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RESUMO

Prolina endégena e exdgena em plantas de tabaco submetidas a deficiéncia
hidrica: respostas fisiolégicas, bioquimicas, moleculares e no perfil ionémico

A fim de mitigar os efeitos dos estresses ambientais, as plantas sintetizam e
acumulam solutos organicos, chamados osmoprotetores, como a prolina. O uso de
plantas transgénicas com alto acumulo enddégeno de prolina e também a aplicagao
exogena desse aminoacido tém se demonstrado benéficos em plantas sob estresses
abidticos. Por atuar no balangco redox, a biossintese de prolina poderia
substituir/complementar as vias de dissipagdo de energia, valvula de malato e
oxidase alternativa, pela regeneragéo do aceptor de elétrons NADP®, reduzindo os
efeitos dos estresses. Também, por seu efeito no aumento da tolerancia a
deficiéncia hidrica, os mecanismos responsaveis pelo aumento de prolina tem o
potencial de auxiliar na absorgdo de elementos minerais em plantas submetidas a
este estresse. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas fisioldgicas,
bioquimicas, moleculares e no perfil ionbmico de plantas de tabaco selvagens e
geneticamente modificadas para a superproducédo de prolina submetidas a
aplicagbes exdgenas desse osmolito sob deficiéncia hidrica. O experimento foi
realizado em casa de vegetacgao, utilizando um evento transgénico com expressao
constitutiva do gene VaP5CSF129A e o controle n&do transformado (selvagem), duas
doses de prolina: 0 e 10 mM e dois regimes hidricos: irrigado e deficiéncia hidrica.
Aos trinta dias apds o transplante das mudas para os vasos foram realizadas trés
aplicacbes foliares de prolina e trés dias apds a ultima aplicagéo a irrigagcao foi
suspensa por nove dias. Apos este periodo, as plantas foram reidratadas, avaliando-
se a recuperacdo destas 48 h apds a reidratacdo. Foram realizadas analises
fisiolégicas do conteudo relativo de agua, trocas gasosas foliares e biomassa,
avaliagdes bioquimicas do conteudo de prolina, peroxidacdo de lipideos, conteudo
de proteinas soluveis totais e de clorofila total. Foram avaliadas a expressao dos
genes P5CS1, P5CS2, P5CR, ProDH1, ProDH2, P5CDH, NADP-MDH, NAD-MDH,
AOX e o transgene VaP5CSF129A, as atividades das enzimas NADP-MDH e ProDH
e as razdes NADP*/NADPH e NAD*/NADH. Também foi determinado o contetido de
N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn e Zn no nono dia apds a suspensao da irrigagao.
As plantas transgénicas acumularam maior conteudo de prolina sob deficiéncia
hidrica e na recuperagdo do que as selvagens, sendo isto ainda maior com a
aplicacdo exogena. Este acumulo é relacionado com o aumento na expressédo dos
genes responsaveis pela biossintese de prolina, principalmente NtP5CS1, e pela
reducdo da expressao daqueles relacionados na sua via catabdlica, especialmente
NtProDHZ2. As plantas transgénicas foram menos afetadas pelo déficit hidrico e
exibiram maior poder de recuperagdo. NADP-MDH e AOX foram menos ativas nas
plantas transgénicas, principalmente com a aplicagao exdégena de prolina, sendo que
este aminoacido atuou como um mecanismo complementar/compensatorio para as
vias de dissipagao de energia. Com poucas excegdes, o conteudo dos elementos
minerais foi maior com a suplementacdo de prolina tanto nas plantas irrigadas e
como nas estressadas, mostrando que este tratamento influenciou mais o perfil
ionbmico das plantas de tabaco do que os regimes hidricos aplicados.

Palavras-chave: Nicotiana tabacum. Déficit hidrico. Osmorregulador.



ABSTRACT

Endogenous and exogenous proline in tobacco plants subjected to water
deficiency: physiological, biochemical, molecular and ionomic profile
responses

