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Resumo:

O milho é o cereal mais produzido no mundo, sendo base da
alimentacdo em muitos paises e pode estar sujeito a varios tipos de estresse. A
alta salinidade dos solos € considerada o principal estresse abidtico, conferindo
efeitos deletérios a vegetais. Muitas enzimas sdo moduladas em resposta ao
estresse, como enzimas antioxidantes, ATPases e nitrato redutase. Em
plantas, em situacéo de estresse, o 0xido nitrico (NO) estimula o crescimento,
induz a germinacdo, modula enzimas antioxidantes, conferindo assim
adaptacdo ao estresse. A tirosina fosfatase € uma enzima cuja atividade esta
aumentada durante a germinacédo de plantas e esta associada a processos de
crescimento e diferenciacdo celular. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar o efeito de diferentes concentracbes salinas e de diferentes
doadores de NO durante a germinacdo do milho (Zea mays L.), através da
medida da atividade de tirosina fosfatase. Para tal, foram utilizadas sementes
de milho linhagem Pé de Boi (BR-106) cedidas pela EMBRAPA- Milho e Sorgo.
Apoés sanitizadas, essas sementes foram embebidas por 24 h em &gua
deionizada (controle), NaCl, KCI, Nal ou KI em concentra¢cdes que variaram de
0,02 a 1,0 M ou NaCl ou KCI 0,3 M combinados ou ndo com doadores de NO
(SNAP 10 uM ou NaNO, 100 uM + Acido Ascérbico 200 uM). Posteriormente,
as sementes foram germinadas em &agua deionizada por um periodo maximo
de 48 h. Através dos resultados observou-se um decréscimo de 80 % no
crescimento e de 90 % na atividade da tirosina fosfatase em embriGes de 48 h,
previamente embebidos com 1,0 M de NaCl, KCI, Nal e KI. No gel nativo de
atividade, observou-se uma diminui¢cdo na intensidade da coloragédo apos 48 h

de germinacdo, conforme o aumento na concentracdo dos sais. O estudo
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histoquimico mostrou um decréscimo na atividade fosfatdsica no meristema
apical de embrides com 24 h de germinagédo, os quais foram previamente,
embebidos nas solugbes com 0,2 M de todos os sais estudados. Quando
analisou-se o perfil de fosfotirosina, observou-se diminuicdo da banda de 14
kDa nos embrides controle com 48 h de germinagao. E a partir de 0,2 M de
todos os sais estudados ndo foi observado este evento. O contetdo total de
prolina aumentou 2 vezes e 0 de acgUcares solluveis 4 vezes no tempo 0 h de
germinacao em 1,0 M dos sais estudados, quando comparados aos embrides
controle. Em relagdo aos doadores de NO, observamos recuperacdo do
crescimento e da atividade da tirosina fosfatase, em 36 horas de germinacéo,
quando os doadores foram adicionados na agua de embebicdo das sementes
submetidas ao estresse salino. A inibicdo da protedlise, o aumento da
peroxidacdo lipidica e diminuicdo dos niveis de nitrato, causados pelos sais
foram revertidos a nives préximos aqueles do controle, quando os doadores de
NO foram adicionados na 4gua de embebicdo das sementes apds o estresse.
Esses dados sugerem que as sementes de milho nesta fase de germinacao
nao sao tolerantes aos sais estudados e que doadores de NO adicionados na
adgua de embebicdo séo capazes de reverter os efeitos causados pelo estresse
por NaCl e KCI 0,3 M. Conclui-se que a atividade de tirosina fosfatase é
modulada pelo estresse salino e esta € revertida a niveis normais quando se

adiciona doadores de NO.
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Abstract

Maize is the cereal more produced in the world, being base of the
feeding in many countries and it can be subject to some types of stress. The
high salinity of soils is considered the main type of abiotic stress, able to confer
deleterious effect to the vegetables. Many enzymes are modulated in reply to
stress, like some antioxidant enzymes, ATPases and nitrate redutase. In plants,
in stress situation, nitric oxide (NO) stimulates growth, induces germination,
confers stress adaptation and modulates antioxidants enzymes, amongst
others. Tyrosine phosphatase is an enzyme whose activity is increased during
plant germination and is associated with growth processes and cellular
differentiation. Thus, the objective of this work is to characterize the effect of
different saline concentrations and NO donors during the germination of the
maize (Zea mays L.), through the measure of tyrosine phosphatase activity. For
then we use maize (Zea mays) seeds kindly provided by EMBRAPA. After
sanitized, these seeds had been soaked by 24 h in deionized water (control) or
NaCl or KCI 0.3 M added with NO donors (SNAP 10 uM or NaNO; 100 uM +
Ascorbic Acid 200 uM). Later the seeds had been germinated in deionized
water for a maximum period of 48 h. In ours results we observed a decrease at
80 % in growth and 90 % on tyrosine phosphatase activity in embryos from 48 h
previously soaked with 1.0 M of NaCl, KCI, KI or Nal. In native gel activity we
observed a slightly stained of one band of protein when all salt concentrations
were increased. The histochemical studies showed a decrease of phosphatase
activity in apical meristeme of embryos at 24 h of germination previously soaked
with 0.2 M of all salts studied. When we analyses the phosphoprotein profile we

observed diminish of intensity of a 14 kDa phosphoprotein band from 0.2 M of
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all salts were utilized. Total proline content showed an increase of 2-fold and
total soluble sugars of 4-fold in O h of germination with 1 M of all salts, when
compared with control embryos. In relation to the NO donors, we observe a
growth recovery in 36 h of germination from maize embryos submitted to the
saline stress (soaked with NaCl and KCI 0.3 M), followed of this fact, also
occurred the recovery of the activity of tyrosine phosphatase from 36 h of
germination. The proteolysis inhibition, the enhanced lipid peroxidation and
reduction of nitrate levels, events caused for salt stress, had been reverted to
control levels when the NO donors was added in the soaked water of the salt
stressed seeds. These data suggest that the maize seeds are not tolerant to all
salt studied from 0.2 M, when these are added in the soaked water and, NO
donors are capable to revert the damages for NaCl or KCI 0.3 M in this phase of
the germination. Also we conclude that the tyrosine phosphatase activity is

modulated by all salts studied and increases when NO donor is added.
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Introducéao

I. Introducéo:

[.1. O milho:

O milho (Zea mays L.) € uma planta que pertence a familia Gramineae/
Poaceae. Os aspectos vegetativos e reprodutivos do milho podem ser modificados
através da interacdo com os fatores ambientais, como temperatura e umidade, que
afetam o controle do desenvolvimento da planta. Contudo, o resultado da selegao
natural e da domesticacdo foi uma planta robusta e ereta, apresentando de um a
quatro metros de altura, com produgéo anual e voltada para a produgao de graos

(Magalhaes et al., 1995).

Acredita-se que o milho seja cultivado ha pelo menos 5.000 anos, sendo
assim uma das culturas mais antigas do mundo. E a mais importante planta
comercial com origem nas Américas. Embora, no Brasil, cerca de 60 a 80% da
produgao do milho seja destinada ao consumo animal, o produtos derivados de
milho, como o fuba, a partir do qual alimentos ou preparagbes como angu, cuscuz,
polenta, curau e pamonha sao feitos, constitui-se um fator importante para o
consumo desse cereal em regides com populacdes de baixa renda, principalmente
no Nordeste do Brasil, por ser o milho, rico em carboidratos e constituindo-se muitas
vezes, na principal fonte de energia para muitas pessoas que vivem em regides

semi-aridas (EMBRAPA, 2006).
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Introducéao

Em 2001, o milho passou a ser o cereal mais produzido no mundo, superando
o trigo. Esse crescimento acompanhou sua demanda para alimentagdo animal, isto
€, enquanto que o trigo € usado basicamente para consumo humano, o milho € mais
versatil, principalmente no que diz respeito a alimentacdo animal, aumentando o

leque de aplicagbes desse cereal (Duarte, 2006).

Atualmente, somente cerca de 5% de producédo brasileira se destina ao
consumo humano e, mesmo assim, de maneira indireta, na composi¢cao de outros
produtos de mesa. Isto se deve principalmente a falta de informacado sobre sua
composi¢cao nutricional e a auséncia de uma maior divulgacdo de sua qualidade
nutricional. A regido centro-sul caracterizou-se em 2006, como a maior produtora de

milho, sendo responsavel por 89,9% da safra (CONAB, 2006).

O grao de milho é constituido de 70 % por carboidratos e os outros 30 %
distribuidos entre proteinas, vitaminas (A e complexo B), sais minerais (ferro, fosforo,

potassio, calcio), 6leo, gorduras e celulose (Cowieson, 2005).

Nos Estados Unidos, o uso do milho na alimentagdo humana é relativamente
pequeno - embora haja grande produgao de cereais matinais como flocos de cereais
ou corn flakes e xarope de milho, utilizado como adogante. No México, o seu uso é
muito importante, sendo a base da alimentagdo da populagéo, pois é o ingrediente
principal das tortilhas, e outros pratos da culinaria mexicana. No Brasil, é a matéria-
prima principal de varios pratos da culinaria tipica brasileira como canjica, cuscuz,
polenta, angu, mingaus, cremes, entre outros como bolos, pipoca ou simplesmente
milho cozido. Apesar de ser usado para fazer paes, o milho ndo contém o complexo
protéico gluten. Isso faz com que os assados de milho sejam tolerados por

individuos que possuem doenga celiaca (EMBRAPA, 2006).
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Introducéao

Apesar do alto percentual de estabelecimentos que consomem o gréo
internamente, estes representam apenas 24,93% da produgao nacional de milho.
Adicionalmente, no que diz respeito ao emprego de méao-de-obra, cerca de 10% das
pessoas ocupadas nas lavouras temporarias e cerca de 5% dos trabalhadores do
setor agricola estao ligados a produgao de milho. No setor agropecuario, a produgéo
de milho s6 perde para a pecuaria bovina em termos de utilizacdo de mao-de-obra,
apesar das tecnologias modernas, utilizadas na produgdo desse cereal, serem

poupadoras de mao-de-obra (IBGE, 2006; Duarte et al., 2006).

O cultivar BR 106 tem alto alcance social, por ser adequado ao cultivo em
comunidades de pequenos produtores rurais, constituindo-se em excelente
alternativa para aqueles agricultores que necessitam aumentar sua produtividade
com pouco investimento. Além disso, esta posicionado como um lider de mercado
no pais, sendo o cultivar mais plantado no Brasil, uma vez que apresenta boa
estabilidade de producédo e adaptabilidade a todas as regides brasileiras (Noce,

2004).

Todas as plantas de milho seguem um mesmo padrédo de desenvolvimento,
porém, o intervalo de tempo especifico entre os estadios e o numero total de folhas
desenvolvidas pode variar entre cultivares diferentes, ano agricola, data de plantio e

local (Magalhaes et al., 1995).
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Introducéao

Em condi¢gdes normais de campo, apds a semeadura, as sementes absorvem
agua e comecam a crescer. A radicula é a primeira a se alongar, seguida pelo
coleoptilo, com plumula incluida. Esse estadio, conhecido como VE, é atingido pela
rapida elongag¢ao do mesocdétilo, o qual empurra o coledptilo em crescimento para a
superficie do solo. Em condicdes de temperatura e umidade do ar adequadas, a
emergéncia ocorre 4 a 5 dias apés a semeadura, porém, em condicées de baixa
temperatura e pouca umidade, a germinagao pode ocorrer apdés duas ou mais
semanas. Assim que a emergéncia ocorre e a planta expde a extremidade do
coleoptilo, o mesocotilo para de crescer (Magalhdes e Durdes, 2002). Na figura 1
pode-se observar com mais clareza essas etapas da germinagao do milho, as quais

estdo assinaladas com retangulo vermelho.
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Introducéao

Coleoptilo

Radicula

Radicula Raizes seminais

Fonte: http://web.extension.uiuc.edu/rockfordcenter/images/corn%20germination.jpg acesso

em 04/09/2007.

Figura 1: Esquema das fases de germinacao do milho

* o retangulo vermelho destaca a fase em estudo da germinagao do milho.
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Introducéao

|.2. Respostas ao estresse:

As plantas estao sujeitas a varios tipos de estresse durante as diversas fases
de seu ciclo de vida. Essas situagdes de estresse podem ser bidticas (provocadas
por patdgenos, parasitas, etc) ou abidticas (estimulos mecanicos, salinidade,
temperatura, etc). Em todos esses casos, ocorrem cascatas de sinalizagéao
diferentes, para a adaptagao da planta ou erradicacéo do estresse (Knight e Knight,

2001; Monsour e Salama, 2004).

Logo, ambientes que apresentam condigbes de estresse abidtico,
principalmente seca e salinidade, constituem-se como principais fatores para a
diminuicdo da colheita mundial. A salinidade € um problema em ascensao, afeta
cerca de 20% de toda area cultivavel no mundo e também metade das areas

irrigadas (Apse e Blumwald, 2002 e Sosa, et al., 2005).

Cerca de 2% do territério brasileiro apresenta problemas de salinidade, tais
como em regides costeiras de influéncia marinha (faixa de praia, dunas) e/ou de
influéncia fluviomarinha (manguezais), bem como algumas regidées do semi-arido
(caatinga) no nordeste do pais e no Pantanal (figura 02). S&o solos que apresentam
elevada concentracao de sais, principalmente sodio, levando a uma dificuldade para
o crescimento radicular, absor¢cdo de agua devido ao potencial osmético

e desbalanceamento geral entre os nutrientes (Amaral et al., 1999).
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Introducéao

Figura 2: Regides do Brasil com presenca de alta salinidade (Amaral, et al.,

1999).
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Introducéao

Os principais solos que ocorrem nestas regides sdo denominados de
planossolos natricos salicos (EMBRAPA, 1999). Estes solos, na época chuvosa,
freqUentemente, apresentam-se encharcados, sendo que no periodo de estiagem
tornam-se muito secos, extremamente duros, aparecendo fendas entre os elementos

estruturais (Brasil, 1973).

