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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da aspersdo foliar de prolina na
bioquimica, fisiologia e biologia molecular de plantas de sorgo (Soghum bicolor), cultivar
CSF 20, sob condicOes de estresse salino. Para tal, em um primeiro experimento, foram
aspergidas solucdes contendo prolina para indicar a concentracdo mais adequada a ser
aspergida nas folhas de modo a promover melhoria no crescimento das plantas sob estresse
com NaCl a 75 mM. Ap6s 14 dias dos tratamentos (DAT), a analise das variaveis de
crescimento demonstrou que a concentragé@o de prolina que mostrou melhor resultado foi a de
30 mM. Em um segundo experimento, realizado nas mesmas condi¢fes de semeadura e
crescimento que o anterior, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: 1.
controle/dgua — Sem NaCl e aspergindo-se agua desionizada; 2. controle/prolina - Sem NaCl e
prolina a 30 mM; 3. salino/dgua - NaCl a 75 mM e aspergindo-se agua desionizada; e 4.
salino/prolina - NaCl a 75 mM e prolina a 30 mM. As plantas foram coletadas com 7 e 14
DAT. Como resultado, observou-se que o tratamento salino/prolina minorou os efeitos
deletérios causados pela salinidade, principalmente aos 14 DAT, sendo menores as reducbes
nas massas fresca e seca de folhas e raizes e na area foliar. Isso se relacionou, em parte, com
as menores reducdes nos danos de membranas, nos teores relativos de agua das folhas e nas
taxas de fotossintese liquida e de transpiracdo causadas pelo estresse salino. Também, no
tratamento salino/prolina, aos 14 DAT, houve completa recuperagdo na diminuicdo da
condutancia estomatica provocada pelo estresse salino e menor redugéo nos teores de clorofila
b e total. No tratamento salino/prolina houve reducédo nos teores de Na* e Cl" e aumento nos
teores de K*, Ca?* e na relagdo K*/Na*, gerando uma situagio de relacéo idnica mais favoravel
ao crescimento. Também nas folhas, os teores de N-aminossolliveis e Carboidratos
aumentaram durante o tratamento salino com prolina aos 14 DAT e, independentemente do
tempo de coleta, os teores de glutamina, glutamato, aspartato e asparagina foram, de modo
geral, maiores no tratamento salino/prolina. Ainda nas folhas, aos 7 DAT, o grande aumento
nos teores de prolina no tratamento salino/prolina, em relacéo ao tratamento salino/agua, foi
acompanhado por uma reducdo na atividade da enzima de sintese (P5CS) e aumento na
atividade da enzima de degradagdo (ProDH), de tal modo que aos 14 DAT os teores de
prolina foram iguais nesses dois tratamentos. Em um terceiro experimento, conduzido em
condigdes semelhantes aos anteriores, estudou-se a expressdo dos genes p5csl, p5cs2, oat e
prodh, envolvidos no metabolismo da prolina. Destes genes, destaca-se a modulagdo da
expressao dos genes p5csl (tanto nas folhas como nas raizes) e prodh (nas folhas) ao longo do

tempo, e isso se relacionou com a variacdo na atividade da P5CS e da ProDH nas folhas, no



tratamento salino/prolina. Portanto, os resultados obtidos demonstram que a prolina exdgena
minimiza os efeitos deletérios da salinidade.

Palavras-chave: Sorghum bicolor, prolina, salinidade, metabolismo da prolina, expresséo
génica



ABSTRACT

The aim of this present work was to evaluate the effects of foliar proline spray on
biochemistry, physiology and molecular biology of sorghum plants (Soghum bicolor), CSF 20
cultivar, under saline stress conditions. For this, in a first experiment, proline solutions were
sprayed to indicate the most suitable concentration to be sprayed onto the leaves in order to
promote improvement in plant growth under stress with 75 mM NaCl. At 14 days after the
treatments (DAT), analysis of growth parameters showed that the proline concentration that
presented the best result was 30 mM. In a second experiment, performed under the same
sowing and growing conditions as the previous one, plants were submitted to the following
treatments: 1. control/water — without NaCl and spraying with deionized water; 2.
control/proline — without NaCl and proline at 30 mM; 3. saline/water — 75 mM NaCl and
spraying with deionized water; and 4. saline/proline — 75 mM NaCl and proline at 30 mM.
The plants were collected with 7 and 14 DAT. As a result, it was observed that the
saline/proline treatment reduced deleterious effects caused by salinity, mainly at 14 DAT,
being smaller the reductions in leaves and roots fresh and dry masses and in leaf area. This
was related, in part, to lower reductions in membrane damage, relative leaf water content, and
net photosynthesis and transpiration rates caused by saline stress. Also, in the saline/proline
treatment, at 14 DAT, there was complete recovery in reduction of stomatal conductance
caused by saline stress and lower reduction in b and total chlorophyll contents. In
saline/proline treatment, Na* and CI- contents decreased and K*, Ca?* and K*/Na* increased,
resulting in a more favorable ionic relationship. Also in leaves, N-compounds and
Carbohydrate levels was increased during proline saline treatment at 14 DAT and, regardless
of sampling time, glutamine, glutamate, aspartate and asparagine contents were generally
higher in saline/proline treatment. In leaves, at 7 DAT, the large increase in proline levels in
saline/proline treatment, compared to saline/water treatment, was accompanied by a reduction
in activity of synthesis enzyme (P5CS) and increase in activity of degradation enzyme
(ProDH), such that at 14 DAT the proline levels were the same in these two treatments. In a
third experiment, conducted under similar conditions described, gene expression of p5csl,
p5cs2, oat and prodh genes involved in proline metabolism was studied. Of these genes,
p5csl expression (in leaf and root) and prodh (in leaves) genes was modulated over time, and
this was related to the variation in P5CS and ProDH activity in leaves of saline/proline
treatment. Therefore, the results obtained demonstrate that exogenous proline minimizes

deleterious effects of salinity.

Keywords: Sorghum bicolor, proline, salinity, proline metabolism, gene expression
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1. INTRODUCAO

As plantas, no contexto de seu ambiente, se desenvolvem reagindo as mudancas nas
condigOes provocadas por fatores ambientais. Um grande desafio na biologia do estresse
abiotico e decifrar como as plantas percebem as diferentes perturbagdes, como os sinais
iniciais s&o transduzidos dentro da planta, quais sdo as rotas de resposta provocadas por eles e
como eles sdo determinados (YOSHIDA et al., 2014). O desenvolvimento de culturas
tolerantes ao sal tem sido um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de
plantas por décadas, a fim de manter a produtividade das culturas em regides semiaridas.
Apesar da disponibilidade de varias variedades tolerantes ao sal, é necessario compreender 0s
principais processos fisiologicos, metabolicos e genéticos determinantes da tolerancia ao sal
(GUPTA; HUANG, 2014).

O Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma espécime vegetal bem adaptada a
condicBes de baixa disponibilidade de agua e que geralmente cresce em areas com pouca
precipitacdo, altas temperaturas e solos salinos (KAFI, JAFARI, MOAYEDI, 2013; AVCI,
ILERI, KAYA, 2017). Esta cultura é considerada moderadamente tolerante ao sal, sendo a
germinacdo a etapa mais tolerante aos efeitos da salinidade do que os ultimos estadios de
crescimento (OLIVEIRA; GOMES-FILHO; ENEAS-FILHO, 2010). Esta capacidade de
aclimatacdo € bastante Util e permite o emprego dessa espécie com rendimentos
economicamente aceitaveis, principalmente quando o cultivo em condi¢cBes salinas é
inevitavel (COELHO et al., 2014).

Os desafios impostos pelos estresses abidticos sobre o crescimento e o
desenvolvimento de plantas, como o sorgo, sdo agravados devido as mudangas constantes do
clima e a deterioracdo do meio ambiente causada pela atividade humana, impondo restri¢Ges a
producdo de culturas (PEREIRA, 2016). Essas fortes modificagdes no clima e no solo afetam
a producdo agricola principalmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil, desafiando

0s pesquisadores a elaborar técnicas de manejo e melhoramento que auxiliem no aumento do
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fornecimento global de alimentos e num ambiente equilibrado (FAO, 2015). Dentre as
culturas exploradas no contexto atual, o sorgo € consideravelmente disseminado no Brasil e
no mundo, servindo tanto para a alimentacdo animal, inclusive a humana, quanto para a
producdo de etanol (MEKI et al., 2013).

Solos salinos ocorrem principalmente nas regides aridas e semiaridas do mundo. A
reducdo na precipitacdo pluviométrica nessas regides, associada as atividades de manejo,
condic@es de solo e a utilizagdo de agua de mé qualidade, conduzem a formacéao de solos com
alta concentracdo de sais (PREDOTTI et al., 2015). Embora as informacGes sobre as areas
salinizadas no Brasil ndo sejam precisas e carecam de um estudo mais completo e atual,
estima-se que 20 a 25% das areas irrigadas perto de rios e riachos intermitentes estejam
sujeitos a salinidade, aliados ou ndo a problemas de tdeficiéncias de drenagem (MOTA et al.,
2012). Apesar das terras irrigadas corresponderem a apenas 15% da area mundial agricultavel,
essas apresentam produtividade duas vezes superior aqueles da condicdo de sequeiro e sdo
responsaveis por um terco da producdo mundial de alimentos (TESTER; LANGRIDGE,
2010).

Segundo o Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), em 2014, dos
37 perimetros irrigados que sdo coordenados pela instituicdo no semiarido nordestino
empregavam um total de 7.897 pequenos, médios e grandes produtores (PORTAL BRASIL,
2014). No Nordeste do Brasil os solos desses perimetros irrigados sdo bastante diversificados,
sendo comuns, na regido semidrida, solos em avancado processo de salinizacdo e improprios
para o cultivo da maioria das culturas (VASCONCELOS et al., 2013).

A prolina é conhecida por estar envolvida na resposta a uma série de estresses
ambientais, particularmente os estresses salino e hidrico. No entanto, ainda falta uma
resolucdo geral sobre o papel preciso da prolina na resposta das plantas ao estresse e varias
hipdteses foram propostas sobre o significado do acumulo de prolina causado pelo estresse

(SZABADOS; SAVOURE, 2010). Entre os osmdlitos compativeis, ou osmoprotetores de
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plantas, a prolina se destaca mediando mdaltiplas respostas relacionadas ao processo de
aclimatacdo, as quais envolvem: o ajustamento osmotico, a estabilizagdo de membranas e
proteinas, a promocédo da eliminacdo de radicais livres, os eventos de sinalizagdo celular, a
participacdo no equilibrio de oxirreducéo e a inducéo na expressao de genes (BENITEZ et al.,
2016).

Embora o metabolismo da prolina tenha sido estudado h&a mais de 40 anos nas plantas,
pouco se sabe sobre as vias de sinalizagdo envolvidas em sua regulagdo. Por exemplo, a
biossintese de prolina é ativada e o seu catabolismo reprimido durante a desidratacdo,
enquanto a reidratagdo desencadeia a regulacdo oposta. Porém, a forma como é feita
distribuicdo da prolina e de seus intermediarios ainda necessita de mais estudos. Na ultima
década, o melhoramento de plantas com genes associados a biossintese da prolina mostraram
que a superexpressao desses genes conferiu maior tolerancia e uma retomada no crescimento
sob condi¢es de estresse salino (WANG et al., 2015). Outra estratégia que se mostra eficaz a
reducdo dos efeitos da salinidade é a aplicagdo exdgena de prolina. Essa estratégia tem se
mostrado eficaz em diminuir os efeitos causados por diversos tipos de estresse e estudos mais
completos que busquem ampliar a informacdo sobre a influéncia da prolina exgena em
sistemas vegetais sdo necessarios (HASANUZZAMAN et al., 2014).

Portanto, o estudo dos efeitos da prolina exdgena sobre os sistemas vegetais,
particularmente aquele envolvendo o metabolismo da prolina em plantas de sorgo, espécie
que sera utilizada como modelo experimental, a qual é adaptada as condi¢des de elevada
temperatura e seca e que tem seu genoma sequenciado, é relevante para o entendimento da

forma como as plantas podem utilizar a prolina para amenizar os efeitos da salinidade.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Problemética da salinizagdo dos solos

As terras afetadas pela salinidade ocorrem em praticamente todas as regides
climéticas, desde os tropicos umidos até as regides polares. Todos os solos contém sais, e
todas as aguas de irrigacdo, seja a partir de canais ou bombas subterraneas, incluindo aquelas
consideradas de muito boa qualidade, contém sais dissolvidos. De fato, 0s sais sdo um
componente comum e necessario do solo, e muitos sais (por exemplo, sais de nitrato, de
fosfato e de potéssio) sdo nutrientes essenciais as plantas (CARILLO et al, 2011).

A salinizacdo dos solos é um evento que precede a prépria agricultura. No entanto,
esta probleméatica comecou a ser discutida a partir das necessidades humanas em relacdo a
uma maior producéo de alimentos frente a um aumento do crescimento populacional (NOURI
et al., 2017). O inicio do século XXI é marcado pela escassez global de recursos hidricos,
poluicdo ambiental e aumento da salinizagdo do solo e da agua.

E possivel classificar o aumento do teor de sais no solo de acordo com sua origem
destes, podendo ser de forma priméaria ou secundaria (PARIHAR, et al., 2015). Chama-se
salinidade primaria ou natural a que resulta da acumulacdo de sais em longos periodos de
tempo através de processos naturais no solo ou nas aguas subterraneas (ISMAIL; HORIE,
2017). Esta pode ser causada por: 1) intemperismo de materiais originados do solo contendo
sais sollveis; neste processo, o desgaste fisico e quimico das rochas e minerais liberam
diversos sais solUveis; e 2) por deposi¢cdo de sal oceénico carregado pelo vento e pela chuva
ou pela penetracdo da agua do mar no continente atingindo o lencol freatico, o que representa
um importante aporte de sais nas regides costeiras. A salinizagdo secundaria resulta de
atividades humanas que alteram o equilibrio hidrologico do solo, afetando a 4gua aplicada e a
disponibilidade de agua efetivamente utilizada pelas culturas (MUNNS et al., 2016). As

causas mais comuns sdo: a) desmatamento de terras e a substituicdo da vegetacdo perene por
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culturas anuais; b) sistemas de irrigacdo com agua rica em sal ou drenagem insuficiente; e c)
uso inadequado de fertilizantes e manejo impréprio do solo. Independentemente da origem, 0s
sais disponiveis no solo tém como cations mais comuns sédio (Na*), calcio (Ca?*) e magnésio
(Mg?"), enquanto que 0s anions mais comuns sdo cloreto (CI"), sulfato (SO4%) e bicarbonato
(HCO3"). Diversos estudos se baseiam na toxicidade dos ions Na® e CI" por que séo
indiscutivelmente os ions mais predominantes em solos salinos (PANDOLFI et al., 2016).

Os solos afetados pela salinidade ocorrem em mais de 100 paises e sua extensdo
mundial é estimada em cerca de 1 bilhdo de hectares (FAO, 2015). Segundo Richards (1954)
solos salinos sdo aqueles que tém as seguintes caracteristicas: condutividade elétrica do
extrato de saturacio do solo excedendo 4 dS m™ (aproximadamente 40 mM de NaCl);
percentual de sddio trocavel (PST) menor que 15% e pH inferior a 8,5. Entretanto, as plantas
cultivaveis, em sua maioria, sao susceptiveis a salinidade quando o extrato de saturagdo do
solo apresenta valor até menores que 3,0 dS m™ independente de outros fatores associados
(SUN et al., 2013).

Nas regides quentes e secas do mundo, os solos sdo frequentemente salinos e com
baixo potencial agricola (MACHADO; SERRALHEIRO, 2017). A partir de informacéo
muito dispersa sobre a extensdo e caracteristicas dos solos afetados por sais, a salinidade e a
sodicidade estdo aumentando rapidamente em muitas regides, tanto em areas irrigadas como
nas nao irrigadas (QUADIR, 2014). Anualmente, os problemas de salinidade do solo estéo
reduzindo de 0,3 a 1,5 milhdes de hectares de producao agricola e reduzindo o potencial de
producéo de outros 20 a 46 milhdes de hectares (FAO, 2015).

Vérias medidas podem ser tomadas para conter a ameaca da salinidade, tais como: 1)
lixiviagdo direta de sais; 2) plantio de variedades tolerantes aos sais; 3) domesticacdo de
halofitas selvagens nativas para uso em sistemas agropastoris; 4) fitorremediacdo (ou

biorremediacgéo); 5) melhoria quimica do solo; e 6) uso de adubos organicos (SINGH, 2015b).
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Projetos que englobem uma ou mais dessas medidas podem dar um salto em qualidade no

solo recuperando areas com grande concentracdo de sais.

2.2. Efeitos da salinidade nas plantas

As plantas sofrem de diversas formas os efeitos do estresse salino. A salinidade ndo sé
diminui a producdo agricola da maioria das culturas, como também afeta as propriedades
fisico-quimicas do solo e o equilibrio ecolégico da area (GOLLDACK et al., 2014).
Usualmente, os impactos da salinidade incluem: baixa produtividade agricola, baixos
rendimentos econdmicos e erosdes do solo. A repercussdao da salinidade nas plantas é
resultado de interacdes complexas entre processos morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos,
incluindo desde a absor¢cdo de agua e nutrientes a germinacdo de sementes e ao
estabelecimento das plantas, podendo se estender as fases vegetativa e reprodutiva (MUNNS
etal., 2017).

A germinacao das sementes ¢ uma fase fundamental e vital no ciclo de crescimento de
uma planta, determinando o rendimento e o sucesso das outras etapas (FERREIRA;
BORGUETTI, 2004). O baixo potencial osmético do meio de cultivo reduz a embebicéo de
agua pela semente, 0 que causa toxicidade e altera a atividade de enzimas, como por exemplo,
a RNase (GOMES-FILHO et al., 2008), gera distarbios no balanco hormonal (MIRANSARI,;
SMITH, 2014), reduz a utilizacdo de reservas de sementes (MARQUES et al., 2013), além de
reduzir a taxa e o percentual de germinacdo (COELHO et al., 2014).

Apbs a etapa de germinacdo, um dos efeitos iniciais do estresse salino é a reducédo da
taxa de crescimento da planta inteira. Os sais da solu¢do do solo podem inibir o crescimento
das plantas em duas fases. Um modelo proposto por Munns (2005) destaca essas duas fases
descrevendo os efeitos osmoticos e idnicos do estresse salino. Em primeiro lugar, a presencga
de sais no solo reduz a capacidade da planta de absorver agua, o que leva a reducGes na taxa

de crescimento. Nesta primeira fase (ou fase osmotica), o crescimento das plantas é reduzido
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por causa da osmolaridade da solugdo salina na rizosfera. Essa fase comeca imediatamente
apos a concentracdo de sais em torno das raizes chegar a um nivel limiar, tornando mais
dificil a absorcdo de agua. Uma resposta imediata a este efeito é a reducdo na conduténcia
estomética, a qual atenua o fluxo de ions entre as raizes e a parte aérea. No entanto, este
comportamento em longo prazo dificulta o crescimento da parte aérea, pois afeta 0 processo
de fixacdo de carbono e consequentemente ocorre perda de biomassa (NEGRAO;
SCHMOCKEL; TESTER, 2017). Dessa forma, o crescimento da parte aérea se torna mais

sensivel do que o crescimento das raizes.

Os sais presentes nas raizes em grandes quantidades sdo transportados, via fluxo
transpiratorio, para diversos orgaos da planta, causando lesdes nas células e novas redugdes
no crescimento. Nessa segunda fase (ou fase i6nica), as folhas mais velhas da planta morrem e
a capacidade fotossintética vegetal é reduzida, exercendo um efeito negativo adicional sobre o
crescimento (MUNNS, 2005). Essa fase corresponde ao acumulo de ions na lamina foliar, em
particular o Na*, o qual se acumula via fluxo transpiratério. O acimulo desse ion torna-se
toxico nas folhas mais velhas, que ndo estdo mais em expansdo e, portanto, aumenta o teor (ou
concentracdo) deste ion nos tecidos. Se a taxa de mortalidade das folhas antigas for maior do
gue a taxa de producdo das folhas novas, a capacidade fotossintética da planta deixara de
fornecer o requerimento de esqueletos de carbono para as folhas jovens, reduzindo sua taxa de
crescimento (ROY; NEGRAO; TESTER, 2014). Apesar do fato de a maioria das plantas
acumularem os ions Na* em altas concentragdes em seus tecidos quando cultivadas em solos
salinos, a toxicidade do CI- também € uma importante causa de reducdo do crescimento para

algumas culturas (TAVAKKOLI et al., 2017).

A fotossintese é inibida quando elevadas concentragdes de Na* e/ou CI° sdo
acumuladas nos cloroplastos (ASHRAF; HARRIS, 2013). Outros fatores que reduzem as
taxas fotossintéticas das plantas sob estresse salino sdo a desestabilizagdo das membranas

celulares a qual reduz a permeabilidade ao COy, a toxicidade dos ions, 0 aumento na
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senescéncia, as alteracBes na atividade enzimatica, induzidas por alteragdes na estrutura
citoplasmatica e feedback negativo por atividade reduzida do dreno (GUPTA et al., 2015).
Além disso, muitos dos efeitos deletérios do Na* parecem estar relacionados a integridade
estrutural e funcional das membranas dos tilacéides (KAMEL; HAMMAD, 2015).

