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ASPERSAO DE PROLINA EM DE PLANTAS DE SORGO EM CONDICOES
SALINAS: METABOLISMO E EXPRESSAO DOS GENES RELACIONADOS!
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RESUMO: Estudou-se os efeitos da prolina exdgena em folhas de Sorgo (genotipo CSF 20)
em condigdes controle e de salinidade analisando dados de crescimento, a acumulagéo de
prolina e a modulacdo da atividade enzimatica e da expressdo génica dos genes relacionados.
As plantas com 10 dias apds a semeadura foram cultivadas em solucdo nutritiva na auséncia e
presenca de 75 mM de NaCl e tratadas com solugdes de prolina a 30 mM na auséncia e presenca
de sal. Em nossas observac6es concluimos que a aspersdo de prolina tém efeitos mitigadores e
que os niveis de prolina sdo modulados pela combinacdo das atividades das enzimas e dos genes
relacionados. Destaca-se que a expressdo dos genes nos dias iniciais ap6s a aplicacao de prolina

é crucial para a modulacéo tanto dos niveis de prolina quanto das atividades enzimaticas.
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PROLINE SPRAYING IN SORGHUM PLANTAS UNDER SALINE CONDITIONS:
METABOLISM AND GENE-RELATED EXPRESSION

SUMMARY:: The effects of exogenous proline in sorghum leaves (genotype CSF 20) under
control and salinity conditions were studied by analyzing growth parameters, proline
accumulation and modulation of the enzymatic activity and expression of related genes. Plants
with 10 days after sowing were grown in nutrient solution in the absence and presence of 75
mM NaCl and treated with 30 mM proline solutions in the absence and presence of salt. We
conclude that proline aspersion has mitigating effects and that proline levels are modulated by
the combination of enzyme activities and related genes. It is noteworthy that the expression of
genes in the early days after the application of proline is crucial for the modulation of both

proline levels and enzymatic activities.
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INTRODUCAO

A baixa pluviosidade e a elevada taxa de evapotranspiracdo caracteristica das regides
aridas e semiaridas aliadas a um manejo inadequado resultam em um solo com altos teores de
sal (Carillo et al. 2011). Em decorréncia disso, estresse salino € um dos grandes problemas da
agricultura enfrentados ndo sé nas regides semiaridas do Brasil, mas, também, em muitas outras
regides do mundo (Gheyi et al., 2010). A maioria das espécies vegetais submetidas a salinidade
tem o crescimento reduzido, afetando sua produtividade.

Apesar dos efeitos da salinidade do solo, plantas sdo capazes de se aclimatarem as
condicdes de estresse pela acumulacgédo de solutos compativeis, controlando os movimentos de
ions permitindo elevadas concentra¢des intracelulares ou na regulacdo de enzimas e expressdo
de genes.

O ajuste osmatico € um importante traco que minimiza a desidratacdo em ambientes
cuja disponibilidade de agua é limitada, uma vez que mantém a turgescéncia celular e processos
fisiol6gicos garantindo a aclimatacdo da planta ao ambiente (Cramer et al., 2011). Dentre as
respostas metabdlicas envolvidas na aclimatacdo ao estresse, 0 acumulo de prolina tem sido um
interessante objeto de estudo, muito embora ndo tenha seu papel completamente esclarecido
(Parihar et al., 2015). A prolina, em condicBes de estresses abioticos, pode ser uma molécula
chave de sinalizagdo capaz de desencadear multiplas respostas que fazem parte do processo de
aclimatacdo. O acumulo de prolina, além de estar relacionado com o ajustamento osmotico
pode contribuir para a estabilizacdo de membranas e proteinas; promover a eliminacdo de
radicais livres; atuar na sinalizagdo celular; participar do equilibrio de oxirreducéo e na indugédo
da expressao de genes (Lehmann et al., 2010).

A modificagéo de plantas geneticamente € um passo significativo a fim de compreender
0 metabolismo da prolina e 0s mecanismos intrinsecos que levam a minimizacao dos efeitos
deletérios causados pelo estresse. Entretanto, a aplicacao de prolina tem se mostrado eficaz em
diminuir os efeitos causados por diversos tipos de estresse (Gupta & Huang, 2014) e estudos
mais complexos e especificos fazem-se necessarios estudos mais completos que busquem
ampliar a informacdo sobre a influéncia da prolina exdgena em sistemas vegetais.

Dentre as culturas exploradas no contexto atual, o sorgo é uma espécie
consideravelmente disseminada no Brasil e no mundo, servindo tanto para a alimentagéo animal

e humana quanto para a producéao de etanol (Meki et al., 2013). No presente estudo buscou-se



estudar as implicacdes bioquimicas e moleculares da aspersao de prolina durante a aclimatacéo

de plantas de sorgo as condicGes de salinidade.

