seja, 0s que se encontravam entre 21 e 14 kDa, destacaram-se pelo seu maior
grau de coloragdo duas bandas com massas moleculares de 15,3 e 14 kDa. No mesmo gel,
uma banda com massa molecular de 78,4 kDa aparecia muito menos corada do que a
correspondente no tecido controlo. O padrio electroforético das proteinas soliveis extraidas
do tecido caloso que tinha estado a 50mM de NaCl mostrou que as alteragdes, relativamente a
situagdo controlo, ndo eram apenas quantitativas mas também qualitativas. Com efeito, no gel
das proteinas soliveis verificou-se o aparecimento de duas bandas polipeptidicas na coluna
correspondente ao tecido mantido a 50mM de NaCl que ndo surgiam na coluna do tecido
controlo; essas bandas tinham massas moleculares aproximadas de 19 e de 17 kDa.

A andlise do padrio electroforético das proteinas soliiveis do tecido caloso que cresceu a
100mM de NaCl mostrou que, do mesmo modo ao que foi observado no tecido exposto a
50mM de NaCl, surgiram diferengas no grau de coloragio de algumas bandas polipeptidicas e
foram detectadas duas novas bandas; assim, o gel das proteinas soliveis do tecido caloso
exposto a NaCl na concentragdo 100mM mostrava um padrio de polipeptideos semelhante ao
do tecido na situagdo de 50mM, registando-se apenas diferencas quantitativas (Fig. 59 —
coluna 100). De facto, as bandas polipeptidicas que apareciam intensamente coradas na

coluna correspondente ao tecido crescido na presenga de NaCl a 50mM, surgiram no padrio
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Fig. 59 — Padriio electroforético em SDS-
PAGE das proteinas soluveis e insollveis.
Colunas 0, 50, 100 — proteinas extraidas do
tecido caloso controlo e do tecido crescido
na presenca de NaCl nas concentra¢des de
50 e de 100mM, respectivamente.

Pd — padroes proteicos.

MAp 4

Nos padrdes electroforéticos do tecido
caloso mantido durante 35 dias em
condigdes salinas é bem evidente que
varias bandas polipeptidicas surgem com
uma intensidade de coloragdo acentuada; as
bandas que aparecem mais intensamente
coradas nas colunas 50 e 100 do que as
correspondentes na coluna 0 estdo
assinaladas com o simbolo =* ou [. No
entanto, no gel das proteinas solliveis foi
detectada uma banda polipeptidica
(assinalada com —) que surgiu menos
corada na coluna 50 do que a
correspondente na coluna controlo. De
salientar que no gel das proteinas sollveis
também aparecem duas novas bandas
polipeptidicas (assinaladas com =) no
tecido caloso crescido em 50mM e em
100mM de NaCl (colunas 50 ¢ 100), com
massas moleculares de cerca de 17 e 19
kDa, que se apresentam mais coradas na
coluna 100. No gel das proteinas insollveis
apenas

uma banda polipeptidica foi

detectada de novoe nas colunas
correspondentes ao tecido crescido na
presenga de NaCl (colunas 50 e 100)
(assinalada com =*); esse polipeptideo
apresenta uma massa molecular de cerca de
16 kDa e surge mais corado no padrio
electroforético do tecido caloso exposto a
100mM de NaCl. Os padrées

electroforéticos mostram assim a
ocorréncia de diferengas quantitativas e
qualitativas entre as proteinas do tecido
controlo e as do tecido crescido na
NaCl a

presenga de diferentes

concentragoes.
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electroforético das proteinas solaveis do tecido que fora mantido a 100mM de NaCl com uma
maior intensidade de coloragio;. também as novas bandas polipeptidicas com massas
moleculares de cerca de 17 e 19 kDa apresentaram-se no padréo electroforético do tecido que
estava a 100mM de NaCl com um grau de coloragdo mais acentuado do as correspondentes
no tecido a 50mM de NaCl (Fig. 59 — coluna 50 e 100). No entanto, o polipeptideo que
aparecia menos corado no padrio correspondente a coluna 50, surgiu no tecido crescido a
100mM com um grau de coloragdo semelhante ao respectivo no material controlo. Leone et
al. (1994b) verificaram que a sintese de dois polipeptideos foi reprimida quando as células em
suspensdo de batateira estiveram em contacto com 5% e 10% de PEG, voltando a ser
detectados apds a exposigdo das células a 20% de PEG; para os autores a inibi¢éo transitéria
da sintese de certos polipeptideos para serem sintetizados posteriormente ¢ uma resposta
vulgar durante o processo de adaptagiio das células a factores de stresse progressivamente
mais elevados.

As diferengas detectadas nos padrdes electroforéticos das proteinas soliveis das trés situacdes
estudadas, nomeadamente na maior intensidade de coloragdo com que diversas bandas de
polipeptideos se apresentaram nos padrdes electroforéticos correspondentes ao tecido caloso
nos niveis de salinidade de 50mM e de 100mM comparativamente a situagdo controlo,
evidenciam o maior teor de proteinas soluveis que foi quantificado no tecido crescido em
condi¢des salinas, principalmente no tecido exposto a 100mM de NaClL.