Outros tipos de solos que ocorrem nestas regides de solos salinos sao
englobados em varias classes, tais como: cambissolos haplicos salicos, gleissolos
sdlicos, neossolos fluvicos salicos, vertissolos hidromoérficos salicos ou vertissolos
cromados salicos, dentre outros (EMBRAPA, 1999). Segundo Brasil (1973), esses
sdo solos salinos que aparecem em diferentes regides climaticas. A sua formagéao
pode dar-se sob condi¢des hidromorficas e podem ocorrer tanto em faixas litoraneas
como continentais, sendo que nas primeiras, 0os sais soluveis existentes tém relagao
com a agua do mar que os impregnam e, no segundo, sdo considerados como
resultantes das condigdes climaticas, pela nao lixiviagao dos sais soluveis liberados
ou formados pela intemperizacdo das rochas. Estes solos sdo caracterizados pela
presenca de sais de natureza diversa, cujos conteudos, bastante elevados, variam
com as estagdes do ano, podendo, no periodo mais seco, nas regides aridas e semi-
aridas ou mesmo umidas, apresentar eflorescéncia salina (cristalizagdo de sais na
superficie do solo), que aparece como resultante do acumulo de sais transportados

em ascensao capilar durante o processo de evaporacao.
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A salinizagdo também ocorre pelo processo de irrigagdo conduzido
inadequadamente. Segundo Primavesi (1996), a salinizagdo pode ser causada por
utilizacdo de agua para irrigagdo com altas concentragbes de sais. Todos os
problemas que ocorrem devido a agua no solo, estdo relacionados com
infiltracao e evaporacao. Se a infiltragao for maior, os solos sao facilmente lixiviados,
tornando-se &acidos, com facilidade, quando a evaporacdo predomina, ha um
acumulo de sais na camada superficial, sendo que estes solos se salinizam com

facilidade.

Primavesi (1996) também afirma que para um solo se tornar salino néao é
necessario existir agua salina no subsolo, nem que haja calor muito intenso. A agua
doce apresenta sais na solucido, mas em pequenas quantidades, possuindo menos
de 0,6 mmhos de concentracdo de sais, principalmente Ca e Na e, em menor
quantidade, Mg e K. Esta quantidade de sais equivale a no maximo 380 mg de sais
dissolvidos por litro de agua, ou seja, 380 g/m® ou, por exemplo, 0,006 M de NaCl ou
0,005 M de KCI. Se estes valores forem avaliados isoladamente, essas quantidades
sdo quase insignificantes, levando-se em conta o efeito cumulativo no solo. Que,
com o passar dos anos, pode ocasionar problemas de salinizagédo em solos irrigados

com agua doce.

9|Pagina



Introducéao

A alta salinidade leva ao estresse hiperibnico e hiperosmoético, causando
varios danos a plantas nao tolerantes, expostas a tal condicdo (Mahajan and Tuteja,
2005). Geralmente, esses eventos estdo envolvidos com o0s processos de
crescimento e fotossintese, associados a alteragdes no metabolismo de carbono
(Morsy et al., 2005, Rejskova et al., 2005), de nitrogénio (Debouba, et al., 2006) e
producao de espécies reativas de oxigénio (Morsy, et al., 2005). Adicionalmente, aos
efeitos oxidativos, ocorre a perda da integridade da membrana, que afeta tanto a
senescéncia da planta quanto o crescimento e desenvolvimento (Shabala et al.,

2000).

Observa-se que, como postulado anteriormente por Mahajan e Tujeta, (2005),
cereais como milho, arroz e cevada sdo naturalmente sensiveis ao estresse salino.
Muitos estudos demonstram que altas concentracées de sais podem diminuir a taxa
de germinagao de muitas plantas, tais como cevada, eucalipto, feijao, dentre outras;
possivelmente pelos efeitos osmaoticos ou toxicos (Morabito et al., 1996, Villagra,
1997, Katsuhara e Shibasaka, 2000, Silveira et al., 2001, Wahome et al, 2001, Apse
e Blumwald, 2002, Muhling and Lauchli, 2002; Rubio-Casal, 2003, Vicente et al.,
2003), porém algumas espécies, como soja, laranja e alho, vém se mostrando
resistentes a esse tipo de situagdo, ja que estas plantas toleram doses de NaCl

superiores a 0,2 M (Monsour e Salama, 2004).
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Em relacdo ao milho, sabe-se que é cultivado em regides cuja precipitagao
pluviométrica varia de 300 a 5.000 mm anuais, sendo que a quantidade de agua
consumida por uma planta de milho durante o seu ciclo esta em torno de 600 mm
(Aldrich et al.,1982). Dois dias de estresse hidrico no florescimento, diminuem o
rendimento em mais de 20 % enquanto que quatro a oito dias diminuem em mais de

50 % (Magalh&es et al., 1995).

Estudo realizado por Azevedo-Neto et al. (2006), revelou que em raizes e
folnas de sorgo houve uma diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes
(catalase, superdoxido desmutase, ascorbato peroxidase, guaicol peroxidase e
glutationa redutase) e um aumento da peroxidagao lipidica quando a planta foi
submetida ao estresse salino. Em um cultivar tolerante ao estresse salino, foi
observado um aumento da atividade destas enzimas quando comparado com a

planta selvagem.

Além disso, um estudo de Li-Ping et al. (2006), observaram que quando a
planta do milho foi exposta a seca e foram analisadas suas folhas no terceiro estagio
de maturagdo, ocorreu uma diminuicdo significativa da atividade de enzimas
antioxidantes e um aumento significativo da permeabilidade de membrana e da

peroxidacgao lipidica.

Logo, a maior consequencia do estresse por NaCl & a diminuicdo da
infiltracdo celular de agua. Em uma tentativa de prevenir esse efeito, plantas
acumulam alguns metabdlitos conhecidos como solutos compativeis, que nao inibem

reagdes normais do metabolismo (Deeks et al., 2002).
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O acumulo desses osmolitos, como agucares redutores (frutose e sacarose),
agucares complexos (frutose e trealose) e metabdlitos, como prolina, glicina betaina
e ectoina, facilitam ajustes osmolares (Yamada et. al, 2005). Além dessas fungdes,
esses osmolitos teriam uma acdo antioxidante, atuando como varredores de

espécies reativas de oxigénio (Xiong et al., 2002, Couée et. al., 20006).

Outro evento importante nas adaptagbes ao estresse, mais comumente
observado, seria a ativagao de cascatas de cinases associadas a regulagdo redox
na planta. Essas cinases sdo ativadas por estimulos mitogénicos (MAPK, mitogen-
activated-kinase), atuando em fatores transcripcionais que levam a resposta
adaptativa ao estresse. Nesse modelo ocorre super-expressdo de Na'/H" ATPases,
promovendo a compartimentalizacdo do ion Na* em vacuolos ou sua expulsdo da
célula, em uma tentativa de manter a homeostase i6nica e garantir o turgor celular

(Pitzschke e Hirt, 2006; Mahalingam e Fedoroff, 2003).

Outras enzimas também sdo moduladas quando a planta € submetida a
condigbes de estresse. Podemos citar o aumento da expressdo da ascorbato
peroxidase em tabaco e Arabidopsis, conferindo uma adaptacdo ao estresse

(Yamamotto, 2005).
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Um efeito deletério ao crescimento da planta seria a inibicdo da nitrato
redutase (NR) citosdlica e da nitrito redutase encontradas nos plastideos e
cloroplastos (Debouba et al., 2007). Quando a atividade dessas enzimas diminui
ocorre uma paralisagdo em varias rotas metabdlicas ligadas ao metabolismo de
fixagdo de nitrogénio e, em ultima analise, ocorre eventos deletérios para a planta,
como a reducdo do crescimento da raiz e da fotorrespiracdo. Essas enzimas
também modulam o catabolismo de aminoacidos pela inibicdo da glutamina
sintetase, glutamato sintase e, da assimilagdo de aménia (Debouba et. al, 2006).

Logo, esses eventos s&o prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento da planta.

Em sementes de pepino, o estresse abidtico também afeta as enzimas
fosfatases. Metais pesados como Hg, Pb e Zn, inibem a atividade de uma fosfatase
acida durante a germinagdo. O Mn, Na e Cd nao promoveram efeitos significativos e
para o K estimulou essa atividade em baixas concentracbes, todavia em
concentracdes superiores a 10mM este metal foi capaz de inibir a atividade desta

enzima (Tabaldi et al., 2005).

Adicionalmente, observa-se um aumento na expressao de acido abscicico,
um fitohormdnio envolvido na sinalizagao ao estresse. Nessa situagao, sua principal
funcdo é manter a homeostase celular, promovendo fechamento de estématos e
causando dorméncia de sementes e, consequentemente, atraso na germinagao,
promovendo a germinagao apoOs a adaptagdo da semente ao estresse ou quando

esta estd em um ambiente favoravel, (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2000).
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Logo, a determinagdo desses eventos de resposta ao estresse salino é de
grande importancia na agricultura, visto que, ao entender-se mecanismos envolvidos

com estresse, pode-se buscar melhorias no cultivo de plantas nio tolerantes, como,

por exemplo, o milho.
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1.3. Oxido nitrico em plantas:

O oxido nitrico (NO) é uma molécula chave no metabolismo de plantas e
animais (Del Rio et al., 2003, Crawford e Guo, 2005, Delladone et al., 2003). As
funcdes desse gas foram descobertas, primeiramente, no metabolismo animal,
sendo atribuido a ele, mecanismos importantes durante a neurotransmissao,
vasodilatagao, relaxamento de células musculares e imunorregulagado de processos

patofisioldgicos, dentre outros (Beligni e Lamattina, 1999).

Em 1979, Klepper sugeriu que as plantas seriam capazes de sintetizar este
gas, todavia, os estudos sobre as suas fungdes, principalmente, em relacdo ao
crescimento, desenvolvimento e adaptacido da planta ao estresse, foram publicados,

em sua grande maioria, a partir dos anos 2000.

Logo, foram sugeridas varias vias de sintese deste gas em plantas,
observan-se que esse mecanismo seria mais complexo do que em animais (Corpas
et al.,, 2004). Além das vias enzimaticas propostas, existem mecanismos nao
enzimaticos ligados a sintese de NO, tais como formacdo de NO através de
carotendides expostos a radiacdo UV e na presenca de fitoquimicos em pH acido
(Bethke et al., 2004). Todavia, ja é sabido, ha alguns anos, que a NR pode produzir
NO e oxido nitroso (N2O) a partir de nitrito, resultando em uma maior emisséo de NO
na planta (Yamasaki e Sakihama, 2000). A alta emissdo de NO esta ligada aos altos
niveis de nitrito e a ativagcdo da NR, este fato se da, por exemplo, em estado de

anoxia na planta (Kaiser et al., 2002).
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Nem sempre as plantas tém acesso ao nitrato (Raven, 2004). Logo, existem
outras formas de producédo de NO pelas plantas, que nao seja a via da NR. Entao, a
producdo de NO mediada pelo nitrato ndo se da apenas através da NR na
mitocdndria (Planchet et al., 2005). Vias ndo enzimaticas no apoplasto, sado ativadas
(Bethke et al., 2004) e a sintese de NO também pode ser via Ni-NO redutase (que
leva o nitrito a aménio no plastidio) (Stohr e Ullrich., 2001) e, talvez, por uma
hemoglobina de classe 2, a qual seu mecanismo ainda nao foi totalmente elucidado
(Crawford e Guo, 2005). Outra via importante, seria a mediada por arginina, cuja
principal enzima responsavel seria a éxido nitrico sintase (NOS) (Guo, 2002). Essas

vias sdo mais bem visualizadas na figura 3.

—

L-Arginina + O, + NADPH Radiagéo UV

Carotendides

NOS NR ou NiR
é
Fitoquimicos
em pH acido

Citrulina + H,O + NADP?*

o

Figura 3: Vias de formagdo de NO em plantas (adaptado de Wojtaszek, 2000).
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Alguns estudos demonstraram que a produgado de NO foi diminuida quando
se usou N"-nitro-L-Arginina (L-NNA) e Ng-monometil-L-Arginina (L-NMMA),
inibidores especificos da NOS de mamiferos (Zhao et al., 2004 e Del Rio et al.,
2004), todavia analises prote6micas revelaram que proteinas de plantas com reagao
cruzada com anticorpos anti-NOS de mamiferos ndo sado relatadas como NOS

(Durzan e Pedroso, 2002).

Logo, esses dados sugerem que a atividade da NOS em plantas se da por
diferentes tipos de enzimas (Crawford e Guo, 2005). Nesse mesmo estudo de
Crawford e Guo, 2005 foi observado que a atividade da NOS de Arabidopsis € maior
na mitocdndria, desempenhando importante fungcdo na detoxificacdo de radicais
livres, uma vez que quando sua atividade aumenta, ocorre maior produgao de NO,
diminuicdo na peroxidagao lipidica, oxidagdo de proteinas e de perdéxido de

hidrogénio.

Com base na literatura atual ainda ndo se pode afirmar uma via metabdlica
especifica para a sintese de NO. Para isto, mais estudos fazem-se, necessarios
para esclarecer as vias bioquimicas presentes na sintese do NO, em plantas

(Crawford e Guo, 2005).
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Em relagdes as suas fungdes bioldgicas, o NO esta intimamente relacionado
com a fisiologia do crescimento e do desenvolvimento (Leshem et al., 1998), com a
regulacdo da defesa contra patdogenos (Durner et al 1999), além da indugdo da
apoptose (Neill et al, 2003) e interacdo com espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Romero-Puertas e Delledone, 2003). Durante a germinagcdo de algumas plantas,
como, por exemplo, da beterraba, o uso de SNAP (S-nitroso-N-acetilpenicilamina) e
SNP (nitroprussiato de sodio), doadores classicos de NO, favorece a reversdo dos

efeitos ocasionados pelo estresse salino (Kopyra e Gwdzd, 2003).

Alguns compostos quimicos sintéticos sdo capazes de liberar NO,
continuamente, em um determinado periodo de tempo. Dentre os doadores de NO
mais utilizados, encontram-se os nitratos e nitritos orgénicos e, derivados de
furaxanos. Esses doadores requerem tidis como cofatores para geragdao de NO.
Primeiramente, esse gas é transferido para o tiol, liberando um composto chamado
S-nitroso-tiol. Esse derivado de tidis sera o doador de NO. A reacgao biolégica dos S-
nitro-tidis €, em muitos casos, similar a reagao do NO. Todavia, o uso deste nitrotidis
seria uma desvantagem, ja que possuem uma baixa estabilidade quando utilizados
por longo tempo. Dentre esses doadores de NO, o SNAP oferece uma alta
estabilidade, sendo a melhor escolha para uso continuo

(http://www.merckbiosciences.co.uk/html/cbc/nitric oxide donors precursors.htm#ov

erview. Acessado em 05/09/2007)
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A geracgao e emissdo de NO é um eficiente mecanismo para dissipar radicais
livres (Del Rio et al., 2004), ativando enzimas antioxidantes (Murgia et al., 2004) e,
também, inducdo de cascata de cinases, como MAPKSs, levando a expressao de
varios genes associados a tolerancia ao estresse salino (Knight e Knight, 2001,
Capone et al., 2004). Além disso, o ataque por patégenos induz a atividade da NOS

em tabaco e Arabidopsis thaliana (Wendehenne et al., 2003).