O excesso de sais sollveis no solo concorre com a absorcdo e metabolismo de
nutrientes minerais que sdo essenciais para as plantas (FLOWERS; COLMER, 2015). No
entanto, as relagdes entre a salinidade e a nutricdo mineral das culturas s&o muito complexas
(HASEGAWA, 2013). Os disturbios nutricionais resultantes do sal em excesso refletem na
disponibilidade de nutrientes, na absor¢do competitiva e no transporte e distribuigdo desses
nutrientes dentro da planta (BENITO et al., 2014). As proporcdes apropriadas de nutrientes
fornecem uma ferramenta para a resposta fisiologica de uma planta em relagdo ao seu
crescimento e desenvolvimento (FAHAD et al., 2015). O aumento da absor¢éo de sais induz
toxicidades idnicas especificas como a de Na*, CI- ou SOs* que diminuem a absorcdo de
nutrientes essenciais como fésforo (P), potassio (K*), nitrogénio (N) e céalcio (Ca®")
(JULKOWSKA,; TESTERINK, 2015). A disponibilidade de micronutrientes nos solos salinos
depende de suas solubilidades, do pH da solucdo do solo, do potencial redox da solucéo do
solo e da natureza dos locais de ligacdo nas superficies de particulas organicas e inorganicas
presentes nos solos. Além disso, a salinidade pode afetar de forma diferente as concentracdes
de micronutrientes nas plantas, sendo isto dependente da espécie ou cultivar e dos niveis de

salinidade (ROY; NEGRAO; TESTER, 2014).

2.3. Tolerancia e aclimatacéo das plantas a salinidade

As plantas séo classificadas de acordo com sua tolerancia a salinidade em glicofitas e
halofitas. As glicofitas ndo conseguem se desenvolver plenamente quando cultivadas em

elevadas concentracGes de sais (principalmente o NaCl), ou seja, séo sensiveis a salinidade.
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Em contrapartida, as haldfitas conseguem se desenvolver normalmente em concentragdes
mais elevadas de sais, ou seja, sdo tolerantes a salinidade (DUARTE et al.,2013).

Diversos artigos estabelecem que a maioria das halofitas e glicofitas conseguem
tolerar a salinidade por estratégias bastante semelhantes, muitas vezes usando processos
analogos (NAWAZ et al., 2014; RAO et al., 2016; ZAKI; YOKOI, 2016). Durante as fases
iniciais do estresse salino, mecanismos de aclimatacdo necessarios para a sobrevivéncia séo
ativados tanto nas glicéfitas quanto nas halofitas. Contudo, esses mecanismos nas halofitas
parecem responder de maneira mais eficiente e rapida (SHIRI et al., 2016).

Sendo maioria das plantas cultivadas glicofitas, a medida que as concentracdes de sais
aumentam, a produtividade cai drasticamente, podendo ser severamente inibidas ou até
mesmo morrer em concentracdes de NaCl de 100 a 200 mM (PARK et al., 2016). Ao
contrario, as plantas haléfitas podem sobreviver a salinidade entre 300 e 400 mM ou até
maior.

Os mecanismos de controle genético da tolerancia das plantas a salinidade aos poucos
vao sendo esclarecidos. Na verdade, existem grupos de genes controlando os mecanismos de
tolerdncia nas diferentes espécies, que interagem fortemente com as condi¢cdes ambientais
(KIM et al., 2015). Diferentes mecanismos adaptativos estdo envolvidos na aclimatacéo
gradual a salinidade sendo que a sensibilidade aos sais de uma determinada espécie pode
mudar durante sua ontogenia. Para algumas espécies, a sensibilidade aos sais pode ser maior
na germinacdo, enquanto que para outras espécies, ela pode aumentar durante a fase
reprodutiva (GUPTA; HUANG, 2014).

As plantas possuem uma gama de mecanismos para se aclimatar a salinidade e,
segundo Munns e Tester (2008), é possivel distinguir trés tipos de resposta de tolerancia: a)
pela capacidade do tecido de tolerar o estresse osmatico, porém o crescimento das plantas sob
estresse salino é principalmente limitado pelo efeito osmotico, independentemente de sua

capacidade de exclusdo de sal, o que resulta em taxas de crescimento reduzidas; assim, 0
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aumento da tolerancia osmotica envolve um balango na capacidade de continuar a producéo e
crescimento de folhas novas e maiores mantendo certa condutancia estomatica; b) por
exclusdo de Na" das células, em que a exclusdo citosdlica desse ion se da pela atividade de
proteinas transportadoras, como as NHXs (Na'/H* antiport exchanger), presentes na
membrana dos vacuolos (tonoplasto), que sequestram os ions Na* para o vactolo; as HKTs
(high-affinity K* transporter), que evitam o carregamento no xilema desses ions e,
consequentemente, impedem o fluxo de ions danosos para a parte aérea e as proteinas que
fazem a via de sinalizagdo SOS (salt overly sensitive) na membrana plasmatica a qual tem
sido reconhecida como um mecanismo chave para exclusdo de Na* e controle de homeostase
de fons em ambito celular (ROY; NEGRAOQ; TESTER, 2014); e c) por tolerancia tecidual,
que envolve a compartimentalizagdo de Na* e CI- dentro do vacuolo. O sequestro desses ions
para o vaclolo requer medidas para contrabalancar o aumento da osmolaridade neste
compartimento. Para isso, as células produzem solutos osmorreguladores (chamados de
solutos compativeis) os quais sdo acumulados no citosol e nas organelas para balancear a
pressdao osmética dos ions nos vacuolos, especialmente nas células do mesofilo foliar
(HOSSAIN; DIETZ, 2016).

Solutos compativeis sdo moléculas de baixo peso molecular e que ndo perturbam as
funcbes celulares, mesmo quando presentes em altas concentracdes (HOSSAIN; DIETZ,
2016). Esses solutos compreendem compostos contendo nitrogénio, como aminoacidos,
aminas e betainas, bem como &cidos orgéanicos, acucares e polidis (PARK et al., 2016). Os
solutos compativeis desempenham um importante papel na protecdo osmdtica das plantas,
protegendo as enzimas da desnaturacdo, estabilizando as membranas celulares ou mediando o
ajustamento osmético (SLAMA et al., 2015). Os solutos compativeis sdo tipicamente
hidrofilicos e podem substituir a agua na superficie de proteinas ou membranas, atuando

assim como chaperonas de baixo peso molecular (NEGRAO; SCHMOCKEL; TESTER,
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2017). Esses solutos também funcionam para proteger as estruturas celulares através da

remocao de espécies reativas de oxigénio (HAFSI et al., 2017).

2.4. A prolina: propriedades e seu papel no contexto vegetal

A prolina se distingue de outros aminoacidos em varios aspectos. Dentre o0s
aminoéacidos, a caracteristica diferencial dessa molécula esta em sua conformacdo, em que 0
grupo a-amino esta presente como uma amina secundaria sendo, na verdade um iminoacido
(LEHMANN et al., 2010). Esta distingdo quimica da a prolina propriedades unicas as quais
sdo altamente relevantes para a compreensdo de seu papel nas plantas. Outra caracteristica da
prolina, é que, em muitas espécies de plantas, varios tipos de estresse abidtico fazem com que
seus niveis se elevem bastante, 0 mesmo acontecendo em bactérias e fungos (SZABADOS;
SAVOURE, 2010).

O acumulo de prolina decorrente dos estresses abioticos pode ser explicado, em parte,
por suas propriedades quimicas basicas: a prolina € um dos aminoacidos mais sollveis em
agua e € altamente polar, pois existe, a pH 7,0, a0 mesmo tempo, em um estado quimico com
uma carga negativa no grupo carboxilico e uma positiva no nitrogénio do anel (LEHMANN et
al., 2010). A prolina compartilha esta propriedade com outros solutos compativeis, que sdo
acumulados por uma ampla gama de organismos para ajustar sua osmolaridade celular
(BHASKARA et al., 2015). Dessa forma, tanto as propriedades intrinsecas da prolina, quanto
0s aspectos especificos de sua sintese e de seu catabolismo, podem explicar seu destaque na
biologia do estresse vegetal. Além disso, 0os mecanismos que regulam o metabolismo da
prolina diferem bastante daquele dos outros aminoacidos. Em um estudo usando a técnica de
Microarray, Less e Galili (2008) descobriram que, para muitos aminoacidos, 0s estresses
abioticos alteram a transcricdo de genes relacionados com o catabolismo, mas tém pouco

efeito sobre a expressdo de genes que codificam para as enzimas das vias biossintéticas.



27
Todavia, as vias do metabolismo da prolina e da arginina foram uma excecdo, em que 0
estresse abidtico causou uma extensa regulacdo transcricional das enzimas de biossintese.

A despeito do acumulo de prolina ser comprovadamente verificado como uma
resposta adaptativa a aclimatacdo durante os estresses ambientais, diferentes grupos de
pesquisa tém observado elevados niveis desse aminodcido nos Orgdos reprodutivos de
diferentes espécies de plantas, independentemente da condicdo ambiental (MING et al.,
2017). Tais resultados sugerem que o acumulo deste aminoacido também possa ocorrer em
condicdes fisiologicas ndo estressantes para fins de desenvolvimento. Por exemplo, durante a
dessecacdo do gréo de polen, a prolina pode funcionar como um osmoprotetor durante sua
fase bicelular (ROTSCH et al., 2017). Nas sementes em desenvolvimento, a prolina age sob
os genes de ciclinas em nivel de transcrigdo moderando a acumulacdo geral de proteinas
garantindo a maturacdo adequada (WANG et al., 2014). Muitas proteinas da parede celular
que sdo ricas em prolina e hidroxiprolina desempenham papéis importantes no
desenvolvimento da planta (KAVI KISHOR et al., 2015).

Em alguns casos, a prolina pode se acumular mais de 100 vezes acima do nivel do
controle em plantas expostas a um baixo potencial hidrico (VERSULES E SHARMA, 2010).
Entretanto, a retirada do agente estressante pode reverter completamente o processo, com a
prolina diminuindo para um nivel basal ao longo de alguns dias (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014). Os dados obtidos até hoje sugerem que o acimulo de prolina ocorra como
uma resposta a multiplos estresses ambientais como os hidrico e salino (FEIJAO et al., 2013),
ou aqueles causados pelo congelamento, (RUIZ et al., 2002), pelo acimulo de metais pesados
(SHARMA E DIETZ, 2009), e aos devidos a interacdo de patdogenos com as plantas
(CECCHINI; MONTEOLIVA; ALVAREZ, 2011), dentre outros estimulos. Estes tém sido o
principal estimulo na pesquisa do metabolismo da prolina na fisiologia de plantas sob
condigdes estressantes. No entanto, dados recentes sugerem funcgdes adicionais para a prolina,

0s quais estdo fornecendo ainda mais razfes para entender seu metabolismo como, por
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exemplo, seu papel na senescéncia de folhas e pétalas (ZHANG; BECKER, 2015; ZHANG et
al., 2015).

Além da regulacdo especifica de suas vias de sintese e catabolismo, a
compartimentacdo do metabolismo da prolina entre citosol, mitocondria e cloroplasto também
é de importancia critica, porém ainda ndo completamente compreendida. O transporte de
prolina, tanto intracelular como intercelular, possui diferencas especificas dependendo do
tecido analisado e das relagbes do metabolismo da prolina com outras vias metabolicas
importantes (ZHANG; BECKER, 2015).

A acumulagdo de prolina pode influenciar a tolerancia aos estresses abidticos de vérias
maneiras. Foi demonstrado que a prolina pode funcionar como uma chaperona molecular
capaz de proteger a integridade das proteinas e melhorar as atividades de diferentes enzimas
(MOSTEK et al., 2015). Exemplos de tais papéis incluem a prevencdo da agregacdo de
proteinas durante temperaturas extremas (FEDOTOVA; DMITRIEVA, 2016), protecdo da
redutase do nitrato durante o estresse osmotico e o causado por metal pesado (SHARMA et
al., 1998) e estabilizacdo de ribonucleases e proteases apOs a exposicdo ao arseniato
(MISHRA; DUBEY, 2006). Diversos estudos tém atribuido a prolina propriedades
antioxidantes, eliminando o excesso de espécies reativas de oxigénio (EROS), principalmente
removendo o oxigénio singleto (ANJUN et al., 2014; FREITAS et al., 2018). Os efeitos
prejudiciais do oxigénio singleto e dos radicais hidroxil no fotossistema Il (PSII) podem ser
reduzidos pela prolina em membranas de tilacoides isoladas (REDDY et al., 2015). O
tratamento com prolina pode diminuir os niveis de EROs em fungos e leveduras, impedindo
assim a morte celular programada (CHEN; DICKMAN, 2005) e pode proteger as células
humanas contra o estresse oxidativo potencialmente causador de cancer (PHANG et al.,

2015).
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2.5. Metabolismo da prolina

A rota metabolica da prolina foi primeiramente descrita em bactérias. Neste grupo, a
prolina é sintetizada a partir do glutamato em trés etapas: 1. O glutamato ¢é fosforilado pela
cinase do y—glutamil, usando ATP, resultando em glutamil-y—fosfato o qual é reduzido a
glutdmico—y—semialdeido (GSA) pela desidrogenase do glutdmico—y—semialdeido. A
ciclizagdo reversivel do GSA a Al-pirrolina—5—carboxilato (P5C) é espontinea e seguida pela
reducio da P5C a prolina catalisada pela redutase da A'-pirrolina—5—carboxilato (P5CR), com
consumo de NADPH (FICHMAN et al., 2015). A biossintese de prolina em outros reinos
segue 0 mesmo caminho, embora existam diferencas. As atividades da cinase do y—glutamil e
da desidrogenase do glutdmico—y—semialdeido sdo conservadas em bactérias (genes ProA e
ProB) e leveduras (PRO1 E PRO?2).

Todavia, em plantas e animais, as atividades das enzimas cinase do y—glutamil e da
desidrogenase do glutamico—y—semialdeido sdo combinadas numa enzima bifuncional
denominada sintetase da P5C (P5CS), a qual requer tanto ATP quanto NADPH. As enzimas
cinase do y-glutamil, em bactérias e leveduras, e a P5CS, em plantas, catalisam a etapa
limitante da biossintese de prolina e sdo reguladas por inibicao alostérica do produto final, ou
seja, a prolina (HAYAT et al., 2012). Os genomas vegetais normalmente apresentam dois
genes homdlogos (pardlogos) que codificam duas enzimas: a P5CS1, que é distribuida no
citosol e nos cloroplastos, e a P5CS2, que é expressa exclusivamente no citosol. Essas duas
enzimas tém padrbes de expressdo diferentes, funcionado de acordo com a idade da planta e
estddios de vida (ZHANG; BACKER, 2015). Os padrGes de expressdo indicam que 0s
paralogos da P5CS tém funcdes diferentes durante o desenvolvimento da planta, embora as
funcOes especificas difiram entre as espécies de plantas (WANG et al., 2015). A andlise dos
mutantes nocauteados de Arabidopsis thaliana p5csl e p5cs2 confirmou a funcdo néo
redundante das isoformas para desenvolvimento de plantas e tolerancia ao estresse

(SZEKELY et al., 2008). Dados de filogenia sugerem que houve duplicaces repetidas,
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independentemente, dos genes da P5CS ap6s a divergéncia entre monocotiledéneas e
dicotiledOneas, permitindo uma especializagdo funcional (TURCHETTO-ZOLET et al.,
2009).

A P5C produzida na etapa descrita acima € convertida em prolina pela acdo da P5CR.
Esta enzima possui duas isoformas, as quais foram bioguimicamente identificadas, embora
atualmente ndo esteja claro se as duas isoformas sdo originarias de um ou dois genes (KAUR,;
ASTHIR, 2015). Nas plantas, a atividade da P5CR foi detectada no citosol e nos plastidios de
varias especies de plantas e, assim como as isoformas de P5CS, diferem em sua distribui¢do
entre esses dois compartimentos, dependendo das condigdes ambientais (ARENTSON;
SANYAL,; BACKER, 2012).

As plantas possuem uma via alternativa de sintese de prolina, que envolve a &-
aminotransferase da ornitina (OAT), enzima que converte ornitina e a-cetoglutarato em P5C
por uma reacgdo de transaminacdo (FICHMAN et al., 2015). A localizagdo subcelular da OAT
nas mitocondrias provavelmente gera uma barreira para a utilizacdo direta da P5C gerada a
partir da P5CR (FUNCK et al., 2008). Embora possa haver sintese de prolina via
metabolismo da ornitina, a via do glutamato é considerada a principal via para a sintese de
prolina nas plantas sob condicdes fisiol6gicas adequadas ou durante condi¢Ges de estresse,
enquanto que a via da ornitina € essencial para a reciclagem de nitrogénio da arginina
(IQBAL et al., 2014).

A degradacdo da prolina em eucariotos ocorre na mitocondria e, portanto, € separada
espacialmente da via biossintética do glutamato (KAVI-KISHOR et al., 2015). O catabolismo
da prolina comeca com sua oxidagédo a P5C pela desidrogenase da prolina (ProDH), também
conhecida como prolina oxidase, e que usa o FAD como cofator. A ProDH é a enzima
limitante do processo de degradacdo. A P5C é subsequentemente convertida em glutamato

pela desidrogenase da pirrolina-5-carboxilato (P5CDH), utilizando o NAD* como cofator. As
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duas enzimas, portanto, geram NADH e FADH: que podem doar seus elétrons para a cadeia

de transporte de elétrons na mitocondria (SINGH et al., 2015a).

Recentemente, um ciclo chamado P5C-prolina foi descrito mostrando que a P5C
produzida a partir de prolina, nas mitocondrias, pode ser transportada para o citosol e reduzida
para prolina pela P5CR citosolica (QAMAR et al., 2015). Quando a atividade da P5SCDH é
limitada, o ciclo P5C-prolina pode transferir elétrons em excesso para a cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial e gerar EROs (ZHANG et al., 2017). A compartimentacdo do
metabolismo da prolina implica que um extenso transporte intracelular de metabolitos deve
ocorrer entre o citosol, os cloroplastos e as mitocondrias. Os dados fisiol6gicos sugerem que a
entrada de prolina nas mitocondrias € um processo ativo, sugerindo a existéncia de
transportadores especificos de aminoéacidos (ARENTSON; SANYAL; BACKER, 2012). Os
transportadores de prolina de membrana plasmatica, identificados em vaérias plantas, medeiam
o transporte de prolina entre células e 6rgdos, entretanto, nem todos transportadores

envolvidos no transporte entre as organelas séo conhecidos (SCHETL et al., 2014).
2.6. Regulacéo do metabolismo da prolina durante o estresse

Os niveis de prolina sdo regulados, principalmente, pela expressao das enzimas e
genes da P5CS e ProDH. A expressdo da P5CS é regulada na transcrigdo e, provavelmente, a
nivel pds-transcricional. No entanto, a sinalizacdo de inducdo e inibicdo da P5CS ndo é
completamente entendida. A inducdo da expressdo da P5CS, conforme os dados obtidos até
hoje, se da principalmente por fatores ambientais e hormonios vegetais (AMINI; GHOBADI;
YAMCHI, 2015). A regulacdo da transcricdo e o estudo de mutantes indicam que os dois
genes da P5CS em Arabidopsis possuem funcdes claramente distintas. Nessa espécie existem
duas isoformas de P5CS, que desempenham papeis especificos no controle da biossintese da
prolina (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). O gene p5csl dessa enzima é expresso,

principalmente na parte aérea (ZAREI; EHSANPOUR; ABBASPOUR, 2012) e sua
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transcricdo é fortemente induzida em condicGes de alta salinidade, desidratacdo e baixas
temperaturas (BURRIT, 2012). Mutantes silenciados no gene p5csl apresentaram niveis de
prolina muito baixos sob estresse salino e hidrico (SZEKELY et al., 2008). Em contraste com
0 p5csl, a expressdo génica de p5cs2 tem pouca ou nenhuma regulagdo na transcricdo sob
estresse e todas as indicacOes séo de que ele tem apenas um papel menor na acumulagao de
prolina induzida pelo estresse abiotico (MATTIOLI et al., 2012). O gene p5cs2 pode ser
induzido em resposta a agentes patogénicos e pode estar mais ativamente envolvido na
interacdo planta-patdgeno (FABRO et al., 2004). Além disso, a P5CS2 é expressa mais
abundantemente em cultura de células em suspensdo (SZABADOS; SAVOURE, 2010). As
propriedades enzimaticas da P5CS2 e do seu gene associado tém sido relativamente pouco
estudadas.

A cinética enzimética e a regulacdo poés-traducional da ProDH carece ainda de mais
informagfes. Em analogia com a enzima bacteriana, o FAD é considerado como o
transportador de elétrons, porém nenhum estudo concluiu que este é de fato o carreador de
elétrons nas reacOes catalisadas pela ProDH (HOSSAIN et al., 2014). A expressdo do gene
prodh é reduzida em circunstancias de baixo potencial hidrico, desidratacdo e salinidade, mas
sua expressao € aumentada quando o estresse é removido ou em presenca de prolina exégena
(TEH et al., 2016). A regulacdo negativa da expressdo de prodh durante o estresse é
amplamente aceita como um ponto de controle que pode promover a acumulagdo de prolina
sob condicdes de estresse. No entanto, surpreendentemente, a regulacdo positiva do prodh
durante o estresse foi relatada quando foram acumulados niveis elevados de prolina
(KAPLAN et al., 2007). As mudangas na expresséo do gene prodh entre diferentes tecidos
ainda é assunto pouco explorado na literatura.

A analise da atividade enzimatica da OAT em extratos de Arabidopsis sob estresse
salino mostrou que sua atividade dobrou nas primeiras 24 h e continuou a aumentar até 72 h

apos o inicio do estresse (VERSULES; SHARMA, 2008). Estudos que mostram uma
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diminuicdo da acumulagéo de prolina na presenca do inibidor de OATS, a gabaculina, apoiam
a ideia de que esta tem um papel significativo na sintese de prolina, embora seja claramente
secundaria a sintese de prolina a partir do glutamato (STRANSKA et al., 2008). Além disso, a
superexpressdo de OAT resulta em maior acumulacdo de prolina (GINGUAY et al., 2017).
Funck et al. (2008), utilizando mutantes de Arabdopisis propuseram que a OAT ndo esta
envolvida na acumulagéo de prolina induzida pelo estresse salino. Um outro estudo, também
com Arabdopsis, mostrou que a inducdo da OAT por estresse salino ocorre em plantulas,
porém ndo apresentou atividade em plantas estabelecidas (ROOSENS et al., 2002). A questéo
sobre o papel da OAT durante os eventos de estresse ainda permanece inconclusiva. Uma
provavel hipotese diz que a OAT contribui para a sintese de prolina e provavelmente isso
ocorre pela producdo de P5C nas mitocondrias. Neste caso, ha duas possibilidades: a P5C
poderia ser exportada para o citosol, para que pudesse ser convertida diretamente em prolina
ou a P5C poderia ser convertida a glutamato e este transportado para ser utilizado para a

sintese de prolina em outro lugar (SHARMA; VERSULES, 2010).

