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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o acimulo de prolina em folhas e caules de microestacas de
dois acessos (Dores e Vitrine) de Gliricidia sepium cultivados in vitro sob estresse salino. As
microestacas oriundas de plantulas cultivadas in vitro foram transferidas para meio WPM com
diferentes concentragdes de NaCl (0, 100, 150, 200, 250 mM) e foram mantidas em condi¢des
controladas de cultivo. A prolina foi quantificada aos 60 dias em folhas e caules por meio do método
de Bates ef al. (1973). Os resultados mostraram respostas distintas entre os acessos. Observou-se
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um aumento significativo de prolina nas folhas do acesso Dores na presenca 100 mM de NacCl,
enquanto nas concentragdes superiores houve inibicao do desenvolvimento foliar. No acesso Vitrine
houve maior concentracdo de prolina no controle e com redugdo sob condigdes de salinidade.
Ambos 0s acessos apresentaram correlagdo linear positiva entre a concentragdo de NaCl e o acimulo
de prolina no caule, indicando que houve uma preferéncia no mecanismo de protecdo osmotica.
Conclui-se que o acesso Dores apresenta maior capacidade de ajuste osmotico sob estresse
moderado, enquanto o acesso Vitrine apresentou menor tolerancia. A prolina ¢ um marcador
bioquimico eficaz para ser quantificada em estudos preliminares de selecao in vitro. Estes resultados
apontam a importancia da cultura de tecidos como aliada nos estudos de avaliacdo precoce de
respostas a estresses abidticos.

Palavras-chave: Gliricidia sepium, estresse abiotico, osmoprotegao.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the accumulation of proline in leaves and stems of microcuttings of
two accessions (Dores and Vitrine) of Gliricidia sepium grown in vitro under salt stress. The
microcuttings from in vitro-grown seedlings were transferred to WPM medium with different NaCl
concentrations (0, 100, 150, 200, and 250 mM) and maintained under controlled culture conditions.
Proline was quantified at 60 days in leaves and stems using the method of Bates ef al. (1973). The
results showed distinct responses among the accessions. A significant increase in proline was
observed in the leaves of the Dores accession in the presence of 100 mM NaCl, while at higher
concentrations there was inhibition of leaf development. In the Vitrine accession, there was a higher
proline concentration in the control and a reduction under salinity conditions. Both accessions
showed a positive linear correlation between NaCl concentration and stem proline accumulation,
indicating a preference for the osmotic protection mechanism. We conclude that the Dores accession
has a greater capacity for osmotic adjustment under moderate stress, while the Vitrine accession
showed less tolerance. Proline is an effective biochemical marker for quantification in preliminary
in vitro selection studies. These results highlight the importance of tissue culture as an ally in studies
evaluating early responses to abiotic stresses.

Keywords: Gliricidia sepium, abiotic stress, osmoprotection.

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la acumulacion de prolina en hojas y tallos de micro esquejes
de dos accesos (Dores y Vitrine) de Gliricidia sepium cultivados in vitro bajo estrés salino. Las
microesquejes procedentes de plantulas cultivadas in vitro se transfirieron a un medio WPM con
diferentes concentraciones de NaCl (0, 100, 150, 200, 250 mM) y se mantuvieron en condiciones
de cultivo controladas. La prolina se cuantificd a los 60 dias en hojas y tallos mediante el método
de Bates et al. (1973). Los resultados mostraron respuestas distintas entre los accesos. Se observé
un aumento significativo de prolina en las hojas del acceso Dores en presencia de 100 mM de NaCl,
mientras que en concentraciones superiores se inhibi6 el desarrollo foliar. En el acceso Vitrine se
observo una mayor concentracion de prolina en el control y una reduccion en condiciones de
salinidad. Ambos accesos presentaron una correlacion lineal positiva entre la concentracion de NaCl
y la acumulacion de prolina en el tallo, lo que indica que hubo una preferencia en el mecanismo de
proteccion osmotica. Se concluye que el acceso Dores presenta una mayor capacidad de ajuste
osmotico bajo estrés moderado, mientras que el acceso Vitrine presentd una menor tolerancia. La
prolina es un marcador bioquimico eficaz para ser cuantificado en estudios preliminares de seleccion
in vitro. Estos resultados sefialan la importancia del cultivo de tejidos como aliado en los estudios
de evaluacion temprana de las respuestas al estrés abiotico.

