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RESUMO

O estresse salino € um dos mais frequentes em diversas regides, que
afeta diretamente a produtividade de espécies economicamente importantes,
como a cana-de-agucar. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar
alteracdes bioguimicas em plantas micropropagadas de trés cultivares de canas-
de-acucar (CB38-22, RB855536 e RB758540) submetidas ao estresse salino,
avaliando o efeito de alta concentracdo de NaCl no crescimento e
desenvolvimento de brotos cultivadas in vitro, nos conteddos enddégenos de
carboidratos e poliaminas e na expressdo diferencial de proteinas. Nas
condicbes experimentais utilizadas, a cultivar RB855536 se mostrou mais
tolerante ao estresse salino que os demais cultivares. Entre as alteracfes
bioguimicas identificadas destaca-se principalmente os aumentos do contetdo
de carboidratos solUveis totais, em especial sacarose, e da razao entre
Spd+Spm/Put, sugerindo essas alteracbes como importantes mecanismos de
defesa ao estresse salino. Adicionalmente o aumento na expressao de grupos
de proteinas relacionadas com a resposta ao estresse abiético como HSPs,
proteinas ribossomais, proteinas induzidas por jasmonato, V-ATPases e
enzimas antioxidantes sdo importantes em processos essenciais na aquisicao
da tolerancia ao estresse salino como a compartimentalizacdo do ion Na* nos
vacuolos, diminuicdo na concentracédo intracelular de ROS e regulacao das vias
de sinalizacdo de ABA. Nesse contexto, diante das varia¢cdes bioquimicas
apresentadas nas cultivares submetidos ao estresse salino, sugere-se que essas
proteinas regulam possiveis vias bioquimicas importantes para o aumento da
tolerancia ao estresse salino em cana-de-acucar. Os resultados obtidos sao
importantes para o entendimento a respeito dos mecanismos envolvidos na
tolerancia ao estresse salino, e podem embasar estudos de melhoramento das
cultivares e consequente aumento na produtividade mesmo sob condi¢cdes

adversas.

Palavras-chave: Cana-de-acucar, NaCl, Protebmica



ABSTRACT

Salt stress is one of the most frequent in many regions, directly affecting
the productivity of economically important species such as sugarcane. Thus, the
aim of this study was to evaluate biochemical changes in vitro plants of three
varieties of sugarcane (CB38-22, RB855536 e RB758540) subjected to salt
stress, evaluating the effect of high concentration of NaCl on plant growth and
development of shoots in vitro, the endogenous content of carbohydrates and
polyamines and differential expression of proteins. Under the experimental
conditions used, the cultivar RB855536 was more tolerant to salt stress than the
other cultivars. Among the identified biochemical changes stands out mainly
increases the content of soluble carbohydrates, especially sucrose, and the ratio
of Spd+Spm/Put suggesting these changes as important defense mechanisms to
salt stress. Additionally, the increase in the expression of proteins groups related
the response to abiotic stress as HSPs, ribosomal proteins, jasmonate-induced
proteins, V-ATPases and important antioxidant enzymes are essential processes
in the acquisition of tolerance to salt stress as ion Na* compartmentalization in
vacuoles, a decrease in the intracellular concentration of ROS and regulation of
ABA signaling pathways. In this context, given the biochemical changes
mentioned in the cultivars subjected to salt stress, it is suggested that these
proteins regulate possible biochemical pathways important for increasing salt
tolerance in sugarcane. The results are important for understanding the
mechanisms involved in salt tolerance, and to base studies may improving

cultivars and consequent increase in productivity even under adverse conditions.

Keywords: Sugarcane, NaCl, Proteomics



1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

O cultivo de cana-de-agucar € importante economicamente em diversos
paises, principalmente através da comercializa¢do dos seus principais produtos,
etanol e acucar (ISO, 2012). A maior parte do acucar produzido e comercializado
mundialmente € proveniente da cultura de cana-de-acucar. O Brasil € o maior
produtor com uma producédo cerca de 770 milhGes de toneladas, seguido pela
india e China com producbes cerca de 342 e 128 milhdes de toneladas,
repectivamente (FAO, 2012; 1SO, 2012).

Segundo a Companhia Nacional do Abastecimento (Conab) a cultura de
cana-de-agcucar no Brasil estava em expansdo, apresentando na safra
2013/2014 um aumento de 3,8% na area plantada em relacéo a safra 2012/2013
(ISO, 2012; CONAB, 2013). Além de apresentar um significativo aumento na
area cultivada, a produtividade média em relacédo a safra anterior foi maior em
7,9%, passando de uma média geral de 69.407 kg.ha' para 74.891 kg.ha'
(CONAB, 2013). Em contrapartida, recentes relatorios indicam uma queda em
2,5% na produtividade da safra 2014/2015 em relacdo a safra anterior. Essa
gueda na produtividade esta principalmente relacionada com as constantes
variagbes ambientais, em especial diferentes niveis de precipitacdo (UNICA,
2014; CONAB, 2015)

Embora o municipio de Campos dos Goytacazes seja um produtor
tradicional no estado do Rio de Janeiro, a producédo apresentada pelo estado do
Rio de Janeiro sofreu quedas consideraveis nas Ultimas safras. Em
contrapartida, os demais estados produtores apresentaram elevacgéo nos indices
de producédo (IBGE, 2013; CONAB, 2015). Diante disso, o desenvolvimento
tecnoldgico da cultura de cana-de-acucar no Rio de Janeiro é necessario para
gue possa obter uma elevacao nas taxas de producédo das safras subsequentes.
Nesse contexto, juntamente com uma melhor gestdo do agronegocio, a
biotecnologia vegetal surge como uma importante ferramenta utilizando as
pesquisas aplicadas com principal objetivo de apresentar melhorias na producéao
de diversas cultivares de interesse econdmico para a regiao (Cidade et al., 2006;
Veiga et al., 2006; Ruane e Sonnino, 2011).



1.2. Biotecnologia vegetal

Atualmente, com a preocupacdo do crescente aumento da populacéo
mundial, muitas pesquisas visam o aumento de producdo de diversas espécies
importantes (Anderson, 2010). Diante disso, técnicas de biotecnologia vegetal,
como a transformacéo genética e cultura de tecidos, surgem como importantes
ferramentas para a maior compreensao de processos celulares e, juntamente
com diversas outras técnicas, empregadas em programas de melhoramento
visando um aumento de producédo (Lakshmanan et al., 2005; Vasil, 2008).

A cultura de tecidos € uma técnica biotecnologica na qual estruturas
iIsoladas das plantas séo cultivadas em meio artificial sob condi¢des controladas.
Essa ciéncia é composta por diferentes técnicas. A micropropagacao é uma das
técnicas mais utilizadas onde, dentre outras vantagens, pode-se obter uma alta
producdo em um espaco fisico reduzido e clones totalmente livres de patdégenos
(George et al., 2008). A micropropagacado de cana-de-acUcar é estudada desde
a década de 60 por diversos pesquisadores e, diante disso, diferentes protocolos
foram estabelecidos e consequentemente um avanco na utilizacdo dessa técnica
para cana-de-aclucar. O avanco nha técnica possibilitou a utlizacdo da
micropropagac¢do em conjuntos com outras areas da biotecnologia vegetal, como
a transformacéo genética (Lakshmanan et al., 2005).

A utilizacdo da micropropagacao é importante em estudos de fisiologia do
estresse, visto que a utilizacdo dessa técnica permite uma analise mais
aprofundada, em ambiente controlado, das altera¢des bioquimicas relacionadas
com o aumento da tolerancia ao estresse. Estudos revelam que sob estresse
abidticos, as plantas sofrem diversas alteracbes morfologicas, principalmente
alteracdes na area radicular (Gimeno et al., 2012; Fernandez, 2014). A utilizac&o
da cultura de tecidos se tornou muito importante sendo possivel minimizar os
efeitos morfolégicos, e com isso evidenciar alteragdes “secundarias” como as
alteracdes bioquimicas e moleculares de resposta das plantas ao estresse
salino. Essa maior identificacdo a nivel bioquimico e molecular permite alcangar
importantes resultados principalmente na identificacdo de genes e proteinas
envolvidas na aquisi¢cao da tolerancia a diferentes estresses abioticos, incluindo
0 estresse salino (Zhu et al., 2013; Mostek et al., 2015).

A transformacdo genética, embora ainda muito discutida quanto ao seu

emprego em produgéo em larga escala, desde de 1996 vem sendo utilizada e

2



resulta no aumento de produgdo e resisténcia a herbicidas e insetos em
diferentes espécies de importancia econdmica, como soja, canola, milho, entre
outros (Li et al., 2012). Além do aumento de producéo e resisténcia a insetos e
herbicidas, a transformacédo genética foi recentemente utilizada em trabalhos
com diferentes espécies inserindo resisténcia aos diversos tipos de estresses
biéticos e abidticos (Gong e Liu, 2012; Bressan et al., 2013). Dessa forma, a
elucidacdo de mecanismos de defesa das plantas a nivel de gendmica,
transcriptbmica, protebmica e metaboldbmica sdo importantes para o
fornecimento de informacdo necessarias para técnicas como transformacao

genética (Zhang, L. et al., 2012; Kushalappa e Gunnaiah, 2013).

1.3. Estresse abidtico

1.3.1. Aspectos gerais
Plantas sdo organismos sésseis e por isso estdo constantemente sendo

submetidas a condi¢cdes néo favoraveis ao seu crescimento e desenvolvimento.
Segundo relatorio apresentado pela Conab, a influéncia das mudancas
climaticas pode diminuir significativamente a taxa de producdo de cana-de-
acucar, principalmente nas regides norte e nordeste, que sofrem constantemente
com estresses abibticos, como déficit hidrico (CONAB, 2013). Visto que
constantemente as plantas sdo submetidas a condicfes desfavoraveis a seu
crescimento e desenvolvimento, algumas espécies adaptam-se a essas
condi¢cdes e adquirem tolerancia, devido a cascatas de sinalizagéo regulando
acao de horménios e expressao génica (Wang et al., 2003).

Dentre os estresses abioticos, o estresse salino € um dos mais estudados
devido a preocupacdo com o constante aumento da taxa de salinidade do solo
em diversos paises (Wang et al., 2003). No Brasil, a alta concentracdo de sais
nos solos € uma caracteristica comum em diferentes regides, incluindo a regiao
norte e noroeste fluminense (EMBRAPA, 2014).

O interesse em estudar os mecanismos de tolerancia contra estresse
salino aumenta diante do fato de que o excesso de sal no solo provoca diversos
danos as plantas, que impedem o seu crescimento e desenvolvimento. De
acordo com recentes estudos, o excesso de Na* é toéxico a planta podendo

provocar estresse osmotico, perda das funcdes fotossintéticas e de forma mais



severa pode causar a morte da planta (Gao et al., 2011; Fatehi et al., 2012;
Yokthongwattana et al., 2012; Yan et al., 2013).

Estudos sugerem uma subdivisdo dos efeitos causados pelo estresse
salino, na qual a alta concentracdo salina promove um estresse osmoético e, ao
mesmo tempo, devido a alta absor¢cdo de ions, ocorre um estresse ibnico,
principalmente pela concentracdo elevada de Na*® (Gupta e Huang, 2014).
Durante o estresse osmotico, a alta concentracdo de sal no solo resulta na
diminuicao da absorcédo de agua pela raiz além de uma maior perda de agua nas
folhas, causando diversos efeitos fisiolégicos como baixa atividade fotossintética
e producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Munns e Tester, 2008). J&
durante o estresse i6nico a alta absorcdo de ions, principalmente Na* e CI
resulta em danos fisiol6gicos e bioquimicos. Adicionalmente, a alta concentracdo
de Na* intracelular impede a absorcdo de K* que é um elemento essencial em
diferentes processos vitais da célula (Munns, 2002). Nesse sentido, 0s principais
mecanismos para a tolerancia ao estresse salino visam a menor absorcdo dos
ions pela raiz e a compartimentalizacdo (principalmente vacuolar) dos ions
absorvidos. Esses mecanismos impedem o acumulo de alta concentragdo
citoplasmatica e consequentemente o desbalanceamento idnico (Munns, 2005).

O estresse salino promove diferentes respostas fisioldgicas e bioquimicas
diante dos danos causados pelo aumento da concentracdo salina no solo. De
acordo com Zhu (2001), o estresse salino promove inicialmente o estresse idnico
e osmotico e de forma secundaria pode causar estresse oxidativo. Dessa forma,
a aquisicdo da tolerancia ao estresse salino depende de diferentes vias
bioquimicas interligadas, visando principalmente sobreviver a condicdo de
estresse (Zhu, 2001). Em um primeiro momento, devido ao acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), as plantas necessitam se desintoxicar através da
sintese de compostos importantes como os osmdlitos e diversas proteinas que
sdo capazes de diminuir a concentracao intracelular de ROS durante o estresse
salino (Zhao et al.,, 2013; Puniran-Hartley et al., 2014). Simultaneamente a
desintoxicacdo, as plantas promovem a homeostase ibnica principalmente
através da compartimentalizacdo dos ions nos vacuolos e a homeostase
osmatica principalmente pela acdo dos osmdlitos (Parida e Das, 2005). Em um

segundo momento, devido a regulacdo na expressdo de genes e proteinas



Importantes, as plantas sdo capazes de manter seu crescimento, mesmo que em
valores menores que 0s apresentados em ambientes favoraveis (Zhu, 2001).