2.7. Fornecimento exdgeno de prolina

Quando expostas a estresses abioticos, como a salinidade, as plantas experimentam
inibicdo ou retardo do crescimento. Todavia, a aplicacdo de prolina tem se mostrado uma
alternativa potencialmente significativa na mitigacdo dos efeitos danosos provocados pela
salinidade. Estes efeitos benéficos tém sido observados desde o cultivo de callus de células
(AMALI, KINGSLEY E IGNACIMUTHU, 2013) até em diversos 6rgdos de plantas ja
estabelecidas (AGGARWAL et al., 2011; FREITAS, 2013; HASANUZZAMAN, ALAM E
RAHMAN, 2014).

A literatura mostra trés principais formas de aplicacdo de prolina: 1) provendo prolina
diretamente na solucdo nutritiva; 2) aspergindo-se uma solucdo de prolina nas folhas,

juntamente com um composto que facilite sua penetragdo, como o Tween 20 ou o Triton X-
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100 e 3) pre-tratando-se as sementes, deixando-as incubadas em solucdo contendo prolina
durante certo tempo a depender dos envoltérios que a semente possa apresentar. As diferentes
formas de aplicacdo podem resultar em beneficios para as plantas, e ha evidéncias indiretas da
existéncia de transportadores de prolina em diferentes 6rgdos das plantas (SREESHAN et
al.,2014). A priori, quaisquer das metodologias acima descritas podem ser aplicadas em
qualquer sistema vegetal ndo havendo na literatura limitacdo por qualquer das formas de
tratamento. Embora a via biossintética da prolina esteja bem caracterizada em plantas, sua

captacdo pelas folhas e/ou raizes, e 0 seu transporte ainda ndo sdo bem compreendidos.

2.8. O sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) € uma planta mondica, com metabolismo Ca,
de ciclo anual (90 a 130 dias) e pertencente a familia Poaceae (MAY et al., 2012). A provéavel
origem do sorgo esta na regido tropical Africana onde, durante a domesticacdo desta espécie
por séculos, foi submetida a mudancas a fim de atender as exigéncias e demandas do ser
humano (SILVA et al., 2014). A planta n&o foi inicialmente apontada para o desenvolvimento
de culturas energéticas, todavia algumas caracteristicas a tornaram uma forte candidata a ser
uma das mais utilizadas para a geracdo de energia, sendo somente nas ultimas décadas
investidos recursos em pesquisas para o melhoramento de hibridos especificos para esta
finalidade (CASTRO et al., 2014).

A planta de sorgo se adapta a um leque de condi¢fes ambientais, principalmente sob
circunstancias de deficiéncias hidricas comumente desfavoraveis & maioria dos outros cereais
além de ser responsivo as boas praticas agricolas e de manejo, sendo passivel de inovagéo
tecnoldgica competitiva para a sua utilizacdo e usos (DINIZ, 2010). Esta caracteristica
permite que a cultura seja apta para desenvolvimento e expansdo em regides de cultivo com

distribuicdo irregular de chuvas e em sucessdo a culturas de verdo. Sendo considerado
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moderadamente tolerante a salinidade, o sorgo tem se mostrado bem adaptado as regifes
aridas e semiaridas (RANI et al., 2012).

A producdo total de sorgo no mundo supera 65 milhGes de toneladas, das quais
aproximadamente 30% encontram-se em paises desenvolvidos (MULLET et al., 2014).
Atualmente, o sorgo é o quinto cereal mais produzido no mundo, ficando atras do milho (Zea
mays L.), do trigo (Triticum aestivum L.), do arroz (Orysa sativa L.) e da cevada (Hordeum
vulgare L.) (USDA, 2017), sendo utilizado como alimento basico para mais de 500 milhGes
de pessoas distribuidas em 98 paises (KOWAL, 2017). No Brasil, de acordo com dados da
Companhia Nacional de Abastecimento, existem 804,5 mil hectares plantados com sorgo,
sendo o Ceara o 4° estado em producdo com apenas 1 mil hectares (CONAB, 2016).

O sorgo é uma espécie com grande variabilidade genética devido aos muitos hibridos
existentes e suas aptiddes produtivas, sendo uma planta de elevado valor nutritivo (AVELINO
et al., 2011) e que pode também ser utilizada para a producdo de etanol (KIM; DAY, 2011).
No Brasil, o sorgo vem sendo cultivado principalmente visando a producdo de graos, para
suprir a demanda das industrias de racdo animal ou como forragem para alimentacdo de
ruminantes, sendo que, praticamente, ndo ha consumo desse cereal na alimentacdo humana
(QUEIROZ et al., 2014).

A diversidade de variedades e cultivares de sorgo tém sido relacionada ao movimento
de pessoas, a selecdo disruptiva, ao isolamento geogréfico, ao fluxo de genes de plantas
selvagens para plantas cultivadas e reconstrucdo desses tipos em diferentes ambientes, bem
como o desenvolvimento de genotipos tolerantes a estresses abioticos (WESTENGEN et al.,
2014). Os genotipos disponiveis atualmente no mercado tém alta produtividade, sdo
resistentes a doencas e apresentam boa estabilidade de producdo dada a capacidade da planta
de se adaptar as mudancas climaticas, o que minimiza riscos de perda (PURCINO, 2011).
Adicionalmente, esta espécie teve seu genoma sequenciado e disponibilizado, o que facilita

seu estudo (PATERSON et al., 2009).
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Portanto, a contribuigdo para o entendimento dos mecanismos de resisténcia ao
estresse salino na cultura de sorgo torna-se relevante para que sua exploracdo nas areas aridas

e semidridas seja 0 mais eficiente possivel.
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3. HIPOTESES
e Os efeitos deletérios da salinidade no crescimento e desenvolvimento das plantas de
sorgo podem ser minimizados pela asperséo de prolina;
e A prolina exdgena auxilia na modulacdo dos niveis de ions toxicos e no ajustamento
osmatico devido a solutos compativeis;
e O aporte de prolina altera a atividade e a expressdo das enzimas envolvidas no seu

metabolismo e essa alteragdo é necesséria para a efetividade dos efeitos.
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OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

O presente estudo teve por objetivo investigar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e

moleculares da aplicacdo foliar de prolina durante a aclimatacdo de plantas de sorgo as

condicdes de salinidade.

4.2.0bjetivos especificos

Utilizando plantas de sorgo aspergidas ou ndo com prolina e cultivadas sob condicdes

controle ou de estresse salino, pretendeu-se:

Determinar a melhor dose de prolina capaz de minimizar os efeitos do estresse salino no
crescimento das plantas de sorgo, determinando: a &rea foliar, a altura e didmetro do
colmo e as massas fresca e seca de folhas e raizes;
Analisar as alteracbes no teor relativo de agua, nos danos de membranas, nas trocas
gasosas e nos pigmentos fotossintéticos;

Determinar as modificagbes nos teores de solutos inorganicos (Na*, K*, CI, Ca?*) e
organicos (prolina, carboidratos sollveis e N-aminossolUveis) e na composicdo de
aminoacidos livres, em folhas e raizes de plantas de sorgo.

Analisar as atividades das enzimas relacionadas a biossintese [sintetase da Al-pirrolina-5-
carboxilato (P5CS) e aminotransferase da D-ornitina (OAT)] e degradacéo [desidrogenase
da prolina (ProDH) da prolina, em folhas e raizes;

Investigar as alteragdes provocadas pela aspersdo de prolina na expressdao dos genes

envolvidos no metabolismo da prolina em folhas e raizes;
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5. MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos, foram realizados trés experimentos: No Experimento I,
determinou-se a concentracdo de prolina a ser aspergidas nas plantas de sorgo de modo a
minimizar os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas. Ao estabelecer a
concentracdo de prolina que forneceu melhor resposta a reducdo dos efeitos da salinidade,
procederam-se a dois experimentos: No Experimento Il, determinaram-se os parametros de
crescimento, os danos de membranas, o teor relativo de agua, as trocas gasosas, 0s teores de
pigmentos fotossintéticos, de solutos inorganicos (Na*, K*, Ca®* e CI) e organicos (N-
aminossoluveis, carboidratos soltveis e prolina), bem como determinou-se a composicdo de
aminoéacidos livres e as alteracdes nas atividades de enzimas do metabolismo da prolina
(sintetase da Al-pirrolina-5-carboxilato, aminotransferase da d-ornitina e desidrogenase da
prolina), em folhas e raizes. No experimento I1l, foi avaliado o padrdo de expressdo dos genes
envolvidos (p5csl, p5es2, prodh e oat), usando para isso a técnica de PCR em tempo real.

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), cultivar CSF 20, sendo as sementes adquiridas do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA). Os experimentos descritos a seguir foram conduzidos em casa de
vegetacao e os ensaios realizados nos laboratérios do Departamento de Bioguimica e Biologia
Molecular, da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os valores médios de temperatura
diurna e noturna na casa de vegetacdo foram, respectivamente, 31 °C £+ 1 °C e 25 °C + 1 °C,

com umidade relativa do ar média de 60%.

5.1. Experimento | — Determinacao da concentracéo de prolina a ser aspergida nas

folhas das plantas de sorgo

5.1.1. Semeadura, tratamentos e coleta
As sementes foram selecionadas e tratadas com uma solucéo de hipoclorito de sodio a

0,7%, durante cerca de cinco minutos. Decorrido esse tempo, as sementes foram lavadas
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abundantemente com &gua destilada para a remocao do excesso do hipoclorito. Em copos de
plastico (200 mL), contendo vermiculita umedecida com agua destilada, foram semeadas
quatro sementes. As plantulas em desenvolvimento foram irrigadas diariamente com agua
destilada durante sete dias e, depois, transferidas para bacias plasticas contendo 10 L de
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), diluida 1:2, onde permaneceram por trés dias,
sob aeracdo constante para aclimatacdo a condigdo hidropdnica. A seguir, as plantas foram
transferidas para vasos de plasticos contendo 6 L da mesma solucéo nutritiva, sendo deixada
uma planta por vaso.

As platulas foram separadas em grupos e submetidas ao tratamento com prolina, o
qual constou da aspersdo foliar desse aminoacido em seis concentragfes: 5, 10, 20, 30, 40 e
50 mM, sendo as plantas cultivadas na presencga de NaCl a 75 mM. Como controle positivo do
experimento, um grupo de plantas foi aspergido com agua desionizada e cultivado em solucgéo
nutritiva sem a presenca de NaCl; como controle negativo, um outro grupo de plantulas teve
as folhas aspergidas com agua desionizada e cultivadas em presenca de NaCl a 75 mM, o qual
foi adicionado na solugdo de cultivo em duas parcelas diarias de 37,5 mM para evitar choque
osmatico as plantas. Cada tratamento foi conduzido com seis repeti¢cdes, sendo uma repeticao
constituida por uma plantula por vaso.

No tratamento com prolina, as plantulas foram pulverizadas com 10 mL da solugéo
desse aminoéacido nas concentragBes descritas acima por duas vezes ao dia, durante dois dias
seguidos. A solugdo de aspersdo de prolina, foi adicionado Tween 20 a 0,1% para facilitar a
penetracdo do soluto. Para evitar a evaporacao da solucdo e garantir o maximo da penetracéo
da prolina, as solugdes aspergidas foram aplicadas antes das 7 h do dia (primeira asperséo) e
apos as 17 h (segunda aspers@o). A primeira aplicacdo de prolina foi concomitante com a
adicdo da primeira parcela de NaCl. A solugdo nutritiva foi aerada e o seu volume mantido
pela adicdo diaria de agua destilada, sendo o pH mantido proximo a 6,0. Os nutrientes foram

repostos pela renovacgéo da solucdo nutritiva em intervalos de trés dias. Apés 14 dias do inicio
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dos tratamentos (DAT), as plantas foram coletadas, separadas em suas diversas partes para

realizacdo das medidas relacionadas ao crescimento.

5.1.2. Medidas de crescimento

Para a andlise do crescimento, foram determinadas a area foliar (AF), a altura e
diametro do colmo, as massas frescas da parte aérea (MFPA) e raizes (MFR), as massas secas
da parte aérea (MSPA) e raizes (MSR). A AF foi determinada com um integrador de area
(modelo LI — 3100 Area Meter, Li-Cor., Inc, Lincoln, Nebraska, USA). Para obtencdo da
massa fresca (MF) as partes das plantas foram pesadas em balanca de precisdo. Em seguida,
esses tecidos foram secados em estufa com circulacdo forcada de ar a 60 °C, por 72 h, até
atingir peso constante, para obtencdo da massa seca (MS). A altura do colmo (AC) foi
determinada com uma régua graduada, enquanto que o didmetro do colmo (DC) foi

determinado com um paquimico digital.

5.1.3. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2
composto por duas condi¢cdes de crescimento (auséncia ou presenca de NaCl 80 mM na
solucdo nutritiva) e duas condi¢bes de pulverizacdo (auséncia ou presenca de 30 mM de
prolina). O experimento foi conduzido com seis repeti¢bes, cada uma representada por uma
planta. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativo a
p < 0,05, as médias foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o programa Sisvar.
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5.2. Experimento Il — Alteragdes no crescimento, bioquimica e fisiologia de plantas de
sorgo em condicOes de salinidade e influéncia da prolina exdgena

5.2.1. Semeadura e tratamentos

Este experimento foi realizado nas mesmas condicdes de semeadura e crescimento
descritas no experimento anterior, sendo a prolina utilizada apenas na concentracdo de 30 mM
para aspersao (concentracdo determinada no Experimento 1) e de acordo com os tratamentos a
sequir: 1. controle/agua: aspersdo foliar com 10 mL de &gua desionizada e sem adicdo de
NaCl na solucdo nutritiva; 2. controle/prolina: aspersdo foliar com 10 mL de solu¢do com
prolina a 30 mM e sem adicdo de NaCl na solucdo nutritiva; 3. salino/agua: aspersao foliar
com 10 mL de agua desionizada e adicdo de NaCl a 75 mM na solucdo nutritiva; e 4.
salino/prolina: aspersdo foliar com 10 mL de solucdo de prolina e adicdo de NaCl a 75 mM
na solucdo nutritiva. As condicBes de aplicacdo de NaCl e de prolina foram as mesmas
descritas no Experimento I. Foram realizadas duas coletas, sendo a primeira aos 7 DAT e a

segunda aos 14 DAT.

5.2.2. Coleta do material vegetal e parametros de crescimento

As determinacbes de AF, MFPA, MFR, MSPA, MSR foram feitas como descritas no
Experimento I. Para a determinacdo de solutos inorganicos foram utilizados tecidos secos em
estufa, enquanto que para as outras determinacdes foram utilizados material fresco recém-

coletado, ou congelado ou liofilizado e armazenados a -20 ° C.

5.2.3. Determinacao de danos de membrana e teor relativo de agua

Para a determinacdo dos danos de membrana foram utilizados tecidos frescos de folhas
e raizes recém-coletados, sendo os danos avaliados pelo vazamento de eletrolitos e seguindo
metodologia descrita por Singh et al. (2007). Para isso, cerca de 10 discos de 1 cm de

didmetro das primeiras folhas completamente expandidas ou cerca de 100 mg do tergo distal
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de raizes foram incubados em tubos de ensaio contendo &gua desionizada, & temperatura
ambiente (25 °C) durante 6 h. Passado esse tempo, foi medida a condutividade elétrica da
solugéo (CEz1). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho-maria a 95 °C por 30 min.
Quando os tubos retornaram a temperatura ambiente a condutividade elétrica foi novamente
medida (CE2). Os dados obtidos foram empregados para calcular os danos de membrana
(DM), em percentagem, empregando-se a formula: DM (%) = (CE1) / (CE2) x 100. Os

valores representam a média de seis repeticdes.

O teor relativo de agua (TRA) foi determinado como descrito por Catsky (1960). Para
isso, foram utilizados 10 discos, de 1 cm de didmetro, das primeiras folhas completamente
expandidas. Apos pesagem para a obtencdo da massa fresca (MF), os discos foram colocados
em placas de Petri contendo agua destilada quando entdo permaneceram por 6 h, sendo em
seguida pesados para a obtencdo da massa turgida (MT). Posteriormente, os discos foliares
foram levados a uma estufa de circulacdo forcada de ar a 60 °C e deixados por 72 h para a
obtencdo da massa seca (MS). Para a determinacdo do TRA, em percentagem, utilizou-se a
formula: TRA (%) = [(MF — MS) / (MT — MS)] x 100. Os valores representam a média de

seis repeticdes.

5.2.4. Trocas gasosas

No dia da coleta, foram realizadas as medicGes de trocas gasosas em folhas totalmente
expandidas sob concentragdo de CO- e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD —
do inglés Photosynthetic Photon Flux Density) constantes, de aproximadamente 380 pmol
mol™? de COz e 1.200 pumol fotons m? s?, respectivamente. As medicdes foram efetuadas
entre as 9 e 11 h do dia, sendo medida a taxa de fotossintese liquida, a condutancia
estomatica, a taxa de transpiracdo e a concentracdo interna de CO sendo, para isso, utilizado

um analisador portatil de gas no infravermelho (IRGA, mod. LCi, ADC, Hoddesdon, Reino
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Unido), portando uma fonte de luz artificial (ADC, Hoddesdon, Reino Unido). Os valores

representam a média de seis repeticoes.

5.2.5. Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram determinados de acordo com a metodologia
proposta por Wellburn (1994). A extracdo de clorofila e de carotenoides foi feita a partir de
discos foliares de 1 cm de didmetro (200 mg), obtidos das primeiras folhas completamente
expandidas. Em tubos de ensaio, com tampa rosqueada contendo os discos, foram adicionados
2 mL de solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) para extracdo dos pigmentos. Os tubos de
ensaio foram devidamente tampados e revestidos com papel aluminio, sendo deixados por 24
h a temperatura ambiente. ApoOs esse tempo, os tubos foram incubados em banho-maria a
65 °C, por 45 min, para solubilizacdo dos pigmentos. Apds o retorno a temperatura ambiente,
foram feitas, na solucdo de extracdo, leituras de absorbancia nos comprimentos de onda 665,
649 e 480 nm. Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados para estimar os teores de
clorofila a, b e total e de carotenoides totais, todos sendo expressos em pg g* MF. Os valores

representam a média de seis repeticdes.

5.2.6. Solutos inorganicos: sddio, potassio, calcio e cloreto

Os extratos contendo os fons Na*, K*, Ca?* e CI- foram preparados a partir da
homogeneizagdo, em tubos de ensaio, de 10 mg do material seco em estufa de folhas e raizes
com 5 mL de agua desionizada. A mistura foi deixada sob agitacdo constante por 1 h, a 40 °C,
em banho-maria, com agitacdo a cada 15 min. Em seguida, o0 homogenato foi centrifugado a
3.000 x g por 10 min, sendo o sobrenadante coletado e filtrado em papel de filtro, e
armazenado a — 25 °C até sua utilizagéo, sendo o precipitado descartado.

Os teores dos ions Na*, K* e Ca?* foram determinados de acordo com a metodologia
proposta por Malavolta et al. (1989), utilizando-se o fotémetro de chama (Micronal, modelo

B462), sendo feita uma leitura para cada extrato (repeticdo). Para a determinacdo dos teores
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de CI', a 3,0 mL de extrato, convenientemente diluido, foram adicionados 0,5 mL da solucao
formada pela mistura de Hg(SCN). a 13,2 mM, em metanol e Fe(NO3)3.9H>0 a 20,2%, em
agua desionizada na proporcdo de 4:1 (v/v). A mistura foi agitada em vortex e depois deixada
em repouso por 15 min. Decorrido esse tempo, foram feitas as leituras espectrofotometricas a
460 nm, sendo os resultados de cloreto estimados utilizando-se uma curva padrdo com NaCl
(Gaines et al., 1984). Para determinacdo dos teores de cloreto, cada extrato (repeti¢do) foi
dosado em triplicata. Os teores dos ions inorganicos foram expressos em pmol g* MS. Os

valores representam a média de seis repeticGes.

5.2.7. Solutos organicos

5.2.7.1. N-aminossoluvel e carboidratos solUveis

Os extratos para determinacdo de N-aminossolUveis e carboidratos solveis foram
preparados a partir do po liofilizado de folhas e raizes das plantas de sorgo. Trinta miligramas
dos tecidos foram homogeneizados com 5 mL de etanol a 80% (v/v). O homogenato foi
mantido a 75°C em banho-maria, durante 1 h, com agita¢cfes a cada 15 min. Transcorrido esse
tempo, a amostra foi centrifugada a 3.000 x g por 10 min a 4°C, sendo o sobrenadante
coletado. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes, partindo-se do precipitado
restante, sob as condicdes ja descritas, a excecdo do tempo de extragdo, que foi reduzido para
30 min. Ao fim do processo, todos os sobrenadantes coletados foram reunidos e seu volume
completado para 25 mL com etanol a 80% (v/v), sendo, em seguida, armazenados a - 25°C até
sua posterior utilizag&o.

Os teores de N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método descrito
por Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio com tampas rosqueadas, foram adicionados
500 pL do extrato convenientemente diluido, 250 L de tampéo citrato de sédio a 0,2 M, pH
5,0, 500 pL de KCN a 0,2 mM, em metilcelosolve a 100%, e 100 pL de ninhidrina a 5%,

também em metilcelosolve a 100%. Apds agitacdo, os tubos foram fechados e transferidos
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para banho-maria a 100 °C, durante 15 min. Decorrido esse tempo, a reacao foi encerrada pelo
resfriamento dos tubos em banho de gelo. Em seguida, foram adicionados aos tubos 650 pL
de etanol a 60% (v/v). Os N-aminossoluveis foram quantificados por leituras de absorbancia
em 570 nm. Como branco, no lugar do extrato, foram adicionados 500 uL de &gua
desionizada, acrescidos dos demais componentes. Os teores de N-aminossollveis foram
determinados através de uma curva padrdo com concentragcGes conhecidas de L-glicina. Os
valores foram expressos em pmol g MS e representaram medidas de 6 repeticdes, sendo
cada extrato dosado em triplicata.