Palabras clave: Gliricidia sepium, estrés abiotico, osmorregulacion.
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1 INTRODUCAO

Solos salinizados sdo limitantes para a agricultura, especialmente em regioes aridas e
semidridas, em areas onde a irrigagcdo € realizada por dguas subterraneas, pois estas apresentam
maiores concentracdes de sais dissolvidos (Castro & Santos, 2020). A salinidade impacta
aproximadamente 1,4 bilhdes de hectares de terra em todo o mundo — o que equivale a mais de 10%
da superficie terrestre global. Além disso, cerca de um bilhdo de hectares adicionais estdo sob
ameaca devido aos efeitos da crise climatica (FAO, 2024). Esse processo de degradagdao do solo
também ¢ causado, predominantemente, por praticas agricolas inadequadas, como irrigacdo com
agua de baixa qualidade e drenagem ineficiente (Corwin, 2021).

A salinidade desencadeia uma série de distirbios bioquimicos e fisiologicos nas plantas,
caracterizados pelo desequilibrio osmético e idnico. A medida que os sais se acumulam no solo, as
plantas enfrentam dificuldade em absorver agua, levando ao déficit hidrico celular. Aliado a isso, a
entrada excessiva de sodio (Nat+) e cloro (Cl-) desregula a homeostase idnica, prejudicando
processos fisiologicos essenciais como a fotossintese, com reducdo no crescimento desde a
germinagdo até o desenvolvimento vegetativo (Muchate et al., 2016).

Plantas que sdo submetidas a estresse salino, tendem a produzir intensivamente compostos
osmoprotetores, que sdo altamente soliiveis e ndo toxicos em altas concentracdes. Estes solutos sdo
fundamentais para a/agem na manutencao do turgor celular e sua principal a¢do consiste em regular
o equilibrio osmético (Nakar et al., 2016).

A prolina ¢ um dos osmoprotetores mais comuns e estudados por agir diretamente na
capacidade de sobrevivéncia das plantas estressadas (Ghosh et al., 2022). O conteudo de prolina
pode aumentar em até 100 vezes em plantas sob estresse, quando em comparagcdo com plantas
cultivadas em condi¢des normais (Verbruggen & Hermans, 2008). Dentre as diversas fun¢des da
prolina, destaca-se a manuten¢do do turgor celular, funcionando como molécula de sinalizacdo e
fonte de nitrogénio e carbono (Freitas et al., 2018; Aghdam et al., 2019).

Estudos demonstraram que o acimulo de prolina em muitas espécies tem forte correlacao
com a tolerancia ao estresse, onde as plantas tolerantes a salinidade apresenta concentragcdes
superiores do aminoacido (Fougere et al., 1991).

A técnica da cultura de tecidos de plantas, uma ferramenta biotecnologica, pode ser aplicada
para estudar e fazer triagem de gendtipos com maior resisténcia a estresses abidticos como a
salinidade. Essa técnica requer menos espago fisico e proporciona resultados em um periodo
relativamente curto (Arab et al., 2018).

A gliricidia (Gliricidia sepium) ¢ uma leguminosa arbustiva de crescimento rapido e com

raizes profundas, conferindo-lhe resisténcia a seca. Pertence a familia Fabaceae, a mais diversificada
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e ecologicamente importante entre as angiospermas, desempenhando papel crucial em ecossistemas
(Edvan et al., 2016). Essa espécie possui uma diversidade de aplicacdes, como adubagdo verde,
alimentacdo animal, reflorestamento e formagao de cercas vivas. Sua capacidade de fixagdo
biologica de nitrogénio e adaptagao a condi¢des edafoclimaticas adversas contribui para o seu valor
agro e socioecondomico (Grygier ef al., 2022).

Considerando a adaptagdo que essa espécie apresenta frente a condi¢des adversas, objetivou-
se neste estudo quantificar a prolina presente em folhas e caule de microestacas de gliricidia

cultivadas in vitro sob estresse salino.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Este estudo foi realizado nos laboratérios de Cultura de Tecidos Plantas e Ecofisiologia
Vegetal da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada em Aracaju — Sergipe.