Segundo Rodziewicz et al. (2014), a compreensdo dos mecanismos de
defesa das plantas sob alta concentracéo salina € necessaria para obtencao de
novas cultivares que apresentem adaptacdes para produzirem em condi¢des
adversas. Diante disso, as andlises de gendmica, protedbmica e metabolémica
sdo importantes para a compreensdo, a nivel bioquimico e molecular, dos
eventos fisiolégicos que ocorrem nas plantas sob estresse salino, como a
identificacdo de genes e proteinas importantes para a tolerancia e também da
dindmica de compostos importantes para a adaptacdo como carboidratos e
poliaminas (Janicka-Russak et al., 2010; Yang et al., 2011; Zhang et al., 2011;
Boriboonkaset et al., 2013a).

1.3.2. Mecanismos bioquimicos em resposta ao estresse salino
Segundo Barkla et al. (2013), a protebmica se tornou uma importante

ferramenta nos estudos de fisiologia de estresses identificando proteinas e vias
de sinalizacdo que podem ser utilizados como biomarcadores e em estratégias
de transformacdes genéticas, uma vez que proporciona uma rapida identificacao
e quantificacdo das proteinas, bem como interacdes proteina-proteina e
modificagdes poés-traducionais. Recentes estudos revelam varias proteinas
reguladas sob estresse salino, sendo essas proteinas divididas de acordo com
suas funcdes bioldgicas.

Entre os principais grupos de proteinas expressas diferencialmente em
condicbes de estresse salino sdo as HSP (heat shock proteins), LEA (late
embryogenesis abundant); enzimas de biossintese de osmoalitos; proteinas do
metabolismo de carbono; enzimas sequestradoras de espécies reativas de
oxigénio (Rodziewicz et al., 2014).

As proteinas HSP sdo importantes no enovelamento de proteinas e na
estabilizacdo de proteinas e membranas e assim podem ser um mecanismo de
tolerancia das plantas sob condi¢des adversas, sendo que essas proteinas nao
séo expressas somente quando expostas a altas temperaturas, mas também em
outras condicbes como sob estresse salino, osmotico, oxidativo, entre outros

(Wang et al., 2004; Rodziewicz et al., 2014). Em plantas, as HSPs s&o



organizadas em 5 grandes familias reconhecidas. Essa divisao é feita por meio
de caracteristicas como peso molecular, sequéncia de aminoacidos e funcdo
(Rodziewicz et al., 2014). Estudos demonstram que dentre as familias de HSP
reconhecidas, a HSP70 e HSP90 séo descritas como possiveis reguladoras do
mecanismo de tolerancia das plantas sob estresse salino (Timperio et al., 2008).

As proteinas LEA (late embryogenesis abundant) sdo acumuladas
durante a fase de desenvolvimento da semente e sdo importantes para evitar a
germinacdo precoce e aumentam a tolerancia a dessecacdo. Embora as
proteinas LEA sejam mais relacionadas com o desenvolvimento das sementes,
estudos recentes demonstram a participacdo dessas proteinas na protecao da
planta contra diversos estresses abidticos (Reddy et al., 2012; Amara et al.,
2013; Rodziewicz et al., 2014). As deidrinas correspondem a um grupo de
proteinas LEA, e essas proteinas atuam na defesa contra diversos estresses
abidticos, entre o estresse salino (Bray, 1993). Estudos demonstram que, sob
estresses abidticos, diferentes espécies apresentam uma superexpressao de
deidrinas, sugerindo a participacdo dessas proteinas na aquisicdo da tolerancia
a estresses abioticos (Lopez et al., 2003; Ford et al., 2011).

Os osmodlitos sédo moléculas importantes para a defesa das plantas contra
diversos estresses abidticos, devido a capacidade que essas moléculas
possuem de manter a integridade de membrana e enzimas e também de regular
a pressdo osmotica (Rodziewicz et al., 2014). Estudos recentes demonstram que
a expressado das enzimas que participam da sintese de osmalitos é alterada sob
estresse salino, visto que nessas condi¢cdes, como mecanismo de defesa da
plantas, ocorre um acumulo de osmodlitos (Agarwal et al., 2013). Dentre essas
enzimas, a betaina aldeido desidrogenase (BADH) e a delta-1-pirrolina-5-
carboxilato (P5CS) que participam da sintese de glicinabetaina e prolina,
respectivamente, sdo moduladas por diferentes estresses abibticos em
diferentes espécies, sugerindo a participacdo dessas moléculas como
ferramenta de defesa das plantas em condi¢gfes adversas (Székely et al., 2008;
Verbruggen e Hermans, 2008; Chen e Murata, 2011).

Embora sejam considerados toxicos em altas concentragdes, ROS séo
importantes moléculas sinalizadoras na ativacdo dos processos de defesas em
plantas, sendo produzidas de diferentes formas nas células (Rodziewicz et al.,

2014). Em condicOes de estresses abibticos é descrito que ocorre um aumento
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na producdo de ROS gerando uma toxicidade na célula, podendo ativar
processos de morte celular programada (Dat et al.,, 2000). Nesse contexto,
enzimas que possuem a capacidade de sequestrar ROS sdo importantes
durante a aquisi¢do de tolerancia a estresses abiéticos. Dentre essas enzimas,
a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase
(APX), entre outras, sdo estudadas e identificadas como importantes enzimas no
controle de ROS durante estresses abidticos em diferentes espécies (Gill e
Tuteja, 2010).

Contrariamente aos demais grupos, as proteinas do metabolismo de
carbono sofrem diminuicdo em suas atividades quando as plantas sao expostas
a diferentes estresses abibticos, sendo isso prejudicial para o aparato
fotossintético e consequentemente para a producao de energia (Chaves et al.,
2009). Segundo Mittler (2002), o aumento da producdo de ROS proveniente da
condicdo estressante, causa danos na maquinaria fotossintética. Recentes
estudos demonstram que, sob estresse abiotico, diferentes espécies apresentam
uma diminuicao significativa na atividade da RUBISCO, e consequente danos ao
processo fotossintético, visto a importancia dessa proteina para o processo de
fotossintese (Flexas et al., 2006; Ashoub et al., 2013).

Além das proteinas, outros compostos também séo regulados durante o
estresse salino e sdo importantes para a tolerancia da planta ao estresse
abidtico. Dentre esses compostos, as poliaminas (PAs) e os carboidratos séo
fortemente regulados e participam de diferentes vias metabdlicas envolvidas na
tolerancia ao estresse salino (Krasensky e Jonak, 2012).

Segundo Keunen et al. (2013), os principais acUcares envolvidos nas
respostas aos estresses abibticos sdo os dissacarideos (sacarose, trealose),
oligossacarideos da familia rafinose (RFOSs) e frutanos. Estudos em Arabidopsis
thaliana demonstram que a adicdo exdgena de sacarose contribui para a
aguisicdo da tolerancia ao estresse salino principalmente por alteracées
fisiolégicas (Qiu et al., 2014), principalmente relacionando a sacarose com a
biossintese de compostos importantes para a tolerdncia como os frutanos e
antocianinas (Van den Ende e El-Esawe, 2014). A formacao e acumulo de RFOs
€ importante para minimizar os danos causados por estresses abidticos em
diferentes espécies (Nishizawa et al., 2008; Keunen et al., 2013). Frutanos séo

polimeros de frutoses derivadas da sacarose e, para algumas espécies (como
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Poaceae) sao a principal fonte de reserva de carboidratos. Além disso, sao
importantes ferramentas das plantas para resistirem sob condi¢cdes adversas
(Hendry, 1993; Albrecht et al., 1997; Valluru e Van den Ende, 2008).

O acumulo de PAs é demonstrado em diferentes espécies quando
submetidos ao estresse salino. Segundo Zhao et al. (2007), o acimulo de PAs é
importante para a regulagcdo ibnica em plantas sob estresse salino,
demonstrando que as PAs regulam atividades de canais ibnicos e regulam
principalmente o contetddo de Na*. Adicionalmente as PAs também podem atuar
na ativagao das principais enzimas sequestradoras de ROS, visando dessa
forma tanto a homeostase ibnica como a homeostase osmotica (Zhao e Yang,
2008).

1.4. ProteGmica

O termo “Protedmica” foi primeiramente utilizado em meados dos anos 90,
referindo-se ao conjunto de proteinas de um organismo num determinado
momento e numa determinada condicdo, podendo apresentar informacdes sobre
a quantificacdo de proteinas de totais, modifica¢cdes pds-traducionais e interacao
proteina-proteina (Wilkins et al., 1996; Baginsky, 2009; Vanderschuren et al.,
2013). Em plantas, os primeiros estudos envolvendo protedmica apresentavam
apenas resultados de analise de perfil em eletroforese bidimensional e dessa
forma se tornavam somente contemplativos. Porém, com o0 avanco da
tecnologia, se tornou possivel o sequenciamento e identificacdo das proteinas
utilizando espectrometria de massas (MS) e analise em diversos algoritmos, que
proporcionam uma analise mais ampla e diminuindo as limitacdes das técnicas
de protedmica (Chen e Harmon, 2006; Oeljeklaus et al., 2009; Vanderschuren et
al., 2013).

Diante desses avancos nas técnicas de protedmica, ha um aumento
constante nos numeros de estudos realizados analisando alteragcdes no
proteoma de diferentes espécies nos mais diversos eventos fisioldégicos, como
germinacdo e desenvolvimento de sementes, embriogénese somatica, morte
celular programada, entre outros (Jorrin-Novo, 2009; Jorrin-Novo et al., 2009).
Dentre todos os eventos fisioldgicos, a fisiologia do estresse recebeu uma
atencado especial, com diversos artigos publicados nos ultimos anos (Gao et al.,
2011; Zhang et al., 2011; Fatehi et al., 2012; Folgado et al., 2013).



Nos ultimos anos, os estudos envolvendo protedmica se tornaram mais
aplicados a partir do surgimento de uma subarea, denominada “protedmica
translacional” (Agrawal et al., 2012). A protebmica translacional € basicamente
composta por trés passos: |) identificacdo de proteinas candidatas; Il) validac&o
da fungéo das proteinas candidatas, utilizando técnicas de engenharia genética
com plantas modelos; Ill) identificacdo das proteinas que apresentam funcgdes
importantes, tornando possivel a obtencdo de cultivares com caracteristicas
desejaveis (Abreu et al., 2013). Diante disso, a protedmica como ferramenta de
estudo da fisiologia do estresse se torna mais aplicavel e com a possibilidade de
produzir cultivares que apresentem tolerancia a diversos estresses abidticos,
apresentando metabolismo fotossintético ndo alterado e com isso uma producao
alta mesmo em condicdes adversas ao crescimento (Abreu et al., 2013).

Nesse contexto, através da utilizagdo da protedmica, e principalmente
utilizando os principios estabelecidos pela protedmica translacional, a
identificacdo de proteinas reguladas sob estresse salino se torna importante para
a compreensdo dos mecanismos de tolerancia das plantas fornecendo
informagdes cruciais para a possibilidade de obtencdo de cultivares superiores

que apresentem resisténcia aos mais diversos estresses abidticos.

1.5. Carboidratos

Carboidratos sdo produtos primarios durante o processo fotossintético e
atuam como substrato do metabolismo do carbono (Gupta e Kaur, 2005).
Carboidratos como sacarose, frutose e glicose, sdo importantes por atuarem em
processos vitais do organismo, como no metabolismo respiratério, e ainda atuam
como substrato para sintese de compostos de reservas, como amido e celulose
(Smeekens, 2000).

Semelhante ao apresentado por diversos hormoénios vegetais, 0s
carboidratos apresentam vias de sinalizacdo que regulam expressédo génica e
atividade de proteinas, e dessa forma regulam diversos processos biolodgicos nas
plantas (Koch, 1996; Eveland e Jackson, 2012). Segundo Rolland et al. (2002),
a elucidagédo dos mecanismos de sinalizag&o dos carboidratos revelou diferentes
rotas que resultam no controle génico e, diante disso, os acglUcares possuem a
capacidade de modular diversos processos durante o crescimento e

desenvolvimento vegetal, dentre eles a resposta a estresses abioticos. Sugere-
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se que o metabolismo de carboidratos é uma importante ferramenta da planta
como mecanismo de defesa em ambientes estressantes, como na presenca de
altas concentracdes de sal no solo (Rodziewicz et al., 2014).

Estudos recentes sugerem que, sob estresses abibticos, as plantas
promovem um aumento no conteado enddgeno de carboidratos soluveis como
mecanismo de defesa para adquirir tolerdncia a condigcbes adversas ao
crescimento (Oufir et al., 2008; Sperdouli e Moustakas, 2012; Palma et al., 2013).

Segundo Couée et al. (2006), o acumulo de carboidratos, principalmente
sacarose, frutose e glicose, € importante para prevenir danos causados por
estresse oxidativo, principalmente pelo acimulo de ROS. Resultados sugerem
gue esses acucares podem participar de vias de caputura de ROS em condi¢des
de estresse abidtico. Em diferentes espécies é possivel observar o aumento no
contetdo enddgeno de carboidratos sob estresses abidtico, sugerindo que o
metabolismo de carboidratos como mecanismo de tolerdncia sob estresse
abidtico é comum nas plantas (Morsy et al., 2007; Sicher et al., 2012).

