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Resumo

O efeito da salinidade em plantas de Colocasia esculenta (taro) foi estudado pela analise do teor
de poliaminas e atividade da peroxidase. Plantas micropropagadas, cultivadas in vitro, foram
submetidas a tratamentos com 0; 50 e 100 mmol L™ de NaCl, por 30 dias, e em intervalos de 10
dias foram analisados os teores de putrescina, espermidina e espermina, além da atividade da
peroxidase e o teor de sddio. Putrescina foi mais abundante na testemunha, tanto na parte aérea
como em raizes, enquanto espermidina e espermina apresentaram as maiores variagbes em
plantas tratadas com NaCl. A atividade da peroxidase foi maior aos 30 dias, tanto em folhas como
em raizes, sendo que a encontrada nas raizes foi maior se comparada com a parte aérea. Os
maiores niveis de sédio ocorreram em plantas cultivadas em meio contendo 50 € 100 mmol L™ de
NaCl. O aumento das concentracdes de sédio ocorreu, paralelamente, ao aumento da atividade da
peroxidase, sugerindo uma capacidade de sobrevivéncia devido a uma possivel reacdo de
detoxificagdo promovida por enzimas, entre as quais a peroxidase. Todas as poliaminas estudadas
tendem a variar diretamente de acordo com a concentragéo salina, e a espermina na parte aérea e
raizes mostrou a maior correlagdo com o0 aumento da salinidade no meio de cultivo.
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Abstract

The effect of salinity on plants of Colocasia esculenta (taro) has been investigated through the
determination of polyamines content and peroxidase activity. Micropropagated plants were
subbmitted to three treatments : 0, 50, and 100 mmol L™ NaCl, for 30 days, and the putrescine,
spermidine and spermine levels, peroxidase acitivity and Na concentrations were analized.
Putrescine was the most abundant polyamine in the aerial part (leaves), and in the roots of the
control, while spermidine showed the largest variations in plants cultivated with NaCl. The
peroxidase activity was highest at 30 days both in leaves and roots but that found in roots was
larger than that found in leaves. The largest Na concentrations ocurred in plants cultivated in 50
and 100 mmol L' NaCl. The increase of sodium concentrations occurred parallel to the increase of
the activity of peroxidase, suggesting a survival capacity due to a possible reaction of detoxification
promoted by enzymes, among which the peroxidase. All the studied polyamines tend to vary
directly with saline concentration. Espermine both from the aerial (leaves) and root parts showed
the biggest correlation with the increase of salinity in the culture medium.

Additional keywords: taro, peroxidase activity; salinity; putrescine; spermidine; spermine.

Introducao e, consequientemente, na producao de diversas

plantas. O ajuste osm@ético, que é necessario

No Brasil, sdo encontradas diversas Para o crescimento em meio salino, pode ser
regides onde o nivel de salinidade no solo ¢ acompanhado pelo acumulo de solutos orga-
alto, podendo causar problemas no crescimento  hicos e fons inorganicos (NAIDOO & NAIDOO,
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2001). Os solutos organicos sado geralmente
compartimentalizados no citoplasma para ba-
lancear o potencial osmoético do vacuolo. Os-
molitos compativeis, aparentemente, nédo inter-
ferem com as reagdes bioquimicas normais e
agem como osmoprotetores durante o estresse
osmoético (GREENWAY & MUNS, 1980). Muitos
desses compostos sao nitrogenados, tais como
enzimas e poliaminas.

As poliaminas (putrescina, espermidina
e espermina), polications que ocorrem em
vegetais e animais, estdo relacionadas com
diversos processos celulares importantes, tais
como proliferagdo, estabilidade de membra-
nas, sintese de proteinas, resisténcia a
estresse, entre outros (LIN & KAO, 1999;
MANSOUR, 2000). O estresse salino causa
desequilibro ibnico e déficit de agua, podendo
promover desestabilizagdo das membranas.
Espermidina e espermina tém sido relaciona-
das com a manutengdo da estabilidade das
membranas de tilacdides de aveia quando
cultivados sob estresse osmoético (TIBURCIO
et al., 1994).