No quadro 1 pode-se observar um resumo das atividades bioldgicas do NO

em plantas.

19|Pagina



Introducéao

Tecido ou Acdo Fisiolégica Espécies Concentragao
Orgéo ¢ 9 P 6tima (M)
Paulownia-Real (Paulownia
Sementes Inducdo da germinagéo tomentosa), 10°
Emmenanthe penduliflora
Inibicdo c_|a~resp|ragao apos Soja 107
a embebicio
' Inibicdo da apoptose no Cevada 10°®
Raizes aleuroma
Elongamento Milho 107"
Inqugao da fprmagao de Pepino 10° - 107
raizes laterais
Tubérculos Tuberizagéo Batata 10°
Inibicdo do elongamento : .
Hipocatilo por influéncia de baixa Alface e Arabidopsis 107
e thaliana
luminosidade
Inibicdo do elongamento do
Caule internédulo por influéncia Batata 10
de baixa luminosidade
Inducdo da de-etiolacao Cevada 10°
Diminuicdo da senescéncia | Ervilha 5x10°
Fechamento de estdbmatos | Fava (Vicia faba) 10°
Folhas Expansao das folhas Ervilha 5x 107°
Inducao de respostas de Arabidopsis thaliana e 6
2x10
defesa tabaco
Inibicdo da morte celular Batata 10°

Fonte: Beligni e Lamattina, 2001

Quadro 1: Resumo das diferentes atividades bioldgicas do NO em plantas.
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1.4. Fosfatases em plantas:

A fosforilagao e desfosforilagdo protéica regulam numerosos processos e sdo
catalisadas por proteinas cinases e fosfatases, respectivamente. Essas enzimas sao
classificadas em dois grupos baseados na especificidade do substrato: serina /
treonina ou tirosina quinases ou fosfatases. A primeira atua em residuos de serina e
treonina, enquanto que a segunda atua em residuos de tirosina (Luan, 1998, Barizza

et al., 1999, Zhang et al., 2002).

Salvi et al. (2005) relataram que cerca de 30% das proteinas celulares estéo
fosforiladas, ou seja, possuem fosfato covalentemente ligado. O estado de
fosforilagdo / desfosforilacgdo de uma molécula, pode influenciar na atividade
enzimatica, localizagdo subcelular, capacidade de ligagcdo com substratos,

estabilidade, cascatas de sinalizag&o, dentre outros mecanismos (Cohen, 2000).

A fosforilacdo em residuos de tirosina de proteinas intracelulares € um
importante mecanismo regulatério de crescimento celular, apoptose, proliferacéo e

diferenciacao (Zhang et al., 2002, Senna, 2003).

Nesse contexto, proteinas fosfatases sdo enzimas capazes de remover
grupamentos fosfato da cadeia lateral de fosfoaminoacidos, podendo ser
classificadas em fosfatases acidas ou alcalinas, de acordo com a sua faixa de
atividade otima de pH, além da classificacdo de substrato, citada anteriormente

(Rodriguez-Zapata e Hernandez-Sotomayor, 1998, Luan,1998).
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As fosfatases acidas estdo amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo
em mamiferos, principalmente nos tecidos e nos fluidos, plantas e microrganismos
(Prazeres et al., 2003). Em plantas, essas enzimas sdo encontradas geralmente em
raizes (Penheiter et al., 1997 e Zhang et al., 2000), bulbos (Guo e Presacreta, 1997,
Shinamo et al., 2001), tubérculos (Gellaty et al., 1994), sementes (Biswas e Cundiff,
1991, Ferreira et al., 1998, Granjeiro et al., 1999, Senna, 2003, Senna et al., 2006) e
caules (Staswick et al., 1994, Veljanovski et al., 2006). Essas enzimas vém sendo
descritas como presentes durante a germinagao de sementes em: escutelo de milho
(Rossi et al, 1981), algodao (Bhargava e Sachar, 1992), tremogos (Zheng e Duranti,
1995), soja (Prazeres et al., 2003), milho (Miernyk, 1992, Senna, 2003, Senna et al,
2006), entre outras. Sugere-se a participacdo desta classe de enzimas na
mobilizagdo de reservas de fosfato, mecanismo essencial para o desenvolvimento

da planta (Zheng e Duranti, 1995, Biswas et al., 1996, Luan, 1998).

Outra fosfatase importante para o desenvolvimento da semente, seria a fitase.
Esta enzima especifica possui alta afinidade pelo acido fitico, considerado a maior
reserva de fosfato inorganico da planta, hidrolisando este a inositol fosfato e,
finalmente, a inositol (Tijskens et al., 2001). Contudo, esta enzima possui também
afinidade ao pNPP, um substrato sintético para fosfatases, o que pode levar a uma

duvida em relacao as fosfatases nao especificas.
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Logo, em um recente estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, foi
identificada uma fosfatase acida capaz de desfosforilar residuos de tirosina em
embrides de milho durante o processo de germinagao. Essa enzima demonstrou
alta afinidade por pNPP e fosfotirosina e uma baixa afinidade pelo acido fitico. Foi
observado também, que fortemente foi inibida pelo molibdato de aménio e vanadato
de sodio (classicos inibidores de proteina-fosfotirosinas fosfatases) e pouco inibido
por acido ocadaico (inibidor classico de proteinas serina/treonina fosfatases) (Senna,

2006).

Proteinas fosfatases estdo ligadas as vias enzimaticas de tolerancia ao
estresse. Por exemplo, serinas/treoninas fosfatases possuem uma interagcao
negativa com canais ibnicos, isto €, quando sua atividade esta diminuida, esses
canais estdo superexpressos (Luan, 1998). Além disso, uma enzima chamada ABI
fosfatase, com caracteristica de serina/treonina fosfatase, dependente de magnésio,
€ uma enzima chave na interacdo do ABA com os canais de potassio, aumentando o
efluxo de potassio para o meio extracelular e fechamento de estdomatos, visando

manter a homeostase hidrica da planta (Himmelbach, et al, 2003).
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1.5 Justificativa

Sendo assim, esta dissertacdo visa correlacionar a atividade da tirosina
fosfatase com o estresse salino durante o processo de germinagdo do milho. Varios
estudos sobre estresse salino utilizam o NaCl, porém outros sais, como KCI e
sulfitos também sao utilizados. A concentragao utilizada desses sais €, em média 0,2
M, porém encontramos variagdes que chegam a 1,0 M. Sendo assim, o estudo da
influéncia de diferentes concentragcbes de sais durante a germinagcéo do milho torna-

se importante e necessaria.

Estudos do estresse salino em milho e da recuperacdo do crescimento de
sementes estressadas, a partir da adicdo de doadores de NO s&o de grande
interesse, uma vez que esse cereal € consumido amplamente no Brasil,
principalmente no Nordeste, onde os solos s&do aridos ou semi-aridos. Portanto, esse
estudo visa obter informacgdes bioquimicas que permitam aumentar a produgao
desse gréo, através da indugédo do processo germinativo prejudicado pelo estresse

salino, via sinalizagédo por NO.
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II. Objetivos:

II.1. Objetivo geral:

Caracterizar o efeito de diferentes concentracdes salinas e de doadores
de NO durante a germinacdo do milho (Zea mays L.), através da medida da

atividade de tirosina fosfatase.

Il.2. Objetivos especificos:

Analisar o efeito de diferentes concentracdes de NacCl, KCI, Nal e KI em

embrides de milho através:

1. do padrao de crescimento das sementes,

2. do conteudo de fosfato, proteina total e perfil protéico,

3. da atividade de tirosina fosfatase,

4. do efeito dos doadores de NO sobre o crescimento e a atividade

de tirosina fosfatase,

5. do perfil histologico associado a atividade fosfatésica in situ,
6. do perfil de fosfotirosina nos embrides de milho,

7. da atividade fosfatasica em gel nativo,

8. do grau de peroxidacéo lipidica e

9. do conteudo de nitrato e nitrito.
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I1l. Material e Métodos:

1.1 Material

Os padrdes de peso molecular para gel de poliacrilamida, na presenca de
SDS e TEMED, foram obtidos da firma Bioagency. Tris, glicina, acrilamida, obtidos
da VETEC, p-NPP, Fast Blue BB e a-naftil fosfato foram obtidos da firma SIGMA
FINE CHEMICALS (St. Louis, MO,USA). SNAP foi obtido da CALBIOCHEM (L. Jolla,
CA, USA). Anticorpo policlonal contra fosfotirosina foi proveniente da Santa Cruz
Biotechnology. Etanol e metanol da firma MERCK. Revelador para o western blotting
BT / BCIP obtido da firma Promega. Os demais reagentes utilizados foram de pureza

analitica.

[11.2. Sementes e coleta de embrides

As sementes de milho (Zea mays L.) linhagem Pé de Boi (BR-106), fornecidos
pela EMBRAPA — Milho e Sorgo, sdo lavadas com agua sanitaria, até que todo o
fungicida fosse retirado e, a seguir foram enxaguados em agua corrente (Senna,
2003). Em seguida, foram submetidas ao processo de embebicdo, que consistem na
imersdo das sementes em agua deionizada (controle) ou em solugdes com
diferentes concentragdes de sais, combinados ou ndo com doadores de NO, por um
periodo de 24 horas. Apds o periodo de embebicdo, as sementes foram colocadas
para germinar em um recipiente forrado com algoddo umedecido em &gua
deionizada, na auséncia de luz por um periodo maximo de 48 horas. Em intervalos
de tempo determinados (0, 12, 24, 36 e 48 horas de germinagao), cinco embrides
foram coletados a cada intervalo de tempo com auxilio de pinca, medidos com

auxilio de uma régua milimetrada e congelados em freezer a -18 °C (Senna, 2003).
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[11.3. Embebicdo com diferentes sais

As sementes foram embebidas em concentracbes crescentes (0,02 0,2, 0,5
ou 1,0 M) de NaCl, KCI, Nal ou Kl, e posteriormente, colocadas para germinar

segundo item 3.2 em agua deionizada por um periodo maximo de 48h.

l1l.4. Embebicdo com diferentes doadores de NO

As sementes foram embebidas em solugcdes com SNAP 10 uM ou NaNO2
100uM + AA 200uM combinadas ou nao com KCI 0,3M ou NaCl 0,3 M, por 24 horas.
Apds o processo de embebigcdo, as sementes foram colocadas para germinar,

segundo o item I11.2, em agua deionizada por um periodo maximo de 48 horas.

l11.5. Homogenato Total

Os embrides coletados nos diferentes horarios previamente descritos foram
descongelados e homogeneizados em tubos tipo eppendorfs, com auxilio de um
pistilo de vinil, em 1 ml de tampé&o acetato de sédio 100 mM, pH 5,0. Posteriormente,
foram centrifugados a temperatura ambiente por 5 minutos, a 12000 g, em centrifuga
apropriada para uso de Eppendorfs. Apos a centrifugagcdo, o sobrenadante foi

retirado e utilizado para os ensaios experimentais.

l1l.6. Dosagem de proteina total citosoélica

As dosagens de proteina total foram realizadas seguindo-se o protocolo
descrito por Bradford (1976) utilizando albumina bovina 0,1 g % como padrdo. Este
método é baseado na interagao entre o corante Comassie Brilliant Blue G-250 e as
proteinas que apresentam aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. A

reacao é lida espectrofotometricamente a 595 nm.
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[1l.7. Medida da atividade pNPPasica ao longo da germinacgéao

Os ensaios foram realizados a 37 °C por 60 minutos utilizando o tampao
acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 na presenca de 2 mM de pNPP. Apds 60 minutos,
a reacgao foi paralisada com a adicdo de 1:10 volumes de NaOH a 1N e a placa de
ELISA submetida a leitura, no leitor Thermomax a 405 nm. A atividade enzimatica foi
expressa como quantidade de pNP liberado / mg ptn / min, utilizando o coeficiente

de extingdo molar do ion p-nitrofenolato a 1,75 yM / cm (Senna, 2006).

[11.8. Contelido de fosfato livre

O conteudo de fosfato foi determinado pela técnica descrita por Fiske
Subarrow (1925) que quantifica fosfato livre em uma reagdo com molibdato em meio
acido. Utiliza-se uma curva padrao de fosfato para a quantificacdo. Os resultados

foram expressos em nmols e de Pi/ mg ptn.
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[11.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes

Cinquenta ug da proteina total foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% na presenca de SDS (Laemmli1970). O gel de corrida em
condi¢des desnaturantes continha Tris-HCI 375 mM, SDS 0,1 g%, acrilamida 9,7 g%,
bisacrilamida 0,3 g %, persulfato de aménio 0,033 g%, TEMED 0,055 % (v/v), pH
8,8. O gel de empacotamento continha Tris-HCI 83 mM, SDS 0,07 g%, acrilamida
3,2 g %, bisacrilamida 0,09 g %, persulfato de aménio 0,073 g %, TEMED 0,123 %
(v/iv), pH 6,8. O tampao de corrida continha Tris-HCI 24,7 mM, glicina 190 mM,
SDS 0,1 g %, pH 8,3. As amostras foram dissolvidas em tamp&do de amostra
contendo Tris-HCI 62,5 mM, glicerol 10 % (v/v), azul de bromofenol a 0,001 g %,
SDS a 2 g %, B-mercaptoetanol 10%. Os padrées de massa molecular utilizados
foram: miosina (204 kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97,4 kDa),
albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa).
Apoés as corridas, utilizando corrente constante de 15 mA, os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue R 0,03% (p/v), metanol 46% (v/v) e acido acético 9%
(v/v) por 20 a 30 minutos e descorados com uma solugdo de metanol a 5% (v/v) e

acido acético a 7,5% (v/v).
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[11.10. Atividade fosfatasica em gel gativo

Cinquenta ug de proteina total das amostras de embrido de milho embebidos
com 0,02M, 0,2M ou 1M de diferentes sais, assim como a amostra controle no tempo
de zero e 48h de germinagdo, foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% na auséncia de SDS (Laemmli, 1970). O gel de corrida em
condicdes ndo desnaturantes continha Tris-HClI 375 mM, acrilamida 9,7 g%,
bisacrilamida 0,3 g%, persulfato de aménio 0,033 g%, TEMED 0,055 % (v/v), pH 8,8.
O gel de empacotamento continha Tris-HCI 83 mM, acrilamida 3,2 g%, bisacrilamida
0,09 g%, persulfato de aménio 0,073 g%, TEMED 0,123 % (v/v), pH 6,8. O tampé&o
de corrida continha Tris-HCI 24,7 mM, glicina 190 mM, pH 8,3. As amostras foram
dissolvidas em tamp&o de amostra contendo Tris-HCI 62,5 mM, glicerol a 10% (v/v),
azul de bromofenol a 0,1 g% e sacarose a 15 g%. ApoOs as corridas, utilizando
corrente constante de 15 mA, os géis foram incubados por 60 minutos a 37 °C em
trés condigbes diferentes: (1) em tampao 0.1 M Tris-HCI pH 6,0 e 1mg/ml de Fast
Blue BB, (2) tamp&o 0,1 M Tris-HCI pH 6,0 e 1mg/ml de Fast Blue BB, a-naftil
fosfato a 0,01M, (3) tampé&o 0,1 M Tris-HCI pH 6,0 e 1mg/ml de Fast Blue BB, a-naftil
fosfato a 0,01M e coquetel de inibidores de fosfatases contendo 0,1 mM molibdato
de amoénio, 0,1 mM vanadato de sodio. Apds o tempo de reacgdo, os géis foram
lavados com tampéo 0,1 M Tris-HCI pH 6,0 e fotografados em camera digital Sony