Diante disso, a compreensao das alteracdes no perfil de carboidratos de
plantas sob estresse salino, pode fornecer informacdes importantes sobre
mecanismo de tolerdncia, uma vez que carboidratos sollveis (tais como
sacarose, glicose e frutose) apresentam seus perfis alterados quando
submetidos a condicbes adversas, e sendo assim, pode-se identificar rotas de

sinalizacao importantes para o processo de aquisicédo de tolerancia das plantas.

1.6. Poliaminas

As Poliaminas (PAs) podem ser consideradas como uma das mais antigas
do grupo de substancias conhecidas em bioquimica, sendo classificadas como
compostos alifaticos, de baixo peso molecular contendo nitrogénio (Alcazar et
al., 2010).

Estudos sugerem que as plantas teriam adquirido uma parte da via de
biossintese de PAs a partir de cianobactérias ancestrais dos cloroplastos, sendo
assim, sugere-se que a rota das PAs € uma rota metabolica conservada durante
a evolucéo, presente em todos os organismos (lllingworth et al., 2003; Alcazar et
al., 2010). A biossintese das PAs ocorre a partir de reacdes realizadas em dois
aminoacidos, ambas dando origem a Putrescina (Put), a arginina a partir da acéo

da arginina descarboxilase (ADC) e a ornitina a partir da acdo da ornitina
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descarboxilase (ODC). A biossintese de Espermidina (Spd) ocorre através da
adicdo de um grupo aminopropil em uma molécula de Put, enquanto que a
biossintese de Espermina (Spm) ocorre a partir da adicdo de um grupo
aminopropril em uma molécula de Spd. O grupo aminopropil utilizado na
biossintese das PAs é originado a partir da descarboxilacdo da S-
adenosilmetionina (SAM) (Baron e Stasolla, 2008).

As PAs possuem a capacidade de interagir com diversas moléculas
celulares importantes (DNA, RNA, proteinas, cromatinas, entre outras), e com
isso modulam diversos processos fisioldgicos: Divisdo e diferenciacdo celular,
embriogénese, germinacdo de sementes, respostas a estresses abioticos e
bidticos, entre outros (Santa-Catarina et al., 2007; Dias et al., 2009; Pieruzzi et
al., 2011; Vuosku et al., 2012; Grzesiak et al., 2013).

A identificacdo das PAs como um dos mecanismos de defesa das plantas
sob diversos estresses abidticos é descrito em diferentes espécies, sugerindo
que o acumulo dessas moléculas € importante para aquisicdo da tolerancia
(Fariduddin et al., 2013; Gupta et al., 2013). Estudos revelam que as principais
enzimas envolvidas na biossintese de PAs em plantas, principalmente a arginina
descarboxilase 2, apresentam suas expressdes reguladas por condigdes
ambientais, resultando no acumulo de PAs sob condi¢cdes adversas (Perez-
Amador et al., 2002; Urano et al., 2003; Hummel et al., 2004; Alcazar et al., 2006).

Dessa forma, estudos que objetivam identificar possiveis alteracdes nos
perfis das diferentes poliaminas sob condicbes adversas, podem fornecer
informacédo de rotas de sinalizacdo e enzimas importantes durante a aquisi¢ao
de tolerancia ao estresse abibtico, sendo informacdes fundamentais para

producao de cultivares superiores.

11



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo geral desse trabalho foi avaliar altera¢cdes bioquimicas em

plantas micropropagadas de trés cultivares de canas-de-agucar submetidas ao

estresse salino.

2.2. Objetivos especificos
e Analisar o efeito do estresse salino no crescimento e desenvolvimento de

brotos de trés cultivares de cana-de-agucar cultivadas in vitro;

e Determinar as altera¢des no contetdo endégeno de carboidratos soluveis
totais e amido, além de quantificar o conteido enddégeno de frutose,
glicose e sacarose, no diferentes cultivares submetidos ao estresse

salino.

e Determinar as alteracdes no contetdo enddégeno de poliaminas em cana-
de-agucar submetidas ao estresse salino, analisando as alteracdes no

metabolismo dessas moléculas sob estresse salino;

e Avaliar o efeito do estresse salino na expressao diferencial de proteinas;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas 3 diferentes
cultivares de cana-de-aclcar: |) CB38-22: tolerante ao estresse salino; Il)
RB855536: susceptivel ao estresse salino; 1lI) RB758540: tolerante ao estresse
hidrico. Ressalta-se que a classificagédo a respeito dos niveis de tolerancia das
cultivares CB38-22 e RB855536, sdo informacdes fornecidas por produtores
locais, sem nenhuma comprovacao cientifica, sendo apenas para a cultivar
RB758540 comprovado sua tolerancia ao estresse hidrico por dados
cientificos(Ridesa, 2010).

Plantas micropropagadas foram utilizadas como explantes para o
experimento. As culturas in vitro foram obtidas por meio de uma colaboragao com
o Prof. Dr. Carlos Frederico de Menezes Veiga (UFRRJ) e o Prof. Dr. Gongalo
Apolinario de Souza Filho (UENF).

Em resumo, as culturas foram introduzidas in vitro de acordo com a
metodologia estabelecida por Lee (1987), utilizando os meristemas como
explantes. Os explantes foram submetidos ao processo de assepsia com alcool
70% e hipoclorito 1,25%, e posteriormente mantidos por 7 dias em meio liquido
MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 2% de sacarose, 0,2 mg L
de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,1 mg L de KIN (cinetina), com o pH ajustado
para 5,8 e mantidos na auséncia de luz. Posteriormente foram transferidos para
frascos com tampa ventilada, utilizando os mesmos componentes no meio de
cultivo, e mantidos sob fotoperiodo de 16h e temperatura de 20°C. As culturas in
vitro foram mantidas durante 4 ciclos de repicagens, com intervalo de 15 dias.

Apods a 42 repicagem, as culturas foram submetidas aos tratamentos propostos.

3.2. Exposicao das plantas ao estresse salino

As cultivares foram submetidas a duas concentragdes diferentes de NacCl
(0 e 180 mM) no meio liquido MS, suplementado com 2% de sacarose, 0,2 mg
Lt de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,1 mg L de KIN (cinetina), com o pH
ajustado para 5,8, e mantidos sob fotoperiodo de 16h e temperatura de 20°C

durante 20 dias e posteriormente serdo coletadas amostras. Para as coletas das
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amostras, a parte aérea de cada repeticdo, individualmente, foi mascerada com
nitrogénio liquido e o mascerado resultante foi armazenado em freezer -20°C
em aliguotas de 300 mg e 500 mg para as analises bioquimicas. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo fatorial 3x2, com quatro
repeticdes, sendo que cada repeticdo composta por um frasco contendo uma
planta em cada.

3.3. Anélise dos parametros morfoldgicos

A andlise do efeito das diferentes concentracdes de NaCl nos diferentes
cultivares foi realizada avaliando o crescimento e o numero de perfilhos em cada
cultivar. Adicionalmente, o peso fresco foi determinado por pesagem das plantas
imediatamente apds a coleta, enquanto o peso seco foi obtido pela pesagem
das mesmas, apdés um processo de secagem em estufa a 90 °C por 12h. O
conteudo de massa d’agua foi determinado através da diferenga da biomassa

fresca e seca.

3.4. Determinacgéo do contetudo enddgeno de carboidratos

A metodologia usada para a extracdo de carboidratos foi baseada na
metodologia descrita por Vale (2013). Para a extracdo dos acUcares, As
amostras de 300 mg de matéria fresca foram maceradas com 1,0 mL de etanol
80%. O material foi coletado para tubos eppendorfs onde foi vortexado
brevemente para homogeneizacdo. Posteriormente, as amostras foram
mantidas em banho-maria a 70°C, por 90 minutos, seguido de centrifugacdo a
13000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de etanol 80% e centrifugado novamente nas mesmas
condi¢cbes da primeira centrifugagcéo. O sobrenadante proveniente da segunda
centrifugacéo foi unido ao sobrenadante da primeira etapa e foi filtrado em filtro
com membrana 0,2 um para posterior analise de carboidratos sollveis totais e
identificacdo e quantificagcdo por HPLC. O precipitado foi armazenado para a
determinacdo de amido. As amostras foram armazenadas a —20 °C até a

determinacao dos carboidratos.
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3.4.1. Quantificac&o de carboidratos sollveis totais

A quantificac@o de carboidratos solUveis totais foi realizada baseada na
metodologia descrita por McCready et al. (1950), com modificacdes.

Foi adicionado 2mL de uma solucéo 0,2% de antrona-sulfurica em 1mL
da amostra contendo os carboidratos solluveis. As amostras foram mantidas em
banho-maria a 100°C por 3min e posteriormente foram incubadas por 5min a
temperatura ambiente.

Para a identificacdo da concentracdo de carboidratos solUveis totais, as
amostras foram injetadas em placas de 96 pocos e foi realizada a leitura a
620nm. A concentracdo dos carboidratos sollveis totais foi avaliada por

comparacao com uma curva de valores conhecidos de glicose.

3.4.2. Quantificacdo de amido

A quantificagdo de amido foi baseada na descrita por McCready et al.
(1950), com modificagdes. Em resumo, o precipitado oriundo da extragao dos
carboidratos soluveis foi suspendido em &cido perclorico 30%. As amostras
foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
armazenado. Posteriormente foi adicionado 2mL de uma solucdo 0,2% de
antrona-sulfdrica em 1mL da amostra contendo amido. As amostras foram
mantidas em banho-maria a 100°C por 3min e posteriormente foram incubadas
por 5min a temperatura ambiente.

Para a identificacdo da concentracdo de amido, as amostras foram
injetadas em placas de 96 pocos e foi realizada a leitura a 620nm. Os valores
obtidos foram multiplicados por 0,9 (taxa de conversdo da glicose) e a
concentracdo de amido foi avaliada por comparacdo com uma curva de valores

conhecidos de glicose.

3.4.3. Quantificacéo e identificacéo de frutose, glicose e sacarose
Para a identificacdo de frutose, glicose e sacarose, foi utilizado um
detector por espalhamento de luz (ELSD-LT Il), com configuracdes ajustadas
para temperatura de 40 °C, pressao de N2 em 350 kPa, ganho 9 e filtro 4.
Como fase estacionaria (FE) foi utilizada uma coluna Prevall

Carbohydrate ES 5 um (250 x 4,6 mm), com uma pré coluna do tipo Prevail
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Carbohydrate ES 5 um (7,5 x 4,6 mm). Sendo a temperatura do forno de colunas
mantida a 25°C.

Como solventes, que representam a fase mével (FM) foram utilizados:
Agua Milli'Q, como solvente A, e acetonitrila 100%, como solvente B. A mudanca
na proporcédo de acetronitrila em relacéo a proporc¢ao de agua definiu o gradiente
de corrida. O gradiente do solvente B foi ajustado para 80%, durante o0s
primeiros 16 min com posterior reducéo para 70%, entre 16 e 23 min com fluxo
constante de 1 mL mint. Foram injetados 10 puL a amostra. As areas e tempos
de retencédo dos carboidratos glicose, frutose e sacarose foram avaliados por

comparacao com padroes em diferentes concentragoes.

3.5. Determinacéo do conteudo enddgeno de poliaminas (PAs)

A metodologia para a determinagao de PAs livres foi baseada naquela
desenvolvida por (Silveira et al.,, 2004). As amostras de 300 mg foram
maceradas com 1,4 mL de acido perclorico 5% (v/v), e mantidas no gelo por 60
min, sendo posteriormente centrifugadas a 20.000g por 20 min, a 4 °C. O
sobrenadante resultante da centrifugacdo foi coletado e o sedimento foi
ressuspendido em 200 pL de acido perclérico 5%, centrifugado novamente, e 0s
dois sobrenadantes, que contém as PAs livres sollveis, foram combinados e
homogeneizados.

Na derivatizagdo, 40 pL da amostra contendo PAs foram misturados com
100 pL de cloreto de dansil (5 mg mL™* em acetona), 50 uL de solugdo saturada
de carbonato de sédio (NaHCOs3) e 20 pL de 1,7-diaminoheptano (DAH) (0.25
mM), que foi utilizado como padrao interno. Apds a mistura, as amostras foram
incubadas no escuro por 50 min, a 70 °C. O excesso de cloreto de dansil foi
convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 pL de prolina (100 mg mL-) com
posterior incubacao por 30 min no escuro, a temperatura ambiente. Em seguida,
as PAs derivatizadas foram particionadas com 200 pL de tolueno, e a fase apolar
(tolueno), que contém as PAs, foi coletada (175 pL), seca sob jato de nitrogénio,
e ressuspendida em 175 pL de acetonitrila.

A identificacdo e quantificagdo das PAs foram realizadas utilizando-se
HPLC, com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS).
Acetonitrila 100% e acetonitrila 10% em agua (pH 3,5 ajustado com HCI 1N)

foram utilizadas como solventes. A mudanca na proporgcao de acetonitrila 100%
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em relacdo a acetonitrila 10% definira o gradiente de corrida. O gradiente de
acetonitrila 100% foi programado para 60%, durante os primeiros 13 min; de 60
a 100%, entre 13 e 16 min; e 100% até 25 min; com fluxo de 1 mL min-t, a 40 °C.
O detector de fluorescéncia foi ajustado para excitacdo de 340 nm e emissao de
510 nm. Foram injetados 20 uL da solucdo derivatizada com cloreto de dansil.
As é&reas e tempos de retencdo de cada PA Foram avaliados por comparacao
com as PAs com concentragdes conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH.