In order to mitigate the effects of environmental stresses, plants synthesize and
accumulate organic solutes, called osmoprotectors, such as proline. The use of
transgenic plants with a high endogenous accumulation of proline and also the
exogenous application of this amino acid has been shown to benefit plants under
various stresses. By acting on the redox balance, proline biosynthesis might
replace/complement the energy dissipation, malate valve and alternative oxidase
pathways, by regenerating the NADP™ electron acceptor, reducing the effects of
stress. Also, the biochemical mechanisms involved in the accumulation of this amino
acid, due to its effect in increasing the tolerance to water deficiency, might assist in
the absorption of mineral elements in plants under water deficit. The objective of this
study was to evaluate the physiological, biochemical, molecular and ionomic profile
responses of wild and genetically modified tobacco plants for overproduction of
proline submitted to exogenous applications of this osmolyte under water deficiency.
The experiment was carried out in a greenhouse, using a transgenic event with
constitutive expression of the VaP5CSF129A gene and the untransformed (wild)
control, two exogenous proline concentrations: 0 and 10 mM and two water regimes:
irrigated and deficiency water. Thirty days after transplanting the seedlings into pots,
three foliar applications of proline were performed and irrigation was suspended
three days after the last application for nine days. After this period, the plants were
rehydrated, evaluating the recovery of these 48 h after rehydration. Physiological
analyzes of relative water content, leaf gas exchange and biomass, biochemical
evaluations of proline content, lipid peroxidation, total soluble protein content and
total chlorophyll content were performed. The expression of the P5CS71, P5CS2,
P5CR, ProDH1, ProDH2, P5CDH, NADP-MDH, NAD-MDH, AOX and VaP5CSF129A
transgene, the activity of the enzymes NADP-MDH and ProDH and the ratios
NADP*/NADPH and NAD*/NADH were performed. The content of N, P, K, Ca, Mg, S,
B, Cu, Fe, Mn and Zn was also determined on the ninth day of irrigation suspension.
Transgenic plants accumulated a higher content of proline under water deficiency
and after recovery than wild plants, which was even greater with exogenous
application. The higher content of proline was caused by the increase in the
expression of the genes responsible for its biosynthesis, mainly NtP5CS1, and by the
reduction of the expression of those related to the catabolic pathway, especially
NtProDHZ2. Transgenic plants were less affected by the water deficit and exhibited
greater recovery ability. NADP-MDH and AOX were less active in transgenic plants,
mainly when exogenous application of proline was used, suggesting that this amino
acid acted as a complementary/compensatory mechanism for the energy dissipation
pathways. With few exceptions, the content of mineral elements was higher with
proline supplementation in both irrigated and stressed plants, showing that this
treatment had greater effect in the ionomic profile of tobacco plants compared to the
applied water deficit.

Keywords: Nicotiana tabacum. Water deficit. Osmoregulators.



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

A — Assimilagao liquida de CO,

ACP — Analise de componentes principais

AOX — Oxidase alternativa

B — Boro

BSA — Albumina de soro bovino

Ca — Calcio

CaMV 35S — Promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor

Chl — Clordfila

Ci — Conteudo intracelular de CO,

CRA — Conteudo relativo de agua

Cu — Cobre

DAT — Dias ap6s o transplante das mudas para os vasos

DH — Deficiéncia hidrica

DTT — Ditiotreitol

E — Transpiracao

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

EROS — Espécies reativas de oxigénio

ESTs — Etiquetas de sequéncias expressas

EUA — Eficiéncia do uso da agua

Fe — Ferro

Gs — Condutancia estomatica

GSA — Glutamato semi-aldeido

GUS — B-glucuronidase

G6P — Glicose-6-fosfato

G6PDH — Glicose-6-fosfato desidrogenase

HCI — Acido cloridrico

HEPES-KOH - Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanolssulfénico hidréxido de
potassio

Irr — Irrigado

K — Potassio

KCI — Cloreto de potassio

KOH — Hidréxido de potassio

MDA — Malondialdeido

Mg — Magnésio

MgCl, — Cloreto de magnésio

Mn — Manganés

MSPA — Massa seca da parte aérea

MSR — Massa seca da raiz

MST — Massa seca total

MTT — Brometo de metiltiazolildifenil-tetrazdlio

N — Nitrogénio

Na-acetato — Acetato de sodio

Na,COs-HCI — Carbonato de sddio hidrocloridrico

NAD* — Nicotinamida adenina dinucleotideo

NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido

NAD-MDH — Malato desidrogenase dependente de NAD"

NADP” — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato



NADPH
NADP-MDH
nptll

OAT

P

PAR

pb

PCR

PC1

PC2

PES
PMSF
PNOS
ProDH
PVP

P5C
P5CDH
P5CR
P5CS
Rec
RT-gPCR
S

SOD

TBA

TCA

TCA
Tris-HCI
Triton X-100
VpdL

VaP5CSF129A

Zn

— Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
— Malato desidrogenase dependente de NADP*
— Neomicina fosfotransferase Il