7.2M Pixel.
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[11.11. Western blotting anti-fosfotirosina

Apds o SDS-PAGE (10%), as proteinas foram eletrotransferidas do gel para
uma membrana de nitrocelulose. A eletrotransferéncia foi realizada em tampao Tris-
glicina 25 mM e metanol a 20 % (v/v), pH 8,3 a 180-200 mA, por 90 minutos a 4 °C
(Towbin et al., 1979) utilizando-se o sistema de transferéncia da Bio-Rad. A
eficiéncia da transferéncia foi monitorada corando-se a membrana com vermelho de
Ponceau a 0.5% (p/v) em TCA a 10% (p/v) por 10 minutos. Posteriormente, a
membrana foi descorada por lavagem com Tris-HCl a 0,01 M, pH 7,6 contendo 0,15
M de NaCl (TBS). A membrana totalmente descorada do Ponceau foi, entao,
bloqueada com Tris-HCI 0,01 M, pH 7,6 contendo 0,15 M de NaCl, 5 % de albumina
sérica bovina fragdo V (Sigma) e 0,1% de Tween 20 (TBS-Tween-Albumina) por 18
horas a 4 °C. Apds 18 horas, o tampao de bloqueio foi, desprezado e a membrana
incubada com anticorpo policlonal para fosfotirosina numa diluicado de 1:1000 por 2
horas, a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada por 3 vezes
com TBS-Tween-Albumina e incubada por 1 hora a temperatura ambiente com anti-
IgG conjugada com fosfatase alcalina, por 5 minutos com TBS-Tween-Albumina,
duas vezes com TBS-Tween e uma vez com TBS. Por fim, o complexo antigeno-
anticorpo foi revelado com NBT / BCIP (Wersten Blue — Stabilized Substrate for

Alkaline Phosphatase — Promega Corporation)
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[11.12. Atividade pNPPasica in situ

Os estudos histoquimicos do conteudo citoplasmatico do embrido em 24
horas de germinacdo foram realizados em cortes, a fresco, nos embrides das
sementes embebidas com 0,02M, 0,2M, 0,5M e 1M de NaCl, KCI, Nal e KI. As
amostras foram montadas em Tissue — Tek (O.C.T. Compound) formando um bloco.
Os cortes foram realizados no criostato (IEC CTF Microtomo- Cryostat) a
temperatura de -30 °C, em seccbOes entre 12-16 mm de espessura. Para a
localizagédo da atividade fosfatasica foi utilizado o protocolo descrito por Bhargava e
Sachar, (1987) para atividade em gel de poliacrilamida. Os cortes foram incubados
por 60 minutos a 37 °C em trés condigdes diferentes: (1) em tampao 0,1 M Tris-HCI
pH 6,0 e Tmg/ml de Fast Blue BB, (2) tampao 0,1 M Tris-HCI pH 6,0 e 1mg/ml de
Fast Blue BB, 0,1M a-naftil fosfato, (3) tampéo 0,1 M Tris-HCI pH 6,0 e 1mg/ml de
Fast Blue BB, 0,1M a-naftil fosfato e em coquetel de inibidores de fosfatases
contendo molibdato de aménio a 0,1 mM, e vanadato de sodio a 0,1 mM. Apds o
tempo de reagao, as laminas foram lavadas com tampao 0,1 M Tris-HCI, pH 6,0 e,
em seguida, fotografadas com uma camera acoplada a um microscopio 6ptico com

um aumento de quatro vezes.
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[11.13. Dosagem de nitrato

A dosagem de nitrato enddgeno foi realizada utilizando-se o kit de analise
fluorimétrica de nitrato e nitrito da Calbiochem (Nitrate/Nitrite Fluorimetric Assay Kit),
onde 30uL de homogenato total proveniente dos diferentes tempos de coleta dos
embrides, das germinagées com os diferentes tipos de sais foram adicionados a 60
ML do tampdo AB que consiste em tampéao fosfato de potassio concentrado. Na
auséncia de luz, foram adicionados 10 yL de DAF e apds 10 minutos, 20 uL de
NaOH e a amostra teve seu volume completado para 1 mL com adigdo de agua
deionizada MiliQ. Posteriormente, as amostras foram lidas em fluorimetro utilizandoa
a leitura de excitacdo a 365 nm e a de emissao a 450 nm. Para a medida dos
resultados foi construida uma curva padrdo de nitrato. Os resultados foram

expressos em uM.

l11.14. Determinacdo da peroxidacgéao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela medida da formacdo de
malondialdeido (MDA) utilizando-se o acido tiobarbituico (TBA). Para a extracdo do
MDA, 0,1g de cada embrido, coletado nos tempos 0, 24 e 48h de germinagdo com
diferentes sais, adicionados ou ndo e doadores de NO, foram homogeneizados em
0,5 mL de acido tricloroacético a 0,1 % (TCA). O homogenato foi centrifugado por 10
min a 10.000 g. Adicionou-se 0,2 mL dessa aliquota em 0,8ml de uma solugao
contendo 20 % de TCA e 0,5% de TBA. Essa mistura foi entdo, aquecida a 95 °C por
30 min e resfriada rapidamente, em banho de gelo. Apds 5 minutos, essa mistura foi
centrifugada por 15 min, a 10.000 g e a absorbancia do sobrenadante é medida a é
lida 532 nm. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando o coeficiente de

extingdo molar de 155 mM/cm de acordo com Demiral e Turkan, (2004).
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[11.15. Determinacéo de prolina

A determinacdo de prolina foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Battes et al., 1973. Cem miligramas de embrido das sementes de milhos
embebidas com NaCl, KCI, Nal ou Kl, nas concentracbes de 0,02M, 0,2M, 0,5M e
1M nos tempos Oh, 24h e 48h de germinagao foram homogeneizados em 1,5 mL de
tampdo de extracdo (Acido Sulfossalicilico a 5%), e centrifugados por 10 min a

12000 g.

Uma aliquota de 100 yL do sobrenadante foi retirado e adicionado a uma
solugédo de acido acético e ninhidrina acida (1,25 g de ninhidrina em 30ml de acido
acético glacial e 20 ml de acido fosférico 6M) 1:1 (v/v). Sendo incubada por 1h em
banho-maria a 100 °C, sob agitagdo. Apos esse tempo a reacdo foi paralisada em

banho de gelo.

A fase organica foi extraida com adigdo de 1 mL de tolueno ao meio de
reacdo a temperatura ambiente. Apds a extracdo, a absorbancia foi lida em
espectrofotdbmetro a 520 nm. Foi construida uma curva padrao com 1 mg/ml de
prolina. Os resultados foram expressos em nmols de prolina / mg de peso fresco de

embrido.
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[11.16. Determinacédo de acUcares solUveis

Para a extracdo dos agucares soluveis foram utilizados 100mg de embrido
das sementes embebidas em NaCl, KCI, Nal ou Kl, nas concentracbes de 0,02M,
0,2M, 0,5M ou 1M nos tempos de Oh, 24h e 48h de germinagdo, homogeneizados
em tampdo de extracdo (Acido Acético Glacial:Metanol:Agua 1:4:5 v/viv) e
centrifugados por 10 minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado com
auxilio de uma pipeta automatica e reservado. O precipitado foi ressuspendido com
1 mL de tampao de extracao, citado anteriormente, e centrifugado por mais 5 min. O

sobrenadande foi retirado e agrupado com o sobrenadante previamente reservado.

Posteriormente a essa extragao, 500uL do extrato foram adicionados a uma
solugédo contendo fenol 5 % e acido acético glacial (1:5 v/v). A reacéo foi aquecida
em banho-maria a 100 °C por 20 min. E paralisada em banho de gelo por 5 minutos.
As amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 490 nm a temperatura ambiente.
Foi utilizado como padrao glicose 0,1 mg/ml. Os resultados foram expressos em

mmols de agucares soluveis/ mg de peso fresco da amostra (Dubois et al., 1956).

l11.17. Desenho experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram independentes, e realizados em duplicata e repetidos
trés vezes cada. Todos os dados foram analisados por one-way ANOVA e teste de
Tuckey. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativamente diferentes.
Para andlise estatistica foi utilizado o Programa GraphPad Prism for Windows

versdo 7.0.
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IV. Resultados:
IV.1. Embebic&o em diferentes sais:

Sementes de milho embebidas com concentragbes crescentes de NaCl,
KCI, Nal ou Kl, revelaram um decréscimo de 80 % no crescimento e 90 % na
atividade de tirosina fosfatase em embribes de 48 h, previamente, embebidos
com 1,0 M dos sais. No gel nativo para atividade, observou-se uma diminuicéo
na intensidade de coloracdo no tempo de 48 h de germinacdo, conforme o
aumento na concentracdo dos sais. O estudo histoquimico mostrou um
decréscimo na atividade fosfatasica no meristema apical de embriées com 24 h
de germinacdo, previamente, embebidos com 0,2 M de todos os sais
estudados. Adicionalmente, o perfil de fosfotirosina no tempo de 48 h de
germinacao, revelou a diminuicdo da intensidade da banda de 14 kDa nos
embrides controle (sem sal) e, a partir de 0,2 M, de todos os sais estudados,
este evento nao foi observado. O conteudo total de prolina aumentou 2 vezes e
0 de acgucares soluveis 4 vezes no tempo zero h de germinacdo com as
concentracbes de 1,0 M dos sais adicionados, quando comparados com

embrides controle.

No Anexo 1 (p.77), foi apresentado um detalhamento do experimento.
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IV.2. Embebicdo de sementes de milho com doadores de NO,

adicionados ou nao de NaCl ou KCI.

IV.2.1. indice de crescimento dos embrides x doadores de
NO.

A adicdo de doadores de NO na 4gua de embebi¢cdo em associacdo com
sais de sddio e de potassio, promoveu a retomada do crescimento do embrido
do milho. Observou-se que a partir de 36 horas de germinacéo, houve
recuperacao significativa (quando p < 0,05) do crescimento independentemente
do doador de NO utilizado. A recuperagdo do crescimento do embrido
estressado com ambos os sais e ambos o0s doadores de NO alcancou niveis
em torno de 50% do tamanho do embrido germinado na auséncia de sal
(controle). A utilizacdo somente do doador de NO, isoladamente na agua de
embebicdo, o qual definimos como controle, ndo promoveu nenhuma alteracéo
significativa (quando p < 0,05) no perfil de crescimento no embrido do milho,
guando comparado com o crescimento do embrido embebido, previamente, em

agua deionizada (Figuras 4 e 5).

Todavia, quando adicionamos apenas 200uM de &cido ascoérbico ou
100uM de nitrato de sédio, isoladamente, ndo houve diferenca significativa na

recuperacédo de crescimento (Figura 6).
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Figura 4: indice de crescimento dos embrides de sementes de milho
embebidas com SNAP 10uM ou NaNO, 100uM + AA 200uM, adicionados ou néo de
NaCl ou KCl a 0,3M.

As sementes de milho foram embebidas com doadores de NO (SNAP 10uM (A) ou
nitrito de sodio 100uM e &cido ascdrbico 200uM (B)) combinados ou ndo com de NacCl ou
KCl a 0,3M ou com agua deionizada (controle). Apds 24 horas de embebicado, as sementes
foram germinadas durante 48 horas em agua deionizada. Cinco embribes foram retirados
em diferentes tempos de germinacdo (0,12, 24, 36 e 48 h) e medidos com régua
milimetrada. Os resultados foram expressos em porcentagem de crescimento o do embrido
em relacéo ao controle (considerando indice de crescimento de 100%).
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SNAP 10puM

B

NaNO, 100uM + AA 200uM
C D

Oh

.ﬁ'f‘.ﬁ

Controle NaNO; NacCl NaCl + KCI K@IEs
+ AA NaNO;, + AA NaNO; + AA

Controle NaNO: NaCl NaCl + KCI KCI +
+ AA NaNO; + AA NaNO; + AA

Figura 5: Sementes de milho embebidas com SNAP 10uM ou NaNO,
100uM + AA 200uM, adicionados ou ndo de NaCl ou KCl a 0,3M.

As sementes de milho foram embebidas com doadores de NO (SNAP 10uM (A
e B) ou nitrito de sddio 100uM e &cido ascorbico 200uM (C e D)) combinados ou ndo
com NaCl ou KCla 0,3M ou com agua deionizada (controle). Apés 24 horas de
embebicdo as sementes foram germinadas durante 48 horas em agua deionizada. Nos
tempos Oh (A e C) e 48h (B e D) de germinagéo as sementes foram fotografadas com

auxilio de uma camera fotografica digital Sony Cybershot 7.2 mp.
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Figura 6: indice de crescimento dos embrides de sementes de milho
embebidas com NaNO, 100uM ou AA 200uM, adicionados ou nédo de NaCl ou KCI
a 0,3M.

As sementes de milho foram embebidas com nitrito de s6dio 100uM (A) ou
acido ascérbico 200uM (B) combinados ou ndo com NaCl ou KCI a 0,3M, ou com
agua deionizada (controle). Apds 24 horas de embebigcdo, as sementes foram
germinadas durante 48 horas em 4gua deionizada. Cinco embrides foram retirados em
diferentes horarios da germinacdo (0, 12, 24, 36 e 48 h) e medidos com régua
milimetrada. Os resultados foram expressos em porcentagem de crescimento do

embrido em relacdo ao controle (considerando o indice de crescimento de 100%).
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IV.2.2. Conteudo e perfil protéico dos embrides embebidos ou

ndo com diferentes doadores de NO.