3.6. Anélise proteémica
3.6.1. Extracao de proteinas totais

As proteinas foram extraidas seguindo a metodologia descrita por
Balbuena et al. (2009). Amostras de 500 mg serdo maceradas sob nitrogénio
liquido. O po6 resultante foi colocado em um microtubo de 2ml e em seguida foi
adicionado 1ml do tampédo de extracdo TCA/Acetona. As amostras foram
incubadas por 60 minutos no gelo e posteriormente foram centrifugadas a
140009 por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 3 vezes
em acetona/DTT. Apoés as lavagens, os pellets foram ressuspendidos em 1mL
do tampdao uréialtiouréia (7M ureia, 2M tioureia, 1% dithiothreitol — DTT, 2%
triton-100, 0,5% pharmalyte, 1ImM PMSF), e mantidos em agitacdo por 60min a
4°C para completa homogeneizacdo das amostras. As amostras foram
transferidas para o gelo e mantidas por 30 minutos e, posteriormente foram
centrifugadas a 14.000g por 10 minutos. O sobrenadante proveniente da

centrifugacéo foi entdo coletado e armazenado a -20°C.

3.6.2. Quantificacdo do conteudo de proteinas totais

Para a quantificacdo das proteinas totais das amostras, foi utilizado o
método 2D-Quant Kit (GE Healthcare) de acordo com as informacdes fornecidas
pelo fabricante. A leitura da absorbéncia de cada amostra e da curva padréo foi

realizada em 480 nm em leitor de microplacas.

3.6.3. Analise LC-MS/MS
A andlise de shotgun foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Liu et al. (2004). Aliguotas contendo 100ug de proteinas foram precipitadas

utilizando acetato de aménio, posteriormente foram suspendidos em bicarbonato
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de amoénio 50mM e digeridas com tripsina (50 ng pL?) (V5111, Promega,
Madison, WI, USA). Os peptideos resultantes foram concentrados e
dessalinizados com o uso de ponteiras do tipo Zip Tip C18 (Millipore®) e
posteriormente analisada num espectrometro de massas SYNAPT G2 HDMS Si
(nano cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a um espectrémetro de
massas quadrupolo-tempo de voo, em tandem). Um UPLC nanoACQUITY ligado
a um espectrébmetro de massa SYNAPT G2-Si HDMS (Waters, Manchester,
Reino Unido) foi utilizado para anélise de LC-ESI-MS / MS. O espectrometro de
massa foi operado em modo de resolugéo (modo V) e positivo com mobilidade
iOnica; transferéncia de energia de colisdo de 19 a 45V no modo de alta energia;
cone de tensao e capilar de 30v e 2800v, respectivamente, e temperatura da
fonte de 70 °C. Para os parametros do TOF, o tempo de verificacéo foi definido
para 0.5s, em modo continuo, e uma faixa de massa de 50 a 2000 Da

O programa MassLinx foi usado na identificacdo de proteinas. A lista de
peptideos foi contrastada usando as bases de dados de proteina SUCEST

(www.sucest-fun.org). Apoés a identificacdo, as proteinas foram selecionadas de

acordo com o coeficiente de variacdo e o nivel de expressao, sendo entdo
selecionadas as proteinas que apresentaram um coeficiente de variacao abaixo
de 0,5 e uma diferenca de no minimo duas vezes na expressdo. As proteinas
selecionadas foram entdo submetidas a caracterizacdo funcional utilizando o

programa Blast2go (www.blast2go.com).

3.7. Andlise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, e as médias seréo
comparadas pelo teste SNK a 5%, utilizando o programa Assistat (Silva e
Azevedo, 2002).

18


http://www.sucest-fun.org/
http://www.blast2go.com/

4. RESULTADOS

4.1. Efeitos morfolégicos nas cultivares de cana-de-agUcar submetidas ao
estresse salino

Plantas micropropagadas de cana-de-acucar das cultivares CB38-22,
RB855536 e RB758540 foram submetidas ao estresse salino. Apds vinte dias
submetidas ao estresse salino, foi possivel observar uma diferenca nas
respostas das cultivares micropropagadas, indicando diferentes niveis de
resposta ao NaCl nas cultivares testadas. Todas as cultivares utilizadas no
experimento apresentaram danos morfologicos devido a presenca do NaCl no
meio de cultivo. Dentre os trés cultivares, a cultivar CB38-22 apresentou uma
menor tolerancia ao estresse salino em relacdo as demais cultivares (Figura 1).
Observou-se que quando submetidas a concentracdo de 180 mM de NacCl as
plantas da cultivar CB38-22 apresentam uma gueda significativa na formacao e
comprimento da parte area (Figura 1). Em contrapartida nas demais cultivares,
especialmente na cultivar RB855536, foi possivel observar uma maior tolerancia
ao estresse salino, apresentando um crescimento mais constante mesmo em

condi¢Bes desfavoraveis ao crescimento e desenvolvimento (Figura 1).
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Controle 180 mM NacCl

CB38-22

RB855536

RB758540

Figura 1: Aspectos morfoldgicos de plantas micropropagadas de cana de acgucar, das variedades
CB38-22, RB855536 e RB758540 multiplicadas em meio liquido MS, submetidas as
concentracdes de 0 (controle) e 180 mM de NaCl. Barra = 0,75cm.

A alta concentracdo de NaCl no meio afetou diretamente o crescimento e
desenvolvimento das cultivares, principalmente a cultivar CB38-22 que
apresentou uma diminuicdo maior que 50% na biomassa fresca e 28% na
biomassa seca, enquanto para as cultivares RB855536 e RB758540 o
crescimento foi menos afetado sob estresse salino (Figura 2A e 2B).
Adicionalmente, diante da andlise da biomassa fresca e biomassa seca, estima-
se uma diminui¢do significativa no teor de agua durante o estresse salino em
todas as cultivares, sendo essa perda de 4gua mais intenso na cultivar CB38-22
em relacdo aos demais cultivares, visto que esse cultivar apresentou um

decréscimo no teor de agua superior a 50% (Figura 2C).
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Figura 2: Andlise de biomassa fresca (A), biomassa seca (B) e teor de agua (C) de plantas
micropropagadas de cana de acuUcar, das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540
multiplicadas em meio liquido MS, submetidas as concentracdes de 0 (controle) e 180 mM de

NacCl.
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4.2. Avaliacdo do conteudo enddgeno de carboidratos

Apos vinte dias submetidas ao estresse salino, foi realizada uma anélise
guantitativa do conteido endogeno de carboidratos. Diante dos experimentos
realizados foi possivel observar um aumento significativo no conteudo de
carboidratos sollveis totais, em todas as cultivares (Figura 3A). Adicionalmente,
0 conteudo de amido foi avaliado nas diferentes cultivares, revelando que nas
cultivares CB38-22 e RB758540 a concentracdo de amido foi superior quando
submetidas a 180 mM de NaCl em relacdo ao tratamento controle. Em
contrapartida, a cultivar a RB855536 n&o apresentou diferencas significativas
nos diferentes tratamentos (Figura 3B).
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CB 38-22 RB 855536 RE 758540
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Figura 3: Concentracdo enddgena de carboidratos sollveis totais (A) e amido (B) de plantas
micropropagadas de cana de agucar, das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540
multiplicadas em meio liqguido MS, submetidas as concentracdes de 0 (controle) e 180 mM de
NaCl. (Diferentes letras demonstram diferengas significativas pelo teste SNK, p<0,05; Letras
mailsculas representam diferencas entre as cultivares e letras minldsculas representam
diferencas entre os tratamentos dentro da cultivar; Carboidratos Sollveis Totais: CV: 6,82%;
Amido: 18,12%; n = 4).

No presente estudo foi possivel identificar e quantificar trés carboidratos
soluveis (Figura 4). Os trés cultivares utilizados nos experimentos apresentaram
um aumento na concentracdo de sacarose quando submetidos ao estresse
salino (Figura 4C). Em contrapartida, em relacdo as hexoses, foram observadas
diferencas nas respostas entre as cultivares. A cultivar RB855536 nao
apresentou variagdo na concentragdo de glicose e frutose enquanto a cultivar
CB38-22 aumentou a concentragdo dos dois carboidratos no tratamento com
180 mM de NaCl e a cultivar RB758540 aumentou a concentracéo de frutose
guando submetida ao estresse salino (Figuras 4A e 4B). Ressalta-se que,
diferentemente do encontrado para frutose, a analise estatistica ndo apresentou
interacdo entre os fatores para glicose e sacarose, sendo assim foi realizado

teste média de forma isolada em cada cultivar, para esses dois carboidratos.
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Figura 4: Concentracdo enddgena de carboidratos sollveis, frutose (A), glicose (B) e sacarose
(C) (mg.g-1) de plantas micropropagadas de cana de acucar, das variedades CB38-22,
RB855536 e RB758540 multiplicadas em meio liquido MS, submetidas as concentracdes de 0
(controle) e 180 mM de NacCl (Diferentes letras demonstram diferencas significativas pelo teste
SNK, p<0,05; Letras mailsculas representam diferencas entre as cultivares e letras mindsculas
representam diferencas entre os tratamentos dentro da cultivar; Frutose: CV: 14,03%; Glicose:
CVcass-22: 8,59%; CVressssss: 14,89%; CVre7rsssao: 19,15%; Sacarose: CVcass-22: 28,08%;
CVRessssss: 12,70%; CVre7sssao: 12,22%; n = 4).

24



4.3. Avaliacdo do conteudo enddégeno de poliaminas

Assim como a analises do conteudo enddgeno de carboidratos, as PAs
foram identificadas e quantificadas em plantas das trés cultivares testadas
submetidas ao estresse salino. Diante dos experimentos realizados foi possivel
observar uma diminuicdo significativa na concentracdo das PAs totais nas
cultivares CB38-22 e RB758540, em contrapartida a cultivar RB855536
apresentou valores semelhantes em relacdo ao conteudo endégeno de PAs

totais em ambos os tratamentos (Figura 5).
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Figura 5: Concentracao enddégena de PAs totais de plantas micropropagadas de cana de agucar,
das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540 multiplicadas em meio liquido MS, submetidas
as concentrag8es de 0 (controle) e 180 mM de NacCl. (Diferentes letras demonstram diferencas
significativas pelo teste SNK, p<0,05; Letras mailsculas representam diferencas entre as
cultivares e letras mindsculas representam diferencas entre os tratamentos dentro da cultivar;
CV:17,53%; n = 4).

No presente estudo, observou-se que as concentracdes das diferentes
PAs (Put, Spd e Spm) foram diferentes entre as cultivares. Em relacéo a cultivar
RB855536 as diferentes PAs se mantiverem constantes em ambos o0s
tratamentos (Figuras 6A, 6B e 6C). Em contrapartida nas cultivares CB38-22 e
RB758540 observou-se uma diminuicdo significativa na concentracao
intracelular em todas as PAs quando submetidas a 180 mM de NaCl (Figuras

6A, 6B e 6C). Adicionalmente foi possivel observar que a concentracao de Spd,
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guando submetidos ao estresse salino, foi maior nas cultivares RB855536 e

RB758540 em relacdo a cultivar CB38-22 (Figura 6B).
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Figura 6: Concentracdo endogena de Put (A), Spd (B) e Spm (C) de plantas micropropagadas
de cana de agucar, das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540 multiplicadas em meio
liquido MS, submetidas as concentra¢gdes de 0 (controle) e 180 mM de NaCl. (Diferentes letras
demonstram diferencgas significativas pelo teste SNK, p<0,05; Letras mailsculas representam
diferencas entre as cultivares e letras minasculas representam diferencas entre os tratamentos
dentro da cultivar; Put: CV: 20,89%; Spd: CV: 19,07%; Spm: CV: 17,44%; n = 4).

Diante da variagdo no conteudo enddgeno de cada PA, foi possivel
observar que a cultivar RB855536 apresentou uma maior concentracdo de
Spd+Spm em relacado a Put, em contrapartida a cultivar CB38-22, no tratamento
com 180 mM de NaCl, apresentou um acumulo de Put em relagdo a Spd e Spm.
A cultivar RB758540, assim como a cultivar RB855536, apresentou a razao
Spd+Spm/Put semelhante tanto no tratamento controle como sob estresse salino
(Figura 7A e 7B).
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Figura 7: Razéo entre Spd+Spm/Put (A) e concentracdo enddgena de Put, Spd e Spm (B) de
plantas micropropagadas de cana de acgUcar, das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540
multiplicadas em meio liquido MS, submetidas as concentracdes de 0 (controle) e 180 mM de
NaCl. (Diferentes letras demonstram diferengas significativas pelo teste SNK, p<0,05; Letras
mailsculas representam diferencas entre as cultivares e letras mindsculas representam
diferengas entre os tratamentos dentro da cultivar; Razdo: CV: 24,69%; n = 4).