Os teores de carboidratos solUveis foram determinados de acordo com o método
descrito por Dubois et al. (1956). Em tubos de ensaio, adicionaram-se 500 pL do extrato
convenientemente diluido e, em seguida, 500 pL de fenol a 5% e 2,5 mL de &cido sulflrico
concentrado. A mistura foi agitada fortemente e deixada em repouso a temperatura ambiente
por 20 min até seu resfriamento. Decorrido esse tempo, a quantificacdo de carboidratos
soluveis foi feita por medidas de absorbancia a 490 nm. Como branco, foi utilizada agua
desionizada no lugar do extrato acrescido dos demais reagentes. Os teores de carboidratos
foram estimados através de uma curva padrdo com concentracdes conhecidas de D (+) glicose
anidra. Os resultados foram expressos em pmol g MS e representam a média de seis

repeticdes (extrato), cada um dosado em triplicatas.

5.2.7.2. Prolina livre

O extrato para determinacdo dos teores de prolina, um imino&cido, foi preparado
macerando-se, em almofariz, 250 mg do po liofilizado de folhas e raizes com 1,5 mL de &cido
sulfossalicilico a 3% (p/v), por 5 min. Em seguida, 0 homogenato foi centrifugado a 3.000 x
g por 20 min. O sobrenadante (extrato) foi mantido a — 25°C até sua posterior utilizacao.

Os teores de prolina foram determinados de acordo com o método descrito por Bates

et al. (1973). Em tubos de ensaio com tampas rosqueadas, foram adicionados 1,0 mL de
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extrato convenientemente diluido, 1,0 mL de ninhidrina &cida (1,25 g de ninhidrina em 30 mL
de &cido acético glacial e 20 mL de acido fosférico a 6 M) e 1,0 mL de &cido acetico glacial.
A mistura foi aquecida a 100 °C, por 1 h, para o desenvolvimento da cor. Em seguida, a
reacéo foi interrompida por resfriamento dos tubos em banho de gelo durante 10 min. Passado
esse tempo, foram adicionados 2,0 mL de tolueno aos tubos, os quais foram agitados
vigorosamente e deixados em repouso. Entdo, formou-se uma mistura bifasica a qual teve sua
fase superior (contendo o cromdforo em tolueno) retirada com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. A quantificacdo dos teores de prolina foi feita pelas leituras de absorbancia em 520
nm na fase contendo o croméforo. Como branco, foi utilizada uma aliquota de tolueno. Os
teores de prolina foram estimados através de uma curva padrdo com concentracdes
conhecidas de L-prolina e foram expressos em pmol gt MS. Os valores representam a média

de seis repeti¢des (extrato), cada um dosado em triplicata.

5.2.7.3. Aminoacidos livres: asparagina, aspartico, glutamico, glutamina e serina

A extracdo dos amino&cidos livres Asn, Asp, Glu, GIn e Ser foi feita de acordo com a
metodologia proposta por Bieleski e Turner (1966), sendo todos os procedimentos realizados
a 4 °C. Inicialmente, foram macerados 50 mg de tecidos congelados de folhas e raizes com
nitrogénio liquido. Ao macerado, foi adicionado 1,0 mL da solugdo extratora contendo
metanol, cloroférmio e &gua na proporcdo 12:5:3 (v/v/v), sendo a mistura homogeneizada
com auxilio de almofariz e pistilo. O homogenato foi centrifugado a 4.000 x g, durante 10
min. O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio com tampa rosqueavel, previamente
resfriado. O precipitado da etapa anterior foi ressuspendido com mais 1,0 mL da solugédo
extratora, sendo seguido de nova centrifugagdo nas mesmas condicdes anteriores. Apds reunir
0s sobrenadantes, acrescentaram-se, em cada tubo, 0,5 mL de cloroférmio e 0,75 mL de agua
milli-Q. A mistura foi agitada e deixada em repouso durante 24 h, a 4 °C, para a separa¢do das

fases. A fase superior (aquosa) de cada tubo foi coletada com auxilio de uma pipeta Pasteur e
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transferida para microtubo de eppendorf. Os microtubos, contendo 0s extratos das varias
amostras, foram vedados com filmes plasticos, nos quais foram efetuados furos com uma
agulha de injecéo, sendo, entdo, acondicionados em banho-maria a 40 °C, por cerca de 24 h,
para a evaporagdo de eventuais residuos de metanol e cloroférmio. Transcorrido esse tempo,
as amostras contendo os aminodacidos foram filtradas em filtro Millipore® em polivinilideno

(PVDF), com poro de 0,22 um, e armazenadas em freezer até posterior utilizagéo.

5.2.7.3.1. Derivatizacédo dos aminoacidos

Antes de serem quantificados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC),
os aminoacidos foram derivatizados. Para isso, foi utilizada a solu¢do de OPA-borato, obtida
pela mistura das solucBes de O-ftaldeido (OPA) (0,025 g de OPA dissolvido em 0,5 mL de
metanol grau HPLC) e de borato (2,4 g em 100 mL de agua milli-Q, sendo o pH ajustado para
9,8). A solugédo de OPA foi misturada com 3,25 mL da solugdo de borato e, entdo, a mistura
foi filtrada em filtro Millipore® em PVDF com poro de 0,22 um. A cada 2,5 mL da solucéo
OPA-borato preparada foram adicionados 10 puL de B-mercaptoetanol, sendo este reagente
adicionado apenas no dia da analise.

Uma curva-padrdo foi feita pela derivatizacdo dos aminoacidos a partir da mistura de
100 pL de uma mistura dos padrées (Asp, Asn, Glu, GIn e Ser) com concetracBes conhecidas
adicionados em um vial e 300 uL do reagente OPA-borato. Os cromatogramas gerados foram
utilizados como referencia para identificacdo e quantificacdo dos aminoéacidos livres.

As amostras foram derivatizadas misturando 100 puL da amostra ou do padrdo em um
vial com 300 pL do reagente OPA-borato. A mistura foi agitada e permaneceu durante 2 min
em repouso para o desenvolvimento da reacdo de derivatizagdo. ApoOs esse tempo, a mistura
foi imediatamente inserida no auto-injetor do HPLC. A derivatizacdo dos aminoacidos

utilizados na elaboracdo da curva-padréo foi feita da mesma maneira como acima descrito.
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5.2.7.3.2. Quantificacdo dos amino&cidos

Os aminoacidos foram separados por HPLC (modelo DGU-20A5R, Shimadzu, EUA),
utilizando-se uma coluna C-18 de fase reversa (ODS HYPERSIL, EUA), configurando as
condicBes de cromatografia com proporcGes crescentes da fase mével B em relagdo a fase
movel A durante 72 min. As fases mdveis foram compostas: Fase mdvel A — solucéo
contendo acetato de sodio a 50 mM, fosfato de sodio dibasico a 50 mM, 20 mL de
tetraidrofurano e 20 mL de metanol (grau HPLC) em um volume final de 1000 mL
completado com agua milli-Q, sendo o pH ajustado para pH 7,25. A solugdo foi filtrada em
membrana, poro 0,45 pM, com sistema Millipore® e sonicada por 20 min para retirada de
gases da solugdo. Tampédo B — solugédo contendo 650 mL de metanol num volume final de
1000 mL completado com &gua milli-Q. A solucéo foi filtrada e sonicada nas mesmas
condigdes que a solucéo anterior.

O detector do cromatdgrafo para leitura de absorbéancia a 240 nm foi o modelo SPD—
20A, Shimadzu, Jap&o. O auto-injetor do aparelho foi programado para injetar 20 pL da
solucdo derivatizada a um fluxo constante de 0,8 mL/min. Os aminoacidos livres foram
identificados com base na curva padréo, através do tempo de retencdo de cada aminoacido na
coluna, sendo a quantificacdo feita pela integracdo da area dos picos de cada aminoacido. Os
resultados foram expressos em pg g MF. Os valores representam a média de trés repeticdes

(extrato).

5.2.8. Enzimas do metabolismo da prolina

Para preparacdo dos extratos para determinacdo das enzimas do metabolismo da
prolina, foram utilizados tecidos congelados de folhas e raizes. A extracdo foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Wang et al. (2011). Os extratos foram preparados a
partir da homogeneizacgéo, em nitrogénio liquido, de 3 g do material congelado com 6 mL de

uma solucdo tampdo contendo: fosfato de potdssio a 100 mM, pH 7,4; A&cido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mM; p—mercaptoetanol a 10 mM;
polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 1% (p/v); MgCl> a 5 mM e KCI a 60 mM. O homogenato
foi centrifugado a 12000 x g por 20 min & 4 °C. O sobrenadante resultante foi mantido a - 80

°C até a determinacéo das atividades enzimaticas.

5.2.8.1. Sintetase da A*-pirrolina-5-carboxilato

A atividade da sintetase da Al-pirrolina-5-carboxilato (P5CS) foi determinada de
acordo com a metodologia proposta por Wang et al. (2011). Em um volume final de 2 mL da
mistura de reacdo, formada por Tris-HCI a 100 mM, pH 7,2; glutamato a 75 mM; MgCl. a 20
mM; ATP a5 mM e NADPH a 0,4 mM, foram adicionados 500 pL do extrato enzimatico. Os
tubos foram incubados a 37 °C em banho-maria, por 20 min. Passado esse tempo, a atividade
da P5CS foi determinada pela oxidacdo do NADPH e medida pelo aumento linear na
absorbancia a 340 nm, por 5 min. A atividade da P5CS foi expressa em unidades de atividade
(U) por miligrama de proteina (U mg™? proteina), sendo uma U definida como sendo o
aumento de 0,001 unidade de absorbancia por minuto. Os valores correspondem a média de

seis repeticdes, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em triplicata.

5.2.8.2. Aminotransferase da /-ornitina

Atividade da aminotransferase da &-ornitina (OAT) foi medida utilizando-se o método
de Kim et al. (1994). A reacdo se processou em um meio contendo Tris-HCI a 100 mM, pH
8,0, L-ornitina a 35 mM, a-cetoglutarato a 5 mM e piridoxal fosfato a 0,05 mM. A reacdo
iniciou-se com a adi¢do de 500 pL do extrato enzimatico num volume final de 2 mL. A
mistura de reacdo foi mantida a 37 °C por 30 min. A reacéo foi interrompida com a adigédo de
0,3 mL de acido perclérico a 3 N e 0,2 mL de ninhidrina a 2%. As leituras de absorbancia
foram medidas a 510 nm. Uma curva padrdo foi produzida a partir da mistura do extrato
enzimético com concentracdes conhecidas de D/L Al-pirrolina-5-carboxilato. A atividade da

OAT foi expressa em unidade de atividade (U) por miligrama de proteina (U mg? de
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proteina), sendo uma U de atividade definida como a quantidade de enzima que catalisa a
reducdo de 1 pmol de P5C por hora, a 50 °C. Os valores correspondem a média de seis

repeticdes, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em triplicata.

5.2.8.3. Desidrogenase da prolina

A atividade da desidrogenase da prolina (ProDH) foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Sakuraba et al. (2001). A mistura de reagéo, para um volume final
de 1 mL, continha tampéo Tris-HCI a 200 mM, pH 8,0, 2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 0,1
mM e 100 pL do extrato bruto. A reacdo se iniciou com a adi¢do de 200 pL de L-prolina a
100 mM num volume final de 1 mL, sendo a mistura incubada em banho-maria a 50 °C,
durante 3 min. A atividade da ProDH foi estimada pela diminui¢cdo da absorbancia em 600
nm, causada pela reducdo do DCIP. Os resultados foram expressos em unidades de atividade
(U) por miligrama de proteina (U mg™ de proteina) considerando o coeficiente de extingdo
molar do DCIP de 21,5 mM* cm™. Uma U de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a redugdo de 1 pmol de DCIP por minuto a 50 °C. Os valores

correspondem a média de seis repeticdes, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em triplicata.

5.2.9 Dosagem de proteinas

Nos extratos utilizados para determinacdo das atividades enzimaticas foram feitas
dosagens de proteina pelo método descrito por Bradford (1976). A 100 pL do extrato
convenientemente diluido, foi adicionado 1 mL da solucdo contendo o reagente Comassie
Briliant Blue G-250 (Sigma Chemical Company). A solu¢do de comassie foi preparada
dissolvendo-se 100 mg do reagente em 50 mL de etanol a 95%, acrescida de 100 mL de acido
fosforico a 85%, sendo o volume final completado para 1.000 mL com agua desionizada. As
proteinas soltveis foram estimadas por medida espectrofotomeétrica a 595 nm, utilizando-se
como branco a mistura de 100 pL de agua desionizada com 1 mL do reagente de Comassie.

Os teores de proteina foram estimados através de uma curva padrédo feita com concentragdes
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conhecidas de albumina sérica bovina (BSA). Os valores correspondem a média de seis

repeticdes, sendo cada extrato (repeticdo) dosado em triplicata.

5.2.10. Delineamento experimental e estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x
2, sendo dois niveis de prolina (0 e 30 mM) e dois niveis de salinidade (0 e 75 mM de NaCl),
com seis repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando
significativo a p < 0,05, as médias foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey. As

analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Sisvar.

5.3. Experimento 11 — Modulagdo da expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da
prolina em folhas e raizes de plantas de sorgo sob condicdes de salinidade e influéncia da

prolina exdgena no processo

5.3.1. CondicGes de crescimento

As condicdes de semeadura foram as mesmas descritas nos experimentos anteriores
até o ponto de aclimatacdo das plantulas na solucdo hidropbnica. A partir deste ponto, as
plantulas foram distribuidas em bacias de 10 L e foram aplicados 0os mesmos tratamentos
acima descritos. Para acompanhar a dindmica de expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo da prolina, foram coletados tecidos de folhas e raizes de plantas de sorgo nos
tempos de 0, 0,5, 1, 2, 5, 7 e 14 dias apds a imposicdo dos tratamentos. Foi coletado um pool
de folhas e raizes correspondente a cada tratamento. Imediatamente apds as coletas, os tecidos
foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a — 80°C até o

momento da extracgéo.
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5.3.2. Identificagéo in silico dos genes envolvidos no metabolismo da prolina

Para identificacdo dos genes p5csl, p5cs2, prodh e oat relativos as enzimas do
metabolismo da prolina estudadas no Experimento Il (P5CS, ProDH e OAT) foram realizadas
buscas no banco de dados do National Center of Biotechnology Center (NCBI, disponivel em:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), onde se pode encontrar depositado as sequéncias do genoma

de sorgo. Identificadas as regides dos cromossomos nas quais 0S genes de interesse estavam
localizados e as respectivas sequéncias gendmicas, seguiu-se a etapa de anotacdo, a qual
consistiu na deteccdo da regido promotora, da regido transcrita (composta por regides nédo
traduzidas 5’UTR e 3’UTR e regido codante). Apos a anotagdo de cada gene, deduziu-se a
sequéncia de DNA complementar (cDNA), a qual foi traduzida em uma sequéncia de
amino&cidos usando a ferramenta Expert Protein Analysis System (ExPASy, disponivel em

https://www.expasy.ora/).

5.3.3. Desenho dos primers especificos

O desenho dos primers (oligonucleotideos iniciadores) utilizados nas reacdes de PCR
em tempo real (RT-gPCR) foi feito usando o programa Perl Primer VV1.1.20 (Marshall. 2011).
Esses iniciadores foram desenhados a partir da juncdo éxon-éxon visando minimizar a
amplificacdo de DNA genbémico. Os oligonucleotideos desenhados na tabela 1 tiveram uma
variacao entre 19 e 22 pares de bases (pb), com temperatura de anelamento entre 57,5 e 65 °C
e tamanho do fragmento amplificado entre 81 e 206 pb. Na tabela 1, constam os primers dos
genes usados como normalizadores, isto €, genes que apresentaram expressao estavel frente as
diferentes condicdes experimentais, além dos iniciadores para 0s genes-alvo, 0s quais estdo

envolvidos com o metabolismo da prolina.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.expasy.org/
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Tabela 1. Genes-alvo e constitutivos de folhas e raizes de plantas de sorgo.utilizados nas analises de

expressao por qRT-PCR

Amplicon Temp. de NuUmero de
Gene Sequéncia do primer anelamento 2CESS0 Produto génico
(pb) (°C)
Fwd 5" ATTACACAAGGTCATAACTGGG 3’
Sintetase da A-1-
p5csl Rev 5’ GTTGTTGCTTTGATTTGGGAG 3’ 168 65 GQ377719.2 pyrrolina-5-carboxilato 1
Fwd 5’ TTGTGAGCAGGTGAAGGAG 3’ Sintetase da A-1-
5cs2 206 65 GQ377720.2 pyrrolina-5-carboxilato 2
P Rev 5'GCATATCGTAAAGAGCCATGAG 3~ 1
Fwd 5" GCCCGTGGAGCAGATCATC 3’
Prodh 112 65 XM_002467483.2  Desidrogenase da prolina
Rev 5’ CCTCCTCACCAACTCCTTCCG 3’
Fwd 5’GATTCTAGGCAAAGCACTCGG 3’ ;
oat 108 575 XM_002464129.2 Am'”ogﬁri‘figase da
Rev 5’ CCGAATGTACTTCCATGTTCCC 3’
Fwd 5’ TGAGGCTGAGTGGAGTTACT 3’ - 6 M 002463134 1 Fator de enlongagio-
EFIB2 - ' 1p2
Rev 5’ AA4AAAGGTCAACATCATCGTCG 3’
Fwd 5’ ATGGCATTAAGGTACGCTCGTC 3’
Fbox 181 59,8 XM_002450634.1 proteina F-box
Rev 5" CTGTCACACGATCTGATGGTCC 3’
Fwd 5’ TGAGTTAGCATTGTCTGGAGCATC 3’ o1 - M Oopdalsiq  Proteinade ligagio ao
GTPB ' - ‘ GTP
Rev 5’ GCCGACGAGTCCATCAATTTCC 3’
Fwd 5" TCAGAGCTGGCAAACATCAG 3’ Proteina da familia
SAND 121 57,5 XM_002459139.1 SAND
Rev 5’ CAACAACTGACCATACATGAGC 3’
Fwd 5° TGGGTGGCAAGAAAGTTACAGT 3’
UK 165 65 XM_002452867.1 Quinase do uridilato

Rev 5" CGATCATGGTTCCGTTCTCAG 3°

5.3.4. Andlise da expressdo génica via RT-qPCR

5.3.4.1. Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando para isso o “RNeasy plant mini Kit” (Quiagen), de

acordo com as recomendacdes do fabricante. Durante a extracdo, 0 RNA total foi tratado com

DNase (Quiagen) para eliminar contaminagdes com DNA genémico.

As amostras foram adicionados 710 pL do tamp&o RLT e 10 uL de p-mercaptoetanol.

As etapas a seguir ocorreram a temperatura ambiente (25 °C). Ap6s homogeneiza¢do em

vortex, a mistura obtida foi pipetada para a primeira coluna do kit (QIAshedder spin column —

cor lilas, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e centrifugada a 12000 x g por 2 min. O

sobrenadante foi coletado em outro tubo eppendorf de 1,5 mL, descartando-se o precipitado
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residual. Ao sobrenadante da etapa anterior, adicionaram-se 500 pL de etanol. A mistura foi
transferida para uma segunda coluna do kit (RNeasy mini spin column — cor rosa, acoplada a
um tubo coletor de 2 mL) e submetida a centrifugacdo a 10000 x g por 20 s, sendo descartado
o sobrenadante. A coluna foram adicionados 350 pL do tampdo RW1 e seguiu-se nova
centrifugacdo a 10000 x g por 20 s. Foram adicionados 80 pL do centrifugado da etapa
anterior na regido central da coluna, aguardando-se um periodo de 15 min. Passado o tempo,
foi realizada uma segunda lavagem usando tampdo RW1, seguida de nova centrifugacdo nas
mesmas condicOes. ApOs essa etapa, o tubo coletor da coluna rosa foi descartado e trocado
por um novo tubo. Na sequéncia, foram adicionados 500 pL do tampédo RPE, sendo a coluna
centrifugada a 10000 x g por 2 min, sendo essa etapa repetida outra vez. A coluna foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL para eluicdo do RNA. A eluicdo foi feita
adicionando-se 40 pL de &gua livre de RNase no centro da coluna, seguindo-se de
centrifugacdo da coluna a 10000 x g por 1 min. O RNA eluido foi armazenado a - 80 °C até

sua utilizagéo.

5.3.4.2. Avaliagdo da qualidade do RNA total

Para avaliar a qualidade das amostras de RNA total, primeiramente foram realizadas
leituras de absorbancia em 260 nm (Aze0), 280 nm (Azs0) € 230 nm (Azz0), as quais Sao
utilizadas, respectivamente, para quantificacdo de RNA, proteina e polissacarideos (COUTO
et al., 2015), sendo tais leituras realizadas no espectrofotdmetro Nanodrop™ 2000 (Thermo
Fisher Scientific). Para estimar a pureza do RNA total, determinou-se a razdo Azeso/A2so para
avaliar contaminacgdes por proteinas (valores ideais situam-se entre 1,8 e 2,0), bem como a
razdo Aoeo/A230 para avaliar contaminacfes por polissacarideos (valores ideais situam-se
acima de 2,0) (PAGE, 2010). A integridade do RNA total foi avaliada através de eletroforese

em gel de agarose a 1,5 %.
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5.3.4.3. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Amostras de RNA total com alto grau de pureza e integridade foram utilizadas para a
sintese do DNA complementar (cDNA), utilizando o Kit da IMpromlI™ Transcriptase
Reverse (Promega, Estados Unidos), de acordo com as instru¢fes do fabricante. O meio de
reagdo consistiu de aproximadamente 1 pg de RNA total, oligodT24, MgCl> a 25 mM, dNTPs
a 10 mM, tampdo de reacdo 5X, agua livre de RNases (Quiagen) e a enzima transcriptase
reversa. A reacdo de sintese da fita complementar foi conduzida a 42 °C, durante 1 hora,
seguida de um passo de desnaturagdo enzimatica a 75 °C por 15 min. O cDNA obtido foi
armazenado a - 80 °C para os ensaios posteriores de gPCR. Os volumes para cada reagio sio

descritos na tabela 2.

