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RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes concentragcdes de NaCl (0,
68, 137 e 205 mM) sobre o cultivo in vitro de calos de dois gendtipos (W64A02 e Arizona 8601) de
milho (Zea mays L.), em meio de cultura N6, suplementado ou nao com a adi¢do de 6,0 mM de prolina.
Os tratamentos consistiram da combina¢ao dos quatro niveis de NaCl com os dois niveis de prolina, num
fatorial 4x2. Os tratamentos foram mantidos durante 60 dias, com subcultivos a cada 20 dias. A taxa de
crescimento dos calos e o conteudo endégeno de putrescina, espermina, espermidina, prolina e outros
aminoacidos livres foram avaliados no final do periodo experimental. A adigdo de prolina exdgena
favoreceu o crescimento dos calos no tratamento-controle e minorou os efeitos deletérios do estresse
salino em ambos os genotipos, no nivel de sal mais elevado (250mM de NaCl). A taxa de crescimento dos
calos de W64A02 foi superior aquela dos calos de Arizona 8601, possivelmente por causa, em parte, do
maior acumulo de prolina endégena ¢ da manutencdo ativa do metabolismo das poliaminas naqueles
calos.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXACAO: Aminoacidos, poliaminas, salinidade, Zea mays.

EFFECT OF SALINE STRESS AND EXOGENOUS PROLINE IN MAIZE
CALLUS

ABSTRACT - This work aimed at evaluating the effect of different NaCl concentrations (0, 68, 137 and
205 mM) in two maize (Zea mays L.) genotypes (W64Ao02 and Arizona 8601) callus cultures in N6
medium, supplemented or not with 6.0 mM proline. Treatments consisted of the combinations of the four
NaCl levels with the two-proline levels under 4x2 factorial. Treatments were maintained for 60 days with
subcultures at 20 days each. Relative growth rate, endogenous free putrescine, spermine, spermidine,
proline and others amino acids were evaluated at the end of the experimental period. Proline addition
improved callus growth in both genotypes in the control treatment and reduced deleterious effects in the
highest salt level (250mM NaCl). W64A02 callus growth rate was higher than in the Arizona 8601
probably due, in part, to the higher proline accumulation and the maintenance of polyamine metabolism
in those calluses.

ADDITIONAL INDEX TERMS: Aminoacids, poliamines, salinity, Zea mays.
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INTRODUCAO

O impacto da salinidade do solo sobre a
produtividade agricola é um sério problema em
regides aridas e semi-aridas, que dependem da
irrigagdo para garantir um adequado suprimento de
agua para as culturas (Tal, 1984). Dentre os
mecanismos de tolerdncia ao estresse salino,
destaca-se a osmorregulacdo, a qual inclui um
aumento liquido na concentracdo de solutos nas
células. O aumento na concentragdo de solutos em
plantas submetidas a estresse desempenha um
papel fundamental no equilibrio osmético e na
protecdo de enzimas em presenca de elevadas
concentracdes de eletrolitos no citoplasma
(Greenway e Munns, 1980).

Dentre os solutos organicos que se
acumulam no citoplasma em resposta ao estresse,
destacam-se a prolina (Kuznetsov e Shevyakova,
1997; Viégas et al., 1999), a putrescina (Basu e
Gosh, 1991; Camara et al., 1998) ¢ carboidratos
soluveis (Garcia et al., 1997). Tem-se demonstrado
uma correlagdo positiva entre a acumulagdo de
prolina e a tolerancia ao estresse salino, tanto em
trabalhos realizados com cultivo in vitro (Jain et
al., 1991; Camara et al., 1998), como naqueles
envolvendo a planta inteira (Storey et al., 1993).
Entretanto, a acumulag@o de prolina pode também
ser interpretada como sintoma de danos causados
na planta pelo estresse (Hasegawa et al., 1986; Das
et al., 1990). Bellinger et al., (1991) sugerem que a
acumulacdo de prolina ndo ¢ um indicador de
resisténcia e sim um indicador de tolerancia
adquirida, visto que diversos experimentos
demonstram que células, calos e somaclones
selecionados como tolerantes ao  estresse
apresentam uma maior acumulagdo de prolina do
que os nao adaptados.