No gel das proteinas insoliveis as diferencas que foram encontradas nos padrdes
electroforéticos entre o tecido caloso controlo e o tecido que cresceu em condigdes salinas
consistiram na ocorréncia de seis bandas polipeptidicas mais intensamente coradas na coluna
correspondente ao tecido caloso crescido na presenga de 50mM de NaCl, cujas massas
moleculares eram proximas de 34, 32, 23,2, 22, 17 e 14 kDa, respectivamente (Fig. 59 —
coluna 50). Na coluna das proteinas insoltveis do tecido que esteve exposto durante 35 dias a
100mM de NaCl, as seis bandas de polipeptideos referidas apareciam com uma intensidade
de colora¢io mais acentuada do que as correspondentes no tecido exposto a 50mM de NaCl,
demonstrando assim os maiores teores de proteinas insoluveis que foram quantificados no
tecido caloso crescido no nivel de salinidade mais elevado (Fig. 59 — coluna 100). No mesmo
gel, observou-se que nos padrdes electroforéticos das proteinas do tecido crescido em
condi¢des salinas aparecia uma nova banda com massa molecular aproximada de 16 kDa, que
nio era detectada na coluna correspondente ao tecido controlo (Fig. 59 — colunas 50 e 100);
esse polipeptideo surgiu mais corado no padrio electroforético correspondente ao tecido

mantido a 100mM de NaCl do que no padrdo do tecido exposto a 50mM de NaCl. Verificou-
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se assim que, perante a ocorréncia de um teor de proteinas insoliveis mais elevado no tecido
caloso crescido em condicdes de stresse salino do que no tecido controlo, os respectivos
padrdes electroforéticos mostraram que para além das alteragSes qualitativas, ocorreram

também diferengas qualitativas.

As plantas podem adaptar-se a condigdes de stresse salino através de diversos mecanismos
cujos niveis de complexidade sdo varidveis; nalguns mecanismos sdo utilizadas numerosas
células e tecidos numa série coordenada de processos no sentido de conseguir a tolerdncia
salina e, por isso, requerem a organizagdo anatomica que existe na planta intacta, noutros
estio envolvidos processos intrinsecos a propria célula e que, portanto, actuam ao nivel
celular, mas de qualquer modo, todos eles sdo utilizados pela planta para lidar com o stresse
salino (Binzel et al., 1985; Naik & Widholm, 1993). Alguns dos mecanismos que exigem a
integridade funcional da planta e, como tal, actuam na planta intacta sdo ja conhecidos
(Greenway & Munns, 1980; Cheeseman, 1988; Taiz & Zeiger, 1998), todavia, nos ultimos
anos tem havido um interesse crescente no estudo dos mecanismos de tolerincia salina que
actuam ao nivel da célula vegetal, dai que as técnicas de culturas in vifro, nomeadamente as
culturas de tecido caloso ou de células em suspensdo, tenham atingido elevada importancia,
uma vez que a sua aplicagdo tem permitido conhecer os processos fisiologicos e bioquimicos
inerentes a célula que contribuem para a tolerdncia salina (Leone ef al., 1994a; Lutts er al.,
1999: Rus er al., 1999). Segundo varios autores, as linhas celulares tolerantes ao sal
representam o sistema experimental mais adequado para estudar os mecanismos celulares que
estdo envolvidos na tolerdncia salina (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad et al., 1983;
Binzel et al., 1985; Gueta-Dahan et al., 1997), dai que tenham sido desenvolvidos esforgos no
sentido de seleccionar in vitro linhas de diversas espécies com diferente tolerdncia a NaCl, de
modo a poderem ser comparadas a nivel morfoloégico e bioquimico com as linhas ndo
tolerantes (Ben-Hayyim & Kochba, 1983; Watad et al., 1983; Rains et al., 1986; Binzel et al.,
1988; Gossett ef al., 1996; Rodriguez-Rosales et al., 1999).

Os fenémenos fisioldgicos que estdo associados com o stresse salino sdo vérios, desde a
diminuicdo do crescimento e da fotossintese, as alteragdes na homeostasia idnica e na
turgescéncia da célula, a acumulagdo de solutos compativeis € o aumento na formagdo das
EAOs nas células vegetais; no entanto, tem sido durante os {iltimos anos que se tem procurado
estabelecer a relagio entre estes fendmenos e a tolerdncia salina (Gossett ef al., 1994ab;
Gueta-Dahan ef al., 1997; Rodriguez-Rosales ef al., 1999; Savour€ et al., 1999; Hernindez et
al., 2000; Zhu, 2001). A relagdo da salinidade com o stresse oxidativo esta bem documentada
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na literatura, ¢ de acordo com os trabalhos publicados, as espécies activas de oxigénio estdo
envolvidas nos danos causados pela salinidade (Herndndez et al., 1993, 1995; Gossett ef al.,
1994ab; Gueta-Dahan et al., 1997; Bueno et al., 1998; Meneguzzo ef al., 1998; Zhu, 2001).
Essas espécies sdo conhecidas por desequilibrar os sistemas redox da célula em favor de
formas oxidadas e por reagir com a maioria das moléculas orgédnicas, como proteinas e
clorofilas, levando a desnaturagfio de proteinas e & inactivagdo de enzimas (Jiménez ef al.,
1997; Scandalios, 1997; Wang et al., 1999; Dat et al., 2000); a intervengdo das EAOs passa
também pela reac¢io com os 4cidos gordos polinsaturados para causar a peroxidagdo dos
lipidos, quer na membrana citoplasmatica, quer nas membranas dos organelos celulares. Em
consequéncia da peroxidagdo lipidica da membrana plasmatica ocorre a perda de contetudos
celulares, a desidrataciio rapida e, eventualmente, a morte celular, enquanto que a peroxidacao
das membranas intracelulares vai afectar a actividade respiratéria na mitocondria, levar a
perda de pigmentos e a diminui¢do da capacidade de fixagdo de diéxido de carbono nos
cloroplastos (Scandalios, 1993). Segundo Bartosz (1997), as espécies activas de oxigénio
estio presentes nas células em quantidades demasiado baixas para serem detectadas
directamente pelos métodos analiticos disponiveis, mesmo em situagdes de stresse oxidativo,
dai que o processo mais utilizado para avaliar o stresse oxidativo € a peroxidagdo lipidica,
dado este ser um processo induzido pelas EAOs; sendo assim, o nivel de peroxidagdo lipidica
¢ geralmente estimado através da quantificagdo bioquimica dos produtos resultantes desse
processo oxidativo, como por exemplo do malondialdeido. Nesta perspectiva, foi nosso
objectivo comparar o nivel de peroxidagdo lipidica nas linhas celulares de S. fuberosum que
estavam a crescer a 50mM e a 100mM de NaCl com a linha ndo adaptada a crescer na
auséncia de NaCl. Os resultados, quando expressos por g de peso fresco, mostraram que ©
nivel de peroxidagio lipidica foi superior no tecido caloso exposto a condigdes salinas do que
no tecido crescido na auséncia de NaCl, tendo sido no tecido adaptado a 100mM de NaCl que
se registou a maior acumulagio de malondialdeido. Também Gueta-Dahan er al. (1997)
registaram os maiores niveis de MDA (resultados expressos por g de peso fresco) na linha
celular de Citrus tolerante a 100mM de NaCl, ocorrendo os menores valores na linha ndo
adaptada mantida a OmM de NaCl. A possibilidade de aumentar a peroxidagdo lipidica em
tecido caloso de Lycopersicon esculentum tolerante a 50mM de NaCl foi referida por
Rodriguez-Rosales et al. (1999), que detectaram a maior actividade de lipoxigenase, enzima
responsavel pela formagdo de hidroperoxidos lipidicos, nesse tecido comparativamente ao
controlo. A semelhanca dos estudos realizados em culturas in vitro, na literatura sdo