Tabela 2. Volumes dos reagentes aplicados para cada reagdo de transcricao reversa

Solucdes Volumes
RNA total Calculado para 1 pg de RNA
Tampao 5x 4 UL
MgCl; (25 mM) 2,4 uL
dNTPs (10 mM) 1,0 uL
Oligo-dT24 (20 pmol mL™?) 3,0 uL
H>0 livre de RNases Calculado para o volume final
Transcriptase Reversa 1uL
Total 20 pL

5.3.4.4. PCR em tempo real (RT - gPCR)

Para as reacdes de gPCR de cada amostra foram utilizados 4 pL de solugéo contendo
100 ng do cDNA, 1 pL de solugdo contendo 300 ng de cada oligonucleotideo iniciador
(foward e reverse, tabela 1) e 10 puL de GoTaq gPCR Master Mix (Promega), sendo o volume
completado com agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada e livre de nucleases num volume final
de 20 pL. As reacdes foram realizadas em placas com 96 pocos sendo realizadas em triplicata

As reacOes de amplificacdo foram realizadas através de 40 ciclos térmicos de 15 s a 95 °C,
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seguido por um periodo de 15 s a uma temperatura de anelamento especifica para cada
iniciador (tabela 1) e, por fim, 20 s a 60 °C. Também foi realizada uma curva de dissociacdo
(melting) que consistiu em uma incubacdo de 15 s a 95 °C, seguido por 15 s a 60 °C e uma
subida a 95 °C.

O monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em um termociclador RealPlex
4S (Eppendorf®) por meio da deteccdo dos niveis de fluorescéncia. Os valores correspondem

a média da leitura de trés repeticdes.
5.4. Andlise dos dados de expressdo génica

As andlises dos dados foram realizadas pelo software Realplex. Os niveis de expressao
génica foram determinados utilizando a média dos valores C: (Cycle treshold). Os valores
brutos de C foram importados para o programa gbase (versdo 2.4) e convertidos em dados
de expressdo relativa através do método do fator de normalizacdo (HELLEMANS et al.,

2007).

5.5. Delineamento experimental e estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x
2, sendo dois niveis de prolina (0 e 30 mM) e dois niveis de salinidade (0 e 75 mM de NaCl),
com trés repeticdes. Cada repeticdo correspondeu a unido dos tecidos de 10 plantas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativo a p < 0,05, as
médias foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey. As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa Sisvar.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Experimento | — Determinacao da dose critica de prolina

No presente trabalho, foi possivel determinar a dose critica de prolina com melhor
resposta em reduzir os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas. Como
esperado, a salinidade imposta a cultivar CSF 20 de sorgo reduziu drasticamente o
crescimento das plantas em termos de matérias fresca e seca da parte aérea e das raizes

(Tabela 3).

Tabela 3. Massas fresca e seca da parte aérea e raizes de plantas de sorgo cultivadas em solucdo nutritiva na presenca de
NaCl a 75 mM e aspergidas com diversas doses de prolina, apés 14 dias da aplicacdo dos tratamentos. Cont* — controle
positivo (plantas ndo tratadas com prolina e cultivadas em auséncia de salinidade) e Cont” — controle negativo (plantas ndo
tratadas com prolina e cultivadas em presenca de NaCl a 75 mM). Dentro de cada variavel, diferencas significativas sdo
indicadas por letras maiUsculas diferentes, utilizando-se o teste de Tukey (p < 0,05). Os valores representam as médias + o

erro padréo.

broli Massa fresca Massa fresca Massa seca Massa seca
rena (g planta™) (g planta™) (g planta?) (g planta?)
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes

Cont* 14,14 +0,75 A 4,12 +0,36 4 1,896 + 0,068 A 0,307 £ 0,033 4
Cont 4,76 £ 0,03 1,04 +0,07F 0,742 £ 0,033 F 0,035 + 0,008 &
5mM 5,25+0,02° 1,23+0,02F 0,792 + 0,009 & 0,082 + 0,004 P
10 mM 5,34 +0,25°¢ 1,32+0,02° 0,869 + 0,008 P 0,115+ 0,015 ¢
20 mM 5,54 £0,03 ¢ 1,53+0,08 ¢ 0,951 +0,035°¢ 0,118+0,011°
30 mM 6,10+ 0,29 B 1,84+0,128 1,057 + 0,029 B 0,143 £ 0,006 B
40 mM 552+0,11°¢ 1,49 +£0,02 € 0,909 + 0,006 © 0,113+0,010 ¢
50 mM 481+0,12F 1,11+0,05F 0,752 £ 0,009 * 0,045+0,014F

Comparando o controle positivo com o controle negativo a reducdo causada pela
salinidade foi 66% na MFPA e 75% na MFR (Tabela 3). Em termos de massa seca, esses
percentuais de reducdo foram de 61% na parte aérea e 89% nas raizes. Observou-se que 0
tratamento com prolina desde a dose de 5 mM apresentou um efeito positivo no crescimento
das plantas de sorgo, o qual se tornou maximo quando as plantas foram aspergidas com
prolina a 30 mM. Nesta dose, a redugédo causada pela salinidade no crescimento foi de 57% na
MFPA, 55% na MFR, 44% na MSPA e 53% na MSR. A dose de 40 mM também reduziu

significativamente os efeitos da salinidade, porém sem a mesma eficiéncia da dose de 30 mM.
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Ao se analisar essas variaveis no tratamento com prolina a 50 mM, observou-se que o
tratamento ndo foi eficiente em reduzir os danos da salinidade.

As implicacdes decorrentes da salinidade e da aspersdo das doses de prolina na area
foliar, altura e diametro do colmo s&o mostradas na tabela 4. Na presenca apenas de NaCl,
houve reducdo de 65% na AF. A aspersdo de prolina a 5 mM nas folhas das plantas de sorgo
ndo surtiu efeito na AF. No entanto, uma menor reducdo na AF (56%, em média) causada pela
salinidade foi observada nas doses de 10 e 20 mM. Como observado nas medidas de massas
fresca e seca, novamente, a asperséo de prolina na concentragédo de 30 mM foi a mais eficaz
em minorar os efeitos da salinidade. Nesta concentracdo a reducdo na AF foi de apenas 38%
porém, a partir dessa dose, o desempenho da acdo da prolina exdgena na recuperacdao da AF

foi menor e se tornou nulo na dose de 50 mM.

Tabela 4. Area foliar, didmetro e altura do colmo de plantas de sorgo cultivadas em solugéo nutritiva na presenca de NaCl a
75 mM e aspergidas com diversas doses de prolina ap6s 14 dias da aplicagdo dos tratamentos. Cont* — controle positivo
(plantas ndo tratadas com prolina e cultivadas em auséncia de salinidade) e Cont™ — controle negativo (plantas ndo tratadas
com prolina e cultivadas em presenca de NaCl a 75 mM). Dentro de cada variavel, diferengas significativas sdo indicadas por

letras maiusculas diferentes, utilizando-se o teste de Tukey (p < 0,05). Os valores representam as médias + o erro padrio.

. Area foliar Diametro do Altura do colmo
Prolina (cm? planta™®) colmo (cm)
(mm)

Cont* 2249+ 4154 20,90+ 0,144 35,02+1,564
Cont 71,1+84P° 17,74 +£0,28° 15,06 £ 0,31 ¢
5mM 85,9 +13,8°¢P 18,23 +£0,17 ¢ 15,64 +0,25¢
10 mM 92,6+14,2° 18,31+0,14 ¢ 17,52+ 0,688
20 mM 105,4+17,6 € 18,77 +£0,16 € 17,76 £ 0,27 B
30 mM 139,7+9,48 18,84 +£0,26 8 17,84 +0,46 B
40 mM 109,9+115°¢ 17,76 £0,14° 17,25+0,29 ¢
50 mM 83,0+8,8° 17,75+0,16 ° 15,65 + 0,32 ¢

De acordo com os dados apresentados na tabela 4, a reducdo no diametro do colmo
provocada pela salinidade foi de 20%. A aspersdo foliar de prolina teve efeito positivo nas
concentragdes de 20 e 30 mM onde houve uma reducdo no didmetro do colmo, em média, de
apenas 15%. Por outro lado, os tratamentos a 40 e 50 mM n&o promoveram qualquer
recuperacdo no didmetro do colmo (Tabela 4). Em relacdo a altura do colmo, observou-se

uma reducdo de 57% em seu valor pelo estresse salino e os tratamentos com prolina nas doses
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de 10, 20 e 30 mM apresentaram efeito positivo nessa variavel. Nesses tratamentos, a reducéo
média na altura do colmo foi de apenas 49%. J& as doses de 40 e 50 mM n&o tiveram éxito em
retomar o crescimento do colmo em altura.

Os dados aqui obtidos mostram que a aplicacdo de prolina por asperséo foliar mitiga
os efeitos da salinidade nas varidveis de crescimento, sendo a melhor resposta obtida quando a
prolina foi empregada na concentragdo de 30 mM. Aqui duas ponderacdes podem ser feitas: a
primeira, o efeito positivo da prolina no crescimento até a dose de 30 mM e a segunda, o
efeito positivo, poréem menos pronunciado da prolina na concentra¢do de 40 mM o que sugere
que, nessa concentracdo, a prolina estd em excesso. De fato, na dose de 40 mM puderam ser
observadas algumas manchas cloréticas e na dose de 50 mM houve uma extensdo maior
dessas manchas (resultados ndo apresentados).

E importante destacar que a literatura, em sua grande maioria, aborda os efeitos
benéficos do tratamento com prolina em plantas a diversos estresses; no entanto, surge a
questdo: quais seriam as doses aplicadas ideais para o0 melhor crescimento e desenvolvimento
das plantas? Trabalhos abordando a temética de um efeito dose-dependente de prolina
correlacionando-os com melhoramento das condicBes estressantes sao escassos. Na analise in
vitro do apice da parte aérea de plantas de arroz (Orysa sativa) submetidas a 150 mM de
NaCl, Teh et al. (2015) verificaram que a suplementacdo do meio de crescimento com prolina
a 5 mM aumentou o tamanho e a biomassa das plantas, porém nas doses de 10, 15 e 20 mM
ndo houve diferencas quando comparadas ao tratamento salino. Todavia, Hare et al. (2002)
observaram que a aplicacdo de prolina em plantas de Arabdopsis numa dose entre 5 e 20 mM
causava um efeito clordtico semelhante ao aqui relatado, apresentando perda de clorofila,
diminuicdo da integridade de membrana nos tilacdides e danos nas cristas mitocondriais.
Estas alteracGes repercutem diretamente na producao de energia e de esqueletos de carbono, o
que culmina em perda de biomassa e produtividade. Além disso, a sensibilidade das plantas as

concentracdes de prolina varia de acordo com o estagio de desenvolvimento. Por exemplo,
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Chen et al. (2011), também com plantas de Arabdopsis, verificaram que, aplicando-se doses

entre 0-100 mM de prolina, o percentual de germinagdo ndo era afetado; porém, a partir da

dose de 20 mM, o percentual de sobrevivéncia foi reduzido drasticamente ficando proximo a
zero com prolina a 50 mM.

Diante dos resultados aqui expostos, decidiu-se optar pelo uso de prolina a 30 mM

como solucéo de trabalho para ser aspergidas nas plantas de sorgo, como meio de minorar 0s

efeitos negativos da salinidade no crescimento das plantas.

6.2. Experimento Il — Alteracbes no crescimento, bioquimica e fisiologia de plantas de

sorgo em condicdes de salinidade e influéncia da prolina exdgena no processo

6.2.1. Crescimento, danos de membrana e teor relativo de agua

Para confirmacdo da influéncia positiva da prolina exdgena sobre as plantas de sorgo
durante a salinidade, as variaveis de massas frescas e secas e de area foliar foram
determinadas. De maneira geral, o crescimento das plantas de sorgo em condicdo controle
(auséncia de NaCl) ndo foi afetado quando estas foram aspergidas com solucdo de prolina a
30 mM. A salinidade reduziu drasticamente o crescimento das plantas, tanto da parte aérea
guanto das raizes. A prolina aplicada, no entanto, foi capaz de reverter parcialmente a reducéo
nas massas fresca e seca causadas pela salinidade, pronunciadamente a da parte aérea. Aos 7
DAT, enquanto no tratamento salino/agua a reducdo na MFPA foi de 66%, em relacdo ao
controle, no tratamento salino/prolina essa reducéo foi de apenas 55% (Figura 1A). Ja aos 14
DAT, as redugdes na MFPA nos tratamentos salinos foram de 70% na auséncia e 52% na
presenca de prolina. Quanto aos resultados da MSPA (Figura 1C), nota-se um efeito positivo
da prolina exdgena nas plantas sob estresse salino, sendo observado um aumento em massa de
28%, aos 7 DAT e de 40%, aos 14 DAT, em relacdo aqueles do tratamento salino. Ainda aos
14 dias, a reducdo no valor da MSPA do tratamento salino/agua foi de 68% da média dos

controles, enquanto que com relagdo ao tratamento salino/prolina este valor foi de 56%.
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Figura 1. Massas frescas da parte aérea (A) e raizes (B) e massas sescas da parte aérea (C) e das raizes (D) de plantas de
sorgo cultivadas em solucédo nutritiva na auséncia (D) ou na presenca (E4) de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM
na auséncia (L) ou na presenca de sal (Bd), apés 7 e 14 dias do inicio da aplicacéo dos tratamentos. As barras representam a
média + o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferencas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas
por letras minusculas e diferencas significativas em func¢do do tratamento com prolina sdo indicadas por letras mailsculas,
utilizando o teste de Tukey (p <0,05).

Aos 7 DAT, a MFR ndo foi afetada pela salinidade ou pela asperséo de prolina (Figura
1B). J& aos 14 DAT, as raizes tiveram sua massa fresca reduzida em 66% pela salinidade
sendo que, quando aspergidas com prolina, esse percentual foi de apenas 56%. Quanto a MSR
das plantas, aos 7 DAT, foi observado que o tratamento salino/prolina apresentou um valor
igual ao dos controles, enquanto que aos 14 DAT a perda de MSR, em relagdo ao controle, foi
menor nas plantas aspergidas com prolina (43%) ja que naquelas que ndo receberam o
tratamento a reducdo foi de 65% (Figura 1D).

Apesar do genotipo CSF 20 de sorgo nao responder ao tratamento com prolina em
condigdes controle, Abdallah e EI-Bassiouny (2016) relataram aumento no crescimento de

quinoa (Chenopodium quinoa Willd) devido a aspersdo de varias concentragdes de prolina
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mesmo nos controles. Essa resposta foi observada também na orquidea Cattleya walkeriana
(BORTOLOTTI et al., 2016) e em berinjela (Solanum melongena) (SINGH et al., 2015b).

Os efeitos da prolina exdgena sobre o crescimento das plantas de sorgo em condigdes
salinas foram confirmados nesse segundo experimento. Varios estudos mostram que a prolina
exogena confere as plantas melhor crescimento, como observado em cevada (AGAMI, 2014)
e Onobrychis viciaefolia (WU et al., 2017). Entretanto, Nounjan e Theerakulpisut (2012),
trabalhando com dois genoétipos de arroz (um tolerante e outro sensivel) submetidos a
salinidade com NaCl a 200 mM, n&o observaram recupera¢ao nas massas fresca ou seca das
plantas dos dois gend6tipos suplementadas com prolina a 10 mM, apesar de haver melhora na
defesa antioxidativa e na redugdo de H.O,. A salinidade afetou a AF nos dois tempos
estudados, resultado coerente com a redugdo da MFPA e MSPA. A prolina exdgena foi habil
em recuperar parcialmente a reducdo em éarea foliar causada pela salinidade, tanto aos 7
quanto aos 14 DAT. Aos 7 DAT, a reducdo em AF foi de 69% no tratamento salino/agua,
enquanto no tratamento salino/prolina essa reducdo foi de apenas 53%. Ja aos 14 DAT,
enquanto no tratamento salino/agua a AF foi reduzida em 70%, em relacdo ao controle/agua,

no tratamento salino/prolina essa reducéo foi de apenas 56%.
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Figura 2. Area foliar de plantas de sorgo cultivadas em solucdo nutritiva na auséncia (D) Ou na presenca () de NaCl a 75
mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (|:|) ou na presenca de sal () apds 7 e 14 dias da aplicacdo dos
tratamentos. As barras representam a média + o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferencas significativas
decorrentes do estresse salino séo indicadas por letras minusculas e diferencgas significativas em funcdo do tratamento com

prolina séo indicadas por letras maitsculas utilizando o teste de Tukey (p < 0,05).



64

Quanto aos danos de membrana e TRA, ndo houve qualquer alteracdo mediada pela
aspersédo de prolina nas plantas na auséncia de NaCl (Figura 3). Nas folhas, aos 7 DAT, os
danos de membrana foram mais pronunciados nos tratamentos salinos independente da
aplicacdo exogena de prolina sendo o dano médio causado pelo sal de 50%. Entretanto, houve
uma reducdo de 8% nessa varidvel aos 14 DAT nas plantas suplementadas com prolina. Nas
raizes, a prolina exdgena ndo exerceu efeito nas plantas na presenca ou na auséncia de sal
(Figura 3B). Os danos de membrana ocasionados pela salinidade aumentam em 150% aos 7

DAT e 155% aos 14 DAT, em relacdo aos respectivos controles.
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Figura 3. Danos de membrana e teor relativo de 4gua em folhas (A e C, respectivamente) e raizes (B e D, respectivamente)
de plantas de sorgo cultivadas em solugéo nutritiva na auséncia (D) ou na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com
prolina a 30 mM na auséncia (|:|) ou na presenca de sal (), apds 7 e 14 dias da aplicacdo dos tratamentos. As barras
representam a média + o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferengas significativas decorrentes do estresse salino
sdo indicadas por letras minasculas e diferencas significativas em funcéo do tratamento com prolina sdo indicadas por letras
maiUsculas, utilizando o teste de Tukey (p < 0,05).

Assim como o0s danos de membrana, o TRA das folhas das plantas controle ndo foi
afetado pela prolina aos 7 DAT (Figura 3C). Porém, aos 14 DAT observou-se um efeito

positivo do tratamento com prolina sobre o TRA. O valor dessa variavel das plantas do
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tratamento salino/prolina foi 16% maior que aquele do tratamento salino/dgua. Em adicéo,
enquanto no tratamento salino/prolina o TRA foi reduzido de 21%, no tratamento salino/agua
essa reducdo foi maior, de 32%. Nas raizes, no entanto, a prolina exégena nao causou
qualquer alteracdo no TRA (Figura 3D), porém seu valor foi reduzido pela salinidade em
cerca de 11% nos dois tempos de coleta analisados.

A manutenc¢do da expansdo foliar € um requisito importante para a sobrevivéncia das
plantas em solos com excesso de sais. Para que a planta possa ampliar sua AF é importante a
manutencdo da turgidez da célula. Por sua vez, a turgidez depende da integridade da
membrana plasmética a qual deve manter um equilibrio dos eletrdlitos no citosol. O aumento
da concentracdo salina no meio radicular pode levar a uma diminui¢do do potencial hidrico
das folhas e, portanto, pode afetar muitos processos da planta (BELKHEIRI; MULAS, 2013).
Os efeitos osmoticos do sal nas plantas sdo resultado da reducdo do potencial hidrico do solo
devido ao aumento da concentragdo de soluto na zona radicular (YADAV et al., 2011). Em
potenciais muito baixos, esta condicdo interfere na capacidade das plantas para extrair &gua
do solo e manter o turgor. A reducdo do contetdo hidrico tem sido considerada como uma das
maiores causas do aumento da permeabilidade da membrana celular de plantas crescendo sob
estresse salino (FAROOQ; AZAM, 2006).

Como se observou, a salinidade reduziu a area foliar (Figura 2), podendo ser um
reflexo direto da reducdo do TRA (Figura 3C e D) e de um maior vazamento de eletrdlitos
(danos de membrana), tanto nas folhas quanto nas raizes (Figura 3A e B). Contudo, o aporte
de prolina minimizou os efeitos da salinidade, sendo verificado um acréscimo na AF (Figura
2), acompanhado de aumento no TRA e redugdo nos danos as membranas, sendo isso
observado apenas nas folhas aos 14 DAT (Figura 3A e C). Isso mostra que a prolina exogena
desempenha um papel ativo no processo de retomada do crescimento vegetal mediante uma

regulacao operante a qual pode ser de maneira direta ou indireta.
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A aspersdo de prolina a 20 mM foi eficaz no resgate do crescimento de plantas de
mostarda (Brassica juncea) por meio do aumento dos parametros de AF, TRA e na redugéo
dos danos de membrana (WANI et al. 2016). O ganho em area das folhas mediada pela
prolina se da por sua acdo no controle da expanséo e divisdo celular e da morte celular
programada (BANU et al. 2009). Quanto ao conteido de agua, a suplementacdo com prolina
melhorou 0 TRA em folhas e raizes de azeitona (BEN AHMED et al., 2011), pepino
(HUANG et al., 2009) e ervilha (SHAHID et al., 2014). Além disso, os distarbios na
estabilidade de membranas provocadas pela salinidade também foram amenizados em feijdo

(AGGARWAL et al. 2011), cevada (AGAMI, 2014) e esparceta (WU et al., 2017).