O aumento da concentracdo de
putrescina, como conseqiiéncia do estresse salino,
¢ uma resposta bastante generalizada em plantas
(Shevyakova et al., 1985; Basu e Gosh, 1991). Por
outro lado, a tolerancia ao estresse salino parece
estar associada ndo apenas a capacidade de
acumular putrescina, mas em manter ativo o
metabolismo das poliaminas, incluindo-se ai a
sintese de espermina e espermidina (Tattini et al.,
1993; Willadino et al., 1996).

Considerando a  importdncia  da
acumulacdo de solutos compativeis, sobretudo a
prolina, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da adi¢do de prolina ao meio de
cultura sobre o crescimento de calos de milho
submetidos ao estresse salino. Avaliou-se também
o efeito da salinidade sobre a acumulacdo de
putrescina, espermina, espermidina, prolina e
alguns outros aminoacidos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados calos com 14 meses de
idade, provenientes do cultivo de embrides
imaturos de dois gendtipos de milho: a linha pura
W64A02, de origem chinesa; e o hibrido Arizona
8601, desenvolvido no Texas para cultivo em areas
salinas (Day, 1987).

Os calos foram obtidos e multiplicados
em meio basico N6 (Chu et al., 1975), modificado
com 6,0 mM de prolina (Claparols et al., 1993),
sendo mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, fluxo de fbtons
fotossintético de 90-110 pmol m? s' e
temperatura de 25 + 2°C. Foram realizados trés
subcultivos, sendo um a cada 20 dias. Os
tratamentos consistiram da adigdo de 0, 68, 137 ¢
205 mM de NaCl ao meio de cultivo, em
combinacdo com 0 e 6 mM de prolina, em um
fatorial 4x2, inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes por tratamento. A taxa de
crescimento dos calos (TCC) foi calculada a partir
da massa fresca dos calos no inicio e final do
experimento, de acordo com a equacdo: TCC =
[(In mf; - In mf)/(tr - t;) x 10°] (Galiba et
al.,1993), em que mf; ¢ mf; correspondem a
massa fresca final e inicial, e t; ¢ t; ao tempo final
(60 dias) e inicial, respectivamente.

Sessenta dias apdés o inicio dos
tratamentos, foram coletadas amostras para as
analises bioquimicas. Essas amostras foram

congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a
temperatura de -800C até a sua utilizagao.

As andlises de poliaminas (livres +
conjugadas) foram realizadas por cromatografia de
camada delgada (TLC), segundo Tiburcio et al.
(1985). Foi determinada a concentracdo de
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putrescina (Put), espermidina (Spd), espermina
(Spm) e calculado o total de poliaminas (PAs), a
partir do somatodrio da concentrac¢do de Put, de Spd
e de Spm no tecido.

As concentragdes endogenas de prolina
(Pro), arginina (Arg), alanina (Ala), glutamina (Gln),
glutamato (Glu), acido y-aminobutirico (GABA) e do
total de aminoacidos nos calos foram determinadas
por cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC),
utilizando uma coluna Pico-Tag C-18 de 300 x 3,1
mm. Para detecgdo dos aminoacidos, foi utilizado um
detector de ultra-violeta a 254 nm (Pons et al., 1991).
Problemas técnicos no preparo dos extratos de
amostra dos calos de W64Ao02 tratados com 205 mM
de NaCl provocaram a perda do material,
impossibilitando a realizagdo das analises de
aminoacidos nesses calos.

Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de wvariancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, utilizando-se o Statgraph 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos os genotipos observou-se um
decréscimo na taxa de crescimento dos calos em
fungdo do aumento dos niveis de salinidade no
meio de cultura (Tabela 1). Por outro lado, a adigdo
de prolina ao meio de cultura favoreceu o
crescimento dos calos no tratamento sem NaCl e
minorou o efeito deletério do estresse salino na
dose de sal mais elevada (205 mM) promovendo,
simultaneamente, maior TCC e maior acimulo de
prolina livre (Tabela 2), em comparagdo com os
calos tratados sem prolina exdgena. O efeito
benéfico da aplicagdo de prolina tem sido
verificado em diversos tipos de estresse como o
salino (Roy et al., 1993), o hidrico (Handa et al.,
1986) e aquele induzido pelo frio (Songstad et al.,
1990). A prolina ministrada exogenamente pode
facilitar o ajuste osmotico e, conseqiientemente,
favorecer a manuten¢do do crescimento sob
condigoes de estresse salino (Hasegawa et al.,
1986). Os calos de W64A02 tratados com prolina
mantiveram uma taxa de crescimento positiva em
todos os niveis de salinidade, enquanto que os de
Arizona 8601 apresentaram taxa de crescimento

negativa a partir do tratamento com 137mM de
NaCl. Em experimentos anteriores realizados com
calos embriogénicos desses mesmos genotipos,
submetidos a um menor tempo de cultivo in vitro,
Willadino et al., (1996) obtiveram um maior
crescimento ¢ acumulo de prolina livre dos calos
de Arizona 8601 frente aos calos de W64Ao02
quando tratados com NaCl. Deste modo, a
exemplo do constatado também por outros
pesquisadores (Evans, 1989; Bourgeais-Chalou e
Guerrier, 1992) variagdes induzidas pelo tempo de
cultivo in vitro podem alterar a resposta dos calos a
salinidade.

A composi¢ao quantitativa de
aminoacidos livres dos calos tratados com e sem
prolina, foi afetada pela salinidade do meio
(Tabelas 2 e 3). Os tratamentos com 137 ¢ 205 mM
de NaCl, em comparagdo com o tratamento sem
sal, promoveram, de uma maneira geral, um
acimulo de Arg, Gln e Glu nos calos de Arizona
8601. No que se refere aos calos de W64Ao02
tratados com 137 mM de NaCl, observou-se um
aumento na concentragdo de Arg, GABA, Ala, Glu
e total de Aas, em relagdo aos calos mantidos sem
NaCl. A acumulagdo de Arg e seus precursores
(GIn e Glu) foi observada também em células de
Nicotiana sylvestris (Shevyakova et al., 1985) e
em calos de milho (Willadino et al, 1996)
submetidos ao estresse salino. Vdrios autores
demonstraram que o estresse salino promove um
incremento na atividade das enzimas glutamina
sintetase (GS) (Roosens et al., 1998; Viégas e
Silveira, 1999) e glutamato sintase (GOGAT)
(Berteli et al., 1995) envolvidas na assimilacdo do
fon amonio. O ciclo GS/GOGAT provavelmente
desempenha um importante papel no suprimento
de glutamato para a biossintese de arginina e
prolina em condic¢des de estresse salino (Berteli et
al, 1995). A elevada producio de NH;-NH,',
durante o estresse abidtico, acompanhada de um
incremento da via biossintética da Arg, ¢
considerada um mecanismo de desintoxicagdo do
ion amonio produzido (Slocum e Weinstein, 1990;
Lovatt, 1990). A capacidade de incorporar esse
amonio em condicdes de estresse, seja salino
(Lovatt, 1990), osmético (Flores e Galston, 1982)
ou nutricional (Rabe e Lovatt, 1986), pode
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representar um  mecanismo  homeostatico
importante frente a condigdes de estresse em
vegetais. O aumento na concentragdo de Pro livre
em condicdes de estresse ¢ amplamente
documentado, tanto em estresse hidrico (Voetberg
¢ Sharp, 1991; van Rensburg ef al., 1993) como em
estresse salino (Bourgeais-Chaillou e Guerrier,
1992; Cachorro et al., 1993). Em auséncia de
prolina exdgena, o maior acimulo de prolina livre
nos calos de W64Ao02 submetidos ao estresse
salino coincidiu com uma maior taxa de
crescimento desses calos em comparagdo com o0s
de Arizona 8601. A prolina parece fazer frente ao
efeito inibidor do NaCl sobre o crescimento,
contribuindo para uma maior adaptagdo das plantas
e tecidos submetidos a condi¢cdes adversas
(Delauney e Verma, 1993). Entre as diversas
fungdes atribuidas a prolina em tecidos vegetais
submetidos a estresse destacam-se a
osmorregulacdo, a  manutengdo do pH
citoplasmatico, a protecao contra a desnaturagdo de
enzimas, o seqliestro de radicais livres, além de
servir como reserva de carbono e nitrogénio e ser