As plantas desenvolvem estratégias
contra o estresse salino, baseado na ativacao
de transporte ibnico, ajuste osmético e indu-
¢ao de enzimas antioxidantes (GIBSON et al.,
1984). Uma alta concentragdo salina pode
promover a producado de espécies de oxigénio
ativo (CRAMER et al.,, 1994), induzindo o
transporte de elétrons em diferentes
compartimentos subcelulares, gerando espé-
cies reativas de oxigénio (ROS), tais como
superoéxido, peréxido de hidrogénio e radicais
hidroxilas (MANSOUR, 2000). O excesso
dessas espécies reativas inicia reacgdes
fitotdxicas, tais como peroxidacéo de lipideos,
degradacao de proteinas e mutagcdo de DNA
(Smirnoff, 1993). O aumento de perdxido de
hidrogénio é controlado por peroxidase ou
catalase (NAKANO & ASADA, 1981), as quais
apresentam alteragdes da atividade como
resposta bioquimica do estresse. Dessa
forma, algumas enzimas sao utilizadas como
possiveis marcadores bioquimicos em plantas
cultivadas sob estresse.

Como diversos compostos nitrogena-
dos sofrem alteragcbes em plantas cultivadas
em estresse salino, objetivou-se, neste tra-
balho, estudar os niveis de poliaminas e a
atividade da peroxidase em plantas micropro-
pagadas de Colocasia esculenta, cultivadas
em meio contendo diferentes concentragdes
de NaCl, assim como determinar os niveis de
sbdio nas plantas.

Material e Métodos

Plantulas de aproximadamente 2,5
cm, obtidas de gemas do cormo, oriundas do
cultivo in vitro em meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), sem adi¢cdo de reguladores
vegetais, foram inoculadas em meio nutritivo
MS, contendo sacarose (3%), solidificado
com 5 % de agar (Merck) e acrescido de dife-
rentes concentragcées de NaCl (0; 50 e 100
mmol L"), constituindo trés tratamentos. Os
vidros com 20 mL de meio, contendo 3 plan-
tulas com 3 folhas cada e aproximadamente 4
cm de altura, foram distribuidos ao acaso, em
sala de crescimento, com temperatura de
25 + 1 °C, luminosidade de 35 mmol m? s e
fotoperiodo de 16 horas de luz. Durante 30
dias, sem troca de meio, com intervalos de 10
dias, foram coletadas amostras da parte
aérea e raiz, e realizadas analises do teor de
poliaminas  (putrescina, espermidina e
espermina), atividade da peroxidase (EC
1.11.1.7) e teor de sddio.

O experimento foi realizado de modo
inteiramente casualizado, contendo trés tra-
tamentos (concentragdes de NaCl), 9 repeti-
¢cdes e trés épocas de coleta. A andlise esta-
tistica dos dados seguiu o delineamento ex-
perimental inteiramente casualizado, com
aplicacdo de analise de variancia, e as mé-
dias, comparadas pelo teste de médias Scott-
Knott, para as variaveis analisadas.

Poliaminas

A anélise de poliaminas foi feita de
acordo com o método de FLORES &
GALSTON (1982), modificado por LIMA et al.
(2006). As amostras do material fresco (parte
aérea e raiz) foram coletadas, pesadas e
homogeneizadas em &cido perclérico 5% e
centrifugadas. O sobrenadante contendo
poliaminas livres foi usado para dansilagao, e
aliquotas de 20 uL da fase orgénica foram
aplicadas em placas de cromatografia (Silica
Gel, 60 G). Os solventes cromatrograficos
empregados foram cloroférmio e trietilamina
(10:1) (fase mobvel) para a separagcdo das
poliaminas  putrescina, espermidina e
espermina. Os padrbes de poliaminas foram
dansilados da mesma maneira e
cromatografados junto com as amostras. A
separagao cromatografica foi acompanhada
mediante iluminagdo da placa com luz
ultravioleta. As poliaminas foram quantifica-
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das por espectroscopia de emissdao de
fluorescéncia com o programa Software
Image Master VDS (Video Documentation
System), versdo 2.0 da Amersham Pharmacia
Biotech 1995, (1996). Os teores de poliami-
nas livres foram expressos em ug putrescina
g"' de matéria fresca, pug espermidina g de
matéria fresca e ug espermina g de matéria
fresca.

Atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7)

Apés a homogeneizagao, as amostras
da parte aérea e da raiz em tampao fosfato
de potassio (0,2 M, pH 6,7) foram centrifuga-
das, e 0 sobrenadante, utilizado para a de-
terminacdo da atividade da peroxidase, de
acordo o método proposto por Lima et al.
(1999). A atmdade foi expressa em pmol
H,O, decomposto g matéria fresca min".

Sédio

O material seco em estufa, apds di-
gestdo nitroperclérica, foi analisado em es-
pectrofotbmetro de absorcdo atbmica, de
acordo com o método descrito por DIONISIO-
SESE & TOBITA (1998). Os teores foram ex-
pressos em mg Na g”' matéria seca.

Resultados e Discussao

De acordo com a anélise de variancia
das poliaminas da parte aérea, observou-se
interacao significativa entre os niveis de NaCl
e os dias de coleta para putrescina, esper-
mina e espermldma O maior teor de putres-
cina (3,07 x 107 Hg g matéria fresca) foi ob-
servado aos 20 dias de cultivo, na concentra-
¢ao de 100 mmol L' de NaCl (Figura 1a).
Para espermidina, observou-se a mesma ten-
déncia encontrada para putrescina (Figura
1b), isto é, maiores teores foram observados
aos 20 dias, na maior concentragao do sal. O
maior teor (2, 27 x 10 pg g’ matéria fresca)
foi encontrado aos 20 dias para 100 mmol L
de NaCl. Menores teores de espermina foram
notados nas concentragoes de 50 mmol L™
(0 31x10° pg g mater|a fresca) e 100 mmol
L (0,49 x 107 ug g " matéria fresca) de NaCl,
aos 10 dias de cultivo (Figura 1c). Aos 20
dias, nota-se que ocorreu maior teor de es-
permina de 100 mmol L' de NaCl, enquanto
que aos 30 dias, nao houve diferenca S|gn|f|-
cativa entre os tratamentos 50 € 100 mmol L

de NaCl. Niveis altos das trés poliaminas
analisadas sao verificados aos 10 dias, em
plantas cultivadas em meio ausente de NaCl.
Valores maiores das poliaminas foram en-
contrados na parte aérea em relagao a raiz.
Para as raizes, ndo ocorreu significancia en-
tre os dias de coletas para putrescina e es-
permina.

Putrescina foi a poliamina mais abun-
dante encontrada no tratamento-controle,
tanto na parte aérea (Figura 1) como radicular
de Colocasia esculenta, aos 10 dias de cul-
tivo (Figura 2). Esses valores invertem-se aos
20 dias. Espermidina e espermina, aos 20
dias, aparecem em niveis altos, principal-
mente na maior concentracao salina.

Para a andlise de poliaminas nas rai-
zes, verificou-se o efeito isolado da concen-
tracdo de NaCl para putrescina (Figura 2a) e
a interacdo significativa entre os fatores para
espermina (Figura 2c) e espermidina (Figura
2b) @) malor teor de putrescina (3,11 x
10° ug g’ materlafresca) nas raizes foi ob-
servado na auséncia de NaCl e nao houve
diferenca estatlstlca entre as concentragbes
de 50 (1,33 x 107 ug g matéria fresca) e
100 mM de NaCl (1,88 x 107 ug g matéria
fresca).

Para espermldlna nas raizes, ao0s 10
dias, verificou-se o maior teor (6 x 10 ° pg g™
matéria fresca) no tratamento contendo 100
mmol L' de NaCl, segwdo pelo tratamento
sem NaCl (3 x 10 ~® pg g matéria fresca).
Aos 20 e 30 dias, ndo houve diferenga esta-
tistica, e os teores foram muito baixos.