encontradas referéncias a trabalhos feitos no sistema in vivo que demonstraram que a
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exposi¢do das plantas a NaCl induziu a acumulagéio nas folhas de produtos resultantes da
peroxidagdo lipidica, verificando-se que os niveis desses produtos aumentavam com o
aumento da salinidade no meio, como aconteceu na planta de Nicotiana plumbaginifolia
(Savouré et al., 1999), na ervilheira (Hernandez et al., 1993, 1995; Gémez ef al., 1999) € no
algodoeiro (Gossett et al., 1994a).

Associado ao incremento dos niveis de MDA, Hernandez et al. (1993, 1995, 1999) registaram
uma diminui¢do do teor de clorofilas, sendo essa redu¢do mais acentuada no tratamento salino
mais elevado, € o estudo ultraestrutural realizado nas folhas mostrou a desorganizagdo das
membranas celulares, bem como da estrutura dos tilacdides nos cloroplastos. No presente
trabalho ndo feito o estudo ultraestrutural do tecido caloso crescido em condi¢des salinas, no
entanto, verificou-se que paralelamente ao aumento do contetido de MDA no tecido, o teor de
clorofilas, sobretudo de clorofila a, diminuia. Embora tenhamos encontrado a menor
quantidade de clorofilas no tecido crescido na presenga de NaCl na concentragdo de 100mM,
o valor quantificado ndo diferiu daquele que foi obtido no nivel de salinidade inferior, onde os
teores de MDA eram significativamente menores aos registados no tecido a 100mM. Para
além desse facto, verificou-se que os niveis de carotendides, quando expressos por g de peso
fresco, eram mais baixos no tecido mantido a 50mM de NaCl, enquanto que os valores
quantificados no tecido exposto a 100mM eram semelhantes aos do controlo. Estes resultados
levam-nos a admitir que no tecido caloso sujeito a elevado nivel de salinidade provavelmente
algum mecanismo de protecgdo estaria a actuar, justificando assim os niveis de pigmentos
obtidos.

As células vegetais desenvolveram um eficiente sistema de defesa antioxidante para manter as
EAOs a um baixo nivel nas células, e assim se protegerem dos efeitos toxicos por elas
induzidos, que inclui os compostos antioxidantes como o acido ascorbico, a glutationa. o o-
tocoferol e os carotendides, os quais podem reagir directamente com as EAOs, para além das
varias enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, a catalase, a peroxidase do
ascorbato e a glutationa redutase (Alscher et al., 1997; Jiménez et al., 1997; Wang et al.,
1999). Este sistema antioxidante desempenha uma importante func¢éio na tolerdncia salina, tal
como foi demonstrado por Gueta-Dahan et al. (1997) nas linhas celulares de Citrus adaptadas
a elevados niveis de salinidade, ¢ também por Gossett et al. (1996) e por Rodriguez-Rosales
et al. (1999) no tecido caloso de algodoeiro tolerante a 150mM e no tecido de Lycopersicon
esculentum tolerante a 50mM de NaCl, respectivamente. Rodriguez-Rosales et al. (1999)
concluiram que o tecido caloso tolerante a NaCl apresentava maior formagdo de