O conteudo total de proteina nos homogenatos totais de todos os grupos
de embribes de sementes de milho n&o apresentou variacéo significativa até 12
h de germinacdo, quando comparados ao controle. Todavia, embrides
embebidos somente com agua deionizada (controle) ou com doadores de NO
apresentaram, a partir de 24 h, um aumento significativo (P < 0,05) de 0,1 mg
ptn / ml. Nos embrides de sementes de milho embebidos em agua contendo
doadores de NO adicionados dos sais, esse aumento significativo (P<0,05) do
conteudo protéico ocorreu a partir de 36 h de germinacdo, tempo no qual
ocorreu a recuperacao do crescimento dos embrides. A partir desse tempo, 0
conteudo protéico foi significativamente (P < 0,05) igual ao controle Nas
sementes estressadas somente com 0s sais, a variacdo do conteudo protéico
nao foi significativa ( P< 0,05) durante as 48 horas de germinacgao (Figuras 7 A

e C).

Ao analisarmos o conteudo protéico pelo peso fresco do embrido
(Figuras 7 C e D) encontramos uma diminuicdo significativa (p < 0,05) do
conteudo protéico a partir de 24 h de germinacdo. Quando submetemos as
sementes de milho ao estresse salino, observamos que essa queda né&o
ocorreu, apresentando valores que variaram de 10,7 mg ptn / mg P.F. no tempo

0 ha 8,6 mg ptn/ mg P.F. no tempo 48 h de germinacao.
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Ao adicionarmos doadores de NO na 4gua de embebicédo adicionada de
NaCl e KCI a 0,3M, observamos uma queda no conteudo protéico, a partir de
36 h de germinacao, de 10,4 mg ptn / mg P.F no tempo 0 h para 3,8 mg ptn /

mg P.F no tempo 48 h de germinagéo.

A fim de analisarmos o perfil protéico dos embrides de sementes de
milho submetidos aos diferentes tratamentos, descritos anteriormente,
aplicamos os homogenatos de embrides de sementes de milho em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS 10%. Nas amostras controle (Figura 8 A),
observamos uma degradacéo protéica progressiva ao longo da germinacéo
(O — 48 h). Na presenca de NaCl ou KCI, ndo ocorre proteolise,

independentemente do tempo de germinacao analisado (Figura 8 B).

Porém, observamos uma maior degradacao protéica a partir de 36h de
germinacao quando adicionamos SNAP 10uM, adicionados ou n&o de NaCl ou
KCl a 0,3M na agua de embebicédo (Figuras 8 A e B). Esses dados sugerem
que o mecanismo de protedlise envolvido durante a germinacao, € revertido

guando os niveis de NO estdo aumentados, via doadores de NO.

Os embrides de sementes embebidos com 0s sais apresentaram o
mesmo conteddo protéico ao longo da germinacdo. Em contrapartida, as
sementes controle ou que tiveram doadores de NO na agua de embebicao
mostraram um aumento do conteldo protéico a partir de 12 horas, cujos valos
aumentaram quase duas vezes até as 48 horas de germinagdo independente

do doador de NO utilizado.
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Figura 7: Conteudo total de proteina nos embrides de milho embebidos
com diferentes doadores de NO, combinados ou n&o com NaCl ou KCI.

As sementes de milho foram embebidas com doadores de NO (SNAP 10uM (A
e B) ou nitrito de sodio 100uM e &cido ascorbico 200uM (C e D)) combinados ou ndo
com 0,3M de NaCl ou KCI ou com agua deionizada (controle). Apos 24 horas de
embebicéo, as sementes foram germinadas até 48 horas em agua deionizada. Cinco
embrides foram retirados em diferentes tempos da germinacéo (0, 12, 24, 36 e 48 h),
homogeneizados em tampao acetato de sddio, 100mM, pH 5.0 e centrifugados a
12000 G por 5 minutos. As concentragBes de proteina foram determinadas pelo

método de Bradford e os dados expressos como mg ptn/ml. (A e C) ou mg ptn/ mg
P.F. (B e D)
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicfes
desnaturantes (10%) de embriGes de milho embebidos com NaCl ou KCI a 0,3M
adicionados ou ndo de SNAP (10uM).

Cinco embrides foram retirados em 0, 12, 24, 36 e 48 h de germinacao. 40 ug
de proteina de homogenatos totais de embrides de milho embebidos com agua
deionizada (controle) ou com SNAP 10 uM combinados ou ndo com 0,3 M de NaCl ou
KCI. Os padrdes de baixa massa molecular (BMM) correspondem a 66, 45, 36, 29, 24,
20,1 e 14,2 kDa e os de alta massa molecular (AMM), 205, 116, 97,6, 66, 29 e

20,1kDa, respectivamente.
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IV.2.3. Atividade de tirosina fosfatase e conteldo total de fosfato

livre dos embrides embebidos ou ndo com diferentes doadores de NO.

Na Figura 9, observamos uma recuperacao significativa na atividade
pNPPasica quando se adicionou SNAP 10uM ou NaNO; 100uM + AA 200uM,
adicionados ou ndo de NaCl ou KCI 0,3M, na agua de embebicdo. Essa
atividade apresentou-se 10 vezes maior quando comparada com a atividade
medida somente com 0 uso dos sais na agua de embebicdo. Contudo, essa
atividade foi 2 vezes menor que a atividade do controle. Pode-se, ainda,
observar que somente a adicdo de qualquer doador de NO nao influenciou
significativamente a atividade de tirosina fosfatase, apresentando valores

estatisticamente iguais ao controle quando p < 0.05.
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Figura 9: Atividade de tirosina fosfatase nos embrides de milho
embebidos com 0,3M de NaCl ou KCI adicionados ou ndo de doadores de NO.

As sementes de milho foram embebidas com doadores de NO (SNAP 10uM (A)
ou nitrito de s6dio 100uM e acido ascorbico 200uM (B)) combinados ou ndo com 0,3M
de NaCl ou KCI ou com agua deionizada (controle). Apds 24 horas de embebicéo, as
sementes foram germinadas durante 48 horas em &gua deionizada. A atividade
pNNPasica foi medida usando o homogenato total e pNPP como substrato. Os

resultados estao expressos em nmols pNP /mg ptn / min.
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Em relacdo ao conteudo total de fosfato livre, ocorreu um aumento
significativo (quando P< 0,05) de 778,3 para 1578,4 nmols Pi / mg ptn durante
as 48h de germinacdo, e o mesmo perfil foi obtido quando se adicionou
doadores de NO. Todavia, quando se adicionou doadores de NO (SNAP 10uM
ou NaNO; 100uM + AA 200uM), com NaCl ou KCl a 0,3M na &gua de
embebicdo ocorre um aumento significativo (quando P< 0,05) no contetdo de
fosfato livre comparado as amostras que continham somente 0s sais na agua
de embebicdo. Entretanto, o conteudo de fostafo livre nas amostras que
tiveram somente os sais, apresentou um aumento nao significante ( quando P<

0,05) ao longo da germinacao em torno de 10% (Figura 10).
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Figura 10: Conteudo total de fosfato livre nos embrides de milho
embebidos com 0,3M de NaCl ou KCl adicionados ou n&o de doadores de NO.

As sementes de milho foram embebidas por 24h com concentracdes
crescentes de doadores de NO (SNAP 10uM (A) ou uma solug&o contendo nitrito de
sodio 100uM e acido ascorbico 200puM (B)) combinados ou ndo com 0,3M de NaCl ou
KCI ou com agua deionizada (controle) e germinadas durante 48 horas em &gua
deionizada. As concentracdes de fosfato foram medidas no homogenato total através
do método descrito por Fiske-Subbarow(1925). Os resultados estdo expressos em

nmol Pi/ mg ptn/ min.
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IV.2.4. Determinacdo da peroxidacdo lipidica nos embrides

embebidos ou ndo com diferentes doadores de NO.

A peroxidacéo lipidica foi avaliada através da formacdo de MDA pelo
método de TBARS. Quando se adicionou SNAP 10uM ou NaNO, 100uM + AA
200uM, adicionados ou ndo de NaCl ou KCI 0,3M, na agua de embebicéo,
encontramos niveis significativamente(quando P< 0,05) menores de
peroxidacdo lipidica do que quando somente se adicionou 0s sais,
independentemente do tempo de germinacéo analisado. Essa reducao foi mais
pronunciada em 48 horas de germinacao, conforme pode ser visualizado nas

Figuras 11 CeF.

Observa-se também que ocorreu uma reducao significativa(quando P<
0,05) da peroxidagéo lipidica em torno de 3x nas amostras controle (sem sal) e
embebidas somente com doadores de NO de 0 h para 48 h de germinag&o.
Contudo, esta reducao nao foi observada nos embrides embebidos somente

com NaCl ou KCl a 0,3M (Figura 11).

Adicionalmente, observamos uma semelhanca no perfil de reducao da

peroxidacao lipidica nos dois doadores de NO utilizados.

Concluimos que, para o NO inibir a peroxidacao lipidica de sementes

germinadas, as mesmas deverao ter sido estressadas, previamente, com sal.
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Figura 11: Peroxidacéo lipidica nos embrides de milho embebidos com de
NaCl ou KCl a 0,3M adicionados ou ndo de doadores de NO.

As sementes de milho foram embebidas por 24h com concentracbes
crescentes de doadores de NO (SNAP 10uM (A) ou uma solucdo contendo nitrito de
sédio 100uM e acido ascérbico 200uM (B)) combinados ou ndo com 0,3M de NaCl ou
KCI ou com &gua deionizada (controle) e germinadas durante 48 horas em agua
deionizada. 0,1g de embrides foram retirados em diferentes tempos da germinagéo (O,
24 e 48 h). O grau de peroxidacéo lipidica foi avaliado pelo método de TBARS, através
da formacdo de MDA, o qual é calculado pelo coeficiente de extingdo molar de
155 mM/cm.
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IV.2.5 Conteldo de nitrato dos embrides embebidos ou nao

com diferentes doadores de NO.

No presente estudo, conforme a semente germinou, ocorreu
aumento no conteudo de nitrato nos homogenatos totais dos embrides de milho
controle, com valores que variaram de 1,4; 2,5 e 4,1 umols nos tempos 0, 24 e

48 h, respectivamente.

Notou-se também que as sementes de milho embebidas somente
com 0s sais apresentaram uma variacdo nao significativa(P<0,05) de nitrato de
1,2 a 1,9 ymols, independentemente do tempo de germinagdo analisado.
Contudo, ao adicionar doadores de NO (SNAP 10 uM ou NaNO, 100 uM + AA
200 pM), na 4gua de embebicdo juntamente com NaCl ou KCI 0,3 M, o
contetdo de nitrato aumentou significativamente em 50 %. Observamos que o
conteudo nitrato nas amostras embebidas em agua deionizada e com os
doadores de NO, aumentaram cerca de trés vezes do inicio ao final da

germinacao (Figura 12).

Na Figura 12, deve-se ressaltar, ainda, que os valores
encontrados para o conteudo de nitrato ndo diferem significativamente (quando

P<0,05) entre os doadores de NO utilizados, apresentando perfil semelhante.
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Figura 12: Contetdo de nitrato nos embrides de milho embebidos com
0,3M de NaCl ou KCI adicionados ou ndo de doadores de NO.

As sementes de milho foram embebidas por 24h com doadores de NO (SNAP
10uM (A) ou uma solucdo contendo nitrito de sodio 100uM e acido ascorbico 200uM
(B)) combinados ou ndo com 0,3M de NaCl ou KCI ou com agua deionizada (controle)
e germinadas durante 48 horas em agua deionizada. 30ul de homogenato total
proveniente dos diferentes tempos de coleta dos embrides, foram submetidos ao
ensaio fluorimétrico de nitrato, utilizando kit da Calbiochemistry conforme descrito na
secao de Material e Métodos.
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Logo, observamos que os doadores de NO utilizados sédo capazes de
reverter os efeitos deletérios causados ao crescimento do milho nesta fase da
germinacao. Concomitantemente a este fato, observamos uma recuperagcao na
atividade fosfatasica apdés 36 h de germinacdo, acompanhado da recuperagado
da protedlise, mecanismo pos traducional importante para o crescimento da

semente nesta fase do seu ciclo germinativo.

Além disso, a diminuicdo da peroxidacdo lipidica e o aumento do
conteudo de nitrato colaboraram para tal recuperacdo do crescimento das
sementes de milho estudadas, quando estas foram submetidas ao estresse por

NaCl e KCI.
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V. Discussao:

V.1. Embebic&o com diferentes sais.

Todos os sais mostraram um efeito deletério na germinagédo do milho,
principalmente em concentragdes entre 0,2 e 1,0 M. Provavelmente essas acao
foi primeiramente por efeito osmoético e secundariamente pelo aumento da
toxicidade ionica (Muhlin e Lauchli, 2002). A alta salinidade provoca redugao no
turgor celular diminuindo em udltima analise o crescimento e a divisdo celular

(Neves-Piestun e Bernstein, 2001)

De acordo com Mihlin e Lauchli (2001) um modelo para resposta do
crescimento em plantas quando submetidas a alta salinidade, foi caracterizado,
primeiramente pela reducdo do cresciemnto por efeitos osmoéticos e
posteriormente, em fases de maior atraso no desenvolvimento (como
aparecimento de folhas) esse efeito é induzido pela toxicidade ibnica, que pode

provocar, por exemplo, necrose no tecido da folha.

A adaptacdo em baixas de sais se da possivelmente por alguns
mecanismos adaptativos como: ativacdo de H+ ATPase (Babakov et al., 2000),
sintese de osmoprotetores (Russel et al.,, 1998), aumento da atividade de
Na+/H+ ATPase, aumentando o efluxo de Na+ (Rodriguez-Navarrese e
Serrano, 2001, Xia et al., 2002), além da ativagdo de cinases ligada na
protecdo de estresse salino, como MAPK e proteinas cinases dependentes de

calcio (Kanhonou et al., 2001, Deferred et al., 2002).
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A atividade de tirosina fosfatase foi diminuida quando NaCl, KCI, Nal e
Kl foram adicionados na agua de embebicdo. Esse resultado esta vinculado
com o fato desta enzima pode ser percebida por uma proteina chave de
sinalizacao celular pela oxidacédo de residuos de cisteina conservados (Xiong,
et al., 2002). Estudos recentes tém mostrado que ativacdo de MAPK de plantas
também esta correlacionada com fosforilagdo de residuos de tirosina. Uma
analise bioquimica detalhada realizada por Huang, et al., (2000) confirma que
uma MAPK de planta (AtMPK4) é fosforilada em um residuo de tirosina durante
0 processo de ativacdo. Defosforilacdo de fosfotirosina por AtPTP1, uma
tirosina-especifica PTP de Arabidopsis, resultando na perda da atividade de
MAPK. Esse resultado demonstra que a fosforilacdo de tirosina € essencial
para ativagdo de MAPK de plantas (Huang et al., 2000). Essas enzimas sao
ativadas por estresse salino em diferentes tempos apés o inicio do estresse, e
a ativacdo dessas MAPK também ocorre em diferentes periodos de tempo

(Mikolajczyk et al., 2000).