MATERIAL E METODOS

Estratégia experimental

Os experimentos foram conduzidos utilizando o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench),
cultivar CSF 20, como material vegetal. Plantas com 10 dias de idade foram cultivadas em
solugéo nutritiva de Clark onde permaneceram por dois dias, sob aeracdo. Depois disso, as
plantas foram transferidas individualmente para baldes contendo 6 L da mesma solucdo
nutritiva, quando as plantas serdo submetidas a quatro tratamentos: 1. controle/agua: aspersao
foliar de agua desionizada e sem adi¢do de NaCl na solucdo nutritiva; 2. controle/prolina:
aspersao foliar de prolina a 30 mM e sem adicdo de NaCl na solugdo nutritiva; 3. salino/agua:
aspersdo foliar dgua desionizada e adicdo de NaCl a 75 mM na solucdo nutritiva; e 4.
salino/prolina: asperséo foliar prolina a 30 mM determinada no experimento preliminar e adi¢ao
de NaCl a 75 mM na solucdo nutritiva. As coletas para determinacdo do conteldo e atividade
das enzimas do metabolismo da prolina foram realizadas aos 7 e 14 dias ap0s a imposicdo dos
tratamentos. Apos a coleta, as folhas do sorgo foram liofilizadas para obtencéo da massa seca
(MS) ou imediatamente congeladas com N2 liquido e armazenados a — 80°C até sua utilizacdo.
As coletas para as andlises de expressdo foram feitas aos 0, 0.5, 1, 2, 5, 7 e 14 dias.
Determinacéo de Prolina

Os teores de prolina serdo determinados de acordo com o método descrito por Bates et al.
(1973) pelas leituras de absorbancia a 520 nm.
Enzimas do metabolismo da prolina

Para a analise das enzimas do metabolismo da prolina, foram utilizados o tecido fresco
de folhas. A extracdo foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Wang et al.
(2011), com modificacdes. A atividade da sintetase da Al-pirrolina-5-carboxilato (P5CS) foi
determinada de acordo com a metodologia proposta por Wang et al. (2011). A atividade da
P5CS foi determinada pela oxidacdo do NADPH e medida pelo aumento linear na absorbancia
a 340 nm, por 5 min. Atividade OAT foi medida utilizando 0 método de Kim et al. (1994). A
absorbancia foi medida a 510 nm e a concentragdo de P5C formada sob condig¢Oes de alta
temperatura e condicOes &cidas foi utilizada nos célculos. A atividade da desidrogenase da

prolina (ProDH) foi determinada de acordo com a metodologia proposta por Sakuraba et al.



(2001) com modificacGes. PDH foi estimada pela diminuicdo da absorbancia a 600 nm, causada
pela reducdo do 2,6 dicloroindofenol (DCIP).
Expressao dos genes da prolina

Para extracdo do RNA total, 100 mg de folhas foram macerados em almofariz e pistilo
usando nitrogénio liquido e transferidos para eppendorfs de 1,5 mL. O material macerado foi
submetido a extracdo usando-se o RNeasy plant mini Kit (Quiagen) de acordo com as instrucdes
do fabricante. Para determinar a pureza do RNA total, as amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 260 nm. A
pureza do RNA extraido foi estimada avaliando a razdo 260/280 nm (a qual é usada para
identificar contaminacdo por proteinas e que deve variar entre os valores 1,8 e 2,0) e a razéo
260/230 nm (a qual é usada para identificar contaminacéo por polissacarideos e que deve estar
acima do valor 2,0).

Para identificacdo dos genes relativos as enzimas do metabolismo da prolina (p5csl,

p5cs2, prodh e oat) foram realizadas buscas no banco de dados do National Center of
Biotechnology Center (NCBI). Apo0s a anotacdo do gene, deduziu-se a sequéncia de DNA
complementar (¢cDNA) a qual foi traduzida em sequéncia de aminoécidos usando o portal de
recurso em bioinformatica da Swiss Institute of Bioinformatics usando a ferramenta Expert
Protein Analysis System (ExPASy). O desenho dos primers (oligonucleotideos iniciadores)
utilizados nas reac6es de PCR em tempo real foram feitos usando o programa Perl Primer
V1.1.20 (Marshall, 2011).
A analise da expressdo génica foi feita com os primers, diluidos para a concentracdo de 500
UM, sendo quantificados em triplicata usando-se o espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). O calculo da concentracéo real dos primers foi feito a partir das leituras médias das
concentracbes obtidas no espectrofotdmetro sendo posteriormente diluidos para uma
concentracdo de 6 UM. A solucdo de trabalho utilizada nas reacdes de gPCR foi de 300 nm.uL"
. A determinacdo da temperatura 6tima para cada primer foi feita a partir de um gradiente de
temperatura (47,2; 50,5; 52,7; 55,0; 57,5; 59,8; 63,6 e 65,0°C) usando um pool de amostras de
cDNA. O procedimento foi realizado em termociclador Mastercycle ep realplex 4S
(Eppendorf®). As temperaturas selecionadas foram a que apresentaram o menor valor de Ct e
de acordo com as curvas mais tipicas (sigmoides). Os cDNAs obtidos pela reacdo de RT na
etapa anterior foram diluidos até a concentracdo final de 25 ng.uL? considerando a
concentracdo inicial em torno de 1000 ng.uL™ para todas as amostras.