Sementes de gliricidia de dois acessos (1- Dores e 2- Vitrine) foram higienizadas com agua
corrente e sabao neutro e, posteriormente foram submetidas a assepsia em camara de fluxo laminar,
com a imersdo das sementes em alcool 70% durante 1 min, hipoclorito de s6dio (NaClO) 1% sob
agitagdo por 20 min e trés lavagens sucessivas em agua destilada e esterilizada.

As sementes foram inicialmente inoculadas em tubos de ensaio com 15 mL de meio WPM
suplementado com 30 g/L de sacarose para germinagao e obtenc¢do das plantulas. Apds 60 dias de
cultivo, foram obtidas microestacas de aproximadamente 2 cm de comprimento e transferidas para
novos recipientes contendo meio WPM suplementado com 20 g/L de sacarose em diferentes
concentracdes de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250 mM).

Todos os meios de cultura tiveram seu pH ajustado para 5,8 + 1 e foram gelificados com
Phytagel™, e esterilizados em autoclave a 121 °C e 1,0 atm por 15 min.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 °C £ 2 °C, fotoperiodo

de 12 h, umidade relativa do ar em torno de 70% e intensidade luminosa de 60 pmol/m?/s.

2.2 DETERMINACAO DO TEOR DE PROLINA

O teor de prolina das folhas e caule foi determinado de acordo com a metodologia de Bates
et al. (1973). Aos 60 dias um grama de cada tecido foliar e caulinar foi macerado em almofariz com
10 mL de solugdo de acido 5-sulfosalicilico a 3%. O material macerado foi entdo transferido para
tubos e centrifugados a 5.000 rpm por 20 min. Em seguida, 1 mL da solug¢do do sobrenadante foi
misturada com volumes iguais de acido acético glacial e reagente de Ninidrina (1,25 mg de ninidrina

em 30 mL de &cido acético glacial e 20 mL de H3PO4 a 6 M). A mistura foi incubada a 100 °C por
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1 h. Apos a incubagdo essa reagdo foi paralisada em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se 2
ml de tolueno a solucdo, que foi agitada e deixada em repouso até a separagdo das fases. A fase
colorida foi lida em um espectrofotometro (Thermo Scientific, Genesys 10S UV — VIS) a 520 nm,

utilizando L-prolina como padrao e tolueno como branco de referéncia.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, seguindo um esquema fatorial
composto por 2 acessos x 5 concentragdes de NaCl, com trés repeticdes por tratamento. Cada
unidade experimental foi representada por uma microestaca por tubo de ensaio. Todos os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para a avaliagdo dos efeitos do NaCl,
utilizou-se o teste de regressdo, enquanto a comparacao entre os acessos foi realizada por meio do
teste de Tukey, adotando um nivel de significancia de 5%. Todas as andlises estatisticas foram

processadas no software Sisvar versdo 5.7 (Ferreira, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 QUANTIFICACAO DE PROLINA NAS FOLHAS

A manutengao do crescimento e do potencial produtivo de plantas em condigdes adversas
sdo parametros relevantespara a identificacao e selecdao de cultivares com maior tolerancia (Singh
et al., 2020). No estudo em questdo, a determinagdo da tolerancia dos acessos de gliricidia a
salinidade foi feita com base nos teores de prolina expressos. Para os acessos Dores e Vitrine
observou-se um aumento significativo de prolina a partir do controle até a concentragao de 100 mM
de NaCl. Houve um efeito negativo/deletério da salinidade nas microestacas, impossibilitando o
desenvolvimento foliar na presenca de 200 e 250 mM de NaCl (Tabela 1). A toxicidade provocada
pelo excesso de sais, assim como outros estresses ambientais, afeta negativamente a morfologia e a
fisiologia vegetal, comprometendo o seu desenvolvimento e funcionalidade (Khan et al., 2020).