hidroperéxidos lipidicos, mas também uma maior actividade antioxidante; do mesmo modo, a
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maior peroxidagdo lipidica verificada nas linhas de Citrus tolerantes a 100mM e a 200mM de
NaCl esteve relacionada com a maior actividade da peroxidase do ascorbato, parecendo ser a
enzima determinante para a aquisicdo da tolerincia salina por parte dessas linhas (Gueta-
Dahan et al., 1997). Nos estudos comparativos da tolerincia salina entre cultivares da planta
de algodoeiro e entre culturas de tecido caloso obtidas a partir dessas plantas, Gossett et al.
(1994a,b) verificaram que a maior tolerdncia salina exibida quer pela cultivar referida como
sendo menos sensivel a salinidade, quer pela respectiva cultura de tecido caloso, foi devida a
maior capacidade para eliminar as EAOs geradas em consequéncia do elevado tratamento
salino; essa capacidade resultou ndo s6 da maior actividade das enzimas antioxidantes, mas
sobretudo dos elevados niveis de acido ascorbico e de glutationa obtidos. Para Gossett ef al.
(1994a) os elevados teores desses compostos antioxidantes podera explicar o menor nivel de
peroxidacdo lipidica observado nas plantas mais resistentes ao sal comparativamente as mais
sensiveis, mas mesmo assim os niveis de MDA acumulados foram sempre superiores aos das
plantas controlo apds o tratamento salino. Resultados semelhantes foram descritos para as
ervilheiras tolerantes a NaCl (Herndandez et al., 1995); nestas plantas a peroxidagio lipidica
verificada ocorrer esteve associada a um aumento de mais de 100% do teor de acido
ascorbico. As linhas celulares de batateira obtidas no nosso trabalho adaptadas para crescerem
a concentragdes salinas de 50mM e 100mM, mostraram um acréscimo no conteudo de acido
ascorbico total com o aumento do nivel de salinidade; esse aumento foi significativo quer para
o tecido caloso da linha tolerante a 50mM de NaCl, quer para o da linha adaptada a 100mM
de NaCl, embora neste ultimo tenhamos assistido a um aumento de mais de 100%
relativamente ao valor quantificado no controlo. Também na linha celular de algodoeiro
tolerante a 150mM a quantidade de acido ascorbico total foi muito superior a encontrada na
linha controlo (Gossett et al., 1996). De acordo com Meneguzzo et al. (1998), o maior
conteido de acido ascérbico que ocorre no material vegetal exposto a condi¢des salinas indica
um aumento da exigéncia por esse composto para a remogdo das EAOs induzidas pela
salinidade e, para os autores, 0 maior aumento no teor de acido ascérbico que é verificado
ocorrer em material vegetal menos sensivel ao NaCl contribui para a sua tolerdncia salina. O
acido ascorbico € considerado ser o principal antioxidante que est4 directamente envolvido na
eliminacdo das EAOs, para além de actuar como substrato na redu¢io do H,0, em H;O
catalizada pela enzima peroxidase do ascorbato (Conklin, 1998; Noctor & Foyer, 1998; Bray
et al., 2000), dai que os seus niveis normalmente aumentem em condi¢des que desencadeiam
o stresse oxidativo (Smirnoff, 1995; Dat et al., 2000; Davey et al., 2000). Os estudos

realizados em diferentes espécies demonstraram que a salimdade ¢ um factor de stresse
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oxidativo (Bartosz, 1997; Hemandez et al., 1999; Dat et al., 2000), e o trabalho presente
mostra 0 aumento dos niveis de acido ascorbico em tecido caloso de batateira exposto a
condi¢des salinas, em que esse aumento estd relacionado com o grau de tolerancia salina
exibido pelas culturas de tecido caloso.

Apesar dos carotendides fazerem parte do mecanismo nfo-enzimatico antioxidante, e estarem
assim envolvidos na protec¢do das células dos danos oxidativos (Scandalios, 1993; Smirnoff,
1995; Foyer & Noctor, 2000), no estudo realizado verificaram-se alteragdes dos niveis de
carotenoides no tecido caloso mantido a S0mM e a 100mM de NaCl. Contudo, a resposta do
tecido nessas condigdes foi variavel dependendo se o contetido de carotendides foi expresso
em termos de peso fresco ou de peso seco; no primeiro caso, ndo houve diferencas no teor
quantificado entre o controlo e o tecido exposto a 100mM, tendo diminuido no tecido
tolerante a 50mM de NaCl, o que sugere que os carotendides poderdo ter contribuido para a
protec¢do das membranas da peroxidagdo lipidica, face ao aumento acentuado dos niveis de
MDA no tecido caloso que estava a 100mM de NaCl. Quando os valores quantificados foram
expressos em peso seco, a quantidade de carotendides no tecido caloso surgia
significativamente diminuida com o aumento do nivel de salinidade. Esta diferenca de
resultados indica que o maior conteudo de carotendides encontrado no tecido caloso adaptado
a 100mM de NaCl quando os valores da quantificagdo bioquimica foram expressos em termos
de peso fresco ¢ provavelmente devido a redugdo significativa do teor de dgua no tecido
crescido a esse nivel de salinidade. Outros estudos mostraram o decréscimo dos niveis de
carotendides em plantas sujeitas a situagdes de défice hidrico intenso, tratamento com o
herbicida paraquato ou baixas temperaturas, tendo essa diminui¢do contribuido para a menor
proteccdo antioxidante e, portanto, para os danos oxidativos verificados (Wise & Naylor,
1987; Tturbe-Ormaetxe ef al., 1998).

A acumulag@o de prolina aumentou significativamente no tecido caloso das linhas tolerantes a
50mM e a 100mM de NaCl, embora o tecido tolerante a 100mM de NaCl tenha apresentado
um incremento notavel no nivel de prolina. A acumulagiio de prolina é um fenémeno bem
conhecido em linhas celulares expostas a condigbes salinas e de secura e frequentemente
atribui-se a este aminoacido uma fun¢do de soluto compativel, estando assim envolvido no
ajustamento osmoético e, consequentemente, na tolerdncia salina (Watad ef al., 1983; Rains et
al., 1986; Leone ef al., 1994a; Bajji et al., 1998). Na linha celular de Nicotiana tabacum
tolerante a 100mM de NaCl, Watad er al. (1983) encontraram niveis de prolina 8 vezes
superiores aos do controlo; também Leone er al. (1994a) verificaram que as células em