Em um estudo de Liao et al. (2003), mostrou um aumento da sintese de
um gene de uma fosfatase acida purpura (purple acid phosphatase) em soja
submetida ao estresse por NaCl, esse resultado sugere um papel fisioldgico do
GmPAP3, talvez relacionado com a adaptacédo da soja ao estresse por NacCl,
possivelmente através do seu envolvimento com formacdo e/ou varredura de
espécies reativas de oxigénio ou vias de transducdo de sinal em resposta ao

estresse.
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Solutos osmolares sdo importantes para adaptacdo da planta em
salinidade. Nossos resultados mostraram um aumento do conteddo de prolina
e aclcares redutores em 0,2, 0,5 e 1,0 M de todos os sais estudados e em
0,02 M o contetudo destes osmolitos mostrou um perfil similar as amostras
controle (ndo adicionadas de sal). Estes resultados estdo em concordancia
com os dados de Khedr et al. (2003), onde foi observado que o estresse salino
foi capaz de reduzir o crescimento, particularmente a 0,3mM de NaCl, com um

aumento significativo de prolina (Khedr et al., 2003)

Esse estudo mostrou que a exposicdo de sementes de milho a
concentracdes crescentes de NaCl, KCI, Nal e KI, promoveu um retardo no
crescimento do embrido concomitante com a inibicdo da atividade de tirosina
fosfatase e acumulo de solutos osmolares. Observando estes resultados,
especula-se que o impacto da exposicao a alta salinidade ligado a inibicdo da
atividade fosfatasica foi deletério para as sementes de milho nesta fase da
germinacao, logo, estas sementes nao sdo tolerantes ao sal nesta fase da

germinacgao
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V.2 Embebicdo de sementes de milho com doadores de NO,
adicionados ou néao de NaCl ou KCI.

O crescimento do embrido foi acompanhado da recuperagcdo da
atividade pNPPasica da tirosina fosfatase a partir de 36h de germinacdo com

doadores de NO adicionados de 0,3M de NaCl ou KCI.

Essa recuperacdo da germinacdo se da, provavelmente, pela diminui¢do
da concentracdo das espécies reativas de oxigénio, que estariam aumentadas

na situacéo de estresse (Delledonne et al., 2003).

O acréscimo do contetdo de espécies reativas de oxigénio em plantas
submetidas ao estresse salino, ndo seria proporcional ao aumento da atividade
de enzimas antioxidantes, promovendo entdo danos irreversiveis a planta (Di
Baccio, 2004). Entretanto, Kopyra e Gwo6zdz (2003) mostraram que o pré-
tratamento com doador de NO (SNP) em sementes de tremogos aumentaram a
atividade de superdxido desmutase quando essas sementes foram submetidas

ao estresse por NaCl (200 mM), cadmio (50 uM) e chumbo (700 puM).

Além disso, o NO funciona como um sinalizador celular, estimulando
vias adaptativas ao estresse salino dependentes das cascatas de MAPK,

mecanismo ainda nao elucidado.

Suspeita-se da interacdo destas enzimas com &acido salicilico e na
inducdo de enzimas ligadas a sintese de acido jasmonico, considerado um
osmoprotetor, conferindo adaptacdo da planta ao estresse osmoético

(Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek, 2007).
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O oxido nitrico estimula a fosforilacdo protéica em células oclusivas ou
guardids de plantas, que seria um pré-requisito para a entrada de calcio celular,
estimulando assim a sintese de canais ionicos, favorecendo a entrada de
potassio no citossol celular (Sokolovski et al.,, 2005). Esse fato leva a

homeostase celular, promovendo adaptacdo ao estresse salino.

Além disso, a alta salinidade inibe canais de calcio, diminuindo a entrada
de célcio celular e, por conseguinte diminuindo a atividade de vias dependentes
de GMP ciclico e ADP-ribose (Garcia-Mata et al., 2003). O Oxido nitrico
estimula a fosforilacdo destes canais de calcio em situacbes de estresse
hidrico, aumentando sua atividade e, por conseguinte a entrada de calcio

celular (Sokolovski et al., 2005).

A atividade da tirosina fosfatase diminuida nos embrides quando
submetidos ao estresse salino sob essas concentracdes de sais citadas
anteriormente, e seu aumento quando a germinacdo é recuperada ao se
adicionar doadores de NO (Figura 9), corrobora com o fato desta enzima estar
intimamente ligada ao processo de germinacdo do milho, como ja foi descrito

pelo nosso grupo (Senna, 2003, Senna et al., 2006).

Adicionalmente, observa-se que quando se adicionou doadores de NO
juntamente com o0s sais encontram-se niveis menores de peroxidacao lipidica
do que quando somente se adicionou o0s sais. Isso pode ser explicado pelo fato
do NO em baixas doses ser considerado um varredor de radicais livres, como
ion peroxido, hidroxila e perdxido de hidrogénio, os quais promovem além da
peroxidacado lipidica, danos no DNA, injaria no pigmento de clorofila, dentre

outros fatores (Demiral e Tirkan, 2004, Beligni e Lamattina, 1999).
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Um dos mecanismos de regulacéo de proteinas fosfatase é por peroxido
de hidrogénio, o que leva a uma mudanca na sua conformacédo e inibe
reversivelmente essa enzima (Gupta e Luan, 2003). Como o conteudo de
peréxido de hidrogénio, geralmente, estd aumentado quando a planta €&
submetida ao estresse salino (Hu, et al., 2006), esse fato provocaria,
provavelmente, essa diminuicdo na atividade de tirosina fosfatase quando a

planta é submetida ao estresse.

A recuperacdo da atividade a partir das 36 h de germinacdo em
embrides de milhos submetidos ao estresse salino acrescidos de doadores de
NO, também pode ser explicada, pela via supracitada, ja que, em situacao de
estresse, o0 NO atua como um varredor de espécies oxidativas, incluindo o
peréxido de hidrogénio (Demiral e Tirkan, 2004, Beligni e Lamattina, 1999), e,

por conseguinte, a atividade fosfatasica ficaria novamente aumentada.

Concomitante a esse aumento da atividade fosfatasica, observamos um
aumento, do conteudo de fosfato livre (Figura 10). Em embries de sementes
embebidas com concentracbes superiores a 0,2 M dos diferentes sais
estudados este evento ndo ocorreu. Contudo, ao se adicionar doadores de NO
juntamente com sais, ha agua de embebicéo, esse efeito negativo foi revertido.
Isto pode ser explicado pela inibicéo da atividade da fosfatase em embrides de
sementes submetidas ao estresse salino, e sua recuperagao pela adicdo de
doadores de NO (Figura 9) ou pelo fato do estresse salino provocar o aumento
de mio-inositol-fosfato sintase, pormovendo assim diminuicdo do conteudo de

fosfato livre no meio (Das-Chatterjee, 2006). O aumento do conteddo de fosfato

59|Pagina



Discussao

quando se adiciona doadores de NO pode ser explicado pelo retorno da

atividade de fosfatase encontrada na (Figura 9).

Em relacdo ao nitrato, observamos que este contetudo € aumentado 50%
quando se adiciona doadores de NO aos sais de sédio e potassio, em relacéo
aos embrides de sementes embebidas somente com esses sais. Esse
resultado pode ser explicado, pois quando se adiciona doadores de NO em
meios de germinacdo ocorre um estimulo a formac&o de nitrato em embrides

de plantas (Simontacchi et al., 2004).

Provavelmente esse aumento na formacdo de nitrato, provoca um
acréscimo da formacgéao de reservas de nitrogénio na planta, favorecendo assim
o crescimento do vegetal (Bethke et al., 2004 e Kaiser et al., 2002), e também
pode estar influenciando na recuperacdo do crescimento do embrido,

juntamente com 0s outros parametros supracitados.

O conteudo de nitrato intracelular esta, proporcionalmente, ligado ao
potencial de membrana, isto &, niveis aumentados de nitrato conferem turgor
celular e, consequente, aumento do potencial de membrana, conferindo assim
diminuicdo da permeabilidade celular e, por conseguinte adaptacao ao estresse

salino (Fen et al., 2007).

Concomitante aos dados supracitados observou-se uma recuperacao da
protedlise, que estava inibida em sementes submetidas ao estresse salino, ao
adicionarmos NO juntamente ao sal na agua de embebicdo dessas sementes

(Figura 8).
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A protedlise de proteinas de reserva em sementes € um ponto critico
para 0s processos de germinacdo e crescimento. Em estagios iniciais, essas
proteinas séo clivadas em subunidades de menor massa molecular por

enzimas proteoliticas (Tan-Wilson et al., 1996).

Um estudo de Sheokand et al., (2005) mostrou que uma cisteino
protease de planta forrageira (Medicago truncatula) estaria ativada durante a
germinacao e tolerancia ao estresse (Sheokand, et al., 2005). Essa classe de
enzima esta ligada a morte celular promovida pelo ataque de patdgenos (Beers
et al., 2000), mobilizacdo de proteinas durante a germinacgéo, favorecendo o

crescimento sadio da semente (Schlereth et al., 2000).

O aumento da degradacado protéica corrobora com o fato da diminuicdo
significativa do conteudo protéico da fracdo citosélica, a partir de 36 h de
germinacao, em embrides de sementes de milho embebidos com NaCl ou KCI

a 0,3 M adicionados dos doadores de NO (Figuras 7 C e D).

Provavelmente, esse aumento da degradacdo protéica quando se
adicionou doadores de NO juntamente com os sais na agua de embebicédo de
sementes de milho (Figura 8), contribuiu para a recuperacédo do crescimento,

via doadores de NO, dos embrides submetidos ao estresse salino (Figura 4).
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Discussao

Neste trabalho observamos uma forte associacdo entre a retomada do
crescimento dos embrides de milho submetidos ao estresse salino, quando
adicionados de doadores de NO. Além disso, o aumento da atividade de
tirosina fosfatase, a diminuicdo da peroxidacao lipidica, a retomada da
degradacdo de proteinas de reserva e o aumento do conteddo de nitrato ao

longo da germinac&o do milho colaboraram para tal evento.
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VI. Conclusbes

VI.1 Embebicdo com diferentes sais

e O estresse salino causado por NaCl, KCI, Nal e KI quando
adicionados na 4gua de embebicdo foi capaz de retardar o crescimento dos
embrides de sementes de milho. Concomitante a este fato, observamos a
inibicdo da atividade fosfatasica.

e Foi observado a degradacdo de uma fosfotirosina de 14kDa,
provavel alvo da tirosina fosfatase, nos embrides controle e naqueles que
foram embebidos com os diferentes sais a concentracdo de 0,02 M. Contudo,
em concentragdes de 0,2 M e 1,0 M essa degradacgao nao foi notada.

e Nos cortes histoquimicos, observou-se a atividade fosfatasica
aumentada no meristema apical em embrides controle as 24 h de germinacéo.
Entretanto nos embrides embebidos com os diferentes a concentracéo de 0,2

M neste mesmo periodo de germinacado, nao foi observada essa atividade.
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VI.2 Embebicdo de sementes de milho com doadores de NO,

adicionados ou ndo de NaCl ou KCI

e Doadores de NO (SNAP 10 pM e NaNO; 100 uM + AA 200 uM)
foram capazes de promover a recuperacdo do crescimento, em 36 h de
germinacao, dos embrides de milho submetidos ao estresse salino (embebidos
com NaCl e KCI a 0,3 M).

e Somente os doadores de NO nao promoveram qualquer alteracao
no crescimento da semente.

e Isoladamente, NaNO;, 100 uM e AA 200 uM néo foram capazes
de reverter a inibicdo do crescimento causada pelos sais adicionados na 4gua
de embebicéo.

e A atividade de tirosina fosfatase, em niveis basais nos embrides
embebidos apenas com NaCl e KCI 0,3 M, quando adicionados de doadores de
NO (SNAP 10 pM e NaNO; 100 pM + AA 200 uM) foi recuperada a partir das
36 h de germinacdo. Concomitante a este fato, o conteudo de fosfato livre
acompanhou o aumento da atividade fosfatasica.

e Ao analisar o perfil protéico, observamos uma diminuicdo da
atividade proteolitica em embrides de sementes submetidas ao estresse salino.
Logo, quando se adicionou NO juntamente com 0s sais na agua da embebicdo
esses niveis de protedlise retornaram os perfis dos controles a partir das 36 h

de germinagao.
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e Observamos também, um aumento da peroxidacao lipidica nos
embrides embebidos com NaCl e KCI 0,3 M. Logo, ao se adicionar doadores
de NO nesta agua de embebicdo, esses niveis de peroxidacédo lipidica
diminuiram a niveis proximos aos do controle.

e Em relagdo aos niveis de nitrato, SNAP e NaNO, + AA foram
capazes aumentar a producdo deste ion nos embribes das sementes
submetidas ao estresse por NaCl e KCI.

e Logo, conclui-se que os doadores de NO estudados séo capazes
de reverter os efeitos deletérios ocasionados pelo estresse salino, recuperando
0 crescimento do embrido, via aumento da atividade de tirosina fosfatase,

recuperar a protedlise e reduzir a peroxidacao lipidica.
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Summary

Crop salt damage is an environmental stress that limits growth and development in plants.
In the metabolic processes, the effects of the discharge salinity were not still elucidated
totally, however it is told that the reduces the hydration of the seeds and it induces
changes in the activity of some important enzymes involved in germination. Phosphatases
are believed to be important in plants but its role in adaptation to abiotic stress at
germination has not been critically evaluated. To adress this issue, the aim of this work is
to compare the tyrosine phosphatase activity, as well as the growth profile under different
salt stress during germination of maize seeds. In ours results we observed a decrease at
80 % in growth and 90 % on tyrosine phosphatase activity in embryos from 0, 12, 24, 36
and 48 h previously soaked with 1.0 M of NaCl, KCI, KI or Nal. In native gel activity we
observed a slightly stained of on band of protein when all salt concentrations were
increased. The histochemical studies showed a decrease of activity in apical meristeme of
embryos in 0.2 M of all salts studieds When we analyses the phosphotyrosine profile we
observed a diminish of an intensity of a 14 kDa phosphoprotein band when 0.2M of all
salts were utilized. Total proline content showed an increase of 2-fold and total soluble
sugars of 4-fold in Oh of germination of 1M of all salts, when compared with without salt
embryos. These data suggest that this seed is not salt tolerant at this germination phase of

plant growth and tyrosine phosphatase activity can be modulate by different salt stress.

Key words: salinity, organic solutes, tyrosine phosphatase, mineral content, Zea mays.