Diversos autores afirmam que as
poliaminas analisadas neste trabalho estao
relacionadas a respostas a diferentes tipos
de estresse (TIBURCIO et al.,, 1994).
Assim, as variagdes encontradas nos teores
de putrescina, espermidina e espermina
poderiam ser atribuidas a um possivel
ajuste osmoético ou mesmo ao efeito
protetor atribuido a essas substancias
(MANSOUR, 2000). Putrescina e espermi-
dina diminuiram, e ocorreu acumulo de
espermina em duas cultivares de arroz
(sensiveis e tolerantes a salinidade) e foi
sugerido que o pardmetro observado para
espermina n&do seria um marcador de
tolerancia ao estresse (MAIALE et al.,
2004), como relatado em LIMA et al. (2003)
e ocorrido neste trabalho.

24




Cientifica, Jaboticabal, v.35, n.1, p.22 - 30, 2007

4000 2500 bA
aA ]
< 3000 Kl g A0
£ £ 1500 |
= 2000 - 6Q -
= 1000 - c aC 2B 5 100 b .
3 bR bB .aBl—l 3 500 { QLA aC ap IbA
=] 0 ‘ ‘ - 0 = |
10 20 30 3 10 2 30
Dias Dias
mONaCl m50NaCl 0100 NaCl| ‘ MONaGl m50NaCl 0100 NaGl ‘
a b
2500
aA
- 2000 - pA DA
e 150 B
o 1000 ] bB
£ 50| JC a
&
> 0
= 10 2 30
Dias
'm0NaCl m50NeCl 0100NeCI|

Cc

Figura 1 - Putrescina (ug Put g'1 de matéria fresca) (a), espermidina (ug Spd g'1 de matéria fresca)

(b) e espermina (ug Spm g™ de matéria fresca) (c) na parte aérea de Colocasia esculenta, cultivada
em meio MS acrescido de diferentes concentragcdes de NaCl aos 10; 20 e 30 dias (Letras minus-

culas entre os tratamentos, e mailsculas entre as épocas de coletas (dias);

< 0,05).

Figure 1 — Putrescine (ug Put g"of dry matter) (a), spermidine (ug Spd g of dry matter) (b) and
spermine (ug Spm g") (c) found in the aerial part of Colocasia esculenta cultivated in a growth
medium which received different levels of NaCl at 10, 20, and 30 days ( Small letters between
treatments and large letters between harvest moments (days); p < 0.05)

The numbers after the comma are decimals. Example: 1,1 = one and one tenth.

Verifica-se que putrescina ocorreu em
maior teor tanto na parte aérea, como em rai-
zes no tratamento-controle, aos 10 dias, en-
quanto espermidina e espermina apresenta-
ram as maiores variagcbes em plantas tratadas
com NaCl. ALVAREZ et al. (2003) também ob-
servaram, em calos de girassol, maiores niveis
de putrescina na caracterizagdo (tempo ini-
cial), enquanto espermidina foi a principal poli-
amina em células de girassol tolerante a sali-
nidade.

O aumento dos niveis de putrescina
obtido, principalmente em resposta ao es-
tresse salino, é bastante generalizado em
plantas (MANSOUR, 2000). A tolerancia a este
tipo de estresse parece estar associada nao

apenas a capacidade da planta em acumular
putrescina, mas em manter ativo o metabo-
lismo de poliaminas, incluindo-se ai a sintese
de espermidina e espermina (WILLADINO et
al., 1996). A literatura a respeito das modifica-
¢cdes nos teores de poliaminas em resposta ao
estresse salino é bastante contraditéria. Geral-
mente, a salinidade induz diminuigdo nos ni-
veis apenas de putrescina (LIN & KAO, 1999)
ou também em espermidina e espermina
(PRAKASH & PRATHAPASENAN, 1988). Por
outro lado, outros autores verificaram aumento
nos conteddos tanto de putrescina como de
espermidina e espermina em condi¢cdes de
estresse (Jouve et al., 2004).
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Figura 2 - Putrescina (ug Put g'1 de matéria fresca) (a), espermidina (ug Spd g'1 de matéria fresca)
(b) e espermina (ug Spm g de matéria fresca) (c) em raizes de Colocasia esculenta, cultivada em
meio MS acrescido de diferentes concentragdes de NaCl aos 10; 20 e 30 dias (Letras minUsculas
entre os tratamentos, e mailsculas entre as épocas de coletas (dias); p < 0,05).