— Ornitina aminotransferase

— Fésforo

— Radiacéao fotossinteticamente ativa

— Pares de base

— Reacdo em cadeia da polimerase

— Componente principal 1

— Componente principal 2

— Etossulfato de fenazina

— Fluoreto de fenilmetilsulfonil

— Promotor do gene da nopalina sintase

— Prolina desidrogenase

— Polivinilpirrolidona

— Pirrolina-5-carboxilato

— A'-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase

— A'-pirrolina-5-carboxilato redutase

- A1-pirrolina-5-carboxi|ato sintetase

— Recuperagao

— PCR quantitativo em tempo real

— Enxofre

— Superoéxido dismutase

— Acido tiobarbitarico

— Acido tricloroacético

— Ciclo do acido tricarboxilico

— Tris (hidroximetil) aminometano hidrocloridrico
—4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietileno glicol
— Déficit de presséao de vapor

— P5CS de Vigna aconitifolia mutado

—Zinco



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

LISTA DE FIGURAS

Biossintese e catabolismo da prolina em plantas.............cc..........

Valvula de malato e oxidase alternativa (AOX) como vias de
dissipagcdo de energia na cadeia de transporte de elétrons no
cloroplasto e na mitocbndria, respectivamente.............cccccccee....

Temperaturas maxima, média e minima do ar (°C) durante o
periodo do experimento...........cooouviieieiiiiiie e

Conteudo de prolina nas folhas, nas raizes e conteudo de
malondialdeido (MDA) em dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos
(irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagdo de prolina
(=0 L0 N 221 TR

Conteudo de prolina nas folhas, nas raizes e conteudo de
malondialdeido (MDA) em dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) 48 h apos a reidratagao (irrigado e recuperagao)
sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mMM)........cccceveeeeeniiennenn.n.

Conteudo relativo de agua (CRA) de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes
hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagéao de
prolina (0 € 10 MM).....ouiiiiiiiie e

Conteudo relativo de agua (CRA) de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) 48 h apds a reidratagao (irrigado e
recuperacéo) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mM).........

Trocas gasosas foliares de dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos
(irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagdo de prolina
(0@ 10 MM).eee e ————————

Trocas gasosas foliares de dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) 48 h apos a reidratagdo (irrigado e recuperagao)
sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mMM).......ccceeeeeeeiniiennnnn.n.

Biomassa de dois gendtipos de tabaco (selvagem e
transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado
e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10

Expressao relativa de genes em folhas de dois gendtipos de
tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a diferentes
regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com
aplicacao de prolina (0 e 10 MM).......oooviiiiiiiiiiiiceee e,

32

41

53

54

95

56

58

59

61



Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Expressao relativa de genes em folhas de dois gendtipos de
tabaco (selvagem e transgénico) 48 h apds a reidratacéo
(irrigado e recuperagao) sem e com aplicagao de prolina (0 e 10

Atividade das enzimas NADP-MDH e ProDH em folhas de dois
gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a
diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e
com aplicagao de prolina (0 e 10 MM).........coooeiiiiiiiiiiiii,

Atividade das enzimas NADP-MDH e ProDH em folhas de dois
gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico) 48 h apos a
reidratacéo (irrigado e recuperagdo) sem e com aplicagado de
prolina (0 € 10 MM).....ouiiiiiiie e

Nucleotideos de piridina em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes
hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicacéo de
Prolina (0 € 10 MM).....eiiieiiei e e e

Nucleotideos de piridina em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) 48 h apds a reidratagao (irrigado e
recuperacao) sem e com aplicagao de prolina (0 € 10 mM).........

Conteudo dos elementos minerais nas folhas de dois gendtipos
de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a diferentes
regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com
aplicacao de prolina (0 e 10 MM).......cooviiiiiiiiiiiceee e,

Heatmap dos elementos minerais nas folhas de dois gendtipos
de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a diferentes
regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com
aplicacdo de prolina (0 e 10 MM)......oooeiiiiiiiiiciiie e,

Analise de componentes principais (ACP) dos elementos
minerais nas folhas de dois gendtipos de tabaco (selvagem e
transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado
e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10

67

69

70

71

72

103

104



Tabela 1 -

LISTA DE TABELAS

Descricdo dos genes e sequéncias dos iniciadores utilizados
para 0 RT-QPCR........ooii e