suspensdo de Solanum tuberosum adaptadas ao PEG acumularam elevada quantidade de
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prolina, tendo os autores referido que o elevado conteudo em prolina tera conferido a
tolerdncia dessas células a 200mM de NaCl. Os resultados obtidos no trabalho presente
mostram a existéncia de uma correlagdo entre o contetido de prolina e a tolerdncia salina,
verificando-se um acréscimo dos niveis de prolina com o aumento da tolerdncia do tecido
caloso a NaCl. Respostas idénticas foram referidas para as linhas celulares tolerantes a NaCl
da planta de batateira cv. Kennebec e da planta de tabaco, que acumularam mais prolina com
o aumento da concentracdo de NaCl no exterior (Watad et al., 1983; Singh et al., 1985; van
Swaaij et al., 1986). Estes resultados sugerem para a prolina outras fungdes para além de
soluto compativel. Watad et al. (1983) concluiram que a acumulagio do aminoécido
acompanha a adaptag@io das células a um meio salino e van Swaaij ef al. (1986) referiram que
a prolina actua como um composto protector durante o periodo de stresse salino. De acordo
com Leone et al. (1994a), o elevado conteudo de prolina encontrado nas células de S.
ruberosum sujeitas a stresse osmatico esta associado ao ajustamento osmoético e a protecgdo
de estruturas celulares dos danos causados pela salinidade. A ac¢do da prolina na eliminagdo
das espécies activas de oxigénio, nomeadamente do radical hidroxilo considerada a espécie de
oxigénio mais reactiva, contribui para a estabilizacio das membranas celulares durante o
stresse salino (Samaras et al., 1995 e referéncias; Grillo er al., 1996). Este facto podera
explicar o elevado teor de prolina encontrado no tecido caloso mantido a 100mM de NaCl,
onde foram quantificados os maiores niveis de MDA; assim, face ao stresse oxidativo
evidente no tecido caloso crescido a 100mM de NaCl é possivel aceitar o envolvimento do
aminoacido na remogéo das EAOs, impedindo estes radicais de danificarem os pigmentos e as
estruturas membranares. Perante a accio antioxidante da prolina, Bohnert et al. (1995) e Zhu
(2001) sugeriram a interven¢do do aminoacido na tolerdncia ao stresse salino. Deste modo,
podemos concluir que a acumulagiio de prolina no tecido caloso sujeito a condigdes salinas
esta relacionada com a aquisi¢fio da tolerancia salina.

O aumento do conteudo de prolina nas linhas celulares expostas a NaCl poderia dever-se a
uma redugio na incorporagdo deste aminoéacido na fracgdo proteica, motivada pela diminuicdo
da sintese proteica, ou estar associado ao aumento de degradacdo de proteinas que ocorre em
situagdes de stresse (Greenway & Munns, 1980; Ramagopal, 1987; Tsugane ef al., 1999).
Contudo, verificou-se o aumento significativo dos niveis de proteinas soluveis e insoliveis no
tecido caloso exposto a condigBes de stresse salino, em que esses niveis surgiam mais
elevados no tecido crescido na presenc¢a de 100mM de NaCl. Sendo assim, o0 aumento do teor
de prolina deverd corresponder a um incremento na sua sintese, o que esta de acordo com as

observacdes de Okuma er al. (2000), que verificaram que a biossintese de prolina aumentou
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nas cé€lulas cultivadas em meio salino. O tecido caloso de S. tuberosum exposto a NaCl na
concentragdo 100mM apresentou niveis proteicos mais elevados que o tecido exposto a
concentragdo salina mais moderada, sendo assim € possivel associar 0 maior conteudo de
proteinas totais ao aumento da tolerdncia salina. O incremento dos niveis de proteinas
soliveis e insoluveis no tecido caloso com o aumento de salinidade no meio podera ser
interpretado como sendo devido ao aumento de sintese de alguns polipeptideos, uma resposta
que pode ser confirmada através da visualizacdo dos padrdes electroforéticos das proteinas
soluveis e insoliveis em SDS-PAGE. Verificou-se que a sintese da maioria dos polipeptideos
constitutivos ndo foi inibida pela manuten¢do do tecido caloso nas concentragdes de NaCl
50mM e 100mM, apenas um polipeptideo surgiu diminuido no tecido caloso mantido a 50mM
de NaCl. No entanto, foi possivel identificar um conjunto de polipeptideos cuja sintese
aumentou no tecido caloso em condi¢cdes salinas. Assim, o gel das proteinas soliiveis mostrou
que 17 bandas polipeptidicas apareciam mais intensamente coradas no tecido caloso exposto a
NaCl relativamente ao tecido crescido na auséncia de sal, tendo sido no tecido crescido na
presenca de NaCl a 100mM que esses polipeptideos surgiram com uma coloragdo mais
intensa. Entre essas bandas, merecem referéncia os polipeptideos com massas moleculares de
22,1, 23,2, 32 e 34 kDa por se apresentarem muito mais corados do que os correspondentes no
material controlo, uma situa¢do que nos leva a admitir que essas proteinas podem estar
envolvidas na adaptag@o do tecido a salinidade. A analise dos padrdes electroforéticos das
proteinas insoluveis indicava a ocorréncia de algumas alteragdes quantitativas no tecido
crescido na presenga de NaCl; assim, o gel das proteinas insoliveis mostrou que surgia
estimulada a sintese de polipeptideos com massas moleculares de cerca de 34, 32, 23,2, 22, 17
e 14 kDa no tecido caloso crescido na presenga de NaCl nas concentragdes 50mM e 100mM,
embora neste Gltimo as bandas correspondentes a esses polipeptideos surgissem com maior
intensidade de coloragfo, o que se traduziu no aumento do nivel de proteinas insoluveis no
tecido exposto a esse nivel de salinidade. Alguns dos polipeptideos que surgiam mais
intensamente corados tinham massas moleculares que coincidem com as proteinas CDSP
(“chloroplastic drought-induced stress protein’) detectadas por Pruvot ef al. (1996) em plantas
de Solanum tuberosum sujeitas a condi¢des de secura. Em resposta ao défice hidrico essas
proteinas, com pesos moleculares de 32 e 34 kDa, eram sintetizadas em maior abundincia nos
cloroplastos, estando a CDSP 32 provavelmente envolvida na osmoregula¢io do estroma
(Eymery & Rey, 1999), e a CDSP 34 associada & manuten¢do da integridade da lamela dos
tilacéides durante a desidratacdo (Gillet er al., 1998; Eymery & Rey, 1999). Embora a sintese

dessas proteinas surja associada a uma condi¢io de secura, Pruvot er al. (1996) observaram
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que a exposi¢do das plantas S. tuberosum a NaCl também provocou a acumulagio da CDSP
32 e da CDSP 34, verificando-se que a sintese destas proteinas foi maior no tratamento salino
mais elevado (300mM) comparativamente ao tratamento inferior (150mM). Por outro lado,
Broin ef al. (2000) verificaram que além da secura, outros factores que provocam stresse
oxidativo induziram a acumula¢fio da CDSP 32 em batateira, tendo os autores concluido que
esta protefna protege as estruturas dos cloroplastos dos efeitos toxicos das espécies activas de
oxigénio, nomeadamente da peroxidagdo lipidica. Face a estes conhecimentos, parece ser
plausivel admitir que os polipeptideos com massas moleculares de cerca de 32 ¢ 34 kDa que
surgiram aumentados no tecido caloso exposto a condi¢des salinas correspondem as proteinas
CDSP 32 e CDSP 34, dai estarem provavelmente relacionados com a preservacdo das
estruturas celulares durante a exposigdo do tecido a stresse salino.