6.2.2. Trocas Gasosas

A taxa fotossintética foi bastante reduzida nos tratamentos salinos e a aplicacdo de
prolina ndo afetou essa variavel nas plantas de sorgo crescendo em auséncia de salinidade
(Figura 4A). A reducdo média na taxa fotossintética dos tratamentos salinos, aos 7 DAT, foi
de 34% em relacdo aos controles. Da mesma forma, aos 14 DAT, a salinidade reduziu o valor
da taxa fotossintética, porém esta reducdo foi mais pronunciada no tratamento salino/agua que
no tratamento salino/prolina. De fato, a prolina exdgena quase reverteu completamente o
efeito do sal na fotossintese, sendo observada uma reducdo de apenas 13% contra uma
reducdo de 43% quando as plantas foram submetidas ao estresse salino sem a aspersdo foliar
com prolina. O tratamento salino/prolina apresentou taxa fotossintética 55% maior em relacao
aquela do tratamento salino/agua.

Na figura 4B observam-se os dados da taxa de condutancia estomatica. Na coleta aos 7
DAT, houve redugdo da condutédncia motivada apenas pela salinidade. Esta reducdo nos
tratamentos salinos foi, em média, de 66%. Entretanto, aos 14 DAT, a prolina exdgena foi
eficiente em reverter por completo essa reducédo na taxa de conduténcia estomatica provocada

pela salinidade. Corroborando com os dados de condutancia estomatica, no segundo tempo de
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coleta, a taxa de transpiragdo no tratamento salino/prolina ficou préxima ao valor do controle
(Figura 4C). Sob salinidade, a aplicacéo de prolina nas folhas resultou em reducdo de apenas
15% na transpiracdo em relagdo ao controle, enquanto que no tratamento salino sem prolina a
reducdo foi de 40% em relacdo ao controle. No primeiro tempo de coleta, a taxa de
transpiracdo decresceu 37% nos tratamentos salinos ndo havendo diferenca significativa entre
o0 tratamento salino/dgua e o salino/prolina. Com relacdo a concentragdo interna de CO>, a
unica diferenca significativa foi aquela causada pela salinidade aos 7 DAT, quando o
tratamento salino/agua foi 27% menor que o controle/agua (Figura 4D). Nao houve qualquer
diferenca significativa na concentracdo interna de CO, provocada pela salinidade ou pela

prolina aplicada aos 14 DAT.
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Figura 4. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (B), taxa de transpiragdo (C) e concentragdo interna de CO2 (D) de
plantas de sorgo cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia (D) OuU na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com
prolina a 30 mM na auséncia (|:|) ou na presenca de sal (), apos 7 e 14 dias do inicio da aplicacdo dos tratamentos. As
barras representam a média + o erro padrdao. Em um mesmo tempo de coleta, diferencas significativas decorrentes do estresse
salino sédo indicadas por letras minUsculas e diferencas significativas em fungéo do tratamento com prolina séo indicadas por

letras maiusculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).

Embora o crescimento da planta seja controlado por uma multiplicidade de processos

fisiologicos, bioquimicos e moleculares, a fotossintese € um fenémeno chave, que contribui
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substancialmente para o crescimento e desenvolvimento das plantas (ASHRAF; HARRIS,
2013). Os efeitos na fotossintese podem ser diretos, como a diminuigdo da disponibilidade de
CO- causada pelas limitagdes de sua difusdo atraves dos estbmatos e mesofilo ou as alteraces
no metabolismo fotossintético, como mudancas na atividade da Rubisco, ou mesmo podem
surgir como efeitos secundarios, causados pelo estresse oxidativo (KALAJI et al., 2011).
Estes ultimos estdo principalmente presentes em vérias condi¢Ges de estresse e podem afetar
seriamente o aparato fotossintético, principalmente o fotossistema Il (PSII), resultando em
fotoinibig¢do devido a um desequilibrio nas vias de sinalizacéo fotossintética redox e a inibigdo
do sistema de reparo do PSIl (CHAVES et al., 2009).

Apesar de a salinidade reduzir a taxa fotossintética, tanto aos 7 DAT quanto aos 14
DAT apds a imposicdo dos tratamentos, observa-se que, aos 14 DAT, a aplicacdo de prolina
foi eficiente em reverter quase que por completo essa reducdo na taxa fotossintética, o que foi
relacionado com 0 aumento na condutancia estomética e na taxa de transpiracdo. Entretanto,
n&o foi observado aumento na concentracédo interna de CO». Isso pode ser indicativo de que o
efeito positivo da prolina exdgena possa estar relacionado com uma captacdo mais eficiente

do COz nesta cultivar de sorgo.

6.2.3. Pigmentos fotossintéticos

Em nenhum dos tempos de coleta analisados, os teores de clorofila a foram alterados
pela salinidade e nem tampouco pelo tratamento com prolina (Figura 5A). Os teores de
clorofila b, aos 7 DAT, também nédo foram alterados pelos tratamentos impostos, porém, aos
14 DAT, eles foram afetados pela salinidade (Figura 5B). A reducéo no teor da clorofila b no
tratamento salino/agua foi de 59% em relacdo a média dos controles, enquanto no tratamento
salino em que a prolina foi aspergida (salino/prolina) essa reducédo foi de apenas 41%. Em
funcdo dessa menor redugdo no teor de clorofila b, o teor desse pigmento no tratamento
salino/prolina foi 30% maior do que aquele do tratamento salino/agua. Aos 7 DAT, ndo foi

observada qualquer alteracdo nos teores de clorofilas totais (Figura 5C). No entanto, aos 14
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dias, o teor de clorofila total foi reduzido pela presenca de NaCl no meio de crescimento
(tratamento salino/agua), sendo notado um decréscimo de 31% em relacdo ao tratamento
controle/agua. Por outro lado, no tratamento salino/prolina essa reducdo foi de apenas 20%,
relativamente ao tratamento controle/prolina. Os teores de carotenoides ndo foram afetados
pela prolina exdgena, apenas pela salinidade (Figura 5D). As redu¢Ges médias produzidas

pelo NaCl foram de 23%, aos 7 DAT e 26%, aos 14 DAT apds o inicio dos tratamentos.
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Figura 5. Teores de clorofila a (A), b (B), total (C) e carotentides (D) em plantas de sorgo cultivadas em solugéo nutritiva na
auséncia (D) ou na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (D) ou na presenca de sal
(), apos 7 e 14 dias da aplicagdo dos tratamentos. As barras representam a média + o erro padrdo. Em um mesmo tempo de
coleta, diferencas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras mindsculas e diferencas significativas

em func¢do do tratamento com prolina sdo indicadas por letras maidsculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).

Sob condicdes de estresse salino, a concentracdo elevada de ions tdxicos nos tecidos
pode resultar num aumento no estresse oxidativo o qual causa deterioracdo na estrutura dos
cloroplastos e uma perda da clorofila associada (ASHRAF; HARIS, 2013). Como observado,
aos 14 DAT, o tratamento de aspersao foliar das plantas de sorgo com prolina elevou os teores
de clorofila b e da clorofila total quando sob condigfes de salinidade (Figuras 5B e C). A

prolina pode agir tanto pelo estimulo da biossintese de clorofila quanto por inibir sua
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degradacdo (RADY et al., 2016). Este aumento poderia ser atribuido a eliminacdo mais
eficiente de ROS que pode degradar a clorofila (DAWOOD et al., 2014). Segundo
Abdelhamid et al. (2016), o efeito da prolina exdgena sobre os teores de clorofila também
podem ser devido a estabilizacdo das reagdes fotosintéticas. Além disso, Rasheed et al. (2014)
argumentam que a prolina é capaz de aumentar a producdo de &cido aminolevulinico,
molécula precursora da sintese das clorofilas. Assim sendo, a aspersdo de prolina auxiliaria na
recuperacdo do contetdo de pigmentos fotossintéticos e na melhora da capacidade
fotossintética, atraveés do alivio dos efeitos deletérios induzidos pela salinidade de modo a
permitir uma retomada do crescimento. A aplicagdo foliar de prolina a 15 mM em plantulas
de oliveira foi eficiente em minorar os efeitos deletérios da salinidade (NaCl a 100 mM)
retomando o crescimento e apresentando aumentos na taxa fotossintessintética, condutancia
estomatica, taxa de transpiracdo além do aumento no conteddo total de clorofila

(ALINIAEIFARD et al. 2016).

6.2.4. Solutos inorganicos

Sob condigbes controle (auséncia de NaCl), tanto aos 7 DAT quanto aos 14 DAT, o0s
teores de K" ndo foram alterados pelo tratamento com prolina, em ambos os tecidos
analisados (Figura 6A e B). Contudo, a salinidade reduziu fortemente os teores de K* nas duas
coletas, principalmente nas raizes. No tratamento salino/agua, a reducdo nos teores de K* nas
folhas foram, em média, de 48% e 61% aos 7 e 14 DAT, respectivamente. No entanto, as
plantas sob condi¢des de salinidade quando aspergidas com prolina tiveram reducfes menores
nos teores de K*, as quais foram, em média, 35%, aos 7 DAT e 47%, aos 14 DAT (Figura
6A). Assim como nas folhas, os teores de K* nas raizes foram reduzidos em razao do excesso
de sais (Figura 6B). Nesses 0rgaos, as plantas do tratamento salino/agua tiveram os teores de
K™ reduzidos, em média, em 71% e 87% aos 7 e 14 DAT, respectivamente (Figura 6B).

Também, de forma semelhante ao que aconteceu nas folhas, o tratamento salino/prolina
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causou uma menor reducdo no teor radicular de K*, sendo observados decréscimos, em

média, de 34% e 64% em relacdo aos controles, respectivamente, aos 7 e 14 DAT.
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Figura 6. Teores de potéssio (A e B), sodio (C e D) e relagdo K*/Na* (E e F) em folhas e raizes de plantas de sorgo
cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia (D) Ou na presenga () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na
auséncia (D) ou na presenca de sal (), apos 7 e 14 dias da aplicacdo dos tratamentos. As barras representam a média + o
erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferencgas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras
minusculas e diferencas significativas em funcdo do tratamento com prolina sdo indicadas por letras maiusculas, utilizando o

teste de Tukey (P < 0,05).

Quanto aos teores de Na*, nas folhas, estes foram alterados apenas nos tratamentos
salinos (Figura 6C). Em relagédo aos correspondentes controle/agua, os teores de Na* foliar no
tratamento salino/agua foram 1,8 e 4,9 vezes maiores, respectivamente, aos 7 e 14 DAT.
Todavia, a prolina ex6gena atenuou esse aumento nos teores de Na* nas folhas, os quais

foram maiores em apenas 1,2 vezes, aos 7 DAT e em 3,2 vezes, aos 14 DAT. Nas raizes, aos
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7 DAT em auséncia de salinidade ndo houve modificacdo nos teores de Na* ocasionados pela
aspersao de prolina (Figura 7D); porém sob condi¢des salinas as plantas tratadas com prolina
apresentaram teores radiculares desse ion 47% menores que aquelas do tratamento
salino/agua. Por outro lado, aos 14 DAT em auséncia de salinidade a prolina (tratamento
controle/prolina) promoveu um expressivo decréscimo de 46% no teor de Na* radicular, em
relacdo ao controle/agua (Figura 6D). Além disso, embora a salinidade tenha aumentado os
teores de Na* radiculares, esse aumento foi menor nas plantas aspergidas com prolina
exogena. Sob condigdes salinas, a prolina exdgena também promoveu uma reducao nos teores
de sodio, sendo observado no tratamento salino/prolina um teor desse ion 22% menor que
aquele do tratamento salino/agua (Figura 6D).
Como consequéncia dos resultados mostrados na figura 6A-D, a relacdo entre os ions
K" e Na*, sob condicGes controle e em ambos os tempos de coleta ou 6rgdos estudados, ndo
foi alterada pela aplicacdo de prolina (Figura 6E, F). Contudo, sob condigdes salinas e
independentemente do 6rgdo ou tempo de coleta essa relacdo foi reduzida. Porém, a reducao
na relacdo K*/Na" foi significativamente menor nas plantas aspergidas com prolina. Nas
folhas do tratamento salino/prolina, aos 7 DAT, a relacdo K*/Na* foi 38% maior que aquela
do tratamento salino/agua (Figura 6E), enquanto que, aos 14 DAT, apesar dela ter sido menor
que aos 7 DAT, seu valor foi quase o dobro (97%) daquela do tratamento salino/agua (Figura
6E). Nas raizes, aos 7 DAT, a relacdo K*/Na* no tratamento salino/prolina foi igual a 5,2
vezes maior no aquela do tratamento salino/agua (Figura 6F), enquanto que aos 14 DAT,
assim como nas folhas, houve reducdo nessa relacdo nos tratamentos salinos, porém, o
tratamento salino/prolina apresentou relacdo K*/Na* igual a 3,2 vezes aquela do tratamento
salino/agua.
Sob condigdes salinas, as plantas de sorgo apresentaram elevados aumentos nos teores
de Na*, tanto nas folhas quanto nas raizes, enquanto os teores de K* em seus tecidos foram

diminuidos, fazendo com que a relacdo K*/Na* fosse fortemente reduzida em ambos os
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tecidos estudados. A maioria das espécies submetidas & salinidade frequentemente
experimenta reducdo nos teores de K* e isto acontece em virtude das semelhancas nas
propriedades fisico-quimicas entre os ions K™ e Na*, em que este Gltimo compete com o K*
nos Varios sitios de ligacdo do transportador (WANG et al., 2013; MIRANDA et al., 2016).
Os resultados mostram que a aspersdo de prolina foi efetiva em elevar os teores de K* e, ao
mesmo tempo, reduzir os teores de Na* nos dois 6rgdos analisados e principalmente aos 14
DAT. A capacidade de uma planta para limitar o transporte de Na" para a parte aérea é
importante para manter uma alta taxa de crescimento e para proteger os processos metabdlicos
dos efeitos toxicos dos ions Na* (MIRANDA et al., 2017). Além disso, o tratamento com
prolina indica que este iminoacido poderia desempenhar um papel na modificacdo das
proporgdes de K*/Na* sob o estresse salino, o que se reflete em danos reduzidos na membrana
e maior teor relativo de agua (Figura 3). O menor acimulo de Na* promovido pela aplicacdo
de prolina pode estar associda a exclusdo desse ion nas raizes e, consequentemente, ter
reduzido a concentracdo nas folhas (Figura 6C e D). O aumento da relacdo K*/Na* pode ter
sido um dos componentes envolvidos também na recuperacdo das variaveis de trocas gasosas,
pois 0 K* estd envolvido na regulacdo estomatica (SHABALA; POTTOSIN, 2014).
Resultados semelhantes aos aqui encontrados, relacionados a influencia da prolina exdgena
sob estresse salino nos teores de K* e Na* também foram encontrados em espécies, como
arroz (NOUNJAN; THEERAKULPISUT, 2012), berinjela (SHAHBAZ et al., 2013) e feijdo
(DAWOOD et al., 2014).

Nos dois tempos de coleta, sob condi¢bes controle, a prolina exdgena ndo alterou os
teores de Ca?', tanto nas folhas quanto nas raizes (Figura 7A, B). Por outro lado,
independentemente do tratamento com prolina, a salinidade diminuiu os teores de Ca?* nos
dois tempos de coleta analisados e em ambos os tecidos analisados. Nas folhas, aos 14 DAT,
o tratamento salino/prolina teve uma menor reducgdo no teor de Ca?" que o tratamento

salino/agua (Figura 7A). Em relagdo aos respectivos controles, enquanto no tratamento
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salino/agua o teor de Ca?* foi reduzido em 64%, no tratamento salino/prolina esse decréscimo
foi de apenas 43%. Nas raizes, de forma similar ao que ocorreu nas folhas, somente aos 14
DAT houve diferenca significativa entre os tratamentos salino/agua e salino/prolina (Figura
7B). Em relagdo aos respectivos controles, a reducdo no teor de Ca?" no tratamento

salino/agua foi de 77%, enquanto no tratamento salino/prolina essa reducdo foi de apenas

64%.
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Figura 7. Teores de célcio (A e B) e cloreto (C e D) em folhas e raizes de plantas de sorgo cultivadas em solucdo nutritiva na
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em funcdo do tratamento com prolina sdo indicadas por letras maidsculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).

Quanto aos teores de CI, tanto nas folhas quanto nas raizes, houve acimulo desse ion
nos tratamentos salinos nos dois tempos de coleta analisados (Figura 7C e D). Nas folhas, aos
7 DAT, os teores de Cl” foram influenciados apenas pela salinidade, com um aumento médio
em relacéo ao controle de 70% (Figura 7C). No entanto, aos 14 DAT, as plantas do tratamento
salino/prolina apresentaram teores de Cl° 2,9 vezes maiores que o controle, enquanto no

tratamento salino/agua, esse aumento foi maior, de 4,1 vezes. Nas raizes, os teores de CI" nos
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tratamentos salinos foram afetados pelo tratamento com prolina nos dois tempos de coleta
analisados (Figura 7D). Aos 7 DAT, comparado a média dos controles, o tratamento
salino/agua apresentou teor de CI" 6,9 vezes maior, ao passo que no tratamento salino/prolina
esse aumento foi de apenas 5,0 vezes. J& aos 14 DAT, o acumulo de CI" radicular no
tratamento salino/dgua foi 6,2 vezes maior que o controle, engquanto no tratamento
salino/prolina o acimulo foi de apenas 5,0 vezes em relacdo & média dos controles.

O Ca?* ¢ conhecido como um mensageiro secundario em inlimeras vias de sinalizagéo
de plantas, transmitindo uma vasta gama de estimulos ambientais e de desenvolvimento para
respostas fisiologicas adequadas (STEPHAN; SCHROEDER, 2014). O efluxo de K* induzido
pelo Na*, através da despolarizacdo da membrana, provoca uma diminuicdo macica na
concentragdo de K* citosélica e um aumento na concentragdo de Ca?* citosélica, o que, por
sua vez, leva a expressdo de diversos genes, incluindo os envolvidos com canais idnicos,
receptores, sinalizadores ou genes implicados na producdo de solutos compativeis (como
glicina-betaina e prolina) (KUDLA et al., 2010). De acordo com Kader e Lindberg (2017),
sob estresse salino, a pressdo osmotica da solucéo do solo reduz a capacidade das plantas para
absorver agua e sais minerais de Ca?*.

A reducio tecidual de Ca®* aqui observada (Figura 7A) pode ter prejudicado a rigidez
estrutural da parede celular, reduzindo o crescimento (Figuras 1; 2); afentado a estabilidade
das membranas e aumentando o vazamento de eletrdlitos (danos de membrana) (Figura 3A e
B) e alterado a condutancia estomética, e dai influenciando negativamente as variaveis
fotossintéticas, que sdo efeitos caracteristicos das plantas sob salinidade (Figura 4). Essa
diminuicdo nos teores de Ca?* foi parcialmente revertida pela asperséo foliar de prolina, o que
pode ter contribuido para a minimizagéo dos efeitos da salinidade nas plantas de sorgo, como
destacado por Flowers et al. 2014 em plantas halofitas. Slama et al. (2014) observaram que
plantas de A. thaliana, quando expostas a 50 mM de NaCl reduziram os teores de Ca®*, e que

a suplementacdo com 10 mM de prolina aumentou o teor desse cation, sendo isto considerado
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como um dos componentes do aumento da tolerancia ao estresse salino. Entretanto, em meldo
(Cucumis melo L.), apesar do tratamento com prolina ter aumentado os teores de Ca?* nas
folhas, Kaya et al. (2006) perceberam que houve reducao nas raizes.

Embora o cloreto seja o &nion predominante nos solos salinos, sua importancia nos
mecanismos de tolerancia é menos entendida que as relacionadas com o ion soédio (TEAKLE
E TYERMAN, 2010). O cloreto é um micronutriente essencial, que regula as atividades de
algumas enzimas citosolica, € um cofator na fotossintese, na estabilizacdo do potencial de
membrana e estd envolvido na regulacdo do turgor e do pH (TAVAKKOLI et al., 2017).
Entretanto, altos teores de CI™ estdo relacionados a sintomas de clorose foliar, degradacéo de
clorofila e diminuicdo nas taxas de fotossintese e de crescimento (SLABU et al., 2009).

Tendo em vista que, sob salinidade, o tratamento com prolina proporcionou menores
aumentos nos teores desse ion tanto nas folhas como nas raizes (Figura 7C), é possivel supor
que a prolina exdgena possa estar influenciando no transporte de ClI™ para a parte aérea e/ou na
exclusdo desse anion pelas raizes, dai minorando os efeitos da salinidade no crescimento das
plantas (Figuras 1; 2). Em azeitona (AHMED et al., 2011) e milho (HASAN et al., 2015)
houve redugdes nos teores de Cl- mediadas pela aspersdao de prolina, dando apoio aos
resultados aqui encontrados. Todavia, Huang et al. (2009), estudando plantas de pepino sob
condigdes de salinidade, verificaram que a adi¢cdo de prolina a 10 mM na solugéo nutritiva
causou mais acumulo de CI- do que na auséncia desse aminoécido. No caso da planta
acumuladora de sais Cakile maritima, esta teve seus teores de Cl- aumentados pela aspersdo
com prolina a 25 mM, sob salinidade com NaCl a 400 mM (MESSEDI et al., 2016). Mesmo
assim, os autores concluiram que C. maritima teve os efeitos da salinidade mitigados pela

prolina exdgena pela acdo de outros mecanismos independentes da concentragéo de CI-.
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6.2.5. Solutos orgéanicos

Os teores de N-aminossollveis e carboidratos sollveis ndo foram alterados pela
prolina exdgena nos controles em qualquer tempo de coleta ou 6rgdo analisado (Figura 8A,
B). A salinidade promoveu um aumento nos teores de N-aminossolluveis em folhas e raizes,
porém isso s6 ocorreu aos 14 DAT. Nas folhas, o acréscimo nos teores de N-aminossollveis
no tratamento salino/agua foi de 26%, em relacdo a média dos controles, enquanto no
tratamento salino/prolina observou-se um acumulo de 59% (Figura 8A). Da mesma forma que
nas folhas, nas raizes, os teores de N-aminossollveis foram aumentados pela salinidade,

porém ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos salino/dgua e salino/prolina

(Figura 8B).
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Figura 8. Teores de N-aminossollveis (A e B) e carboidratos soliveis (C e D) em folhas e raizes de plantas de sorgo
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minusculas e diferencas significativas em fungdo do tratamento com prolina séo indicadas por letras maiusculas, utilizando o
teste de Tukey (P < 0,05).