4.4. Andlise protebmica

As cultivares de cana-de-acucar foram submetidas a diferentes
concentracdes de NaCl e posteriormente foi realizado a analise do prote6mica
nos dois tratamentos. Em relacéo a quantificacdo das proteinas totais observou-
se que as cultivares RB855536 e RB758540 apresentaram valores semelhantes
em ambos os tratamentos, no entanto a cultivar CB38-22 apresentou uma queda
significativa no conteido enddgeno de proteinas na presenca de NaCl (Figura
8). Ressalta-se que a analise estatistica ndo apresentou interacdo entre 0s
fatores para o contetdo de proteinas sollveis totais, sendo assim foi realizado

teste média de forma isolada em cada cultivar.
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Figura 8: Concentracdo de proteinas totais (mg.g-1) de plantas micropropagadas de cana de
acucar, das variedades CB38-22, RB855536 e RB758540 multiplicadas em meio liquido MS,
submetidas as concentracdes de 0 (controle) e 180 mM de NaCl. (Diferentes letras demonstram
diferencas significativas pelo teste SNK, p<0,05; Letras mailsculas representam diferencas entre
as cultivares e letras mindsculas representam diferencas entre os tratamentos dentro da cultivar;
CVcass-22: 18,24%; CVressssss: 22,27%; CVRre7sssa0: 37,73%; n = 4).

Para a identificacdo das proteinas expressas, foram selecionados as
cultivares que apresentaram o melhor e o pior desempenho sob estresse salino,
0 RB855536 e CB38-22 respectivamente. Sendo assim, foi possivel identificar
em média 1234 proteinas na cultivar CB38-22 e 1107 na cultivar RB855536,
sendo que a maioria das proteinas foram expressas tanto no tratamento controle
como sob estresse salino em ambas cultivares. As proteinas foram separadas
de acordo com a expresséo diferencial, em 3 principais grupos: Down-reguladas,
expressao inalterada e up-reguladas. Foram consideradas proteinas down-
reguladas as proteinas que apresentaram uma expressao igual ou maior que
duas vezes no tratamento controle em relagcéo ao tratamento com 180 mM de
NaCl, enquanto que as proteinas consideradas up-reguladas foram expressas
duas vezes ou mais no tratamento com 180 mM de NaCl em relacdo ao
tratamento controle. Sendo assim as proteinas consideradas down e up
reguladas foram entdo submetidas a analise funcional utilizando a plataforma
blast2go. Diante da analise funcional das proteinas identificou-se os principais
grupos de proteinas que foram regulados durante o estresse salino em ambas

cultivares como proteinas relacionadas com metabolismo primario, metabolismo
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de nitrogénio, transporte, resposta a estimulos, entre outros. Ressalta-se que,
de acordo com os resultados obtidos, os diferentes cultivares apresentaram uma
resposta semelhante quando comparados com os tratamentos controle. (Figura
9).
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Figura 9: Analise funcional das proteinas identificadas utilizando a plataforma blast2go, indicando
0s principais grupos de proteinas regulados durante o estresse salino nas cultivares CB38-22 (a)
e RB855536 (b). Proteinas down-reguladas: Menos expressas sob estresse salino quando
comparado ao controle. Proteinas up-reguladas: Mais expressas sob estresse salino quando
comparado ao controle.

Dentre esses grupos mais regulados nas duas cultivares, destaca-se
principalmente as proteinas envolvidas no processo fotossintético e proteinas de
resposta a estresses, sendo esses dois grupos intimamente relacionados com a
resposta a estresses abidticos. As principais proteinas reguladas nesses grupos
sao discriminadas na tabela 1, o qual demonstra que ocorreu uma diminuicéo

tanto na concentracdo de proteinas relacionadas com o aparato fotossintético
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como nas peroxidases durante o estresse salino quando comprado com o
tratamento controle. Em contrapartida as proteinas HSP foram acumuladas

guando as cultivares foram submetidos a concentracédo de 180 mM de NacCl.

Tabela 1: Proteinas relacionadas com a resposta ao estresse abiotico, diferencialmente
reguladas entre o tratamento controle e estresse salino.

Acesso | Nome | Condicdo up-regulada
Fotossintese
SCACLR2022A04 Subunidade IV - fotossistema | Controle
SCSBHR1051G02 Subunidade Il - fotossistemall Controle
SCUTSB1076D12 Proteina 11Kd - fotossistema I Controle
SCBGST3104H11 Proteina 23Kd - fotossistema ll Controle
SCACLR1129A11 Subunidade n - fotossistemall Controle
SCCCLR1001F0O8 Subunidade IlI - fotossistemall Controle
Proteinas Heat-Shock
SCCCLR1079D09 HSP 70 Estresse salino
SCSFADI108A11 HSP Estresse salino
SCEZADI1CO1HOS HSP - parcial Estresse salino
SCIFRT2055B05 HSP 30 Estresse salino
Peroxidases
SCCCRT2002HO8 apx3 - Peroxissomal Ascorbato Peroxidase Controle
SCCCCL3002E11 Peroxidase 14 precursor - Classe Il Controle
SCIFLR1035D05 Peroxidase Controle
SCSGHR1069A02 Peroxidase 70-like Controle

No presente estudo, as cultivares CB38-22 e RB855536 apresentaram
uma resposta semelhante durante o estresse salino quando comparados ao
controle, no entanto, o contraste realizado entre os dois cultivares sob estresse
salino revelou importantes grupos de proteinas foram regulados, podendo essas
proteinas estarem diretamente relacionadas com a maior tolerancia ao estresse
salino. As proteinas foram separadas de acordo com a expressao diferencial, em
3 principais grupos: Down-reguladas, expressao inalterada e up-reguladas.
Foram consideradas proteinas down-reguladas as proteinas que apresentaram
uma expressao igual ou maior que duas vezes na cultivar CB38-22 em relagéo
a cultivar RB855536 ambos sob estresse salino, enquanto que as proteinas
consideradas up-reguladas foram expressas duas vezes ou mais na cultivar
RB855536 em relagcdo a cultivar CB38-22 ambos sob estresse salino. Sendo
assim as proteinas consideradas down e up reguladas foram entdo submetidas
a analise funcional utilizando a plataforma blast2go. Diante da analise funcional

das proteinas, os principais grupos regulados foram: Resposta ao estresse;
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Metabolismo energético; Metabolismo de macromoléculas; Metabolismo de
nitrogénio; Metabolismo de carboidratos; Transporte; Metabolismo de pequenas

moléculas; Expresséao génica (Figura 10).
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Figura 10: Principais grupos de proteinas regulados entre as cultivares CB38-22 e RB855536
durante o estresse salino. (Valores em cada grupo representa o nimero de sequencias de
proteinas em cada grupo).

Nesse contexto, as principais proteinas reguladas em ambas cultivares
sob estresse salino estdo discriminadas nas tabelas 2 e 3, visando uma maior

compreensao das vias metabdlicas reguladas durante o processo.
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Tabela 2: Proteinas relacionadas com a resposta ao estresse abiotico, diferencialmente reguladas. Principais proteinas mais expressas na cultivar RB855536

em relacado a cultivar CB38-22.

ACesso | Nome Fungdo Peptideos| Score
Resposta ao estresse
SCCCLB1001F01 Glutamina Sintetase Resposta ao estresse; Resposta hiperosmdética; Transporte de H™ 4( 28,0097
SCCCLR1048H09 Catalase cata Resposta ao estresse; Resposta ao H.0; 33| 3672613
SCSGRT2062D07 Isoforma 1 Peroxidase 52 Resposta ao estresse; Atividade oxirredutase 3 28,9274
SCEPRZ3046G10 Zeaxantina cloroplastica Resposta ao estresse; Fotossintese; Metabolismo energético 3 17,991
SCCCRT1002B11 Proteina Induzida por Jasmonato Resposta ao estresse; Defesa 4| 27,6491
5CA55T3116B04 qltg3-1 Resposta ao estresse 1 12,64
Metabolismo de Proteinas
SCEPRZ1009C02 Proteina Ribossomal 60s 118 Sintese de proteinas; Transcrigdo 7| 44,7867
SCILLR1054F11 Proteina Ribossomal 40s s12 Sintese de proteinas; Transcrigdo 2| 12,3628
SCEZLR1031E05S Proteina Ribossomal 505 15 Sintese de proteinas; Transcrigdo 3 23,2272
SCCCLR1COSCO8 Proteina Ribossomal 60s 127 Sintese de proteinas; Transcrigdo 4 26,6862
SCEQSD2074C06 Proteina Ribossomal 60s p3 Sintese de proteinas; Transcrigdo 2| 13,2898
SCWPRZ2037B0S Proteina Ribossomal 40s s3a Sintese de proteinas; Transcrigdo 3| 22,5177
SCSBSD1058H12 Proteina Ribossomal 50s 112-1 Sintese de proteinas; Transcrigdo 3| 32,9158
SCCCCL3003D04 Fator de alongamento 2 Sintese de proteinas; Transcrigdo 6| 66,2651
Metabolismo Energético
SCCCRZ2C01D08 Proteina de Ligagdo a ATP Transporte de ions; Atvidade kinase 3| 16,4107
SCCCCL1001C10 Vacuolar ATPase - subunidade b Transporte transmembranar; Transporte de ions 23| 189,188
Metabolismo de Carboidratos
SCQGAM2027G09 Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Geragdo de energia; Atvidade oxirredutase 6| 57,8571
SCEQRT1033D02 Hidroxipiruvato redutase Processo catabdlico; Atividade oxirredutase 1 6,587
SCBGRT3014F08 TPA: Triosefosfato isomerase Resposta ao estresse; Processo catabdlico; Metabolismo de lipidios 9 78,1318
SCUTAM2089E05 Beta - amilase Processo catabdlico; Atividade hidrolase 3| 22,9696
SCCCRZ1004B07 Didrolipoil desidrogenase - like Homeostase; Metabolismo de aminoacidos 1 5,2588
Transporte
SCCCRZ2002A07 Proteina relacionada-ras Ric2 Transducdo de sinal; Atividade GTPase 5 30,2809
SCEPAMI1023B01 Transportador do tipo ABC Transportador transmembrana; Atividade ATPase; Resposta ao estresse 3 15,317
SCCCLR104BF06 Proteina de transferé&ncia de fosfolipidio Ligagdo de lipidios 5| 40,9502
SCWPST1061HO8 Acquaporina pip2-1 Transporte de dgua; Homeostase osmdtica; Atividade de canal hidrico 2| 15,8768
Sintese de Flavondides
SCEPAMI1053F09 Chalcone Isomerase Processo de biossintese; Atividade isomerase; Resposta ao estresse 1 5,2281
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Tabela 3: Proteinas relacionadas com a resposta ao estresse abiotico, diferencialmente reguladas. Principais proteinas mais expressas na cultivar CB38-22
em relagdo a cultivar RB855536.

Acesso | Nome Funcio |Pept|'det>5| Score

Resposta ao estresse

SCVPRT2073B08 Proteina relagdo-patdgeno Resposta ao estresse; Defesa 8| 63,7114
SCEPSD1007C11 Proteina relagdo-patdgeno classe | Resposta ao estresse; Defesa 1 5,8307
Metabolismo de Proteinas

SCVPRZ2038C12 Poliubiquitina isoforma 1 Transporte vacuolar; Segmentacio de proteinas 8| 65,2047
SCCCRZ3002G10 Cistatina Atividade regulatdria de enzimas 4| 39,4701
SCBFRZ2016G12 Proteina Ribossomal 60s 110-3 Sintese de proteinas; Transcrigiio 6| 41,6709
SCCCST1004A07 Serina kinase Atividade kinase; Metabolismo de aminoacidos 2 11,6719
Metabolismo Energético

SCSFRT2069D09 | PPase-dependente de fosfofrutokinase subunidade alfa Ligacdo de ions; Metabolismo energético 2| 22,5699
SCCCLR1CO1DO7 Ppase - inorganico Ligacdo de ions; Metabolismo energético 4| 29,7905
Metabolismo de Carboidratos

SCCCRT2004403 Beta - Glucanase Atividade hidrolase 4 25,8712
SCEQRTI1026E05 Precursor Beta - Glucanase Atividade ATPase; Atividade hidrolase 14( 1374331
SCEZHR1043B08 Alfa - Glucano Sintase Sintese de celulose; Organizacdo da parede celular 12| 109,1717
SCMCAMZ084F02 Hexokinase 5 Processo glicolitico 1 6,2205
SCAGLR1043H0S Alfa-manosidase - Ligagdo com ion célcio Atividade nucleotidiltransferase 1 5,5876
Organizagio de Cromossomos

SCIFRZ2010B03 Histona hl Ligacdo com DMNA; Organizacdo de cromossomaos 4 27,4283
SCCCLR104BFO7 Histona h2a Ligacdo com DMNA; Organizacdo de cromossomaos 4 40,1251
SCCCRZ1004C05 Histona ha Ligagdo com DMNA; Organizagdo de cromossomos 10| 109,78%96
Transporte

SCRFSD1022D08 Provavel transportador de fosfato mirl Transporte transmembranar 2| 10,6839
SCCCLB1024B10 Carreador de fosfato mitocondrial Resposta ao estresse salino; Transporte 6| 34,9547
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos Fisiologicos

Diante dos resultados obtidos, observou-se que as cultivares RB855536
e RB758540 apresentem uma maior tolerancia ao estresse salino em
comparacao a cultivar CB38-22. De acordo com Diamante (1967), a cultivar
RB758540 € conhecida por apresentar uma maior tolerdncia a estresses
abidticos, especialmente em estresse hidrico. No entanto, conforme dados
apresentados no presente estudo a cultivar RB855536 apresentou o melhor
desempenho quando submetida ao estresse salino, embora considerada pelos
produtores rurais com susceptivel aos estresses abidticos (Figura 1).