um dos produtos de desintoxicagdo do ion amdnio
(Bellinger et al., 1991; Alia et al., 1993; Fedina et
al., 1994). A maior concentragdo de prolina nos
calos tratados com 137 mM de NaCl (Tabela 2) em
relacdo ao mais alto nivel de sal (205 mM) nos
calos de Arizona 8601 (Tabela 2) coincidiu com
uma tendéncia inversa quanto ao conteudo de PAs
(Tabela 4). Esse mesmo comportamento foi
observado nos tratamentos com NaCl e Pro
exogena, para os dois genoétipos avaliados. Ainda
que a principal via biossintética da Pro seja por
meio da ciclizagdo do Glu, a Om e a Arg
(precursores das PAs) também podem ser
metabolizadas a Pro (Thompson, 1980). Tanto em
halofitas como em glicofitas (Kiryan e
Shevyakova, 1984), Orn e Arg administradas
exogenamente foram, em parte, desviadas para a
sintese de Pro em condi¢oes de estresse salino.
Esses resultados demonstram como a via
metabolica das PAs e da Pro estdo interligadas em
condi¢des de estresse salino, como demonstrado
por outros autores (Shevyakova et al, 1985;
Camara et al., 1998).

TABELA 1 — Taxa de crescimento dos calos (TCC) de dois genétipos de milho, em fung@o dos tratamentos com

(c) e sem (s) prolina e dos niveis de NaCl.

Arizona 8601 W64A02
NaCl
mM s/Pro ¢/Pro s/Pro ¢/Pro
0 25,58b 46,43a 31,91b 39,30a
68 28,16b 27,17b 29,06¢ 33,18b
137 -5,03¢ -6,38cd 11,06d 11,64d
205 -17,01e -8,59d -4,92f 3.21e

Os valores com a mesma letra, para cada genotipo, ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 2 — Concentragdo de aminoacidos totais (Aas), Prolina, Arginina e Acido y-aminobutirico (GABA) em
calos de dois genoétipos de milho, em fungdo dos tratamentos com (c) e sem (s) prolina e dos niveis de NaClL

NaCl Total de Aas Prolina Arginina GABA
mM s/Pro ¢/Pro s/Pro ¢/Pro s/Pro ¢/Pr s/Pro ¢/Pro
pmol kg mf”
Arizona 8601
0 34.656¢cd 22.955¢e 731f 6.664c 314c 101e 8.040b  4.399cd
68 16.206f 31.698d 792f 8.993b 182e 243d 3.301d 5.003c
137 34.318cd 40.467b 1.826e 11.039a 617a 323c 7.047b 2.759d
205 36.970c 46.019a 817f 4.858d 402b 615a 20.117a  21.863a
W64A02
0 22.944d 46.406b 545e 19.657b 0,0e 0,0e 1.985¢ 2.620b
68 25.442d 44.182b 991e 21.715a 142b 67c 2.240c 2.071c
137 42.120c 58.704a 1.743d 15.690c 50d 201a 4.512a 4.197a
205 - - - - - - - -

Os valores com a mesma letra, para cada varidvel e gendtipo, ndo apresentam diferenca significativa, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

registrou-se nesses calos um aumento na
concentracdo total de PAs como reflexo da
acumulagdo de Put e Spm. Por outro lado, o

Quanto ao efeito isolado da salinidade
(sem prolina exdgena), observou-se nos calos de
W64A02 um acumulo de PAs totais em todos os

tratamentos com NaCl (Tabela 4). Os calos de
Arizona 8601, entretanto, apresentaram, nas
doses mais baixas de NaCl (68 e 137 mM
NaCl), uma reducdo na concentragdo total de
PAs em relagdo ao tratamento-controle. Quando
submetidos ao tratamento com 205 mM de NaCl,

aumento na concentragdo total de PAs, nos calos de
W64A02, refletiu o acimulo de Put, bem como de
Spd e Spm. Nesses calos, parece ndo haver
ocorrido inibi¢do da sintese das poliaminas com o
aumento da salinidade. A capacidade de manter
ativo o metabolismo das poliaminas em condigdes

R. Bras. Fisiol. Veg.
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TABELA 3 — Concentracdo de Alanina, Glutamina e Glutamato em calos de dois genotipos de milho, em fungéo
do tratamento com (c) e sem (s) prolina exdgena e dos niveis de NaCl.