A cada reacdo de gPCR foram adicionados o cDNA, os oligonucleotideos iniciadores

(senso e anti-senso), agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada e livre de nucleases e Power SYBR



Green® PCR Master Mix 2X (PROMEGA) em um volume final de 20 pL. Aliquotas da mesma
amostra de cDNA foram utilizadas para todas as rea¢des gene-especificas. A mistura de reacédo
foi distribuida em placas (Twin.tec real-time PCR plate 96 Eppendorf®) com 96 pogos, sendo
cada amostra depositada em trés pogos. O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado
em termociclador Mastercycle ep realplex 4S (Eppendorf®) detectando os niveis de
fluorescéncia do SYBR Green. As variaveis utilizadas em cada ciclo foram os seguintes: 1)
Temperatura de 95°C por 10 min; 2) 40 ciclos envolvendo desnaturacéo a 95°C durante 15se
15 s a temperatura de anelamento de acordo com cada par de primer e; 3) 20 s de extensdo a
60°C. Também foi realizada a curva de dissociacdo (Melting), que consistiu de 15 s de
incubacdo a 95°C; 15 s de incubacdo a 60°C e uma subida de 95°C.

Apbs os ciclos de reacdo de PCR em tempo real, a expressdo génica foi determinada pelo
namero de ciclos de amplificacdo necessarios para que a fluorescéncia emitida pelo SYBR
Green ultrapasse o valor de Ct(Cycle treshold) durante a fase exponencial da reacdo. Os valores
de C: correspondem a média aritmética das triplicatas para cada condigdo e gene. Os valores de
Ct foram convertidos para valores de expressao relativa delta Ct e delta — delta Ct (Livak &

Schmittgen, 2001) com o auxilio do programa GeNorm (Vamdesompele et al., 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A prolina exdgena foi eficiente minimizar os efeitos da salinidade nas folhas (Figura 1).
Nos tratamentos salinos aos 14 dias, houve um aumento na massa seca (35%) e na area foliar
(32%) quando a prolina foi aspergida.

Sob condigdes controle, o contetdo de prolina do tratamento controle/prolina foi
aumentado 5,5 vezes em relacdo ao tratamento controle/agua aos 7 dias enquanto esse aumento
foi 3,0 vezes maior aos 14 dias (Figura 1a). Aos 7 dias o teor de prolina foi aumentado nos
tratamentos salinos. Todavia o conteddo de prolina foi aumentado cerca de 4,8 no tratamento
salino/agua e 16,5 vezes no tratamento salino/prolina. O contetdo de prolina foi depletado no
tratamento salino/prolina aos 14 dias sendo cerca de 45% menor que o0 encontrado no tratamento
salino/agua.

Em relacdo as atividades das enzimas de sintese, na auséncia de aspersdo da prolina,
observamos um aumento da atividade da P5CS e da OAT nos tratamentos salinos, sendo que a
primeira apresenta uma atividade superior a segunda (Figura 2b e 2c). A aspersao de prolina
promoveu uma reducéo na atividade da P5CS aos 7 dias (Figura 2b). Entre os controles, houve

uma reducdo de 29% na atividade dessa enzima enquanto entre os tratamentos salinos a prolina



exogena proporcionou uma reducdo de 53%. Quanto a atividade da OAT, o fornecimento de
prolina ndo alterou as atividades desta enzima nos tratamentos controle e salino (Figura 2c).
Quanto a enzima de degradacdo, na auséncia de prolina, houve uma reducdo na atividade da
ProDH de cerca de 56% aos 7 dias (Figura 2d). Neste mesmo tempo de coleta, entretanto, a
aspersdo de prolina, aumentou a atividade dessa enzima. O tratamento controle/prolina teve um
aumento de 48% na atividade da ProDH em relacéo ao tratamento controle/agua, enquanto no
tratamento salino prolina houve uma elevacao de 330% em relacdo ao tratamento salino/agua.