A cultivar CB38-22, produzida através de programas de melhoramento da
década de 50, € caracterizada principalmente por sua produtividade,
amadurecimento tardio e crescimento em solos médios a férteis (Ridesa, 2010).
Atualmente, ndo existem evidéncias cientificas a respeito da resisténcia ou
susceptibilidade aos estresses abidticos. Sendo assim, de acordo com o0s
resultados obtidos, sugere-se que essa cultivar ndo apresente alta tolerancia ao
estresse salino, sendo indicado a utilizacdo em condi¢cdes favoraveis ao
crescimento e desenvolvimento vegetal.

Estudos utilizando diferentes espécies revelam que o desenvolvimento da
parte aérea é limitado em plantas susceptiveis ao estresse abibtico quando
submetidas a essas condicbes adversas. Diferentemente das plantas
susceptiveis, as plantas consideradas tolerantes, mesmo em condi¢cdes de
estresse abidtico o crescimento permanece totalmente ou parcialmente
inalterado (de Abreu et al., 2008; Amara et al., 2013). Nesse sentido, € possivel
sugerir uma possivel diferenca nos niveis de tolerdncia entre as cultivares
testadas, indicando uma maior susceptibilidade ao estresse salino da cultivar
CB38-22 em relacao as demais.

Adicionalmente, a andlise do teor de agua nos diferentes cultivares reflete
diretamente em sua capacidade de sobrevivéncia ao estresse salino, nesse
sentido as cultivares RB855536 e RB758540 se mostraram mais eficientes
evitando a perda excessiva de agua, diferentemente do apresentado pela cultivar
CB38-22 (Figura 2).
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De acordo com Aroca et al. (2001), a desidratacdo sob estresse abiotico
€ provocada principalmente pelo desbalango ocorrido entre a absorcéo de 4gua
pela raiz e a taxa de transpiracdo. Nesse sentido, estudos revelam que, sob
estresse abiotico, a maior capacidade em manter um alto teor de agua nos
tecidos € um importante mecanismo para sobreviver a condicdo adversa
(Bouchabke-Coussa et al., 2008; Matsuo et al., 2009). Estudo recente conduzido
em Oryza sativa, demonstra que o estresse salino provoca uma desidratacao
rapida nos tecidos, no entanto, o genoétipo considerado tolerante ao estresse
salino permanece com o teor de &gua semelhante ao apresentado no tratamento
controle, principalmente através da maior atividade de aquaporinas (Mekawy et
al., 2015). Nesse contexto, sugere-se que a maior desidratacdo apresentada na
cultivar CB38-22 tenha sido um fator limitante para a tolerancia desse cultivar ao

estresse salino.

5.2. Carboidratos

Os carboidratos sédo importantes durante diferentes eventos do
crescimento e desenvolvimento vegetal, principalmente através do controle da
expressdo de diferentes genes ao longo do desenvolvimento (Rolland et al.,
2002). Estudos indicam para uma relacdo do metabolismo de carboidratos com
diferentes estresses abidticos. De acordo com Seki et al. (2002), cerca de 31
genes envolvidos no metabolismo de carboidratos s&o alterados durante o
estresse abidtico. Adicionalmente, resultados indicam que o acumulo de
carboidratos pode ser evento crucial para atingir a homeostase durante o
estresse abiotico (Gupta e Kaur, 2005).

O acumulo de carboidratos soluveis em plantas submetidas ao estresse
salino foi verificado em diferentes espécies como Hordeum vulgare (Ahmad et
al.,, 2006), Sorghum bicolor (Almodares et al., 2008), Oryza sativa L.
(Thitisaksakul e Maysaya, 2008) e Solanum melongena L. (Abbas et al., 2010).
De acordo com Siringam et al. (2013), o acumulo de carboidratos solUveis é
importante para o ajuste osmoético, diminuindo a perda da agua durante o
estresse salino. Adicionalmente, os carboidratos podem atuar protegendo
macromoléculas importantes, que sdo severamente prejudicadas em condi¢des
de estresse salino (Sairam e Tyagi, 2004). Em contrapartida, estudos revelam

gue a concentracdo de amido sofre uma queda durante o estresse abiotico,
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principalmente relacionando com a atividade de mobilizacdo de reservas,
resultando em um aumento na concentracdo de carboidratos sollveis (Basu et
al., 2007; Ribeiro et al., 2014).

Nesse contexto, sugere-se que 0 acumulo de carboidratos soluveis seja
uma resposta inicial das plantas ao estresse salino, buscando a homeostase
osmatica. Os resultados indicam também que o acumulo de amido ndo seja
favoravel a sobrevivéncia ao estresse salino, sugerindo que a degradacao do
amido e consequentemente aumento da concentracédo de carboidratos soluveis
seja mais importante na sobrevivéncia ao estresse salino (Figura 3).

No presente estudo observou-se um acumulo de carboidratos solaveis,
em especial um acumulo de sacarose em todas as cultivares submetidos ao
estresse salino (Figura 4). Resultados semelhantes foram observados em Olea
europaea L. (RejSkova et al., 2007), Oryza sativa L. (Boriboonkaset et al., 2013b)
e Cucurbita pepo L. (Palma et al., 2014), no qual foi observado principalmente
um acumulo no contetdo de sacarose e uma queda na concentracdo de glicose
e frutose ao longo do estresse abiotico. Para algumas plantas o acumulo de
glicose sob estresse abiotico pode estar relacionado com a defesa antioxidante,
visto que a glicose participa de vias metabodlicas importante, como na
participacdo da sintese de compostos importantes como carotenoides e
apresentam relacdo com a via de sinalizacdo de ABA (Couée et al., 2006). A
relacdo positiva entre os metabolismos de glicose e ABA pode ser importante
durante o estresse abibtico uma vez que ambos apresentam um antagonismo
com o metabolismo de etileno, participam da sintese de compostos importantes
e regulam a expressao génica de genes importantes durante o estresse (Arroyo
et al., 2003; Shinozaki et al., 2003). No entanto, a concentracao de glicose e
frutose pode diminuir durante o estresse abidtico devido a atividade das
principais enzimas de biossintese e degradagcdo de sacarose, aumentando
consequentemente a concentracdo de sacarose em relacdo a concentragédo de
hexose (Van den Ende e El-Esawe, 2014).

O acumulo de sacarose durante o estresse abidtico é visto como uma
importante ferramenta das plantas buscando a sobrevivéncia em ambientes
desfavoraveis ao crescimento (Bolouri-Moghaddam et al., 2010). Estudos
recentes revelam que mutacées em enzimas de transporte da sacarose altera

significativamente a tolerAncia ao estresse salino devido a alteracdo no
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metabolismo de sacarose durante o estresse (Gong et al., 2015). De acordo com
Van den Ende e El-Esawe (2014), a sacarose participa de vias metabdlicas
importantes visando a homeostase osmatica, principalmente através da sintese
de frutanos e antocianinas. Antocianinas pertencem a uma classe de flavonoides
gue possuem, entre outras funcdes, a agdo antioxidante durante o estresse
abidtico, principalmente protegendo possiveis danos causados por ROS (Nagata
et al., 2003). J& os frutanos, séo polimeros de frutose e, em gramineas e cereais,
constituem a maior forma de armazenamento de carboidratos, principalmente
em condi¢des de estresse abiotico (Hincha et al., 2002; Kerepesi et al., 2002;
Chalmers et al., 2005). Estudos sugerem que os frutanos sao capazes de
neutralizar o estresse oxidativo causado pelo estresse salino, especialmente
através da diminuicdo da concentracao intracelular de ROS (van Arkel et al.,
2013).

Nesse contexto, sugere-se que 0 metabolismo de sacarose seja
importante durante o estresse salino, principalmente relacionando esse
composto com a vias de homeostase osmoética. Sendo assim, indica-se que o
acumulo de sacarose seja uma resposta das plantas visando minimizar os efeitos
oxidativos causados pelo aumento da concentracdo salina. Em resumo, foi
possivel determinar uma regulacdo do metabolismo de carboidratos em cana-
de-acucar sob estresse salino, sugerindo que as alteracdes nesse metabolismo
sdo respostas iniciais das plantas visando a homeostase osmostica e
consequentemente a sobrevivéncia ao ambiente desfavoravel, sugerindo que o
acumulo de carboidratos solUveis totais e de sacarose sdo importantes
ferramentas da cana-de-acgUcar visando o aumento da tolerancia ao estresse

salino.

5.3. Poliaminas

Assim como o metabolismo de carboidratos, a alteracdo no metabolismo
de PAs é sugerido como uma importante ferramenta das plantas para tolerar o
estresse salino, visto que as PAs atuam na protecdo da integridade de
membranas durante o estresse osmotico, sendo essa uma via importante para a
sobrevivéncia nesses ambientes (Krasensky e Jonak, 2012). Estudos revelam
que em diferentes espécies, 0 estresse salino promove uma regulagdo do

metabolismo de PAs afetando diretamente a concentracdo enddgenas das
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principais PAs em plantas, sendo que o efeito € variado entre as espécies, nos
quais alguns estudos demonstram um aumento na concentracdo das PAs totais
em contrapartida outros indicam uma diminuicdo na concentracéo total desses
compostos durante o estresse salino (Maiale et al., 2004; Liu et al., 2008;
Sudhakar et al., 2015). No presente estudo observou-se que as cultivares CB38-
22 e RB758540 apresentaram uma diminuigdo no conteudo enddgeno de PAs
engquanto que o RB855536 néo sofreu variacao sob estresse salino (Figura 5).

Recentes estudos demonstram que durante o estresse abidtico diferentes
enzimas relacionadas com a biossintese e degradacdo das PAs séo reguladas
em diferentes momentos (Tiburcio et al., 2014; Yin et al., 2014). De acordo com
Gupta et al. (2013), sob estresse salino tanto enzimas de biossintese como de
catabolismo das PAs sao reguladas, especialmente a ADC1 (arginina
descarboxilase), SPMS (espermina sintase), PAO (poliamina oxidase) e DAO
(diamina oxidase). A importancia das principais enzimas relacionas com a
biossintese e catabolismo de PAs foi comprovada através de estudos utilizando
diferente mutantes para essas enzimas que demonstram uma maior
suceptibilidade ao estresse salino quando essas enzimas apresentaram uma
menor expressao e atividade (Soyka e Heyer, 1999; Yamaguchi et al., 2006).

A regulacao das enzimas de biossintese e catabolismo de PAs promove
diferentes efeitos nas plantas durante o estresse salino, como por exemplo a
regulacao do catabolismo das PAs promove um acumulo de NO (6xido nitrico) e
GABA (y- &cido aminobutirico), sendo ambas moléculas relacionadas com a
tolerancia ao estresse salino em plantas (Ruan et al., 2004; Guo et al., 2012;
Gupta et al., 2013). Adicionalmente a regulacdo enzimatica promove também
uma diferenca na concentracdo das principais PAs durante o estresse salino.
Embora algumas espécies apresentem um acumulo de Put em relacéo a Spd e
Spm, na maioria dos estudos ocorre um acumulo de Spd e Spm em relacdo a
Put (Liu et al., 2008; Parvin et al., 2012; Sudhakar et al., 2015).

A dinamica na concentracdo enddgenas das diferentes PAs é um fator
importante para a tolerancia ou suceptibilidade das plantas ao estresse salino.
Estudos realizados com Vitris vinifera L. demonstraram que sob estresse salino
ocorre inicialmente um acumulo de Put e posteriormente ocorre um acumulo de
Spd e Spm, sendo essas variacbes promovidas através da regulacdo das
principais enzimas de biossintese das diferentes PAs (Liu et al., 2011). Essas
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variacdes na concentracdo das PAs, especialmente o acumulo de Spd e Spm é,
h& um longo tempo, considerado importante para a tolerancia ao estresse salino
(Krishnamurthy e Bhagwat, 1989; Krishnamurthy, 1991). A importancia da Spd e
Spm para a tolerancia ao estresse salino é demonstrada tanto pela adicéo
exdgena como pela deficiéncia ou superexpressao dessas PAs em Oryza sativa
L. (Roy e Wu, 2002), Nicotiniana tabacum (Waie e Rajam, 2003) e Cucumis
sativus L. (Li, B. et al., 2011). Segundo Parvin et al. (2012), plantulas de Panax
ginseng submetidas ao estresse salino apresentaram um acumulo de Spm e Spd
e uma queda na concentragdo de Put. Resultados semelhantes foram obtidos
em Mesembryanthemum crystallinum L. e Malus sylvestris L., sugerindo que as
poliaminas Spd e Spm possam ser importantes para a tolerancia ao estresse
salino (Liu et al., 2008; Shevyakovaa et al., 2013).

A aquisi¢éo da tolerancia ao estresse salino deve-se, entre outros fatores,
na capacidade de realizar homeostase ibnica e osmética, sendo que as PAs séo
descritas importantes em ambos processos (Gupta et al., 2013). Segundo Roy
et al. (2005), a importancia da Spd e Spm é devido ao seus grupos aminas, Vvisto
gque quanto mais cargas positivas maior a afinidade com as membranas
celulares. Estes autores descreveram que a Spm e Spd, tetramina e triamina
respectivamente, possuem mais afinidade com as membranas celulares em
relacdo a diamina Put. Adicionalmente, estudos revelam a participacédo das PAs
em eventos importantes para a aquisicdo da tolerancia ao estresse abibtico,
como na regulagéo da atividade de canais idnicos e na regulagéo da atividade
de enzimas antioxidantes (Cheng et al., 2009; Janicka-Russak et al., 2010).