2.1
2.2
2.3
2.4

2.5
2.5.1
252
2.6

3.1

3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.3.4
3.3.5
3.3.5.1
3.3.5.2
3.3.6
3.3.7
3.3.7.1
3.3.7.2
3.3.7.3
3.3.7.4
3.3.8
3.3.9
3.3.10
3.3.10.1
3.3.10.2
3.3.11
3.3.12
3.3.13

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 16
REVISAO DE LITERATURA ..ot 18
Metabolismo de prolina.................cccoooiiiiiiii e, 18
Prolina e deficiéncia hidrica...........................cccii 20
Prolina @X0gena...............ouuiiiiiiiiiiii i 22
Plantas transgénicas visando o metabolismo de prolina para

tolerdncia @ao estresse..............oouuiiiiiii i 25
Vias de dissipacao de energia contra o estresse oxidativo........... 27
Valvula de malato............euvveiiiiiei e 27
Oxidase alternativa (AOX).....ccccoiiieieeeeeeeeeeeee e e e e eaeaaaaees 29
IONOMICA. ... .. 33

CAPITULO 1: Prolina complementa as vias de dissipacdo do
estresse oxidativo - valvula de malato e oxidase alternativa - em

plantas de tabaco submetidas a deficiéncia hidrica....................... 36
INErOAUGAO0. ... e 38
ODBjJELIVO..... .o e 39
ODbjJetivo geral.......ooo i 39
Objetivos eSPeCifiCOS........cooiiiiiiiiiii e 39
Material @ MEtodos...............coommiiiiii 39
Delineamento experimental...........c.cccoooiiiiiiiiiiii e 39
Materiais vegetais € preparo dOS VAsOS........ccceeveeeruiiiieieeeiiineeeeeeiinnns 40
Aplicacdo de ProliNa..........ceuueiiiiiiiiie e 41
Imposicao da deficiéncia hidrica............ooovoiiiiiiiiiii s 42
Avaliagoes fISIOIOQICAS. ......uurriiiiiiiiiiiiiie e 42
Conteudo relativo de agua (CRA)........cooviiiiiiiiiieeeeee e 42
Trocas gasosas fOliares........ccceevvieiiii i 43
BIOMASSA. ... e 43
Avaliagoes bioqQUIMICAS..........cuuueiiiiiiiiie e 44
Conteldo de ProliNa..... ... 44
Peroxidagc&o de lipideos. ........uvueeeiiiiiee e 44
Conteudo de proteinas soluveis totais............cccceeeiiiiieiiii e, 45
Conteudo de clorofila total.............c.oooriiiieiii e, 45
SElECA0 UE GENES.....oveeieeecii e 46
Desenho dos oligonucleotideos iniciadores...........ccccooeeeeeeeiiieiieeiiennne. 46
PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)..........coooiiiiiiiiiiie 47
Extracdo de RNA e sintese de cDNA.........cooomiiii i, 47
[ e | = O PP 47
Atividades enzimatiCas..........cccoeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 50
Conteudos de nucleotideos de piridina...........cccccovevviieeieiiiiiiieeeeeeeeine, 51

ANALISE EStatiStiCa. ... e, 51



3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.4.5
3.4.6
3.5
3.6
3.7

41
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.4
4.5
4.6

ResUltados.............coooiiii 52
AvaliagOes DIOQUIMICAS. ... ... e e e ee e 52
Avaliagoes fISIOIOGICAS. ......uuuriiiiiiiiiiiiiie e 55
BIOMASSA. ... i 60
Analise da expressao génica por RT-qPCR..........coviiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 61
Atividades enzimatiCas..........cccoeeeiiiiiiiiiii e 68
Nucleotideos de piridina...........c.ooooviiieiiiiiiiicceeeeeeee e 70
DiSCUSSAO0..... .ot 73
Consideragoes Finais..............oooooiiiiiiiiii 91
CONCIUSAO.........coiiieee e e e e e e e e e e e 94
CAPITULO 2: Efeitos da prolina no perfil ionomico foliar de
plantas de tabaco submetidas a deficiéncia hidrica....................... 95
INErOAUGAO0. ... 97
ODBJELIVO.......eeeiiiiiiiiiie e 98
Material @ MEtodos...............oooimiiiiii 98
Condugao do experimento...........oeviiviuiiiiiiieee e 98
Analise de elementos MINErais..............cooeeiiiiie e, 99
Analise estatistiCa.........ccoooiiiii i 99
ReSUAdOS. ..o 99
DiSCUSSAO0..... oot 106
CONCIUSAO.........coiiiee e e e e e e 113

REFERENCIAS...........co.ootoeieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 114