A manutengdo do tecido caloso na presenca de NaCl a 50mM e a 100mM provocou, para
além de alteragdes quantitativas, o aparecimento de bandas polipeptidicas que ndo eram
detectadas no padrdo electroforético do tecido controlo. Enquanto que no gel das proteinas
solaveis verificou-se o aparecimento de duas novas bandas polipeptidicas (19 e 17 kDa), que
apareciam mais intensamente coradas no tecido mantido a 100mM de NaCl, no gel das
proteinas insoluveis foi detectado de novo um polipeptideo de cerca de 16 kDa. Curiosamente,
Leone et al. (1994b) detectaram além da ocorréncia de 17 polipeptideos que surgiram
aumentados no padrdo electroforético de uma linha celular adaptada a 20% de PEG, um novo
polipeptideo com massa molecular de 14,8 kDa que ndo foi identificado na linha ndo
adaptada.

Geralmente verifica-se que as novas proteinas que sdo sintetizadas em resposta a condigdes
ambientais alteradas sdo referidas como ‘proteinas de stresse’, embora apenas algumas destas
proteinas estejam envolvidas em processos fisiologicos ou metabolicos (Ericson & Alfinito,
1984; Singh er al., 1985; Leone et al., 1994b). Segundo Singh et al. (1985), a maioria dessas
proteinas aparece como uma resposta imediata a situagdo adversa e apenas algumas estdo
associadas com a adaptacdo das células & nova condi¢do ambiental; Zhu (2001) refere que
varias ‘proteinas de stresse’ sintetizadas em resposta ao stresse salino com fungdo
desconhecida actuam provavelmente na remog¢do das EAOs ou protegem as estruturas
celulares de danos oxidativos. Uma das proteinas mais bem conhecidas que surgem em
resposta ao stresse salino e que estdo envolvidas na adaptagdo das células ao NaCl € a
designada osmotina (Ericson & Alfinito, 1984; Singh et «l., 1985, 1987, 1989; Leone et al.,
1994b; Bray et al., 2000). A osmotina é uma proteina de 26 kDa que ¢ acumulada nas linhas

celulares de Nicotiana tabacum adaptadas para crescerem a elevados niveis de salinidade.
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Embora a sintese desta proteina surja associada a uma situagdo de salinidade, ela foi também
induzida pela exposicio das células de Solanum tuberosum em suspensio ao polietilenoglicol,
dai que ela esteja associada ndo s6 com a tolerdncia salina, mas também com a tolerancia das
células a condicdes de stresse osmotico (Leone et al., 1994a,b). As massas moleculares dos
polipeptideos que surgiram de novo no tecido caloso adaptado a concentragdes salinas de
50mM e de 100mM nfo coincidem com a da osmotina. no entanto, a utilizagio de anticorpos
policlonais para a osmotina permitiu o reconhecimento de um polipeptideo com peso
molecular de 24 kDa que foi constitutivamente expresso na linha celular ndo adaptada ao PEG
e substancialmente acumulado nas linhas celulares adaptadas ao PEG ou nas linhas ndo
adaptadas expostas a NaCl (Leone ef al., 1994a). Atendendo a este facto, € possivel admitir
que as bandas polipeptidicas com massas moleculares aproximadas de 28, 26,5 e 23,2 kDa,
cujas intensidades de coloragdo aumentaram com a maior tolerdncia salina exibida pelo tecido
caloso de batateira, estejam relacionadas com a osmotina. Apesar destas consideragdes, 0s
resultados obtidos mostram que as condigdes salinas provocaram o aumento no tecido caloso
da sintese de diversos polipeptideos e activaram a sintese de outros que nio eram expressos
no tecido crescido na auséncia de NaCl, de tal modo que os niveis proteicos no tecido caloso
crescido na presenga de NaCl 50mM e 100mM aumentaram significativamente. Respostas
idénticas foram descritas para as linhas celulares de N. tabacum adaptadas a NaCl (Ericson &
Alfinito, 1984; Singh ef al., 1985), para o tecido caloso tratado com os agroquimicos Decis e
Ridomil (Fidalgo, 1995; Fidalgo et al., 1997) e para a linha celular adaptada a PEG 20% de S.
tuberosum (Leone et al., 1994a,b). Nesses trabalhos, as alteragdes quantitativas e qualitativas
observadas surgiram em consequéncia das situagdes adversas impostas e estiveram associadas
a adaptagdo das células para crescerem na presenga de elevadas concentragdes de NaCl ou de
PEG (Ericson & Alfinito, 1984; Singh ef al., 1985; Leone et al., 1994a,b), ou na adaptagdo do
tecido a presenga de Decis no meio de cultura (Fidalgo et al., 1997). De acordo com Leone et
al. (1994b), o facto da sintese de determinados polipeptideos aumentar e desses polipeptideos
se acumularem progressivamente com o crescente aumento dos niveis de stresse, sugere que
as células de S. ruberosum sdo capazes de se adaptarem a diferentes condigdes de stresse
através de alteragdes na expressdo genética. Considerando estes conhecimentos, admitimos
que a adaptagdo do tecido caloso de batateira a condi¢des de stresse salino esteve associada
com o aumento dos niveis de alguns polipeptideos € com o aparecimento de novos
polipeptideos, sendo estas alteragdes mais evidentes no tecido exposto a salinidade mais