A regulacado da atividade dos canais ibnicos é vista como uma das mais
importantes etapas para a aquisicdo da tolerancia ao estresse salino,
principalmente na manutencéo de altos niveis de K* em relacdo ao Na* (Shabala
e Pottosin, 2014). Estudo recente demonstra que durante o estresse abidtico as
PAs atuam na regulacdo dos canais i6bnicos em diferentes espécies (Pottosin e
Shabala, 2014). Segundo Roy et al. (2005), o aumento de Spd durante o estresse
salino em Oryza sativa € fundamental para a diminuicdo na concentracao
intracelular de Na* e consequentemente aumentando a concentracdo de K*. A
diminuicdo na concentracao intracelular de Na* pode estar envolvida com uma

relacdo existente entre os metabolismos de PAs e ABA, sendo essa relagao
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importante para a compartimentalizacdo vacuolar de Na* durante o estresse
(Zhu, 2003; Alcazar et al., 2010).

O metabolismo antioxidante é uma etapa crucial para a sobrevivéncia das
plantas sob estresse salino. Esse metabolismo é regulado principalmente pela
acdo de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidise (GPX), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
redutase (GR) (Gupta e Huang, 2014). Estudos demonstram que as PAs regulam
a atividade dessas enzimas durante o estresse salino em diferente espécies
como Cucumis sativus L. (Duan et al., 2008; Kubis, 2008), Oryza sativa (Jang et
al., 2012) e Pistacia vera L. (Kamiab et al., 2014). De acordo com Shu et al.
(2013), a aplicagdo exdgena de Spm em Cucumis sativus L. sob estresse salino
proporcionou um aumento na atividade das enzimas SOD e APX e
consequentemente resultou na diminuicdo da peroxidacdo lipidica, causada
principalmente pelo radical H20:.

Nesse contexto, sugere-se que as PAs (principalmente Spd e Spm)
apresentem um papel importante na aquisicdo da tolerancia ao estresse salino.
Sendo assim, no presente estudo foi possivel observar o maior contetdo
enddgeno de Spd + Spm em relagéo ao de Put na cultivar RB855536, oposto do
apresentado pela cultivar CB38-22, sugerindo que a concentracdo enddgena das
diferentes PAs pode ser um fator crucial para a maior tolerancia ao estresse

salino em cana-de-acucar (Figuras 6 e 7).

5.4. Protebmica

Adicionalmente as analises bioquimicas, as alteracdes no proteoma
durante o estresse abidtico estdo sendo exploradas de forma mais intensa nos
ultimos anos, fornecendo importantes a respeito da aquisicdo da tolerancia ao
estresse em diferentes espécies como Oryza sativa (Lee et al., 2009), Glycine
max L. (Cheng et al., 2010), Zea mays L. (Pechanova et al., 2013) e Hordeum
vulgare L. (Ashoub et al., 2013). A concentracédo de proteinas totais durante o
estresse abidtico pode variar entre espécies e cultivares, sendo que em algumas
espécies o conteudo € mantido sem diferencas significativas enquanto que
outras espécies apresentam uma queda na concentracdo durante o estresse
(Zhou et al., 2012; Ahmed et al., 2013). Embora a concentracdo de proteinas

totais seja importante, a compreensao de quais 0s principais grupos de proteinas
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regulados durante o estresse pode fornecer informagdes importantes a respeito
dos mecanismos de tolerancia das plantas. De acordo com Timperio et al. (2008)
a identificacdo das proteinas reguladas durante o estresse € importante para
elucidar as vias metabdlicas envolvidas na aquisicdo da tolerancia ao estresse
abiotico, sugerindo a importancia da identificagdo das principais proteinas
envolvidas nos processos.

No presente estudo observou que ambas cultivares, sob estresse salino,
apresentaram grupo de proteinas regulados de forma semelhante, destacando-
se principalmente trés desses grupos que estao relacionados diretamente com
a resposta ao estresse abiotico, as proteinas relacionadas com a fotossintese,
as HSPs e as peroxidases (Figura 9).

As proteinas relacionadas com a fotossintese estdo entre as mais
reguladas durante o estresse salino e hidrico, sendo principalmente observado
uma queda significativa na concentracdo dessas proteinas sob estresse (Chaves
et al., 2009). Recentes estudos indicam que, sob estresse salino, ocorre
principalmente uma regulacédo na expressao das proteinas que participam dos
fotossistemas | e Il, consequentemente afetando diretamente o funcionamento
normal do aparato fotossintético (Capriotti et al., 2014; Liu et al., 2014). Segundo
Li, X.-J. et al. (2011), o aumento na expressdo de proteinas de outras vias
metabdlicas, como a via glicolitica, € importante para suprir a demanda por
energia durante o estresse abibtico, visto que a diminuicdo da expressao das
proteinas do maquinario fotossintético ocorre em diferentes espécies sob
estresse abidtico, afetando principalmente a producdo de energia durante o
estresse.

Assim como as proteinas relacionadas com a fotossintese, as
peroxidases também foram mais expressas no tratamento controle em relacéo a
condicdo de estresse salino em ambas cultivares. As peroxidases possuem a
principal funcdo de sequestrar ROS, participando diretamente das vias de
tolerancia ao estresse abibtico, no entanto a maior atividade dessas proteinas
varia de acordo com as espécies e com 0 nivel de tolerancia apresentado
(Rodziewicz et al., 2014). Estudo realizado com Pisum sativum revelou que sob
estresse salino apenas a SOD apresentou uma maior atividade enquanto que as
demais enzimas antioxidantes mantiveram uma atividade semelhante ou mais

baixa que apresentado no controle (Kav et al., 2004). Nesse contexto, sugere-se
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gue outras enzimas antioxidantes possam apresentar uma maior atividade e
serem mais importantes para a tolerancia ao estresse salino em cana-de-agucar
gue as peroxidases.

Diferentemente dos outros grupos, as HSPs foram mais expressas
durante o estresse salino em ambas cultivares, especialmente a HSP70 e
HSP90. Esses dados corroboram com estudos demonstrando que as HSPs sao
uma das principais classes de proteinas reguladas durante diferentes estresses
abidticos (Timperio et al., 2008). Segundo Ireland et al. (2004), a HSP70 podem
ser consideradas como biomarcadores de diferentes estresses abio6ticos, entre
eles o estresse salino. A importancia dessas proteinas durante o estresse salino
€ reconhecida através da regulacéo de eventos fisioldgicos importantes, como a
cadeia de transporte de elétrons, sugerindo que as HSPs podem ser cruciais
para a sobrevivéncia ao estresse abiotico (Timperio et al., 2008).

Diante da analise das proteinas diferencialmente expressas em ambas
cultivares sob estresse salino observou-se 0s principais grupos de proteinas
regulados. Nesse sentido, dentro desses grupos, destaca-se 7 classes de
proteinas reguladas e que apresentam direta relacdo com a tolerancia ao
estresse salino, 1) Resposta ao estresse; Il) Metabolismo de proteinas; IlI)
Metabolismo energético; 1V) Metabolismo de carboidratos; V) Transporte; VI)
Histonas; VII) Sintese de flavonoides (Figura 10). Semelhante ao apresentado
no presente trabalho, estudo recente conduzido em Hordeum vulgare identificou
que sob estresse salino as principais proteinas reguladas estdo envolvidas em
processos de detoxificacdo, metabolismo de carboidratos e metabolismo de
proteinas (Mostek et al., 2015). Esses autores sugerem que a expressao
diferencial de proteinas nesses grupos pode fornecer informacfes importantes a

respeito da tolerancia ao estresse salino.

5.4.1. Resposta ao estresse
No presente estudo foi possivel observar um maior acamulo de proteinas

envolvidas na resposta ao estresse na cultivar RB855536 em relagcdo ao CB38-
22. Dentre essas proteinas destaca-se a maior expressdo de proteinas
sequestradoras de ROS, como proteinas da familia peroxidase e principalmente

a catalase. As ROS sédo comuns durante o desenvolvimento vegetal, porém sob
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estresses abidticos ocorre um aumento na producdo dessas moléculas
provocando um desbalanceamento em relagdo aos mecanismos antioxidantes,
evidenciando que a capacidade de produzir enzimas antioxidantes é importante
para a sobrevivéncia sob o estresse abidtico (Gill e Tuteja, 2010). Dentre as
enzimas antioxidantes a catalase € considerada como uma das principais
enzimas responsaveis pela quebra de H202 em H20 e O:2 (Polidoros e
Scandalios, 1999). Recente estudo demonstrou que dois gendtipos Cicer
arietinum L. (SKUA-06 — tolerante ao estresse salino; SKUA-03 — sensivel ao
estresse salino) submetidos ao estresse salino apresentaram um aumento na
expressdo de CAT, no entanto o gendtipo tolerante apresentou uma maior
expressao e atividade quando comparado com gendtipo sensivel, sugerindo que
a expressdo e atividade de CAT pode estar diretamente relacionada com o
aumento da toleréncia ao estresse salino (Rasool et al., 2013).

Adicionalmente as enzimas antioxidantes, outras proteinas também foram
mais expressas ha cultivar RB855536 em relacdo ao CB38-22 como glutamina
sintetase (GS) e zeaxantina cloroplastica (ZE). A GS é uma enzima chave do
processo do metabolismo de nitrogénio, semelhante ao papel da Rubisco para o
metabolismo de carbono (Teixeira e Pereira, 2007). Resultados demonstram que
a superexpressao da GS sob estresse salino aumenta a taxa de fotorrespiracdo
e de assimilacdo de amobnia, sugerindo que essa enzima pode ser utilizada em
engenharia genética visando o aumento na produtividade em ambientes com alta
concentragéo de sal no solo (Hoshida et al., 2000; Teixeira e Fidalgo, 2009). A
ZE é uma enzima importante na sintese de carotenoides, sendo esses
importantes para 0s mecanismos antioxidantes sob estresse abiético (Zhang, Q.
Y. etal., 2012). Segundo Park et al. (2008), a ZE esta diretamente ligada as vias
de sinalizacdo de ABA, sendo assim, seus mecanismos sob estresse salino
estdo aliados aos de ABA como no controle da abertura estomética e no controle
de genes regulados por ABA. Adicionalmente a atividade da ZE esta associada
com o funcionamento do aparato fotossintético, podendo ser importante durante
0 estresse salino, especialmente na protecéo ao fotossistema Il (Qiu et al., 2003).

Por fim, destaca-se duas das proteinas mais reguladas sob estresse
salino, sendo que a proteina induzida por jasmonato (PIJ) foi a mais expressa
em RB855536 em relacdo a CB38-22, enquanto que a qltg3-1 foi expressa

somente na cultivar RB855536, ressaltando que ambas proteinas estéo
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diretamente relacionadas com tolerancia ao estresse abitdtico em diferentes
espécies. O jasmonato € uma importante molécula envolvida na regulacdo de
diferentes eventos do desenvolvimento vegetal, principalmente participando da
defesa das plantas a estresses bioticos e abioticos (Wasternack, 2007). Nesse
mesmo estudo sugere-se, através da andlise proteébmica, que a regulacédo na
expressao das PI1J estéa relacionada com a acdo desse composto nos diferentes
eventos fisioloégicos. Recente estudo demonstra que as PIJ apresentam uma
intima relagcdo com as proteinas da familia DELLA e consequentemente com a
sinalizacdo de ABA (Wild et al., 2012). Segundo Golldack et al. (2014), a
interacdo das sinalizacbes de jasmonato e ABA é uma importante via para
mecanismos de tolerancia ao estresse salino em plantas. Além das proteinas
P1J, a gltg3-1, encontrada somente na cultivar RB855536, pode ser uma via
importante regulada visto sua interagdo com a defesa a estresses abioticos,
principalmente em Oryza sativa (Fujino e Matsuda, 2010; Fujino e Sekiguchi,
2011). A qgltg3-1 é expressa através de genes denominados QTLs, sendo esses
diretamente controlados por diferentes estresses abioticos (Fujino et al., 2008).
Embora a gltg3-1 esteja relacionada principalmente com a toleréncia a baixas
temperaturas sugere-se, diante dos resultados obtidos no presente trabalho, que
sua maior expressdao pode regular vias metabdlicas importante durante o
estresse salino em cana-de-acgUcar.

Nesse contexto, a maior expressao de proteinas relacionadas com
estresse na cultivar RB855536 em relacdo CB38-22 pode ser um fator chave na
aguisicdo de uma maior tolerancia ao estresse salino, devido a diferentes vias

metabdlicas que podem ser reguladas por essas proteinas.