78

Sob condi¢bes controle, os teores de carboidratos solGveis ndo foram afetados pelo
tratamento com prolina em nenhum dos tempos ou 6rgdos estudados (Figura 8C, D). Nas
folhas, os teores de carboidratos sollveis foram fortemente reduzidos pela salinidade, tanto
aos 7 quanto aos 14 DAT (Figura 8C). No 7° dia, a reducéo foi da ordem de 41%, em relagéo
a média dos controles, e independeu do tratamento com prolina. No entanto, aos 14 DAT,
enquanto no tratamento salino/agua a reducéo foi de 47%, no tratamento salino/prolina ela foi
menor, apenas 15%. Nas raizes, aos 7 DAT, ndo houve alteracdo nos teores de carboidratos
soluveis pelos tratamentos, porém aos 14 DAT, de maneira semelhante ao que ocorreu nas
folhas, os mesmos também foram parcialmente recuperados no tratamento salino/prolina
(Figura 8D). Neste caso, a reducdo nos teores de carboidratos soluveis foi de 32% no
tratamento salino/agua e de apenas 9% no tratamento salino/prolina.

Uma gama de compostos nitrogenados e varios agucares sollveis chamados solutos
compativeis sdo sintetizados em resposta ao estresse salino e ajudam a estabilizar as
membranas celulares e a manter o turgor celular (CABELLO et al., 2014). A resposta das
plantas a salinidade com relacdo aos teores de agucares solUveis € variavel, podendo ocorrer
acumulo ou reducdo de seus niveis dependendo da espécie, cultivar ou genétipo (AHMED et
al., 2013). Neste trabalho, a reducdo nos teores de carboidratos solUveis pela salinidade,
especialmente nas folhas, relacionou-se com a reducdo nos parametros fotossintéticos (Figura
4), ao passo que a melhora nestes parametros causada pela prolina exdgena provavelmente
motivou a elevagdo nos niveis de carboidratos (Figura 8C). Os acUcares sollveis podem, em
altas concentragfes, desintoxicar diretamente as EROs nos cloroplastos e vacuolos ou
indiretamente estimular os sistemas de defesa antioxidativos (BOLOURI-MOGHADDAM et
al., 2010), o que pode ter contribuido para mitigar os efeitos da salinidade no crescimento das
plantas aqui estudadas. Os teores de carboidratos soltveis foram aumentados em plantas de
feijdo sob salinidade a 6,25 dS.m™ quando suplantadas com 25 mM de prolina em relagio as

plantas submetidas somente ao NaCl (DAWOOD et al., 2014). Os efeitos da prolina exogena
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aqui observados, com relacdo aos teores de carboidratos soltveis, foram também encontrados
em plantas de A. thaliana (MOUSTAKAS et al., 2011), canola (JONYTIENE et al., 2012),

ervilha (SHAHID et al, 2014) e na palmeira Phoenix dactylifera (ZOUARI et al., 2016).

6.2.6. Prolina e atividade de enzimas do seu metabolismo

Nas folhas, nos dois tempos de coleta e em auséncia de salinidade, os teores de prolina
foram aumentados em funcdo do tratamento com esse iminoacido (Figura 9A). Em relacdo ao
tratamento controle/agua, o tratamento controle/prolina causou aumento de 349% nos teores
de prolina das folhas, aos 7 DAT e de 104%, aos 14 dias de estresse. Por outro lado, em
condicdes apenas salinas (tratamento salino/agua), os teores desse iminoacido foram
aumentados em 281%, aos 7 DAT e em 627%, aos 14 DAT, em relacdo ao controle/agua. O
tratamento com prolina, nas plantas sob salinidade, somente causou efeito significativo aos 7
dias de estresse (Figura 9A). Nesse caso, 0s teores de prolina no tratamento salino/prolina
foram 138% maiores que aquele do tratamento salino/agua. Ja nas raizes, independentemente
do tempo de coleta, os teores de prolina somente foram alterados pela salinidade, sendo
observados aumentos de 96% e de 329%, respectivamente, aos 7 e 14 DAT em relacdo as
tratamento controle/agua (Figura 9B).

A atividade da P5CS nas plantas crescendo em auséncia de salinidade nao foi afetada
pelo tratamento com prolina, independentemente do 6rgdo ou do tempo de coleta estudados
(Figura 9C, D). Nas folhas, aos 7 DAT, a atividade da P5CS foi fortemente aumentada no
tratamento salino/prolina, sendo observado um aumento de 105% em relacdo ao controle/agua
(Figura 9C). No entanto, ainda aos 7 DAT, a atividade da P5CS nas plantas sob salinidade,
porém tratadas com prolina diminuiu, ficando no mesmo nivel do controle. Aos 14 DAT, a
atividade da P5CS foi alterada apenas em funcédo do tratamento salino, o qual foi, em média,

107% maior que os controles (Figura 9C). Nas raizes, nos dois tempos de coleta, a atividade
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da P5CS foi afetada igualmente pela salinidade, com um aumento médio de 111% em relacdo

aos controles (Figura 9D), ndo sendo, todavia, afetada pelo tratamento com prolina.
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cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia (D) OuU na presenga () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na

auséncia (D) ou presenca de sal (), apos 7 e 14 dias da aplicagdo dos tratamentos. As barras representam a média + o erro

padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferengas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras

minusculas e diferencas significativas em fungdo do tratamento com prolina séo indicadas por letras maiusculas, utilizando o
teste de Tukey (P < 0,05).
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A atividade da OAT, nas folhas e raizes e nos dois tempos de coleta estudados, foi
afetada apenas pela salinidade, a qual, em média, causou um aumento de cerca de 60%, aos 7
DAT, e de 92%, aos 14 DAT, em relagéo aos controles (Figura 9E e F).

Nas folhas, aos 7 DAT, a asperséao de prolina aumentou a atividade da ProDH tanto na
presenca como na auséncia de salinidade (Figura 9G). Nas plantas tratadas apenas com NacCl
(salino/agua), ainda aos 7 DAT, a atividade foliar da ProDH foi reduzida em 56% em relagédo
ao controle/dgua. Todavia, no tratamento salino/prolina a atividade da ProDH foi maior em
relacdo aquela do tratamento salino/agua e seu valor ndo diferiu daquele do tratamento
controle/prolina. Aos 14 DAT, ainda nas folhas, a atividade da ProDH né&o foi influenciada
pelo tratamento com prolina, mas foi significativamente reduzida pela salinidade (reducdo de
52%). Resultados semelhantes a estes ultimos foram observados nas raizes, em que a
atividade da ProDH foi influenciada apenas pela salinidade, nos dois tempos de coleta,
causando uma reducdo, em media, de 51% em relagdo aos controles (Figura 9H).

Como observado, aos 7 DAT, as plantas tratadas com prolina mostraram um aumento
notavel no teor de prolina foliar, especialmente aquelas do tratamento salino/prolina; porém,
aos 14 DAT esses teores nesse mesmo tratamento foram drasticamente reduzidos (Figura 9A,
B). Levando-se em conta que a prolina foi empregada numa concentragcdo muito elevada (30
mM), os resultados sugerem que a prolina estava em excesso e precisava ser eliminada, uma
vez que altos teores desse iminoécido sdo toxicos para a planta (SZABADOS; SAVOURE,
2010), independentemente da salinidade. E possivel, portanto, que essa forte reducdo nos
teores de prolina no tratamento salino/prolina aos 14 DAT tenha ocorrido porque esse
iminoacido tenha sido utilizado para minorar os efeitos causados pela salinidade. Nesse
sentido, sabe-se que a prolina pode funcionar como esqueleto de carbono para a sintese de
outras moléculas osmoticamente ativas ou outros compostos nitrogenados. Essa ideia €
corroborada pelo aumento nos teores de N-aminossoluveis encontrados nas folhas aos 14 dias

de estresse salino (Figura 8A).
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A dinamica dos teores de prolina nos tecidos foliares foi regulada pelas enzimas de
sintese e degradacdo. Nas folhas das plantas do tratamento salino/agua, aos 7 DAT, houve um
aumento nos teores de prolina (Figura 9A), e a resposta adaptativa da elevacdo dos teores
desse iminoacido foi um incremento na atividade da enzima de sintese, a P5CS (Figura 9C) e
uma reducéo na atividade da enzima de degradacdo, a ProDH (Figura 9G). Por outro lado, o
grande aumento nos teores de prolina, aos 7 DAT, no tratamento salino/prolina (Figura 9A)
foi acompanhado de uma grande reducdo na atividade da P5CS e forte aumento na atividade
da ProDH, em relacdo ao tratamento salino/agua (Figura 9C, G). Dessa forma, o balanco das
atividades das enzimas P5CS e ProDH, nas folhas das plantas suplementadas, com prolina,
possivelmente, contribuiu para que ndo houvesse um contelido excessivo desse iminoacido no
14° dia de estresse.

A prolina exdgena teve efeitos similares na atividade da P5CS de Saussurea amara
(WANG et al. 2011), Eurya emarginata (ZHENG et al., 2015) e Solanum melogena (SINGH
et al., 2015), sendo uma situacdo bem documentada em diversas espécies economicamente
importantes. De acordo com Miller et al. (2009), em condic¢Oes de salinidade, a atividade
aumentada da ProDH pode estar relacionada com o conhecido ciclo prolina/P5C, sendo isso
um mecanismo para transferir poder redutor do NAD(P)H para as mitocéndrias, de modo a
manter o pool de NAD(P)" nessas organelas. Ademais, a P5C formada nesse ciclo pode ser
utilizada para formacdo de aminodcidos, tais como o glutamato e a arginina, cujo catabolismo
tem a P5C como intermediario (LIANG et al., 2013).

No presente estudo, a OAT ndo teve sua atividade alterada em funcdo da aplicacao de
prolina, sinalizando que nesse periodo do desenvolvimento da planta de sorgo sua atividade
ndo € decisiva para o contetido de prolina. Todavia, estudos sobre a OAT tém mostrado que a
salinidade tem o poder de ativar seu metabolismo a nivel enziméatico e molecular (BAGDI et

al., 2015).
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6.2.7. AminoAcidos livres

Nas folhas, sob condicdes controle (auséncia de NaCl), tanto aos 7 como aos 14 DAT,
os teores de glutamato ndo foram alterados pelo tratamento de aspersao foliar com prolina
(Figura 10A). No entanto, aos 7 DAT sob condicdes de estresse salino, esses teores de
glutamato foram reduzidos, sendo tais reducdes de 27% e de 55%, respectivamente, nos
tratamentos salino/prolina e salino/agua, em relacdo aos respectivos controles. Por outro lado,
aos 14 dias sob condicdes de estresse, 0s teores desse aminoacido nas folhas foram reduzidos
em 38% no tratamento salino/agua, e aumentados em 37% no tratamento salino/prolina
(Figura 10A). Nas raizes, aos 7 dias sob condic¢des controle, os teores de glutamato ndo foram
influenciados pelo tratamento com prolina, mas aumentaram em funcdo da salinidade, em
média, 84% em relacdo a média dos controles (Figura 10B). Aos 14 DAT, ainda nas raizes, o
tratamento com prolina foi efetivo em aumentar os teores de glutamato, tanto em condicdes
controle como de estresse salino. Neste caso, como resultado foi observado um aumento de
36% no tratamento controle/prolina e de 21% no tratamento salino/prolina, em relacdo aos
respectivos controles (Figura 10B). Ressalte-se, no entanto, que o tratamento apenas de
estresse (salino/agua) nao causou qualquer alteracdo nos teores de glutamato nas raizes.

Nas folhas, os teores de glutamina ndo foram influenciados pelo tratamento com
prolina nas condicdes controle (auséncia de NaCl) (Figura 10C). No entanto, em condicdes de
estresse, 0 tratamento com prolina aumentou os teores de glutamina em 40%, aos 7 DAT e em
52% aos 14 DAT, em relacdo aos respectivos controles. Em condi¢des controle, o tratamento
apenas com prolina (controle/prolina) aumentou os teores radiculares de glutamina, sendo tais
aumentos de 58%, aos 7 DAT e 24%, aos 14 DAT em relacdo aos respectivos tratamentos
controle/agua (Figura 10D). Por outro lado, nos dois tempos de coleta, os teores de glutamina
nas raizes foram reduzidos drasticamente pela salinidade (Figura 10D). Embora aos 7 dias sob
condicgdes salinas, os teores de glutamina ndo tenham sido alterados pelo tratamento com

prolina, aos 14 DAT esses teores foram aumentados em 49%.
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Figura 10. Teores de glutamato (A e B) e glutamina (C e D) em folhas e raizes de plantas de sorgo cultivadas em solucéo
nutritiva na auséncia (D) OuU na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (|:|) ou na
presenca de sal (#), ap6s 7 e 14 dias da aplicagdo dos tratamentos. As barras representam a média + o erro padrdo. Em um
mesmo tempo de coleta, diferencas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras minusculas e
diferencas significativas em fungdo do tratamento com prolina sdo indicadas por letras mailsculas, utilizando o teste de
Tukey (P <0,05).

O aménio derivado da reducdo do nitrato, bem como o proveniente de outras vias

metabolicas, incluindo aquele absorvido pelas raizes ou produzido pela fotorrespiracdo e
catabolismo dos aminoacidos, € convertido primeiramente em glutamina pela acdo da
glutamina sintetase e, em seguida, em glutamato pela glutamato sintase (TEIXEIRA,
FIDALGO, 2009). A assimilacdo da amoénia em glutamina e glutamato é vital para o
crescimento da planta, pois estes dois aminoacidos servem como precursores para a sintese de
outros aminoacidos, bem como para quase todos os compostos nitrogenados da célula
(SEVIN et al., 2016). Nas folhas, aos 7 DAT, os aumentos observados nos teores de
glutamato e glutamina no tratamento salino/prolina, em relacdo ao tratamento salino/agua, se
relacionaram com o aumento em atividade da ProDH (Figura 9G). Portanto, € possivel que
esse aumento em atividade dessa enzima de degradacdo da prolina tenha elevado a

concentracdo de P5C, o qual é precursor de glutamato e glutamina (OKUMOTO et al., 2016).
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Dessa maneira, as plantas poderiam aumentar a quantidade de osmolitos ndo toxicos como a
prolina (QAMAR et al., 2015). Além disso, esses aminoéacidos poderiam ser utilizados no
balanco de nitrogénio uma vez que a salinidade pode afetar enzimas de assimilacdo e
dissimilacdo de N (DEINLEIN et al., 2014).

Nas folhas, aos 7 dias sob condigdes controle, os teores de asparagina ndo foram
alterados pelo tratamento de aspersdo com prolina (Figura 11A), porém, sob condicdes salinas
e em auséncia da aplicagdo foliar de prolina, o teor desse aminoécido foi levemente reduzido.
No entanto, sob condicdes de estresse salino em que a prolina foi aspergida nas plantas, houve
um grande aumento nos teores desse iminoacido, o qual foi 2,7 vezes maior que o do
tratamento salino/agua. Nessas mesmas condicGes, porém aos 14 DAT, o estresse salino
também causou um forte aumento no teor de asparagina, que independeu do tratamento com
prolina, sendo os valores, em média, 4,5 vezes maiores que 0s dos respectivos controles
(FigurallA). Nas raizes, aos 7 DAT, os teores de asparagina, sob condi¢Bes controle, ndo
foram alterados pelo tratamento com prolina (Figura 11B). Todavia, sob condicGes de
salinidade, os teores de asparagina nas raizes foram fortemente reduzidos, principalmente no
tratamento salino/prolina (reducdo de 85%, em relacdo ao respectivo controle). Nesses
mesmos 0rgdos, porém aos 14 DAT, os teores desse aminoacido ndo foram afetados pela
salinidade ou pelo tratamento com prolina. Embora ndo tenha havido uma comparagéo
estatistica, os teores de asparagina nas raizes aos 14 DAT foram bastante inferiores aqueles no

7° dia (Figura 11B).

Aos 7 DAT, sob condicdes controle, os teores de aspartato nas folhas ndo foram
influenciados pelo tratamento com prolina; porém, foram fortemente influenciados pela
salinidade, sendo observado, em média, um aumento de 7,3 vezes no tratamento salino/agua e
de 9,0 vezes no tratamento salino/prolina, em relagdo aos respectivos controles (Figura 11C).
Ainda nesses 0rgdos, aos 14 dias sob condic¢des controle, os teores de aspartato ndo foram

afetados pelo tratamento com prolina, porém sob condicdes salinas eles foram afetados tanto
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pela salinidade como pelo tratamento com prolina; em relagcdo aos respectivos controles, 0s

tratamentos salino/agua e salinio/prolina aumentaram os teores de aspartato em 4,2 vezes e

5,9 vezes os teores de aspartato (Figura 11C).
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Figura 11. Teores de asparagina (A e B), aspartato (C e D) e serina (E e F) em folhas e raizes de plantas de sorgo cultivadas
em solugdo nutritiva na auséncia (D) ou na presenga () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (|:|)
ou na presenga de sal (), apos 7 e 14 dias da aplicagdo dos tratamentos. As barras representam a média + o erro padrdo. Em
um mesmo tempo de coleta, diferengas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras mindsculas e
diferengas significativas em fungdo do tratamento com prolina sdo indicadas por letras maiGsculas, utilizando o teste de

Tukey (P < 0,05).
Nas raizes, aos 7 dias sob condi¢6es controle, o teor de aspartato nédo foi afetado pelo
tratamento com prolina; porém, sob condi¢des salinas, o teor desse aminoacido foi alterado,

sendo reduzido em 62% no tratamento salino/agua e aumentado em 146% no tratamento
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salino/prolina, em relacdo aos respectivos controles (Figura 11D). Aos 14 DAT, no entanto,
os teores de aspartato nas raizes foram fortemente influenciados pela prolina, tanto em
condigdes controle como de estresse salino; em condigdes controle, o teor de aspartato no
tratamento prolina/agua foi 80% maior que aquele do tratamento controle/agua, enquanto que
no tratamento salino/prolina esse teor foi 63% maior que aquele do tratamento prolina/agua,
embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os tratamentos salino/agua e
controle/dgua (Figura 11D).

Nas folhas, em auséncia de NaCl, os teores de serina ndo foram influenciados pelo
tratamento de aspersdo com prolina, tanto aos 7 quanto aos 14 DAT (Figura 11E). No entanto,
os teores desse aminoacido nas folhas foram aumentados pela salinidade, porém apenas
qguando associada com o tratamento com prolina, no 7° dia, ou isoladamente, no 14° dia. Em
relagdo aos respectivos controles, 0 aumento no teor de serina no tratamento salino/prolina foi
247% e no tramento salino/agua foi de 356%, respectivamente, aos 7 e 14 DAT (Figura 9E).
Da mesma forma que nas folhas, nas raizes, os teores de serina, sob condic¢Bes controle
(auséncia de NaCl), ndo foram alterados pelo tratamento com prolina (Figura 11F). Por outro
lado, aos 7 dias sob condicfes de estresse salino (tratamento salino/agua), observou-se que o
teor de serina foi reduzido em 39%, em relacdo ao controle, enquanto no tratamento
salino/prolina o teor desse aminoécido foi 75% menor. J4, aos 14 DAT, os teores de serina
nas raizes, ndo foram alterados por nenhum dos tratamentos aplicados (Figura 11F).

No xilema, a asparagina é o principal aminoacido transportador de N das raizes para as
folhas e das folhas para as sementes e as raizes em desenvolvimento pelo floema, tendo em
vista que sua molécula tem uma alta relacdo nitrogénio/carbono (LEA et al., 2007). Além
disso, a asparagina desempenha um papel primordial na reciclagem, armazenamento e
transporte de nitrogénio durante o desenvolvimento e germinagdo das sementes, bem como
em oOrgdos vegetativos e senescentes (GAUFICHON et al., 2010). A asparagina €

frequentemente induzida em resposta ao estresse salino (PARVAIZ; SATYAWATI, 2008) e
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foi, dentre os aminoéacidos livres analisados, 0 que apresentou, em média, maiores teores nos
tecidos de folhas e raizes (Figuras 10; 11), o que est4 de acordo com o fato de ser o principal
transportador de N. No entanto, seu papel sobre condicdes salinas dependeu do tempo de
coleta, pois enquanto no 7° dia, nas folhas, seus teores ndo foram alterados pela salinidade
(tratamento salino/agua), no 14° dia esses teores foram fortemente aumentados (Figura 10A).
Da mesma forma, a resposta das plantas sob estresse salino ao tratamento de aspersédo das
folhas com prolina dependeu da época de coleta; no 7° dia, o tratamento salino/prolina
provocou forte aumento nos teores de asparagina, enquanto no 14° ndo houve diferenca entre
os tratamentos salino/prolina e salino/dgua. Diferentemente ao encontrado no presente
trabalho, plantas de Arabdopisis reduziram os teores de asparagina e aspartato mediante a
aplicacdo exdgena de 45 mM de prolina (CHEN et al., 2011).