Figure 2 - Putrescine (ug Put g"of fresh matter) (a), spermidine (ug Spm g"of fresh matter) (b),
and spermine (ug Spm g’ of fresh matter) (c) found in roots of Colocasia esculenta cultivated in a
growth medium which received different levels of NaCl at 10, 20, and 30 days ( Small letters
between treatments and large letters between harvest moments (days); p < 0.05).

The numbers after the comma are decimals. Example: 1,1 = one and one tenth.

Nota-se que tanto na parte aérea como nas rai-
zes ocorre aumento dos niveis de espermidina
e espermina, com o aumento da concentragao
de NaCl, aos 20 dias. Possivelmente, nesta
fase, as plantas estariam apresentando grande
divisdo celular e crescimento, e estas poliami-
nas, de acordo com a literatura, estdo relacio-
nadas com organogénese em diversas espé-
cies de plantas, ja que estdo associadas com
DNA (BOUCHEREAU et al., 1999). Nota-se que
espermina apresentou maior teor em relagao a
espermidina, exceto aos 20 dias, em plantas
tratadas com 100 mM de NaCl. Resultados se-
melhantes sdo descritos por ROUSSOS &
PONTIK (2007). Foi sugerido que espermina e
espermidina podem contribuir para a tolerancia
ao estresse (LEFREVE et al., 2001). A es-
permina tem sido atribuido o papel protetor nas
membranas, interagindo com moléculas carre-

gadas negativamente, modulando, dessa
forma, as cargas superficiais e, consequente-
mente, regulando a permeabilidade e a esta-
bilidade, sendo importante sob condi¢cdes de
estresse, onde ocorre a peroxidagao e a deses-
tabilizacdo de membranas (ROY et al., 2005).

A sintese de poliaminas (putrescina e
espermina) aumenta significativamente em res-
posta a diferentes tipos de estresse, incluindo
salinidade (MANSOUR, 2000), e 0 aumento nos
niveis de putrescina parece ser maior em plan-
tas tolerantes a salinidade, o que pode levar a
sugerir que Colocasia esculenta poderia ser
uma planta tolerante. LEFREVE et al. (2001)
encontraram maior teor de putrescina e tiramina
em raizes de cultivares de arroz tolerantes do
que em cultivares sensiveis, e uma tendéncia
oposta foi encontrada na parte aérea, refletindo
as diferentes fungdes das poliaminas nas raizes
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e parte aérea, tais como regulagdo de cresci- tresse salino baseado na ativagdo do sistema
mento, protecdo de membranas e ajuste osmé-  de transporte ibnico, ajuste osmético e indugao

tico. de enzimas antioxidantes (DIONISIO-SESE &
Assim, a partir dos resultados de polia- TOBITA, 1998).
minas observados, somando-se a analise visual Em relagdo a atividade da peroxidase,

(bom desenvolvimento tanto da parte aérea, nota-se que as maiores atividades foram en-
como de raizes, mesmo em meio salino), pos- contradas aos 30 dias, tanto em folhas (Figura
sivelmente, estas plantas se adaptariam bem 3a) como em raizes (Figura 3b), sendo que a
em meio contendo niveis maiores de salinidade encontrada nas raizes foi maior se comparada
daqueles geralmente encontrados em solos. com a parte aérea. Em relagdo a parte aérea, a
Esta afirmacédo tem ainda base bioquimica en- maior atividade foi encontrada nas plantas
contrada neste trabalho, na analise da enzima submetidas ao maior teor de NaCl, reforgcando a
peroxidase, geralmente correlacionada com re- sugestdo da possivel adaptagdo desta planta
sisténcia a diferentes tipos de estresse. As em meio salino, possivelmente, por ajuste os-
plantas desenvolvem estratégias contra o es- motico.

5
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Figura 3 - Atividade da peroxidase (pmol H,O, decomposto g matéria fresca min™) na parte aérea
(a) e raizes (b) de Colocasia esculenta, cultivada em meio MS acrescido de diferentes concentra-
¢des de NaCl, aos 10; 20 e 30 dias (Letras minUsculas entre os tratamentos, e mailsculas entre as
épocas de coletas (dias); p < 0,05).