5.4.2. Metabolismo de proteinas
As plantas quando submetidas ao estresse abidticos sofrem diferentes

danos bioquimicos que afetam o seu desenvolvimento. Entre os danos causados
a alteracdo no conteudo de proteinas € de fundamental importancia para a
sobrevivéncia, visto a necessidade de degradar as proteinas que foram
danificadas, ou que sdo desnecessarios no momento. Em contrapartida a
degradacdo, sob estresse abiotico grupos de proteinas necessitam ser formadas
para a sobrevivéncia a condigdo adversa (Vitamvas et al., 2012). Nesse sentido

sugere-se que, na cultivar RB855536, 0 aumento da expresséo de proteinas
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importantes na sintese de novas proteinas, como as proteinas ribossomais e
fator de alongamento, podem ser importantes na formacao de proteinas cruciais
para a sobrevivéncia ao estresse salino. Adicionalmente a cultivar CB38-22
apresentou uma maior expressao em proteinas inibidoras de proteases, como a
cistatina, sugerindo que a degradacao de proteinas ineficientes pode ter sido
prejudicada durante o estresse salino, afetando a aquisi¢édo da tolerancia desse
cultivar. Recentes estudos corroboram com os resultados obtidos, sugerindo que
0 aumento na expressdo das proteinas principalmente relacionadas com a
sintese de novas proteinas é importante para diferentes estresses abioticos
(Agrawal et al., 2014; Rai et al., 2014).

5.4.3. Metabolismo energético
A regulacdo do metabolismo energético é fundamental para a

sobrevivéncia a diferentes estresses abidticos, em especial ao estresse salino
na qual, principalmente através da atividade das ATPase de membrana
plasmatica (P-ATPase) e ATPase de vacuolo (V-ATPase), € importante para
manter a homeostase idnica na células (Li et al., 2014; Sobreira et al., 2014).
Estudo realizado em Chloris virgata demonstrou que o estresse salino promoveu
um aumento na expresséao de ChvPMA que afetou diretamente a atividade de P-
ATPase, aumentando sua atividade e permitindo uma maior sobrevivéncia ao
ambiente salino (Zhang et al., 2014).

As V-ATPases sdo consideradas as mais importantes durante o estresse
salino, principalmente associando a sua atividade com a compartimentalizagéo
do ion Na* no vacuolo (Fukuda et al., 2004). Sendo assim, sugere-se que a maior
expressdo da subunidade b da V-ATPase na cultivar RB855536 pode ser
importante para a maior tolerancia apresentada. A cultivar CB38-22 apresentou
uma menor expressao de V-ATPase durante o estresse salino, no entanto
apresentou uma maior expressao das pirofosfatases de vacuolo (V-PPase) em
relacdo a cultivar RB855536. Assim como as ATPases, as PPases também sdo
muito importantes durante o estresse abiodtico, sendo produzidas como
alternativa para producédo de energia sob estresse, uma vez que a atividade das
ATPases pode ficar comprometida sob o estresse abidtico (Kabata e Ktobus,
2008). Segundo Wang et al. (2001), as V-ATPases e V-PPase sdo mais

expressas e aumentam suas atividades durante o estresse salino, no entanto a
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via principal de defesa das plantas € constituida da atividade da V-ATPase,
sendo as V-PPase uma rota secundaria para a sobrevivéncia, sugerindo que a
maior atividade das V-ATPases esta associada com um maior nivel de tolerancia
do gendtipo. Nesse contexto, sugere-se que a maior tolerancia ao estresse salino
apresentado pela cultivar RB855536 pode estar associado com uma maior
expressao de V-ATPase e consequentemente uma maior compartimentalizacéo

de Na* no vacuolo.

5.4.4. Metabolismo de carboidratos
As proteinas relacionadas com o metabolismo de carboidratos s&o

reguladas de diferentes formas em diversas espécies. No presente trabalho,
duas vias foram especialmente reguladas, a via da glicélise e o remodelamento
de parede celular. Estudos revelam que a regulacédo das enzimas que participam
da via da glicolise podem apresentar um aumento ou uma diminuicdo na
expressao, variando de acordo com a espécie e o0 estresse abidtico submetido
(Yan et al., 2005). No entanto, a maioria das andlises indicam que as enzimas
da via da glicolise, como a triosefosfato isomerase e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, sdo acumuladas durante o estresse abibtico, principalmente
visando uma maior producdo de energia (Minhas e Grover, 1999;
Yokthongwattana et al., 2012). Sendo assim, esses resultados corroboram com
os dados obtidos em que a maior expressao dessas enzimas foi encontrada na
cultivar RB855536, que apresentou uma maior tolerancia ao estresse salino. Em
contrapartida a cultivar CB38-22 apresentou uma maior expressédo em proteinas
da familia das glucanases, na qual estdo principalmente associadas com o
remodelamento da parede celular. Segundo Hashimoto e Komatsu (2007), as
glucanases sdo importantes proteinas de defesa contra estresses biéticos,
sendo pouco eficientes nos mecanismos de defesa a variacbes ambientais.
Nesse contexto, sugere-se que a maior expressdo dessas proteinas sob

estresse salino ndo é fundamental na aquisicdo da tolerancia ao estresse.

5.4.5. Transporte
As proteinas de transportes sado consideradas importantes durante o

estresse abidtico, visando tanto a homeostase i6nica como a osmdtica. O

estresse salino esta completamente associado com a expresséao de proteinas de
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transporte, na qual diferentes proteinas sdo expressas e atuam em vias
metabdlicas importantes para a tolerancia ao excesso de sal (Agarwal et al.,
2013). No presente estudo as cultivares apresentaram diferentes proteinas de
transportes expressas durante o estresse salino. As proteinas mais expressas
na cultivar RB855536 estao principalmente relacionadas com a falta de absorcéo
de 4gua causada pelo excesso de sal no solo, como as aquaporinas e proteinas
de transferéncia de fosfolipidios. As aquaporinas sdo importantes moléculas
para o transporte de agua nas células, nesse sentido estudos demonstram que
sob estresses abidticos ocorre um acumulo dessas proteinas, principalmente
relacionando sua maior expressdo com sua funcdo no transporte de agua
diminuindo o estresse osmotico (Jang et al., 2004). Assim como as aquaporinas
as proteinas de transporte de fosfolipidios também séo reguladas durante
estresses abibticos, no entanto a acdo dessa proteina € mais relacionada com
estresse por temperatura, ndo sendo expressa em outras espécies sob estresse
salino (Yubero-Serrano et al., 2003).

Em contrapartida ao apresentado pela cultivar RB855536, a cultivar
CB38-22 apresentou uma maior expressdo principalmente em carreadores
mitocondriais de fosfato. Segundo Laloi (1999), a atividade desses carreadores
sdo importantes durante o estresse abiético para o fornecimento de fosfato que
servem de substrato para a fosforilacdo do ADP. Entretanto estudos realizados
em Arabidopsis thaliana demonstrou que superexpressao desses carreadores
foi prejudicial para a germinacdo de sementes sob estresse salino, sugerindo
que a alteracdo no metabolismo energético € prejudicial para a tolerancia ao
estresse (Zhu et al., 2012).

5.4.6. Histonas
No presente estudo verificou que a cultivar CB38-22 aumentou a

expressdo de histonas sob estresse salino quando comparado a cultivar
RB855536. Histonas sdo moléculas importantes no processo de condensacao
do DNA e por consequéncia atuam na regulacéo de diferentes genes alterando
a ligacdo dos fatores de transcricdo com o gene, impedindo ou ndo sua
transcricdo (Chaboute et al., 1993). Estudos demonstram que, sob estresses
abidticos, tanto a expressao como as modificacdes nas histonas séo alteradas

podendo regular a expressao de genes importantes para a tolerancia ao estresse
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(Ascenzi e Gantt, 1997; Chinnusamy e Zhu, 2009). Andlises das principais
modificacdes em histonas durante o estresse salino forneceu informagdes
importantes a respeito da regulacdo na expressdo de genes, sugerindo que
essas moléculas podem estar relacionadas com os mecanismos de tolerancia
das plantas (Golldack et al., 2011; Kim et al., 2015).

5.4.7. Sintese de flavonoides
Proteinas relacionadas com a sintese de flavonoides também foram

regulados durante o estresse salino, no entanto, diferentemente das histonas
elas foram mais expressas na cultivar RB855536 em relagdo ao CB38-22. A
chalcone isomerase (CHI) é uma das principais enzimas nas vias de biossintese
de flavonoides e isoflavonoides em plantas (Nishihara et al., 2005). A
antocianina, um dos flavonoides mais estudados, € considerada um metabdlito
secundario produzido pelas plantas principalmente sob variagdes ambientais,
atuando como um mecanismo de defesa aos estresses abidticos (Hichri et al.,
2011). Nesse sentido, a expressao da proteina CHI € importante para a
sobrevivéncia sob estresses abidticos, sendo que sua expressao pode ser
regulada por diferentes moléculas como a sacarose e acido jasmonico durante
o estresse (Morkunas et al., 2005; Dao et al., 2011). A regulacdo da expresséo
de CHI por sacarose foi demonstrada em Vitis vinifera (Vitrac et al., 2000),
Arabidopsis thaliana (Teng et al., 2005) e Vaccinium corymbosum (Zheng et al.,
2009), sugerindo que o acumulo de sacarose, identificado nos trés cultivares
submetidos ao estresse salino no presente trabalho, pode estar relacionado com
a regulacdo da expressdo de CHI e consequentemente um acumulo de
flavonoides.

Adicionalmente, a acdo dos flavonoides € dependente da presenca em
compartimentos celulares, sendo necessario a atividade de transportes
especificos, como por exemplo os transportadores do tipo ABC que internalizam
os flavonoides especialmente nos vacuolos, onde possuem papel fundamental
nos mecanismos de defesa das plantas ao estresse abiotico (Agati et al., 2012).
No presente estudo verificou-se uma maior expressédo dos transportadores do
tipo ABC na cultivar RB855536, sugerindo que a acao desses transportadores
no transporte de flavonoides pode ter funcionado como uma ferramenta

importante para a maior toler&ncia ao estresse salino.
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5.5. Metabolismo Bioquimico durante o estresse salino em Cana-de-
acucar
Diante dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se possiveis

rotas bioquimicas importantes para a aquisi¢cado da tolerancia ao estresse salino
em cana-de-acucar (Figura 11). 1) O estresse salino provoca um acumulo de
carboidratos sollveis, em especial um acumulo de sacarose. A sacarose
acumulada na célula regula a expressdo CHI e consequentemente promove um
aumento na sintese de flavonoides. Os flavonoides podem atuar em diferentes
compartimentos nas células, sendo o transporte nas células realizado
principalmente por transportadores do tipo ABC, encaminhando os flavonoides
para o interior dos vacuolos, sendo importantes durante o estresse salino; 2) O
conteudo de cada PA no interior das células é importante para a tolerancia ao
estresse salino, principalmente na manutencédo de altos niveis de Spd+Spm em
relacdo aos de Put. O acumulo de Spd e Spm favorece a sintese e atividade de
bombas de prétons, em especial as V-ATPases que possuem um papel
fundamental na compartimentalizacdo do ion Na* nos vacuolos. A maior
atividade das V-ATPases é importante para uma maior concentracdo de H* no
interior dos vacuolos, alterando o gradiente eletroquimico e ativando canais
antiportes H*/Na*, responsaveis por enviar Na* para dentro dos vacuolos e H*
para o citosol; 3) Aumento na expressdo de HSPs, em especial as HSP70 e
HSP90; 4) Aumento na expressdo de PlJ e ZE. A PIJ apresenta uma relacéo
com as vias de sinalizagdo das proteinas DELLA enquanto que a ZE é uma
importante enzima na biossintese de carotenoides. Nesse sentido ambos
apresentam uma estreita relacdo com as vias de sinalizacao do ABA, ressaltando
gue o ABA é um importante hormonio na tolerancia aos estresses abibticos; 5)
Aumento na expressdo de duas classes de proteinas importantes para a
tolerancia ao estresse salino. As catalases sdo mais expressas durante o
estresse salino e sdo importantes principalmente no sequestro de ROS no
interior das células, evitando os danos causados pelos mesmos. J4 as proteinas
ribossomais sdo importantes na sintese de novas proteinas que serdo de

fundamental importancia para a tolerancia ao estresse salino.
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Figura 11: Esquema proposto de algumas das possiveis vias biogquimicas importantes para a
aquisicdo da tolerancia ao estresse salino em cana-de-acucar. (Abreviacbes: ROS: espécies
reativas de oxigénio; Proteinas DELLA: proteinas que apresentam um mesmo dominio altamente

conservado; CAT: catalase; ZE: zeaxantina cloroplastica; P1J: proteina induzida por jasmonato.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados podem-se obter as seguintes

conclusoes:

e Nas condi¢cfes experimentais, a cultivar RB855536 apresentou uma maior

tolerancia ao estresse salino em relagéo as demais cultivares;

e Verificou-se que o estresse salino altera o metabolismo de PAs e

carboidratos;

e Observou-se que sob estresse salino ocorre um acumulo no contetudo
enddégeno de carboidratos soluveis, especialmente de sacarose, como

uma resposta comum entre as cultivares;

e Verificou-se que a maior concentracdo de Spd+Spm em relacdo a Put
pode ser importante para a tolerancia ao estresse salino em cana-de-

acucar;

e O acumulo de enzimas antioxidantes, HSPs e transportadores especificos
durante o estresse salino € um importante mecanismo de tolerancia ao

estresse salino;

e O aumento na expressdo de bombas de prétons, principalmente V-
ATPase, pode ser importante no processo de compartimentalizacdo do
ion Na*, e consequentemente importante para a sobrevivéncia sob

estresse salino;

e Os resultados obtidos permitem sugerir rotas bioquimicas que
possivelmente possam ser importantes na aquisicdo da tolerancia ao

estresse salino em cana-de-acguUcar.
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