Abbreviations: BCIP/NBT, Bromo-chloro-indolil-phosphate / Nitro Blue Tetrazolium; FW,
fresh weight; KCI, potassium chloride; Kl, potassium iodide; NaCl, sodium chloride; Nal,
sodium iodide; nmol, nano mols; pNPP, p-nitrophenylphosphate; pNP, p-nitrophenol; Pi,
inorganic phosphate; SDS-PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of

sodium dodecyl sulfate.
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Introduction

Salinity represents one of the most important environmental stresses since it limits
crop plant production, which is contrary to the increased demand for food all over the world
(Monsour and Salama, 2004). Soil salinization trigger soil degradation and these effects
are more conspicuous in arid and semi arid areas where 25% of the irrigated land is
affected by salts. In northeast of Brazil, 52% of its soil is in the semi-arid tropics and the
increase of salt affected soils due poor soil and water management in the irrigated areas,
the salinity problem became of great importance for agriculture production in this region
(Azevedo-Neto, et al, 2004)

Many plants develop mechanisms to exclude salt of cells or tolerate its presence
within the cells. These mechanisms during salt stress can promote various biochemical
and physiological alterations in plants, for example change in carbohydrates and lipids
metabolism, diminish of root growth, protein synthesis and photosynthesis (Parida and
Das, 2004)

Salinity inhibition of plant growth is the result of osmotic and ionic effects and the
different plants can developed any mechanisms to ameliorate these effects (Xiong, and
Zhu, 2002). One of this mechanism is the accumulation of organic solutes, like proline and
soluble sugars, to help towards the maintenance of ionic homeostasis and to removal free
radicals frequently increase in plants under salt stress (Misra and Gupta, 2005).

Protein phosphorylation and dephosphorylation regulate numerous biological
processes and are catalyzed by protein kinases and phosphatases, respectively. These
enzymes are classified into two major groups based on their substrate specificity:
serine/threonine kinases and serine/threonine phosphatases, which act on both serine and
threonine residues; and tyrosine kinases and tyrosine phosphatases, which act on tyrosine

residues (Luan, S., 2002).
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Additionally, our group, in a recently study, identified an acid phosphatase capable
to dephosphorylate tyrosine residues in maize embryos during germination. This enzyme
showed high affinity for pNPP and phosphotyrosine and low affinity for phytic acid. It was
also observed, that this enzyme was inhibited strongly by amonium molibidate and sodium
vanadate and not inhibited by okadaic acid (Senna, et. al, 2006).

Maize (Zea mays L.) is considered a moderately salt-sensitive plant; however
studies about the mechanisms of salt tolerance in maize seeds during germination are
very scarce (Zorb, et. al, 2004). In plants, the effects of the discharge salinity in the
metabolic processes were not totally elucidated and several cellular proteins can be
reversely phosphorylated/dephosphorylated, what causes a great interest in to identify and
to characterize phosphatases in plants, and the effects of these enzymes in the
germination processes. Therefore, the objective of this work is to identify the growth
pattern of maize seeds embryos soaked in different concentrations of sodium and
potassium chlorides and iodides, as well as, the tyrosine phosphatase activity, a key
enzyme involved in proliferation and cellular differentiation.

Materials and Methods

Experimental Design

Maize seeds were soaked for 24 h with different concentration of diverse salts.
After, maize seeds were germinated in water for 48 h. Five embryos were colleted
measured and homogenized. These homogenates were used for enzymatic assays. We
analyzed, phosphatase activity using pNPP as a substrate, in gel activity of phosphatase
using a-naftyl phosphate as a substrate and phosphoprotein profile analyzed for protein
blot using an anti-body against phosphotyrosine proteins. Histochemical analyses of
tyrosine phosphatase activity were analyzed in embryos at 24 h of germination using a-
naftyl phosphate as a substrate. Osmotic solutes (proline and soluble sugars)
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accumulation and sodium and potassium content were analyzed using 100 mg of embryos
in 0, 24 and 48 h of germination. All quantify data were submitted for One-way ANOVA

and Tukey test for statistical analyses.

Materials

Maize (Zea mays) seeds were kindly provided by Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria — EMBRAPA (Passa Quatro, MG, Brazil); pNPP and bovine serum albumin
were purchased from Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA), molecular weight
standards were purchased from BioAgency, BCIP/NBT substrate of alkaline phosphatase
was from Promega Corporation (Madison, WI, USA), monoclonal antibody against
phosphotyrosine was from Santa Cruz Biotechnology (San Francisco, CA, USA). All other

chemicals were of analytical grade.

Germination of seeds

Maize (Zea mays) seeds were sterilized with 2 % hypochloride solution for 10 min,
washed with distilled water three times and soaked for 24 h in water (without salt) or NaCl,
KCI, Nal and Kl with different concentrations (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 M). Then, the seeds
were germinated in the dark at room temperature on filter paper and embryos were
harvested during 48 h at intervals of 12 h. Lots of five embryos were homogenized and

assayed.

Total homogenate preparation and Protein estimation
The germinated embryos were homogenized in 0.1 M sodium acetate buffer (pH
5.0). The homogenate was centrifuged at 12,000 G for 5 min. The pellets were discarded

and supernatants were used for assays, described as total homogenate. These
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homogenates were frozen at -18 °C until analysis. All the experiments are the average of
three independent assays using different batches of maize seeds.
Total protein concentration was determined by Coomassie blue G-250 dye binding

using bovine serum albumin as standard (Bradford,1976).

Determination of p-nitrophenol formation

Enzyme assays to determine the phosphatase activity during germination, time
course and substrate curve were run in 0.1 M acetate buffer (pH 5.0) and 2 mM pNPP as
substrate and total homogenates in a final volume of 0.15 mL at 37 °C. Assays were
conducted in plastic 96-well microtiter plates. The reactions were stopped by addition of 1
N NaOH, and p-nitrophenol absorbance was measured at 405 nm in a microplate reader
(Thermomax). The extinction coefficient for p-nitrophenolate ion (1.75 uM x cm™") was
utilized for determination of the enzyme specific activity. The results were expressed in

nmols pNP x mg ptn ' x min ™.

SDS-PAGE and protein gel blot analysis

Total proteins (0.04 mg) from embryos homogenates were separated by SDS-
PAGE. Polyacrylamide gels (10x10x0.1cm, 10% acrylamide) were run in the presence of
SDS (Laemmli, 1970) at a constant current of 15 mA. Gels were stained with Coomassie
blue and dried. Protein gel blot analysis was performed as follows. Gels were transferred
to a nitrocellulose membrane at 190 mA for 90 min. Membranes were blocked with 5 %
albumin and then probed with 1:1000 dilution of a mouse monoclonal anti-phosphotyrosine
PY-99 and developed by BCIP/NBT, a stabilized substrate for alkaline phosphatase. Other

experimental conditions are described in (Towbin et al., 1979).
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In situ activity of tyrosine phosphatase

Histochemical studies of embryo content in 24 hours of germination were realized in
fresh sections. The samples were assembled in Tissue-Tek (O.C.T. Compound) shaping a
block. Sections were done in a cryostat (IEC CTF Microtomo-Cryostat) at - 30 °C in 12 —
16 um sections of thickness. Sections were incubated for 60 minutes at 37 °C in different
conditions: 1) in the presence of 0.1 M Tris-HCI pH 6.0, 1 mg ml™' Fast Blue BB, 2) 0.1 M
Tris-HCI pH 6.0, 1 mg ml™" Fast Blue BB, 0.1 M a-naftyl phosphate and, 3) 0.1 M Tris-HCI
pH 6.0, 1 mg.ml™" Fast Blue BB, 0.1 M a-naftyl phosphate and phosphatase cocktail
inhibitor (0.1 mM ammonium molybdate, 0.1 mM sodium vanadate). After this, the sections
were washed with 0.1 M This-HCI pH 6.0 and photographed with a camera coupled in an

optic microscopy.

In gel activity of tyrosine phosphatase

Total proteins (0.04 mg) from embryo homogenates were separated by
polyacrylamide gels as describe above in the absence of SDS. These assays was follow
by protocol of Biwas et al (1996), with some modifications, where gels were stained for
phosphatase activity, in 37 °C for 60 min, with 0.1 M Tris-HCI pH 6.0, 1 mg.ml'1 Fast Blue
BB and 0.1 M a-naftyl phosphate, as a substrate. The control gels were stained with 0.1 M
Tris-HCI pH 6.0 + 1 mg ml”" Fast Blue BB or 0.1 M Tris-HCI pH 6.0 + 1 mg ml” Fast Blue
BB + 0.1 M a-naphthyl phosphate and phosphatase cocktail inhibitor (0.1 mM ammonium

molybdate, 0.1 mM sodium vanadate).

Osmotic solutes determination
Proline was measured as described by Bates et al. (1973). 0.1 g of frozen maize
embryos was homogenized in 1.5 mL of 3 % sulphosalicylic acid and the residue was

removed by centrifugation. 0.1 ml of the extract was reacted with 2 mL glacial acetic acid
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and 2 mL acid ninhydrin (1.25 g ninhydrin warmed in 30 mL glacial acetic acid and 20 mL
of 6M phosphoric acid until dissolved) for 1 h at 100 °C and the reaction was stopped in
an ice bath. The reaction mixture was extracted with 1 mL toluene. The chromophore
contained in toluene was warmed to room temperature and its optical density was
measured at 520 nm. The amount of proline was determined from a standard curve in the
range of 20 — 100 mg.

The soluble sugars were extracted using the protocol previously described by Ciha
and Brun, 1978, where 100 mg of frozen maize embryos was homogenized in 10 mL of
extraction buffer (Acetic acid:methanol:water, 1:4:5, v/v/v). This homogenate was
centrifuged for 10 min at 12,000 G and the supernatant was reserved. The pellet was
ressuspended in 10 mL of extraction buffer and centrifuged for 10 min at 12,000 G. The
supernatant was reserved and added in other obtained supernatant described above. The
volume was corrected for 50 mL with deionized water. For the measurement of soluble
sugars we utilized the protocol previously described by Dubois et. al., 1956, where 500 pl
of extract was added in a solution containing 5% phenol in 2.5 mL of glacial acid acetic.
The reaction occurs for 20 min in 90 °C in a shaker bath. These reactions were stopped in
iced bath and the optical absorbance was read at 490 nm in spectrophotometer. The

amount of glucoses was determined from a standard curve in the range of 0.1 — 1.0 mg

Statistical Analysis
One-way analysis of variance was applied to the data to evaluate the salt-effect.

Mean values and significance were determined by Tukey test at p < 0.05.

Results

Embryo growth during Z. mays seeds germination under salt stress
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The NaCl and KCI treatment led to a decrease in embryos size of maize seeds
while no significant growth effect was found (Figure 1 A and B). A significant reduction of
embryos growth was already found at 0.2 M of NaCl or KCI (Figure 1 A and B) and in 0.02

M of Nal or Kl (Figure 1 C and D) at 24 h of germination.

Phosphatase activity during Z. mays seeds germination under salt stress

Acid phosphatase activities were measured using pNPP as synthetic substrate and
total seed homogenates obtained at different times during germination.

When phosphatase was assayed in homogenates of maize seeds embryos
obtained from different hours after being soaked, we noticed that during germination, there
was an increase in phosphatase activity after 24 h in control (without salt) and 0.02 M of all
salts studied. However when salt concentration was higher, with concentrations upper 0.02
M the phosphatase activity was decrease at basal levels (Figure 2). When total
homogenates from 24 h of maize seed embryos were assayed in the presence of different
salts, we observed that tyrosine phosphatase activity was not influenced directly by these
salts (data not shown).

In addition phosphate content was measured in embryos of all salts concentrations
analysed and in control sample at 0, 24 and 48h of germination These data showed an
increase of a Pi content in total homogenates when phosphatase activity was higher,
although in salt embryos that phosphatase activity was in basal levels the Pi content was
also in basal levels (data not shown).

Phosphatase activity was visualized in native gel stained with a-naphityl phosphate
and fast blue, we noticed an increase of band intensity in control, 0.02M and 0.2M of NaCl
or KCI, however in Nal and Kl we only observed this result in 0.02M (Figure 3).

Phosphatase activity was analysed by histochemical assays of embryos with 24 h of

germination realized in fresh sections with a-naftyl phosphate as a substrate for tyrosine
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phosphatase (Figures 4). Control experiments were incubated under the same conditions
without substrate (Figures 4). It was observed in control embryos and in 0.02M of all salts
studied a red staining in the regions of root apical meristem, coleoptile and first leafs
(arrows), this staining was abolished when the reaction was done in the presence of
phosphatase cocktail inhibitors (0.1 mM sodium vanadate, 0.1 mM ammonium molibdate)

(Figures 4). In the others concentrations we not observed this staining.

Phosphotyrosine profile during Zea mays seed germination under salt stress

Total embryos homogenates obtained at 0 and 24 h of germination were analyzed
by immunoblotting to observe phosphotyrosine-containing proteins. As shown in Figure 5,
tyrosine-phosphorylated proteins were detected. A 14 kDa protein was a major
phosphotyrosine-containing protein in total homogenates. In the control (without salt)
(Figure 5 A) and in NaCl (Figure 5 B), KCI (Figure 5 C), Nal (Figure 5 D) and KI (Figure 5
E) 0.02 M, it is clearly shown that germination triggered a dramatic decrease in the
intensity of 14 kDa phosphoprotein. In NaCl (Figure 5 B), KCI (Figure 5 C), Nal (Figure 5

D) and Kl (Figure 5 E) 0.2 M and 1.0 M this decrease was not observed.

Osmotic solutes content during Z. mays seeds germination under salt stress

To verify whether salt stress modify the internal solutes content, the proline and
soluble sugars were measured. During germination had a diminish of total content og
osmolites mensureds, independently of salt presence or concentration.

However, we observed an increased approximately 2-fold in proline content and 4-
fold in solube sugars in 0 h of germination essentially at 0.2, 0.5 and 1.0 M of all salts
studied. Athought these diferents was more evident in 48 h of germination in this salts

concentrations, the results showed an increased of 2-fold in proline and 10-fold in soluble
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sugars. These results were not observed in 0.02M concentration of salts and the control

(without salt) (Table 1).

Discussion

All salts enraged a deleterious effect in maize germination, mainly in concentrations
between 0.2 and 1.0M. Probably this harmful action was in the first time for the osmotic
effect and in the second for the increase of the ionic toxicity (Muhlin and Lauchli, 2002).
High salinity provokes reduction in the cellular wall tugor, disabling, thus, the growth and
the cellular division (Neves-Piestun and Bernstein, 2001).