elevada.
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Os resultados obtidos mostraram que € possivel, através das culturas in vitro, isolar linhas
celulares de S. ruberosum tolerantes a presenga de NaCl nas concentragdes 50mM e 100mM.
A manuten¢fio das linhas seleccionadas na presenga das duas concentragdes salinas teve
repercussdes no crescimento e conteudo hidrico do tecido caloso dessas linhas, de tal modo
que, o crescimento do tecido sujeito a salinidade decresceu, verificando-se que a condigdo
salina de 100mM levou a maior diminui¢do do crescimento e, também, a uma reducdo do teor
de agua no tecido. Paralelamente, através do estudo de alguns pardmetros bioquimicos
constatou-se que a presenca de NaCl no meio de cultura estimulou a peroxidagio lipidica, que
foi mais evidente no tecido crescido a 100mM de NaCl. Os niveis de clorofilas sofreram um
decréscimo em relagdo aos observados no tecido controlo, embora os valores quantificados no
tecido adaptado a 50mM ndo tivessem divergido dos encontrados no tecido tolerante a
100mM de NaCl; por sua vez, o conteiido de carotenodides, que no tecido caloso mantido a
100mM de NaCl ndo foi afectado, decresceu no tecido tolerante a S0mM. Em contrapartida,
os teores de prolina e de 4cido ascorbico surgiram aumentados no tecido exposto a condigdes
salinas; no entanto, comparando a linha tolerante a 50mM com a tolerante a 100mM de NaCl,
verifica-se que os niveis do aminodcido e do antioxidante na segunda linha foram
consideravelmente superiores aos encontrados na primeira, dai admitirmos que a maior
acumulagdo desses compostos resulte na aquisi¢io de tolerancia a niveis superiores de NaCl.
Também a quantidade de proteinas (soluveis e insoliveis) teve um aumento consideravel em
ambas as linhas, com maior destaque para a linha tolerante a 100mM; de salientar, que os
maiores teores de proteinas encontrados no tecido caloso das linhas tolerantes sdo justificados
pelo aumento da sintese de alguns polipeptideos, nomeadamente das proteinas 32 e 34 kDa,
que haviam sido ja detectadas por Pruvot et al. (1996) na batateira sujeita a condigdes de
secura e de salinidade, e também pelo aparecimento de outros que nfio eram detectados no
padrido electroforético da situagdo controlo. Varios autores referem a existéncia de uma
correlagdo entre o aumento da sintese de determinadas proteinas e o grau de adaptagio a
salinidade, o que sugere alteracGes na expressio genética apos a adaptagdo a NaCl (Ericson &
Alfinito, 1984; Singh et al., 1985; Leone ef al., 1994b; Bueno ef al., 1998). E provavel que o
aumento dos niveis de prolina e de acido ascérbico induzido pelo NaCl no tecido caloso
crescido em condi¢des salinas, resulte do aumento da transcrigio de genes envolvidos na
sintese desses compostos, a semelhanga do que foi referido por Gossett et al. (1994b; 1996) e
por Bueno et al. (1998).

Os resultados sugerem, assim, que a tolerdncia a salinidade envolveu nas células do tecido

caloso de batateira altera¢des de vérios tipos; face aos decréscimos no crescimento e no teor
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de 4gua, que estiveram associados ao aumento da peroxidagdo lipidica e diminui¢do do teor
de pigmentos, nomeadamente de clorofilas, assistimos a um aumento acentuado dos niveis

proteicos, e dos niveis de prolina e de acido ascorbico.
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4 — CONCLUSOES

Neste trabalho foi nosso objectivo induzir a produgéo de tecido caloso de S. tuberosum a
partir da cultura de explantes foliares, de brolho e de tubérculo e, através da cultura
estabelecida de tecido caloso proveniente de fragmentos foliares de batateira, seleccionar
linhas celulares tolerantes a diferentes niveis de salinidade. Uma vez obtidas as linhas
tolerantes a concentragdes crescentes de NaCl (50, 100, 150 e 200mM de NaCl), procurou-se
estudar certos aspectos do comportamento de tecido caloso crescido em condi¢gdes de salinas.
Para esse efeito, utilizaram-se culturas de tecido caloso controlo e tolerantes a niveis de NaCl
de 50mM e de 100mM, em que a resposta do tecido caloso crescido na presenga de NaCl fo1
avaliada a nivel bioquimico e comparada com a resposta do tecido caloso crescido na

auséncia de NaCl.

No que se refere a inducdo e estabelecimento de tecido caloso, verificou-se que a indugdo e o
crescimento das culturas de tecido caloso foram mais rapidas quando os explantes foram
obtidos de brolho e mais demoradas para os explantes provenientes de tubérculo dormente,
confirmando assim que a produgfo de tecido caloso depende do estado fisiologico do dérgéo
dador do explante. O nosso estudo mostrou que a produgdo de tecido caloso foi também
dependente das condi¢des de cultura usadas, tendo sido determinante a composicio do meio
nutritivo, sobretudo nos reguladores de crescimento utilizados; assim, o meio de cultura mais
eficaz para a inducdo de tecido caloso foi aquele que usou apenas o picloram como regulador
de crescimento e este resultado estendeu-se aos diferentes explantes utilizados para a
formagdo de tecido caloso. Para além disso, verificAmos que o meio nutritivo mais adequado
para a indugéio de tecido caloso foi o mais conveniente para o crescimento da cultura, ja que a
manuten¢do do tecido no meio de cultura contendo a auxina picloram possibilitou a obtengéo
de tecido caloso em abundincia, nomeadamente daquele que fora induzido a partir de discos
de tubérculo. Contudo, a permanéncia do tecido caloso nesse meio ndo permitiu o seu
reverdecimento, dai que a transferéncia para meio de manuten¢io contendo diversos

fitorreguladores combinados tenha sido bem sucedida.