Figure 3 - Peroxidase activity ( umol of decomposed H»O, g of dry matter min™) found in the aerial
(a) and root (b) parts of Colocasia esculenta cultivated in a growth medium containing different
concentrations of NaCl at 10, 20, and 30 days ( Small letters between treatments and large letters
between harvest moments (days); p < 0.05)

The numbers after the comma are decimals. Example: 1,1 = one and one tenth.

Aumento de atividade de enzimas antioxi- da enzima poderiam explicar seu papel fisiolégico
dativas tem sido relacionado com niveis de es- em resposta ao estresse salino. Possivelmente,
tresse, tal como o salino, por diversos autores como ja colocado, essa fungédo estaria envolvida
(LIMA et al., 1999; LIMA et al., 2003) ; NGUYEN et  na protegao de eventos oxidativos ocorridos devido
al. (2005), que sugeriram que esta enzima, entre  aos niveis de estresse, promovendo a formagéo de
outras, poderia ser um indicativo de tolerancia a  espécies reativas ao oxigénio, como descrito por
este tipo de estresse. SREENIVASULU et al. (2000). Esses resultados

A atividade total da peroxidase também foi de aumento da atividade das peroxidases e
estudada por TALANO et al. (2003) em raizes de  variagbes nos niveis, principalmente de esper-
tomate cultivadas em meio contendo NaCl e midina e espermina, ocorreram, possivelmente, em
notaram que a atividade nos tecidos foi similar para  fungdo dos niveis de sédio encontrados neste
0 controle e para as raizes tratadas com sal, como  trabalho, os quais apresentaram aumento com a
também verificado neste experimento, aos 10 e 20  elevagédo da concentracao de sal no meio (Figura
dias, e ainda as alteragdes ocorridas na atividade  4).
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Figura 4 - Teor de sodio (mg Na g'1 matéria seca) (parte aérea + raizes) em Colocasia esculenta,
cultivada em meio MS acrescido de diferentes concentragdes de NaCl, aos 10; 20 e 30 dias (Letras
minusculas dentro dos tratamentos, e mailusculas entre as épocas de coletas (dias); p < 0,05).

Figure 4 — Sodium concentration (mg Na g’ of dry matter) (aerial + root parts) in Colocasia
esculenta cultivated in a growth medium containing different concentrations of NaCl at 10, 20, and
30 days ( Small letters between treatments and large letters between harvest moments (days); p <

0.05).

The numbers after the comma are decimals. Example: 1,1 = one and one tenth.

Verifica-se que o0s maiores niveis de
sédio ocorreram em plantas cultivadas em meio
contendo 50 e 100 mmol L™ de NaCl. A pre-
senga desse cation em plantas-controle (meio
ausente do sal) provavelmente se deve a pre-
senga de sédio na formulagdo do meio de cul-
tura, que pode ter incrementado o teor interno
da planta ou possiveis contaminantes que ocor-
rem nas solugdes-estoque.

Em altas concentragdes de NaCl, plan-
tulas de Setaria itdlica (sensivel) exibiram alta
concentragao de sddio, resultando em danos
oxidativos, acompanhado por alteragdes na ati-
vidade de enzimas. O crescimento de plantas
da mesma espécie, porém tolerantes, mostrou
maior acumulo de sédio e aumento na atividade
de enzimas antioxidativas, resultando na maior
capacidade de eliminagdo de possiveis radicais
livres gerados pelo estresse (SREENIVASULU
et al., 2000). Neste trabalho, nota-se que o au-
mento das concentragbes de sodio ocorreu pa-
ralelamente ao aumento da atividade da pero-
xidase, sugerindo uma capacidade de sobrevi-
véncia devido a uma possivel reagcédo de detoxi-
ficacdo (eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio) promovida por enzimas, entre as
quais a peroxidase.

Assim, pode-se concluir que Colocasia
esculenta pode ser tolerante a niveis maiores
de salinidade, apresentando, em resposta aos
tratamentos com sais, aumento da atividade da
peroxidase. Todas as poliaminas estudadas
tendem a variar diretamente de acordo com a
concentragao salina, e espermina na parte aé-

rea e raiz mostrou a maior correlagdo com o
aumento da salinidade no meio de cultivo.
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