16

1 INTRODUGAO

As plantas sao frequentemente expostas a condicdes ambientais adversas,
ocasionando varios tipos de estresses abidticos devido ao excesso e/ou redugao da
disponibilidade de agua, nutrientes, luz, temperatura alta ou muito baixa, salinidade,
excesso de ions, metais pesados, entre outros (GOLLDACK et al., 2014). Esses
fatores interfferem no metabolismo das plantas e afetam a produtividade e o
rendimento das culturas. Assim, com o intuito de adaptar-se e mitigar os efeitos do
estresse, as plantas sintetizam alguns compostos, conhecidos como osmolitos ou
osmoprotetores. Estes, sdo solutos que se acumulam sob condigdes estressantes,
sem alterar o metabolismo celular e desempenham importante papel no ajuste
osmotico, na manutencdo da integridade das membranas, além de atuar na
eliminag&o de espécies reativas de oxigénio (EROS) (ALl; BANO; FAZAL, 2017).

A prolina é um aminoacido que atua como osmoprotetor protegendo as
plantas do estresse ambiental, além de participar de diversos processos fisioldgicos,
como por exemplo, ser um dos componentes na sintese proteica (BIANCUCCI et al.,
2015). Sua biossintese nas plantas ocorre através de duas vias: glutamato e
ornitina, no citosol, e o catabolismo acontece nas mitocondrias (REJEB; ABDELLY;
SAVOURE, 2014).

O uso de plantas geneticamente modificadas para se obter maior acumulo
enddégeno de prolina tem sido alvo de varias pesquisas. Com esse objetivo, uma
mutacdo no gene A'-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) de Vigna aconitifolia foi
realizada pela substituicdo de uma fenilalanina na posicdo 129 por uma alanina
(VaP5CSF129A), a fim de se reduzir a inibicdo do feedback do P5CS pela prolina
(ZHANG; LU; VERMA, 1995). A insercao desse gene mutado pode entéo, contribuir
para tolerancia das plantas aos diversos tipos de estresse, como a deficiéncia
hidrica.

A aplicagdo de prolina de forma exdégena também tem demonstrado
beneficiar as plantas por reduzir as consequéncias dos estresses ambientais. Isso
ocorre através do aumento do conteudo desse osmoprotetor endogeno por
mudangas na expressao de genes e na atividade de enzimas responsaveis pelo seu
metabolismo (YAN et al., 2011; HASANUZZAMAN et al., 2014). Entretanto, ha a
necessidade de avaliar se a aplicagado exégena fornece este aminoacido para atuar

diretamente na mitigacdo dos efeitos deletérios dos estresses ou ativa
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predominantemente a via de catabolismo da prolina, ocasionando o aumento da
producao de novo desse aminoacido através da maior disponibilidade de glutamato
formado a partir da sua oxidacéao.

Além disso, quando as plantas passam por estresses onde o transporte de
elétrons é afetado, um sistema conhecido como valvula de malato atua na
regeneragdo do aceptor de elétrons NADP" nos cloroplastos através da converséo
do oxaloacetato em malato pela enzima malato desidrogenase dependente de
NADP* (NADP-MDH) (SCHEIBE, 2004). O malato é transportado para a mitocondria
para ser reconvertido em oxaloacetato pela malato desidrogenase dependente de
NAD"* (NAD-MDH) produzindo NADH que ¢ Util na cadeia respiratéria e ativa a via da
oxidase alternativa (AOX) (WANG; VANLERBERGHE, 2013). Assim como esses
sistemas, o metabolismo de prolina também auxilia na manutengao dos niveis
adequados de NAD(P)*/NAD(P)H, sendo que niveis suficientes de NADP* mantém o
transporte de elétrons evitando danos no sistema fotossintético sob estresse (LIANG
et al., 2013). Sendo assim, pode ocorrer um sistema de compensacédo e/ou
complementariedade da biossintese de prolina e valvula de malato em plantas sob
estresse, atenuando os efeitos do mesmo.

Ainda, a deficiéncia hidrica também pode modificar o perfil ionbmico das
plantas através da reducdo da absorcdo, translocacdo e armazenamento de
elementos minerais, ocasionada principalmente pela diminuicdo das taxas de
transpiracdo e da permeabilidade das membranas (AHANGER et al., 2016). Apesar
da escassa informagao disponivel na literatura, tem sido demonstrado que a prolina
pode influenciar em uma maior absorgcdo de nutrientes em plantas estressadas,
especialmente quando aplicada de forma exdgena (ALl et al., 2008; PER et al.,
2017; MERWAD; DESOKY; RADY, 2018).

