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 INTRODUÇÃO 

O estado do Rio Grande do Norte, situado na região Nordeste (NE) do país é um dos 
grandes produtores de cana-de-açúcar no Brasil, entretanto tal região possui quase 92% de seu 
território inserido em clima semi-árido onde a forte escassez pluviométrica provoca no solo já 
pobre e deficiente em água um aumento de salinização. Esta salinização excessiva do solo 
ocorre em muitas regiões áridas e semi-áridas do mundo inibindo o crescimento e a 
produtividade das plantas. Desta forma a cana-de-açúcar são constantemente submetidas ao 
estresse salino, reduzindo assim a produtividade agrícola.  
 As plantas expostas à salinidade estão sempre alterando seu metabolismo e ativando 
diferentes mecanismos de resistência para se adaptar e conviver com este tipo de estresse 
ambiental. Uma das estratégias de sobrevivência em ambientes salinos é o ajustamento 
osmótico, seja através do acumulo e/ou da compartimentalização de solutos orgânicos e 
inorgânicos. Basicamente, esse mecanismo envolve dois processos: absorção de íons do 
sistema radicular seguido pelo acumulo dos mesmos dentro dos vacúolos e síntese de solutos 
orgânicos que são acumulados no citosol. 

Dentre os solutos mais conhecidos destacam-se além da prolína (Yoshiba et al., 1997), 
proteínas solúveis (Niu et al., 1997); carboidratos (Garcia et al., 1997) e poliaminas (Turano et 
al., 1997), todos esses com a finalidade de proteger os tecidos vegetais do estresse osmótico. 
Neste sentido, diferentes pesquisas têm sido realizadas na tentativa de melhor conhecer os 
mecanismos de toxidez e resistência a esse fator de estresse.  

Estudos bioquímicos, relacionados a proteínas que provavelmente possam estar 
implicadas em mecanismos de tolerância a salinidade, são de grande interesse dentro dos 
programas de melhoramento genético, pois com o auxilio de técnicas moleculares, pode-se 
localizar o ou os genes responsáveis que conferem a resistência a salinidade e posteriormente 
introduzi-los dentro de plantas sensíveis. 

  
  Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi dosar as proteínas totais e analisar o 
perfil protéico de calos embriogênicos expostos ao cloreto de sódio (NaCl), agente estressante 
utilizado para simular o estresse salino.  
  
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
Extração de proteínas dos calos de cana-de-açúcar 

 Explantes de cana-de-açúcar da variedade SP 813250 foram cultivados por 90 dias em 
meio MS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido de hormônio 2,4-D para a formação de calos. 
Após este período os calos foram transferidos para o mesmo meio contendo concentrações 
crescentes de NaCl (0; 50; 100 e 200 mM) para induzir um estresse salino e mantidos neste 
meio por 15 dias. Em seguida, os calos foram retirados do meio de cultivo, lavados, secos em 
papel toalha e pesados. Cerca de 600 mg de cada calo foram submetidos a rápido 
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congelamento e pulverização em nitrogênio líquido, a farinha de calos foi obtida com o auxílio 
de um almofariz e pistilo. A farinha de cada calo foi transferida para um tubo de centrífuga 
(Fálcon de 14 mL) ao qual foram adicionados 4 mL de tampão Tris-HCl 25 mM pH 7,6. Os 
extratos foram incubados em banho de gelo por 2 horas. Após este período o extrato bruto foi 
centrifugado a 21.000 x g por 10 min a 4 ºC. O sedimentado (precipitado) foi descartado e o 
sobrenadante coletado para a determinação da quantidade de proteína solúvel total e análise 
por eletroforese em gel de poliacrilamida.do perfil protéico.   
 
Determinação de proteínas. 

As determinações de proteínas solúveis totais dos calos foram feitas segundo o método 
de Bradford (1976), utilizando-se como padrão albumina sérica bovina (BSA). 
 
Eletroforese em gel de poliacrilamida. 

As proteínas foram submetidas à precipitação por 30 min com TCA (ácido 
tricloroacético) a 100 % na proporção de 9:1. Após este período, as proteínas precipitadas 
foram obtidas por centrifugação a 21.500 x g por 15 min a 12º C. O precipitado foi lavado três 
vezes com acetona gelada e centrifugado com descrito acima. A análise do perfil eletroforético 
das proteínas dos calos submetidos a diferentes concentrações de NaCl foi realizada segundo 
metodologia de Laemmli (1970), por eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %) na presença 
de SDS. A eletroforese foi processada a voltagem constante de 50 V no gel de aplicação e 100 
V no gel de separação. Após a corrida o gel foi revelado segundo o método descrito por 
Shevchenko (1996) com modificações, usando-se nitrato de prata.  