NacCl Alanina Glutamina Glutamato
mM s/Pro ¢/Pro s/Pro ¢/Pro s/Pro ¢/Pro
pmol kg mf !
Arizona 8601
0 18.747a 7.748d 1.643b 857e 1.111e 373f
68 6.837de 11.633c¢ 1.207d 1.223d 1.334de 1.474d
137 13.236b 13.839b 2.267a 2.223a 5.497a 4.960b
205 5.862¢e 6.751de 1.481c 1.574bc 4.406c¢ 5.721a
W64A02
0 11.436¢ 15.890c 3.474a 2.548cd 513c¢ 496¢
68 13.527d 12.299de 3.190b 2421d 450c 497c
137 24.214b 26.527* 2.792¢ 3.181b 1.478a 1.271b
205 - - - - - -

Os valores com a mesma letra, para cada variavel e genotipo, ndo apresentam diferenca significativa, pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

de estresse ja foi registrado anteriormente (Tattini
et al., 1993; Willadino ef al., 1996; Camara et al.,
1998) e parece ter assegurado aos calos de
W64A02 um melhor crescimento em relagdo aos
calos de Arizona 8601 (Tabela 1).
Considerando-se os calos de ambos os
genotipos quando cultivados em presencga de Pro,
observou-se um aumento na concentracdo de Put

a partir da dose de 137 mM de NaCl (Tabela 4).
O acumulo dessa diamina foi acompanhado pelo
aumento na concentracdo de seu precursor, O
aminoacido Arg (Tabela 2), o que sugere
uma ativagdo da enzima ADC (arginina
carboxilase) em condigdes de estresse, como
constatado por outros autores (Smith, 1985;
Flores, 1990).
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TABELA 4 — Concentragdo de poliaminas totais (PAs), putrescina, espermidina e espermina em calos
de dois genotipos de milho, em fungdo do tratamento com (c) e sem (s) prolina e dos niveis de NaCl.

NaCl Total de PAs Putrescina Espermidina Espermina
mM s/Pro c/Pro s/Pro ¢/Pro s/Pro c/Pro s/Pro c/Pro
pmol kg mf’
Arizona 8601
0 1.161c 896e 393d 394d 202c¢ 224c¢ 566b 278e
68 867¢ 1.702b 370de 363de 205c¢ 676a 292e 663a
137 660f 1.014d 304e 576b 94e 148d 262e 290e
205 1.165¢ 1.913a 501c 1.299a 201c 271b 463c 343d
W64A02
0 1.296e 1.586d 560f 930d 465¢ 438ef 271f 218g
68 1.622d 1.023f 794e 376g 413f 355¢g 415c¢ 292e
137 2.565b 1.819¢ 1.354b 1.013c 853a 628c 358d 178h
205 1.937¢ 2.732a 882d 1.590a 572d 688b 483a 454b

Os valores com a mesma letra, para cada variavel e gendtipo, ndo apresentam diferenga significativa, pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em sintese, os tratamentos com NaCl
promoveram uma redugdo na taxa de crescimento
dos calos. A adi¢do de prolina ao meio de cultura
favoreceu o crescimento dos calos no tratamento
sem NaCl e reduziu o efeito prejudicial do mais
alto nivel de sal, em ambos geno6tipos. Os calos de

W64A02 mantiveram uma taxa de crescimento
positiva na maioria dos tratamentos com NaCl,
possivelmente em fun¢do de um maior acumulo de
prolina, bem como pela manutengdo do
metabolismo das poliaminas em condigoes de
estresse salino.
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