O acesso Vitrine apresentou maior teor de prolina na auséncia de sal, reduzindo esse valor
na concentracdo de 100 mM e com auséncia de folhas também em concentragdes superiores. O
efeito sobre o desenvolvimento foliar devido as concentragdes altas de sal presente no meio de
cultura ¢ devido ao desiquilibrio osmético (Gomes et al., 2019). Esses resultados estdo de acordo
com os obtidos por Souza et al. (2015), que verificaram menor nimero de folhas em goiabeiras in
vitro sob salinidade elevada. Os autores associaram a queda foliar a um mecanismo de adaptagao
ao estresse, onde a planta reduz a transpiragao para reduzir a perda de d4gua. Em ensaios em casa de
vegetacdo com mudas de mulungo ((Erythrina velutina Wild) a salinidade ocasionou reduciao na

producao de matéria fresca, principalmente a 100 mM de NaCl (Aderaldo et al., 2020).
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Tabela 1. Médias do teor de prolina em folhas de microestacas de dois acessos de gliricidia.

Acessos NaCl (mM)
0 100 150 200 250
Teor de prolina (unM/g)
Dores 1,2433Aa 8,7530Bb 0,8600Cc - -
Vitrine 1,6886Bb 1,1883Cc - - -

Médias seguidas de mesma letra minusculas na linha e maiusculas na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a
0,05%. Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

A auséncia de folhas na presencga de concentracdes elevadas de NaCl limitou a andlise de
regressao. Entretanto, observa-se que acesso Dores acumulou maior valor numérico de prolina sob
estresse moderado (100 mM), apresentando possivel resposta adaptativa inicial, ou seja, demonstrou
melhor capacidade de ajuste osmatico sob estresse salino leve, enquanto o acesso Vitrine apresenta
ser menos tolerante. Os compostos osmoprotetores atuam na regulagdo da homeostase redox,
facilitando a desintoxicagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) que se acumulam

excessivamente em plantas sob condicdes de estresse (Semida ef al., 2021).

3.2 QUANTIFICACAO DE PROLINA NO CAULE

O maior acumulo de prolina foi detectado no caule em comparagdo com as folhas (Tabela

1). Nos resultados obtidos por Santos ef al. (2011), folhas de microestacas de mangabeira também
acumularam prolina em quantidades inferiores em comparacao aos segmentos caulinares.
Aos 60 dias, ambos os acessos apresentaram respostas semelhantes. Houve um incremento nos
teores de prolina em fun¢do do aumento da concentragdo de NaCl no meio de cultura (Figura 1)
com resposta linear positiva, ou seja, o aumento do NaCl no meio de cultura promoveu maior
acimulo de prolina no caule das microestacas (Figura 2). O estresse salino induz a superproducao
desse aminoacido nas plantas (Guan ef al., 2020; Lozano-Montana, 2021).

A prolina atua como um importante osmorregulador, ajudando a manter o equilibrio
osmotico das células sob condig¢des de estresse salino. Além disso, ela auxilia na neutralizagao dos
efeitos prejudiciais das espécies reativas de oxigénio (EROS), reduzindo o dano oxidativo. Dessa
forma, plantas que acumulam maior quantidade de prolina geralmente apresentam maior resisténcia
a salinidade (Akbari et al., 2018).

A variagdo do teor de prolina em diferentes concentracdes de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250
mM) ficou evidente na Figura 1, onde por meio de uma escala de cor rosa foi possivel observar o
acimulo progressivo (maior intensidade indica maior concentragdo de prolina). O método utilizado
para quantificar a prolina baseia-se na reacdo com ninidrina, reagente responsavel por formar um
complexo rosa/vermelho-amarelado na presenga desse aminoacido, com absorbancia maxima em
~520 nm (Bates et al., 1973). Esse aumento da prolina em concentracdes elevadas de NaCl indica

que o caule esta ativando mecanismos de tolerdncia ao sal. Esses resultados confirmam que a

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.8, n.3, p. 1-12, 2025



Brazilian Journal of Animal and Environmental Research | 7
ISSN: 2595-573X

variagdo nos teores de prolina estd diretamente relacionada a capacidade adaptativa das plantas as
condi¢des de salinidade. Ha evidéncia em espécies como a Simmondsia chinensis (jojoba), em que
o acumulo de prolina livre funcionou como marcador metabodlico em condicdes salinas (Fayek et
al., 2010).

O controle apresentou coloragdo rosa fraca, confirmando que o acimulo de prolina ¢ maior
com a presenca de NaCl em concentragdes crescentes (Figura 1). Segundo a Lei de Beer-Lambert,
a intensidade do rosa esté diretamente relacionada a quantidade de prolina na amostra (relagao linear
entre absorbancia e concentracdo). A salinidade induz a produ¢do da prolina como osmolito
protetor, mantendo o equilibrio osmotico e protegendo proteinas e membranas celulares (Szabados

& Savouré, 2010).