In accordance with Muhling and Lauchli (2001) a model for reply of the growth in
plants when it was submitted by high salinity, was characterized, first for the reduction of
the growth for osmotic effect and later, in phases of more delayed development (as leaf
appearance) for induced effect for the ionic toxicity, that can provoke, for example,
necrosis in leaf tissue

The adaptation in low concentrations of salt was possibly for some adaptatives
mechanisms activation such as: membrane H* ATPase activation (Babakov et al., 2000),
synthesis of osmoprotector (Russel et al., 1998), increase of the Na’/H* ATPase activity,
increasing the efflux of Na® (Rodriguez-Navarrese and Serrano, 2001, Xia et al., 2002),
beyond the activation of kinases summonly on the saline stress protection, as the MAPK
and calcium dependents proteins kinases (Kanhonou et al., 2001, Deferred, et al., 2002).

Tyrosine phosphatase activity was diminished when NaCl, KCI, Nal and KI was
added in soaker water. This result was linked at the fact that this enzyme can be sensed
directly by key signaling proteins such as a tyrosine phosphatase through oxidation of
conserved cysteine residues (Xiong, et al., 2002). Earlier studies have shown that
activation of plant MAPKs also cor-relates with phosphorylation of tyrosine residue(s). A

detailed biochemical analys make for Huang, et al. (2000) is confirms that a plant MAPK
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(AtMPK4) is phosphorylated at a tyrosine residue during activation process.
Dephosphorylation of the phosphotyrosine by AtPTP1, a tyrosine-specific PTP from
Arabidopsis(1), resulted in the loss of MAPK activity. This study demonstrates that tyrosine
phosphorylation is essential for the activation of plant MAPKs (Huang, et al., 2000). These
enzimes are activate by salt stress at different times after the onset of stress, and the
activities of these MAPKs (an enzyme is involved in recuperation of deleterious effects in
plant caused by salinity) also last for different time periods (Mikolajczyk et al., 2000).

In a study of Liao group (Liao et al, 2003), they show an increased of syntesis of a
purple acid phosphatase gene (GmPAP3) in soybean under NaCl stress, these results
suggest that the physiological role of GmPAP3 might be related to the adaptation of
soybean to NaCl stress, possibly through its involvement in reactive oxygen species
forming and/or scavenging or stress-responding signal transduction pathways

Osmolites solutes are important for plant adaptation in salinity. Ours results showed
an increase of proline and soluble sugars content in 0.2, 0.5 and 1.0 M of all salts studied
and in 0.02 M the osmolites contents showed the sameprofile obtained from samples
without salt. These results are in concordance with the data of Khedr et al., 2003, where
was showed that salt-stress brought about a reduction of the growth, particularly at 300
mM NaCl, that was significantly increased by exogenous proline (Khedr et al., 2003).

This study showed that exposure of the maize seeds to increased concentrations of
NaCl, KCI, Nal or KI enhanced retard of embryos growth concomitantly with the inhibition
of tyrosine phosphatase activity and osmolites acumulation. Observing these results we
hypothesize that impact of salt exposure linked of a decrease of tyrosine phosphatase
activity was deleterius for maize seeds in this phase of germination, and these seeds were

not salt tolerants at this phase.

Acknowledgments

N|Pagina
Simonin et al. 2007



336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

Anexo

This work was supported by grants from Fundac&o Universitaria José Bonifacio
(FUJB) — Prémio Antonio Luis Vianna 2001; Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldégico (CNPq); Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES); and Fundagado de Amparo a Pesquisa Carlos Chagas Filho do Estado
do Rio de Janeiro (FAPERJ). The authors are grateful to Dr. Hatisaburo Masuda, Dr. Katia
Calp Gondim and Dr. Georgia Corréa Atella from the Instituto de Bioquimica Médica —
IBgM — UFRJ for the use of their laboratories and for partially supporting the research work

described in this article.

References

1. Azevedo-Neto, AD, Prisco, JT, Enéas-Filho, J, Lacerda, CF, Silva, JV, Costa, PHA,
Gomes-Filho, E. Effects of salt stress on plant growth, stomatal response and
solute accumulation of different maize genotypes. Brazilian Journal of Plant
Physiology, 2004, 16:31-38

2. Babakov, AV, Chelysheva, VV, Klychnikov, OL, Zorinyanz, SE, Trofimova, MS, De
Boer, AH. Involvement of 14-3-3 proteins in the osmotic regulation of H+-ATPase
in plant membranes. Planta, 2000, 211:446-448.

3. Bates, LS, Waldern, RP, Teare, ID. Rapid determination of free proline for water stress
studies. Plant and Soil, 1973, 39:205-207.

4. Biswas, TK, Promo, M, Biswas, B. Purification of acid phosphatase | from germinating
seeds of Vigna sinensis. Phytochemistry, 1996, 41:6, 1457-1458.

5. Bradford, MM. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical

Biochemistry, 1976, 72, 248-257.

91| Pagina
Simonin et al. 2007



360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

Anexo

10.

11.

12.

13.

14.

Dubois, M, Gilles, G, Hammiton, JK, Rebers, PA, Smith, F. A colorimetric method for
the stimations of sugars and related substances. Annalitical Biochemistry, 1956,
28:350-356.

Huang, Y, Li, H, Gupta, R, Luan, S, Kieber, JJ. ATMPK4, an Arabidopsis Homolog of
Mitogen-Activated Protein Kinase, Is Activated in Vitro by AtMEK1 through
Threonine Phosphorylation. Plant Physiology, 2000, 122, 1301-1310.

Kanhounou, R.; Serrano, R.; Palau, R. R.. A catalitic subunit of the sugar beet protein
kinase CK2 is induced by salt stress an increases NaCl tolerance in
Saccharomyces cerevisiae, Plant Mol. Biol., 2001, 47, 571-579.

Khedr, AHA, Abbas, MA, Wahid, AAA, Quick, WP and Abogadallah, GM. Proline
induces the expression of salt-stress responsive proteins and may improve the
adaptation of Pancratium maritimum L. to salt-stress. Journal of Experimental
Botany, 54, 392:2553-2562, 2003

Laemmli, UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, 1970, 227, 680-685.

Liao, H, Wong, F. L., Phang, T. H., Cheung, M. Y., Li, W. Y. F., Shao, G., Yan, X. and
Lam, H. M.. GmPAP3, a novel purple acid phosphatase-like gene in soybean
induced by NaCl stress but not phosphorus deficiency. Gene, 2003, 318, 30:103-
111.

Luan, S.Tyrosine phosphorilation in plant cell signaling. PNAS, 2002, 99. 18:11467-
11569.

Misra, N., Gupta, A. K.. Effect of salt stress on proline metabolism in two high yielding
genotypes of green gram.Plant Science, 2005, 169, 331-339.

Mikolajczyk, M., Awotunde, O. S., Muszynska, G., Klessig, G. F., and Dobrowolska, G.

Osmotic Stress Induces Rapid Activation of a Salicylic Acid—Induced Protein

92|Pagina
Simonin et al. 2007



385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

Anexo

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Kinase and a Homolog of Protein Kinase ASK1 in Tobacco Cells. Plant Cell, 2000;
12:165-178.

Neves-Piestun, B. G.; Bernstein, N.. Salinity-induced inhibition of leaf elongation in
maize is not mediate by changes in cell wall acdification capacity. Plant
Physiology, 2001, 125, 1419-1428.

Parida, A. K.And Da, A. B. Salt tolerance and salinity effects on plants. Ecotoxicology
and Environmental Safety, 2005, 60, 324—-349

Russell, B. L., Rathinasabapathi, B.; Hanson,A. D.. Osmotic stress induces expression
of choline monooxygenase in sugar beet and amaranth. Plant Physiology, 1998,
116, 859-865.

Senna, R., Simonin, V., Silva-Neto, M. A. C., Fialho, E. Induction of acid phosphatase
activity during germination of maize (Zea mays) seeds. Plant physiology and
Biochemistry. 2006, 44, 467-473.

Serrano, R.; Rodriguez-Navarro, A.. ion homeostasis during salt stress in plants.
Current opinion of Cell Biology, 2001, 13, 399-404.

Xia, T.; Apse, M. P., Aharon, G. S.; Blumwald, E.. Identification and characterization of
NaCl-induible vacuolar N* / H" antipoter in Beta vulgaris, Physiology Plantae,
2002, 116, 206-212.

Xiong, L., Schumaker, K. S., Zhu, J. K.. Cell Signaling during cold, drought and salt
stress. The Plant Cell, 2002, Supplement:165:183.

Xiong, L., Zhu, J. K. Molecular and genetic aspects of plant responses to osmotic
stress. Plant Cell Environment, 2002, 25, 131-139.

Zorb, C.; Schmitt, S.; Neeb, A., Karl, S.; Linder, M.; Schubert, S. The biochemical
reaction of maize (Zea mays L.) to salt stress is characterized by mitigation of

symptoms and not by a specific adaptation. Plant Science, 2004, 167, 91-100

93|Pagina
Simonin et al. 2007



Anexo

Tables

Table 1: Osmotic solutes in maize seeds embryos under salt stress

Oh 24 h 48 h
Samples g ) g ) g ’
Proline Soluble Sugars Proline Soluble Sugars® Proline Soluble Sugars
Control 0.59 +0.01 34.88 £1.035 0.52 +0.02 21.86 +2.87 0.32£+0.035  4.79 £0.165
0.02M 0.65 +£0.01 37.62 £0.415 0.61 £+0.015  24.05 £1.335 0.34 £0.01 7.96 £0.32
NaCl 0.2M 1.22 +0.035 51.95 +£3.325 1.02 +0.02 37.50 £0.460 0.84 £0.105  24.77 £0.020
05M 0.97 £0.03 128.62 +0.415 0.91 £+0.015  68.58 £0.325 0.70 £0.07 41.19 £2.010
1.0M 1.04 £0.065 142.39 +0.115 0.77 £0.06 85.57 £5.155 0.70 £0.075 44.69 £1.780
0.02M 0.71 £0.045 28.37 £0.540 0.73 £0.04 17.61 +1.525 0.31 +£0.03 8.57 £0.545
KCl 0.2M 1.08 +0.035 41.42 £3.85 0.67 £0.015  28.93 £4.225 0.45 +£0.025  24.40 £1.070
05M 1.23 +0.025 104.42 +4.040 0.87 £0.025  64.72 £2.270 0.60 +0.03 38.72 £0.955
1.0M 1.15 +0.02 136.66 +0.930 0.85 +0.03 87.99 +2.375 0.30 £0.035  42.22 +1.505
0.02M 0.75 £0.02 35.07 £0.390 0.72 £0.05 26.50 £1.410 0.45 +0.03 15.07 +4.252
Nal 0.2M 1.04 +0.055 67.25 +£1.485 0.64 £0.035  39.72 £1.150 0.41 £0.015  28.26 £1.350
05M 1.14 +0.025 129.03 +1.690 0.81 +£0.05 104.62 +6.040  0.52 +0.01 58.90 £1.190
1.0M 1.51 +0.04 140.99 +2.140 0.94 £+0.025  94.08 £2.065 0.41 £0.015  70.64 £2.300
0.02M 0.69 £0.04 33.87 £0.205 0.57 £0.015 14.40 +2.590 0.55+0.025  7.72 £0.625
K| 0.2M 1.04 +0.04 86.24 +£1.585 0.89 £0.01 47.66 £1.225 0.66 £0.025  28.30 £1.065
05M 1.24 +0.04 138.36 +1.430 0.95 +0.03 86.75 +£1.310 0.68 £0.03 61.66 £1.595
1.0M 1.31 +0.02 161.15 +4.505 0.98 +£0.05 128.94 +6.350  0.78 +0.03 97.28 £3.775
All results are showed as mean and = SE
! These results were represented in nmol of proline . g FW™
2 These results were represented in mol of soluble sugars . g FW™
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Legends of Figures
Figure 1. Growth index of embryos of maize seeds under salt stress

The seeds were soaked for 24h in water (without salt) or NaCl (A), KCI (B), Nal
(C) and KI (D) with different concentration (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 M). The
growth of embryos was measured with milimetric rule. Values are means + SE

of three independent experiments.

Figure 2: Phosphatase activity in embryos of maize seeds under salt

stress

The seeds were soaked for 24h in water (without salt) or NaCl (A), KCI (B), Nal
(C) orKl (D) with different concentration (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 M). Phosphatase
activity was measured using pNPP as a substrate. Values are means + SE of

three independent experiments
Figure 3: In gel activity of tyrosine phosphatase

The seeds were soaked for 24h in water (without salt) or NaCl (A), KCI (B), Nal
(C) or KI (D) with different concentration (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 M) and after this
time maize embryos were collected at 0 and 48 h. 1- 0 h of control (without
salt), 2- 48 h of control, 3- 0 h of 0.02 M, 4- 48 h of 0.02 M, 5- 0 h of 0.2 M, 6-
48h of 0.2 M, 7- 0 h of 1.0 M and 8- 48 h of 1.0 M. 0.04 mg of total protein from
total homogenates were separated in native PAGE and stained with Fast Blue

BB 1 mg.ml™ and a-naphtil phosphate 0.1mM as a phosphatase substrate.
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Figure 4: In situ activity of tyrosine phosphatase

The seeds were soaked for 24h in water (without salt) or 0.2 M of NaCl (A), KCI
(B), Nal (C) or KI (D) with different concentration and after this time maize
embryos were collected at 24 h. The cuts between 12 and 16 nm of thickness
were incubate for 60 min at 37 °C with 0.1 M Tris-HCI pH 6.0 buffer (1) or (2)
0.1 M Tris-HCI pH 6.0 buffer + Fast Blue BB 1 mg ml™ + a-naphtil phosphate
0.1 mM or 0.1 M Tris-HCI pH 6.0 buffer + Fast Blue BB 1 mg mi™ + a-naphtil
phosphate 0.1 mM + tyrosine phosphatese inhibitor (0.1 mM sodium vanadate
and 0.1 mM amonium molibidate) (3). The activity was showed when the

microscopy was stained with red color.

Figure 5: Immunological detection of proteins phosphorylated on tyrosine

residues during maize seed germination.

The seeds were soaked for 24h in water (without salt) or NaCl (A), KCI (B), Nal
(C) or KI (D) with different concentration (0.02, 0.2, 0.5 and 1.0 M) and after this
time maize embryos were collected at 0 and 48 h. 1- Oh of control (without salt),
2- 48 h of control, 3- 0 h of 0.02 M, 4- 48 h of 0.02 M, 5- 0 h of 0.2 M, 6- 48 h of
02 M, 7- 0 h of 1.0 M and 8- 48h of 1.0 M. 0.04 mg of protein of total
homogenates from different germination times were subjected to SDS-PAGE
using a separating gel concentration of 10 % according to the method of
Laemmli (1970). The gel was blot-transferred to a nitrocellulose membrane and

reacted with anti-phosphotyrosine monoclonal antibody.
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