Utilizando uma cultura estabelecida de tecido caloso proveniente do meséfilo da planta de
batateira e sujeitando porg¢des de tecido retiradas dessa cultura a stresse salino foi possivel
seleccionar linhas celulares tolerantes a 50, 100, 150 e 200mM de NaCl. No entanto, entre 0s
dois métodos que foram usados para a selecgdo in vifro de linhas tolerantes, aquele que se
revelou mais eficaz foi o da selec¢do gradual, por ter permitido a obten¢do mais rapida de

tecido caloso adaptado a elevados niveis de salinidade sem se registarem perdas de material
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por mortalidade, embora por selec¢fio directa tenha sido possivel seleccionar linhas tolerantes
a partir de uma tnica exposic¢do do tecido a diferentes situa¢des salinas, de tal modo, que no
final tinhamos tecido caloso a crescer na presenca de NaCl nas concentra¢des 50, 100, 150 e
200mM.

O tecido caloso das linhas tolerantes a S0mM e a 100mM de NaCl apresentou uma redugdo de
crescimento relativamente ao controlo, tendo essa diminui¢do sido mais acentuada no tecido
mantido na concentracdo salina mais elevada. O nivel de NaCl mais elevado provocou no
tecido caloso uma redu¢dio do contetido hidrico, enquanto que o teor de dgua acumulado no

tecido exposto a salinidade moderada ndo diferiu do da situagdo testemunho.

O estudo de alguns pardmetros bioquimicos mostrou que a manutencdo do tecido caloso em
condi¢cdes salinas teve repercussdes na formagio de espécies activas de oxigénio, que se
manifestou por um aumento significativo dos niveis acumulados de malondialdeido, e
portanto da peroxidagdio lipidica, e por um decréscimo do conteudo de pigmentos,
nomeadamente de clorofilas. Apesar da peroxidacdo lipidica surgir mais aumentada no tecido
caloso exposto a 100mM de NaCl do que no tecido a 50mM, o contetido clorofilino
encontrado na linha tolerante a 100mM ndo variou do da linha adaptada a 50mM, tendo
mesmo a razdo clorofila a/b sido maior no tecido mantido a 100mM de NaCl; de referir, que
neste Ultimo, ndo se observou uma alteragdo significativa no teor de carotendides em relacdo
ao que foi registado no tecido controlo, tendo surgido afectado negativamente no tecido
crescido na presenca de 50mM de NaCl. Os resultados obtidos levam-nos a concluir que as
membranas celulares foram afectadas negativamente pelo crescimento do tecido caloso em

condigOes de stresse salino, sobretudo pela concentragdio salina mais elevada.

Com efeito, o stresse salino induzido pelo NaCl levou a um aumento dos niveis de acido
ascorbico no tecido caloso, em que esse aumento foi muito acentuado no tecido tolerante a
100mM comparativamente ao aumento verificado no tecido tolerante a 50mM de NaCl
Comportamento semelhante foi observado para a prolina; de facto, a acumulagio do
aminoacido foi superior no tecido caloso sob stresse salino do que no tecido crescido na
auséncia de sal, verificando-se que o tecido exposto a 100mM acumulou bastante mais prolina

do que o sujeito a SOmM.

A sintese proteica foi estimulada no tecido caloso das linhas tolerantes a concentragdes de
NaCl de 50mM e de 100mM, de tal modo, que as proteinas soliveis e insoliveis surgiram

significativamente aumentadas. Os padrdes electroforéticos mostraram que em resposta a
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presenga de NaCl no meio de cultura ocorreram alteragdes quantitativas e qualitativas, sendo

essas alteragdes mais pronunciadas no tecido caloso exposto a 100mM de NaCl.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho permite-nos afirmar que o tecido caloso
proveniente de uma planta moderadamente tolerante ao sal, como € a batateira, pode adaptar-
se e crescer em condi¢es de elevada salinidade. No entanto, verifica-se que para além da
redugiio de crescimento acompanhada pela diminuicdo da quantidade de agua no tecido
caloso, o stresse salino teve repercussdes negativas na estabilidade das membranas celulares e
no teor de pigmentos, justificando o facto de ser considerado uma forma de stresse oxidativo.
Porém, o nosso estudo igualmente mostrou que o tecido caloso das linhas seleccionadas in
vitro teve capacidade para se adaptar a diferentes situagdes salinas, através do aumento dos
niveis de dcido ascorbico e de prolina, verificando-se que o grau de tolerdncia salina exibido
esteve relacionado com a acumulagio desses compostos no tecido caloso. Podemos assim
concluir, que o aumento da quantidade de acido ascorbico e de prolina induzido pelo NaCl
contribuiu para a aquisicio da tolerdncia salina; contudo, consideramos ser necessario
aprofundar o estudo do sistema antioxidante, nomeadamente para determinar o possivel
envolvimento das enzimas antioxidantes na tolerdncia ao stresse salino. Esse estudo ira
esclarecer a importancia da relagdo entre a actividade antioxidante ¢ o desenvolvimento da
tolerancia ao NaCl.

Outro aspecto de grande interesse seria averiguar se as proteinas que surgiram aumentadas e
de novo no tecido caloso crescido na presenga de NaCl estdo envolvidas no processo de
adaptagdo ao NaCl e, se estiveram, tentar determinar as suas fungdes.

As linhas celulares tolerantes a NaCl obtidas neste trabalho constituiram um sistema
experimental Util para avaliar a nivel bioquimico algumas das respostas ao stresse salino;
assim, consideramos ser adequado a utilizagdo deste sistema como modelo experimental para

desenvolver o conhecimento sobre 0s mecanismos envolvidos na tolerdncia salina.
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