Na figura 3a podemos perceber o padréo de expressdao do gene p5cs em condigOes de
salinidade e na auséncia de prolina. Claramente, observamos um aumento progressivo na
expressao da p5cs a partir de 2 dias apds a imposicdo dos tratamentos. A expressao no
tratamento salino/agua é 2,1 e 8,7 maior, respectivamente aos 7 e 14 dias, em relacdo ao
tratamento salino. Ja quando as plantas aspergidas com prolina em condi¢des de salinidade, o
padrdo de aumento na expressao ndo é verificado e percebe-se que praticamente ndo ha variacao
na expressao. Aos 7 dias, o nivel de expressao é similar aos controles. Entretanto, a expressao
é 12,6 vezes no tratamento salino/prolina quando comparado aos controles sendo superior a
expressdo do tratamento salino/agua. A expressdo da oat na condigdo salina parece ser
importante durante o periodo inicial de estresse (Figura 3b). Aos 7 dias, a expressdo do gene da
oat no tratamento salino/agua é 36% maior que o tratamento salino/prolina. Aos 14 dias, ndo
houve diferencas significativas na expressdo ocasionada pela aspersdo de prolina. Quanto a
expressdo da ProDH, a expressdo em condicOes de salinidade sem prolina é reduzida (Figura
3c). Nos tratamentos aonde a prolina foi aplicada, houve aumento na expresséo do gene prodh
logo poucas horas apds a exposicdo aos tratamentos. Essa expressdo foi aumentada 32% e
178%, respectivamente na auséncia e presenca de prolina exdgena, logo 12 h apds a imposi¢do
dos tratamentos. Aos 7 e 14 dias, a expressdo do gene prodh é menor nos tratamentos salinos
comparados aos controles independente da aspersao de prolina.

A prolina tem sido reconhecida como uma molécula capaz de diversos efeitos tanto na
célula vegetal quanto no contexto de planta inteira. No presente trabalho, observou-se uma
recuperacdo da massa seca das folhas e da &rea foliar. Tem sido proposto que as folhas
acumulam mais prolina para manter a taxa de divisédo celular, o turgor e o contetdo de clorofila
para manter a atividade fotossintética sob estresse salino. Resultados similares foram
encontrados, por exemplo, em milho (Freitas, 2013) e arroz (Hasanuzzaman, et al., 2014).

Os niveis de prolina em plantas sdo uma combinacdo do resultado da biossintese e
catabolismo e isso é necessario para analisar os perfis de expressdo e a funcdo dos genes

envolvidos nesse processo para entender os mecanismos do metabolismo da prolina. Estudos



com Arabdopsis mostram que o modelo-padrédo para acumulacéo de prolina em condicdes de
salinidade, obedece a regra de aumento da expressao dos genes de sintese e de seus produtos
bem como a reducédo da expressao/atividade dos genes/enzimas de degradacdo (Wang et al.,
2015). O gendtipo de sorgo objeto desse estudo obedece tal modelo. Observou-se que o aporte
de prolina foi responsavel por reduzir a atividade enzimatica da P5CS aos 7 dias o que refletiu
na diminuicao expressao do gene relacionado. Aos 14 dias, observa-se uma deplecao do nivel
de prolina no tratamento salino/prolina apesar da atividade da P5CS ser idéntica em ambos
tratamentos salinos. Aparentemente, essa deplecédo foi percebida pela planta a qual elevou a
expressdo do gene p5cs. A prolina exdgena também alterou a expressdo dos genes oat e prodh.
Essa regulacdo é relevante pois o aporte de prolina e a manutencdo do seu teor requer uma
regulacdo nos momentos iniciais da exposic¢ao ao estresse, reduzindo a expressao dos genes de

sintese (oat) e aumentando a dos genes de degradacédo (prodh).

CONCLUSOES

Concluimos, portanto, que os efeitos benéficos ocasionados pela aspersdo foliar de
prolina durante o estresse salino requer mecanismos regulatorios finos tanto da atividade de

enzimas regulatérias quanto dos genes relacionados.
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Figura 1. Massa seca de folhas de sorgo cultivadas em solugéo nutritiva na auséncia (CJ) e na presenca () de NaCl a 80 mM
e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (L) e presenca de sal () ap6s 7 e 14 dias da aplicagéo dos tratamentos. As barras

representam a média + o erro padrdo.
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Figura 2. Teor de prolina (a) e atividades das enzimas Al-pirrolina-5-carboxilato (P5CS) (b), ornitina aminotransferase (OAT)
(b) e desidrogenase da prolina (ProDH) (d) de folhas de sorgo cultivadas em soluco nutritiva na auséncia (L) e na presenca (
¥d) de NaCl a 80 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (1) e presenca de sal () ap6s 7 e 14 dias da aplicagéo dos
tratamentos. As barras representam a média + o erro padrao.
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Figura 3. Expressdo dos genes p5cs, oat e prodh de folhas de sorgo cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia (LJ) e na
presenca (E) de NaCl a 80 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (CJ) e presenca de sal () apés 7 e 14 dias da
aplicacdo dos tratamentos. As barras representam a média * o erro padréo.