 

RESULTADOS E DISCUSÃO 
A adição de NaCl ao meio de cultura afetou a concentração de proteínas solúveis totais 

nos calos embriogênicos de cana-de-açúcar submetidos ao estresse salino, apresentando uma 
diminuição ou queda de 35,1 % da proteína solúvel total na presença de 50 mM de NaCl, 
seguida de uma restauração da concentração a 100 mM, e um aumento de 29,5 % na dose 
mais elevada (200 mM de NaCl) quando comparada a concentração de proteínas do controle 
na ausência do sal (Figura 1). Provavelmente a dose de 50 mM de NaCl tenha induzido uma 
redução na síntese e/ou um aumento na degradação de proteínas solúveis totais e as doses 
mais elevadas (100 e 200 mM) uma resposta inversa ou um “turnover” de proteínas envolvidas 
no ajustamento osmótico dos calos. Tais hipóteses corroboram com os resultados obtidos do 
perfil protéico em gel de poliacrilamida onde se pode observar uma redução de algumas bandas 
de proteínas com massa molecular entre 30 e 35 kDa nos extratos dos calos cultivados em 
meio contendo 50 mM de NaCl, já nos calos cultivados em meio contendo 100 e 200 mM de 
NaCl é possível observar a intensificação de algumas bandas de alta massa molecular, 
variando entre 100 e 130 kDa, indicadas na figura por setas (Figura 2).  
  O estresse hídrico ou salino provoca o ajustamento osmótico que proporciona à planta 
um abaixamento do potencial osmótico, mediante um aumento líquido nos solutos intracelular. 
Esse ajustamento pode auxiliar a planta a manter o turgor, sustentando, dessa maneira a 
elongação celular e expansão de regiões de crescimento com o desenvolvimento do déficit 
(Premachandra et al., 1992). Segundo Sancho et al., 1996, as plantas respondem ao estresse 
salino desenvolvendo mecanismos de tolerância como o acúmulo de solutos orgânicos e 
inorgânicos, requeridos para manter o turgor necessário ao crescimento. O NaCl provoca 
diminuição da síntese de proteína e aumenta a hidrólise protéica em grande grupo de plantas, 
sendo a hidrólise considerada o efeito primário do sal. O decréscimo no conteúdo de proteína 
pode refletir retardamento na síntese protéica ou aceleração na sua degradação, levando ao 
aumento na quantidade de aminoácidos livres ou à inibição da incorporação destes 
aminoácidos nas proteínas.  
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Os calos embriogênicos de cana-de-açúcar da variedade SP 813250 submetidos a 
estresse salino com concentrações entre 50 e 200 mM de NaCl apresentaram uma alteração 
tanto na concentração, quanto no perfil de proteínas. Estes dados sugerem que na presença de 
NaCl nestas concentrações pode estar ocorrendo um ajuste do metabolismo celular dos calos. 
Com degradação de proteínas e conseqüente liberação de aminoácidos livres que podem atuar 
neste ajustamento osmótico e também servir como fonte de nitrogênio para a síntese de novas 
proteínas envolvidas neste ajuste.  
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Figura 1 – Concentração de proteínas solúveis totais (PST) em calos de cana-de-açúcar da 
variedade SP 813250 submetidos a diferentes concentrações de NaCl (Controle = 0; 50; 100 e 
200mM) durante quinze dias. 
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Figura 2 – Perfil eletroforético de proteínas totais em SDS-PAGE de calos de cana-de-açúcar da 
variedade SP 813250 submetidos a diferentes concentrações de NaCl  (Controle = 0; 50; 100 e 
200mM) durante quinze dias. As setas indicam bandas protéicas intensificadas com as 



24

concentrações de 100 e 200 mM e as cabeças de setas indicam as proteínas que apresentaram 
redução com as concentrações de 100 e 200 mM de NaCl. 
 
 
CONCLUSÃO 

As doses de NaCl adicionadas ao meio de cultura dos calos embriogênicos de cana-de-
açúcar da variedade SP813250 afetaram a concentração de proteínas e o perfil protéico. A 
concentração de 50mM de NaCl promoveu uma redução na concentração de proteínas solúveis 
totais e alterações no padrão de proteínas, quando comparada ao tratamento controle.Nas 
concentrações de 100 e 200 mM de NaCl ocorreu um aumento na concentração de proteínas 
solúveis totais e uma alteração no perfil protéico dos extratos dos calos, com o surgimento de 
bandas com massa molecular entre 100 e 130 kDa.  
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