O controle dos niveis de aspartato é particularmente importante para o seu papel tanto
na biossintese de aminoacidos essenciais como a lisina, a treonina, a metionina e a isoleucina
quanto na interconversdo com outros aminoacidos como o glutamato, a glutamina e a
asparagina (JANDER; JOSHI, 2010). A interconversdo entre esses aminoacidos, em
condigdes de estresse, funciona na geragdo de energia fornecendo substratos para o ciclo do
acido citrico (GALILI, 2011). No presente estudo, os teores de aspartato nas folhas foram
acumulados nos tratamentos salinos, principalmente quando aspergidas com prolina. O
acumulo do aspartato nesses tecidos pode ser devido exatamente pela interconversdo entre
esses aminoacidos garantindo um maior aporte energético. J& nas raizes, houve um grande
aumento desse amino&cido no tratamento salino/prolina. Nesse caso, 0 aspartato nas raizes
poderia tanto funcionar na geracdo de energia quanto estar sendo armazenado funcionando
como uma reserva de metabolito nitrogenado nesses 6rgdos uma vez que, em condicOes de
salinidade, ha uma restricdo da assimilacdo de N. Segundo Wu et al. (2013), o aumento de
acucares (Figura 8) e de energia sao fatores importantes para o crescimento de folhas e raizes

durante o estresse salino.
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6.3. Experimento 11 — Modulagdo da expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da
prolina de folhas e raizes de plantas de sorgo em condicGes de salinidade e influéncia

da prolina ex6gena no processo

6.3.1. Qualidade do RNA total

Para acompanhar a dindmica da expressdo dos genes envolvidos no metabolismo da
prolina, foi extraido o RNA total dos tecidos de folhas e raizes das plantas de sorgo. Os dados
de quantificacdo e integridade dos RNAs demonstaram que as amostras tinham excelente
qualidade, com concentracOes variando entre 150,4 e 966,2 ng/uL e relacGes de absorbancias
AoceolAzgo € Azeo/A20 com valores em torno de 2 e acima de 2, respectivamente.
Adicionalmente, os perfis eletroforéticos dos RNAs em géis de agarose a 1,5% demonstraram
que os RNAs estavam integros, visto que as bandas de RNA ribossomal referentes as
subunidades 18S e 28S foram bem visualizadas, sem sinais de degradacdo de RNA (Figura

12).

6.3.2. Anélise de expressao diferencial via RT- gPCR

Os genes p5csl, p5cs2, oat e prodh, envolvidos no metabolismo da prolina, foram
investigados com relacdo aos seus perfis de expressao em folhas e raizes de plantas de sorgo
frente aos diversos tratamentos. Para as analises desses genes por RT- gPCR, foram utilizados
como controles internos os genes EF152, Fbox, GTPB, SAND e UK (Tabela 1). Esses genes
mostraram estabilidade de expressdo neste estudo e em estudos prévios realizados por Hu et

al. (2009).
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Figura 12. Andlise da integridade do RNA total, em gel de agarose (1,5 %), evidenciando as bandas de RNA ribossomal 18S
e 28S. As amostras foram extraidas de folhas e raizes de plantas de sorgo com 0, 0,5, 1, 2, 5, 7 e 14 dias do inicio dos
tratamentos, ou seja, plantas cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia (controle 4gua, C/A) ou na presencga (controle sal,
S/A) de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (controle prolina, C/P) ou na presenca de sal (salino

prolina, S/P).

A andlise de expressdo por RT-qPCR revelou que todos os genes do metabolismo da
prolina foram expressos em todos o0s tratamentos/tecidos, no entanto, esses genes
apresentaram diferentes perfis de expressdo de acordo com o tecido e/ou tratamentos

Impostos.
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6.3.2.1. Expressao do gene p5csl

O estudo sobre a expresséo relativa do gene p5csl, nas folhas das plantas de sorgo do
tratamento controle/agua, mostrou que ao longo do tempo sua expressdo se manteve constante
ou sofreu pouca alteragdo (Figura 13A). Contudo, neste mesmo 6rgdo, a expressao relativa
desse gene, no tratamento salino/agua, se manteve praticamente constante até o 1° dia, porém,
a partir do 2° dia, seu nivel aumentou progressivamente, atingindo no 14° dia um alto nivel de
expressdo, que foi 7,7 vezes maior que aquele observado no tratamento controle/dgua. Ja no
tratamento salino acrescido com prolina, essa tendéncia de crescimento ndo se confirmou,
porém, no 14° dia de exposi¢do aos tratamentos, esse gene teve sua expressao relativa
fortemente elevada, sendo 45% maior que aquela do tratamento salino/dgua e cerca de 17

vezes aquele do tratamento prolina/agua.

As raizes apresentaram um padrdo de expressdo relativa do gene p5csl diferente
daquele apresentado nas folhas (Figura 13B). Primeiramente, nos dois controles
(controle/agua e controle/prolina) houve um aumento progressivo na expressdo desse gene do
2° até o 7° dia; contudo, no 14° dia, sua expressdo foi reduzida mais pronunciadamente no
tratamento com prolina (Figura 13B). Além disso, observou-se que no 5° e no 14° dia a
expressao do gene p5csl foi menor no controle/prolina que no controle/agua. Ainda nas
raizes, esse gene nas plantas do tratamento salino/agua, apresentou incrementos em sua
expressao a partir do 0,5° dia, alcangando seu maior nivel de expressao no 7° dia do inicio dos
tratamentos; porém aos 14 DAT esse gene diminuiu sua expressdo em cerca de 40%. Em
relacdo aos respectivos controle/agua, nos dias 7 e 14 do inicio dos tratamentos, a expresséo
relativa do gene p5csl no tratamento salino/agua foi, em média, cerca de 60% maior (Figura
13B). Ainda nas raizes, as plantas sob salinidade e tratadas com prolina (salino/prolina),
apresentaram expressao desse gene com pequenas variacfes ao longo do tempo de estresse,

porém, a partir do 2° dia, sua expressdo foi sempre inferior aquela do tratamento salino/agua;
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no 7° dia, a expressao relativa desse gene no tratamento salino/prolina foi apenas 12% daquela

do tratamento salino/agua.
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Figura 13. Expressao relativa do gene p5csl em folhas (A) e raizes (B) de plantas de sorgo cultivadas em solucdo nutritiva
na auséncia (D) 0uU na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (D) ou na presenca de
sal () nos tempos de coleta propostos. As barras representam a média * o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta,
diferencas significativas decorrentes do estresse salino séo indicadas por letras minusculas e diferencas significativas em

funcéo do tratamento com prolina s&o indicadas por letras maidsculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).
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O gene p5csl, responsavel pela sintese da isoenzima de sintese da prolina, a PSCS1,
de acordo com Gharsallah et al. (2016) é expresso com maior intensidade nos tecidos da parte
aérea, sendo fortemente induzido sob condicdes de alta salinidade, desidratacdo ou de estresse
de frio. No entanto, no presente estudo, a expressdo desse gene ao longo do tempo foi
fortemente aumentada pela salinidade, tanto nas folhas como nas raizes, porém, os picos de
expressao ocorreram em momentos diferentes. A partir do 2° dia de estresse, esse gene teve
sua expressdo aumentada em relagdo ao controle/agua em ambos os tecidos (Figura 13). Esses
aumentos em expressdo do gene p5csl pela salinidade foram concordantes com os aumentos
em atividade da P5CS também causados pela salinidade, tanto nas folhas quanto nas raizes e
nos dois tempos de coleta (Figura 9C, D). Em Arabdopsis, estudos com mutantes silenciados
no gene p5csl demonstraram que tais mutantes se tornaram hipersensiveis aos sais, ao
estresse osmotico e a deficiéncia hidrica (SZEKELY et al., 2008), fato que demonstra a
importancia desse gene na tolerdncia a estresses abioticos.

Nas folhas, aos 7 DAT, a reducdo observada na expressdo do gene p5csl no
tratamento salino/prolina, em relagdo ao tratamento salino (Figura 13A), esta de acordo com a
reducdo em atividade da P5CS (Figura 9C). Ja aos 14 DAT, no mesmo tratamento e tecido, a
superexpressdo do p5csl correlacionou-se com a recuperacdo em atividade da P5CS, embora
isso ndo tenha se refletido diretamente no contetdo de prolina (Figura 9A,C). Provavelmente,
0 ocorrido nas folhas aos 14 DAT seja reflexo da necessidade da planta, que ainda se encontra
sob salinidade, em continuar a producdo de prolina a qual fora reduzida entre a primeira e a
segunda coleta. Diferentemente do encontrado no presente trabalho, Nounjan et al. (2012)
perceberam que a prolina exogena regulou positivamente a expressao da P5CS nas folhas da
cultivar KDML105 de arroz.

E interessante destacar que, embora nas raizes os teores de prolina e de atividade da
P5CS ndo tenham sido alterados pelo tratamento com prolina exdgena, independentemente da

condicéo de cultivo, presenca ou auséncia de salinidade (Figura 9B, D), a expressao do gene
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p5csl foi afetada por esse tratamento (Figura 13). Isso implica que, mesmo que a expressao
tenha sido reduzida, o quantitativo enzimatico de P5CS tenha sido suficiente para manter a
resposta fisioldgica (producdo de prolina). E importante destacar que 0s processos de
transcrigdo e de sintese de proteinas sdo energeticamente dispendiosos (HUANG et al., 2015)
e redugbes no custo metabolico durante o estresse salino sdo indispensaveis para a
manutencéo da planta (SRIVASTAVA et al., 2015) sendo que, de alguma forma, o tratamento
com prolina tenha afetado essa redugdo na expressdao do gene. A causa da redugdo da
expressdo da p5csl motivada pelo tratamento com prolina nas condi¢fes acima descritas
podem ser ainda mais complexas, porém nossos resultados sao insuficientes para explicar o

fendmeno por completo.
6.3.2.2. Expressao do gene p5cs2

Nas folhas, diferentemente do gene p5cs1, cuja expressao aumentou com o tempo apos
inicio dos tratamentos, o gene p5cs2, correspondente a isoenzima P5CS2, teve sua expressdo
diminuida (Figura 14A). Nesses mesmos 0rgaos, as maiores expressdes desse gene ocorreram
aos 0,5 e 1 dia, sendo isto observado nos tratamentos controle/dgua e salino/agua. Ja no
tratamento com prolina, a expressdo do p5cs2 foi sempre baixa ao longo do periodo de estudo,
apresentando, porém, maiores niveis aos 2 e 5 DAT. Além disso, independentemente do
tratamento, aos 7 e 14 DAT os niveis de expressdo relativa desse gene foram extremamente
baixos, praticamente igual a unidade (Figura 14A). Ressalte-se que o tratamento com prolina,
independentemente do tratamento, causou, de modo geral, reducdo nos niveis de expressdo
desse gene.

Nas raizes, da mesma forma que nas folhas, os niveis de expressdo do gene p5cs2
foram decrescentes com o tempo de experimentacéo, e aos 7 e 14 DAT, sua expressao relativa

foi praticamente igual a zero (Figura 14B). De modo geral, 0s niveis de expressao desse gene
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foram mais baixos que os observados nas folhas e praticamente néo houve diferencgas entre os

tratamentos empregados.
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Figura 14. Expressdo relativa do gene p5cs2 em folhas (A) e raizes (B) de plantas de sorgo cultivadas em solugédo nutritiva

na auséncia (D) 0uU na presenca () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (D) ou na presenca de

sal () nos tempos de coleta propostos. As barras representam a média * o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta,

diferencas significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras minGsculas e diferengas significativas em

funcéo do tratamento com prolina s&o indicadas por letras maidsculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).
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Diferentemente do observado por Benitez et al. (2016), em plantas de arroz, o gene

p5cs2 de folhas e raizes de plantas de sorgo ndo teve sua expressdo aumentada pela salinidade
(Figura 14). Esses autores também observaram que, enquanto no genotipo tolerante ao
estresse salino houve aumento na expressao dos genes p5csl e p5c¢s2, no genotipo sensivel
iSSO ocorreu apenas no gene p5cs2. Esses resultados também foram diferentes dos observados
aqui, pois a salinidade induziu fortemente a expressao do gene p5csl, tanto nas folhas quanto
nas raizes (Figura 13). De acordo com Li et al. (2017), ao contrario do gene p5csl, o p5cs2
parece ser expresso apenas em condicbes especificas que, no entanto, podem conferir
tolerancia. Esses autores observaram que a colonizagdo de Medicago truncatula pelo fungo
endofitico, Pirisformospora indica, promove tolerancia a salinidade e isso se da pela

superexpressdo do p5cs2, o qual induz a sintese de prolina na planta (LI et al., 2017).

6.3.2.3. Expresséo do gene oat

Nas folhas, o gene oat, responsavel pela sintese da OAT, principal enzima da
biossintese de prolina pela chamada via da ornitina, foi expresso logo no inicio (0,5 DAT) em
todos os tratamentos (Figura 15A). O maior nivel de expressdao desse gene ocorreu no
tratamento salino/agua, seguido do tratamento controle/agua e nesses tratamentos houve uma
tendéncia de queda, porém, com algumas flutuacdes na expressdo desse gene em funcdo do
tempo de exposicdo aos tratamentos. Além disso, o tratamento de aspersdo das folhas com
prolina inibiu fortemente a expressdo do gene oat, tendo isso ocorrido principalmente no
tratamento prolina/salino até o 2° dia (Figura 15A). Do 5° dia em diante, a expressao relativa
desse gene foi praticamente a mesma em todos os tratamentos e com valores extremamente
baixos (em torno de 1).

Nas raizes, em média, o gene oat foi expresso com mais intensidade que nas folhas e,
de modo geral, o tratamento com prolina pouco alterou os niveis de expressao desse gene,

tanto no controle/agua como no controle/salino (Figura 15B). Nos dias 1 e 7, a expressdo
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desse gene foi aumentada pela salinidade, enquanto nos dias 5 e 7 essa expressao foi reduzida

pela salinidade, isso tudo independentemente do tratamento com prolina.
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Figura 15. Expressdo relativa do gene oat em folhas (A) e raizes (B) de plantas de sorgo cultivadas em solugéo nutritiva na
auséncia (D) € na presenga () de NaCl a 75 mM e tratadas com prolina a 30 mM na auséncia (|:|) e presenca de sal ()
nos tempos de coleta propostos. As barras representam a média + o erro padrdo. Em um mesmo tempo de coleta, diferencas
significativas decorrentes do estresse salino sdo indicadas por letras minUsculas e diferencas significativas em funcéo do

tratamento com prolina s&o indicadas por letras maidsculas, utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).
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Segundo Nada et al. (2010), a expressdo do gene oat e, consequente aumento nos
niveis da enzima OAT, podem contribuir para a tolerancia das plantas Vicia villosa a estresses
abidticos, pois esse gene esta diretamente envolvido no metabolismo da prolina, do glutamato
e da arginina (NADA et al., 2010). Muito embora a expressdo do gene oat tenha sido
historicamente relacionado com o acimulo de prolina em plantas sob estresses diversos seu
papel é um assunto a ser debatido (GINGUAY et al., 2017). Por exemplo, no estudo de
plantas de alcachofra de Jerusalem (Heliantus tuberosus L.), em que os niveis de transcritos
foliares e raizes de HtOAT foram reduzidos em condi¢Bes de estresse salino, ndo houve
requerimento na expressdo desse gene para a biossintese de prolina (HUANG et al., 2013).

A expressédo do gene oat nas folhas das plantas de sorgo do tratamento salino/prolina,
logo no inicio (0,5 e 1 dia) dos tratamentos (Figura 15A), sugere que este gene seja
importante nessa fase do desenvolvimento, sendo posteriormente substituido pelo gene p5csi,
0 qual tem sua expressao elevada a partir do 2° dia (Figura 13A). Portanto, a expressao do
gene oat e de seu produto génico pode desempenhar outros papeis além da biossintese da
prolina. Estudos com mutantes oat de A. thaliana indicam um papel para a OAT na sintese de
glutamato ao invés de na sintese de prolina e os autores enfatizam sua importancia na
reciclagem de nitrogénio (FUNCK et al., 2008). Por outro lado, os aumentos na expresséo do
gene oat no tratamento salino/dgua (Figura 15A) se relacionaram, pelo menos em parte, com
0s aumentos em atividade da OAT nas folhas (Figura 9E), bem como com os elevados teores
de prolina nas folhas das plantas de sorgo sob condi¢bes de salinidade (Figura 9A). As
reducdes observadas na expressdo do gene oat, nas folhas das plantas de sorgo do tratamento
salino/prolina, desde o inicio dos tratamentos (Figura 15A), pode ser um reflexo da
concentracdo demasiadamente alta de prolina exdgena utilizada na asperséo das folhas e que
resultou em um elevado teor de prolina no 7 ° dia (Figura 9A). No entanto, a diminuicdo na
expressao desse gene ndo resultou em diminuicdo na atividade da OAT no 7° dia, nas folhas

das plantas de sorgo do tratamento salino/prolina (Figura 9E). Nas raizes, a maior expressao
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do gene oat nas plantas de sorgo sob salinidade, isoladamente ou associada com o tratamento
com prolina, possivelmente contribuiu, pelo menos em parte, para uma maior atividade da
enzima OAT nessas condicGes (Figura 9F), bem como para os maiores teores de prolina
também nessas condigdes (Figura 9B). Ademais, as poucas diferencas na expressdo desse
gene nos tramentos salino/agua e salino/prolina foram concordantes com o fato da atividade
da atividade da OAT néo ser diferente nesses dois tratamentos (Figura 9F), bem como os

teores de prolina serem iguais em ambos os tratamentos (Figura 9B).

6.3.2.4. Expresséo do gene prodh

Nas folhas, o gene da prodh, responsavel pela sintese da enzima de degradagdo da
prolina, a ProDH, foi expresso em todos os tratamentos, principalmente nos tratamentos
controle/prolina e salino/prolina, desde o inicio do periodo experimental, sendo 0os maiores
niveis expressao alcancados aos 2 DAT (Figura 16A). A partir desse dia, os niveis de
expressao desse gene foram progressivamente diminuindo, atingindo, aos 14 DAT, o menor
nivel de expressdo relativa e valores de expressdo relativa em torno de 1. E interessante
destacar, que 0s mais altos niveis de expressdo do gene prodh se relacionaram aos mais altos
niveis da enzima ProDH nas folhas de plantas de sorgo dos tratamentos controle/prolina e
salino/prolina (Figura 9G), porém isso ndo foi suficiente para que os teores de prolina nesses
tratamenos fossem menores que seus respectivos controles (Figura 9A). E possivel que o
aumento na expressao do gene prodh nas plantas tratadas com prolina, que, ressalte-se, foi
empregada em uma concentracdo muito elevada (30 mM) seja uma possivel resposta contra
uma eventual toxicidade provocada por esse iminoacido. Nanjo et al. (2003), estudando
plantas de Arabdopsis mutantes para o gene prodh, concluiram que, para essa espécie existe
uma correlagdo dose-dependente entre a expressdao de prodh e o provimento de prolina.

Também em Arabdopsis, a expressdo dos dois genes prodh foi induzida pela salinidade e pelo
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aporte de prolina, sendo que a expressao do gene prodhl foi reprimida pelo estresse osmatico

(FUNCK et al., 2010).
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Figura 16. Expressao relativa do gene prodh em folhas (A) e raizes (B) de plantas de sorgo cultivadas em solugdo nutritiva
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tratamento com prolina sdo indicadas por letras maiusculas utilizando o teste de Tukey (P < 0,05).
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Nas folhas aos 14 DAT, a redugéo na expresséo dos transcritos do gene prodh (Figura

16A) foi condizente com a reducdo na atividade da ProDH em condicOes de salinidade,
independentemente do tratamento com prolina; porém, em auséncia de salinidade, os niveis
de atividade foram da mesma ordem de grandeza que aqueles do 7° dia (Figura 9G). Essa
reducéo na atividade da ProDH, juntamente com o aumento nas atividades das duas enzimas
de sintese, OAT e P5CS (Figuras 9C, E), contribuiu para que os niveis de prolina no
tratamento salino no 14° dia fossem maiores nos tratamentos salino/agua e salino/prolina que

aqueles dos respectivos controles (Figura 9A).

Em média, nas raizes, os niveis de expressao relativa do gene prodh foram menores
que aqueles nas folhas e praticamente a expressdo desse gene ndo foi influenciada pelo
tratamento com prolina (Figura 16B). Ainda nesses tecidos, esse gene foi expresso desde o
inicio do periodo experimental em todos os tratamentos e com valores de expressdo
relativamente iguais entre os tratamentos, pelo menos até o 2° dia (Figura 16B). Do 5° dia em
diante, a expressao relativa desse gene foi menor nos tratamentos salino/agua e salino/prolina,
0s quais ndo diferiram entre si, e atingiram no 14° dia um valor de expressdo 60% menor que
aqueles dos controles, que por também por sua vez ndo diferiram entre si. Esses mais baixos
niveis de expressdo do gene prodh foram concordantes com os mais baixos niveis da enzima
ProDH nas raizes, sob condi¢des salinas, tanto aos 7 quanto aos 14 DAT (Figura 9H). Esses
baixos niveis dessa enzima catabdlica da prolina, juntamente com os altos niveis das enzimas
de sintese P5CS e OAT (Figura 9D, F), sob condicdes salinas, foram responsaveis pelos
maiores teores de prolina nas raizes de plantas de sorgo nessas mesmas condigdes, tanto aos 7

quanto aos 14 DAT (Figura 9B).
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CONCLUSOES
Os efeitos deletérios da salinidade no crescimento e desenvolvimento das plantas foram
minimizados pela asperséo foliar de prolina, principalmente, quando na concentracéo de
30 mM;
Os tecidos foliares foram, em relacdo aos das raizes, 0s que mais que tiveram os efeitos
deletérios da salinidade minimizados pela aspersdo de prolina, 0 que ocorreu,
principalmente, aos 14 DAT,
Os efeitos benéficos da aspersdo de prolina nas plantas de sorgo se relacionaram com
parametros de trocas de gasosas mais favoraveis e maior eficiéncia nas homeostases
i6nica e hidrica e aumentos nos contetidos de compostos organicos nitrogenados e de
clorofila total;
Os resultados também demonstraram que a prolina exdgena altera a atividade das
enzimas P5CS e ProDH e que essa alteracdo, em grande parte, se relacionou com as

alteracdes na expressdo dos genes p5csl e prodh.
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