Figura 1. Amostras de sobrenadante oriundos do caule de microestaca de gliricidia sob diferentes concentragdes de

NaCl, onde a intensidade do rosa é diretamente proporcional a concentragdo de prolina na amostra.
' 5 T B o (

—

Fonte: Elaborado pelos autres (2025).

O efeito das diferentes concentracdes de NaCl foi altamente significativo (p<0,05) no
acumulo de prolina no caule das microestacas dos dois acessos, funcionando como uma molécula
sinalizadora, uma vez que, na presenca de Na e Cl em excesso na rizosfera o potencial osmético do
meio aumenta, comprometendo a capacidade de absor¢do de agua pelas raizes, causando seca
fisiologica (Dogru & Canavar, 2020).

O acuamulo de prolina representa uma das principais respostas metabolicas ao estresse em
plantas, por ser um marcador fisioldgico ativo em condi¢des adversas (Hayat et al., 2012) e no
presente estudo este fator ficou evidente. Observou-se que o teor de prolina apresentou

comportamento linear positivo aos 60 dias de cultivo para o acesso Dores, com uma correlagao forte
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(R?=0,87), demonstrando um aumento significativo desse aminoacido nas amostras com o aumento
da concentragdo de NaCl no meio de cultivo (Figura 2). Esse resultado reforga a hipotese de que o
estresse salino induz respostas bioquimicas mensuraveis, como o acumulo desse osmolito, em

microestacas de gliricidia.

Figura 2. Teor de prolina no caule de microestacas de gliricidia cultivadas in vitro em fungdo das concentragdes de
NaCl. « Dores; 4 Vitrine.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2025).

A producao de prolina no caule de microestacas de gliricidia no acesso Vitrine aumentou de
forma proporcional ao aumento da salinidade do meio. Na andlise de regressdao, observou-se um
comportamento linear positivo, onde concentragdes crescentes de NaCl na solu¢do aumentam
significativamente a concentrag¢do desse aminoacido em relagdo a testemunha, sendo evidenciado
pelo coeficiente de determinagdo (R?= 0,79). De acordo com essa correlagdo, 79,95% da variagao
observada pode ser atribuida a salinidade, corroborando a agdo de mecanismos de adaptacgdo
bioquimica em condi¢des de estresse (Figura 2). De modo semelhante ao que foi observado neste
estudo para os dois acessos de gliricidia, pesquisas com mandioca (Cardoso et al., 2019), amaranto
(Menezes et al., 2017) e noni (Cova ef al., 2016) também demonstraram elevagdo nos niveis de
prolina sob condig¢des salinas. Além de sua atuagao fisiologica, a prolina apresenta potencial para
ser empregada como marcador bioquimico auxiliar em programas de sele¢do de genotipos tolerantes
a salinidade, especialmente em fases precoces de desenvolvimento ou em triagens in vitro. Sua
quantificagdo relativamente simples, associada a estabilidade como indicador em diferentes tecidos,
permite sua aplicacao em protocolos de melhoramento assistido por fendtipos. Para espécies nativas
ou subutilizadas, como Gliricidia sepium, que apresentam ampla diversidade genética em bancos

de germoplasma, a utilizagdo da prolina como critério complementar pode otimizar a identificacao
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de materiais com maior capacidade adaptativa. Assim, os dados aqui apresentados fornecem
subsidios importantes para a construcao de estratégias de avaliagdo rapida e de baixo custo, com
aplicabilidade direta na conservacdo e uso sustentavel da variabilidade genética da espécie em

ambientes com risco de salinizacao.

4 CONCLUSAO

A prolina pode ser utilizada como um indicador bioquimico para a pré-selegdo in vitro de genotipos
de gliricidia tolerantes ao estresse salino. Os acessos avaliados apresentam comportamento variavel quanto
ao acimulo de prolina em folhas e caule.

Para validacdo da selegdo in vitro de genotipos tolerantes a salinidade, ecomenda-se a aplicagdo do

protocolo para um numero maior de acessos.
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