Diante da relevancia desse osmalito, torna-se importante a realizagcdo de
trabalhos que avaliem plantas com alto acumulo de prolina endoégena
comparativamente com plantas submetidas a aplicagao exégena deste aminoacido
para aumentar a nossa compreensao do papel da prolina em plantas em condi¢cbes

de deficiéncia hidrica.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Metabolismo da prolina

As plantas quando sofrem algum tipo de estresse desenvolvem adaptagdes
fenotipicas e fisiologicas como respostas para mitigar os efeitos do estresse. Uma
das respostas trata-se da sintese e acumulo de solutos organicos conhecidos como
osmoprotetores ou solutos compativeis, como prolina, glicina betaina, agucares,
entre outros (SZABADOS; SAVOURE, 2010; GOLLDACK et al., 2014; KHAN;
ASGHER; KHAN, 2014). Um nivel significativo de prolina em plantas expostas a
diferentes tipos de estresses abiodticos, como deficiéncia hidrica, salinidade, frio,
calor, metais pesados ja foi relatado, além desse soluto regular alguns genes
tolerantes a seca e a salinidade (SZABADOS; SAVOURE, 2010; IQBAL et al., 2014;
TEH et al., 2015).

A prolina € um aminoacido que além de ser um constituinte das proteinas,
também é importante para uma série de processos fisiolégicos envolvendo protegéo
contra estresse e controle redox, diminuindo os efeitos das EROS e da relagao
NAD(P)"/NAD(P)H (SZABADOS; SAVOURE, 2010; KAUR; ASTHIR, 2015).
Desempenha um papel importante regulando o ajuste osmatico, trabalhando como
uma chaperona molecular e protegendo a integridade de proteinas e enzimas
(SZABADOS; SAVOURE, 2010). Este aminoacido funciona como um soluto que
permite que o citoplasma permaneca hidratado em condi¢gdes de alta osmolaridade
externa (FICHMAN et al., 2015).

A biossintese de prolina nas plantas ocorre no citosol através de duas vias:
glutamato e ornitina (REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). Na via glutamato, a
biossintese de prolina tem inicio com a fosforilagdo do glutamato para formar y-
glutamil fosfato pela enzima y-glutamil quinase, que é reduzido a glutamato semi-
aldeido (GSA) pela acdo da enzima A’-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS),
utilizando NADPH, formando espontaneamente pirrolina-5-carboxilato (P5C). Este
P5C é reduzido a prolina pela catalise enzimatica da A’-pirrolina-5-carboxilato
redutase (P5CR) consumindo NAD(P)H. Na via ornitina, a enzima ornitina
aminotransferase (OAT) catalisa a reagdo de ornitina em GSA, e posteriormente, é
convertido em prolina via P5C (SZABADOS; SAVOURE, 2010). Porém, alguns

estudos mostram que em plantas, a biossintese de prolina ocorre exclusivamente
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através da via glutamato, principalmente sob estresse osmotico (FUNCK;
STADELHOFER; KOCH, 2008; REJEB; ABDELLY; SAVOURE, 2014). Sob
condicdes estressantes essa biossintese também pode ocorrer nos cloroplastos
(KISHOR; SREENIVASULU, 2014).

O catabolismo da prolina ocorre nas mitocdndrias e € realizado por duas
enzimas. A prolina desidrogenase (ProDH) catalisa a conversao de prolina em P5C,
utilizando FAD" como cofator. P5C é ent&o convertido a glutamato pela A'-pirrolina-
5-carboxilato desidrogenase (P5CDH), usando preferencialmente NAD®, mas
também pode consumir NADP* (FICHMAN et al., 2015). O glutamato pode ser
exportado ou convertido dentro das mitocondrias em a-cetoglutarato pela enzima
glutamato desidrogenase. Por fim, o a-cetoglutarato pode ser introduzido no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) e, dessa forma, a prolina representa um substrato para a
cadeia respiratoria (SCHERTL et al., 2014). Pela via da ornitina, o P5C formado a
partir da acdo da ProDH é convertido em ornitina pela acdo da OAT. A ornitina é
direcionada para formagdo de arginina para ser introduzida no ciclo da ureia
(SZABADOS; SAVOURE, 2010) (Figura 1).

Figura 1 - Biossintese e catabolismo da prolina em plantas.
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Abreviagdes: Glu, glutamato; GSA, glutamato semi-aldeido; P5C, pirrolina-5-carboxilato; Pro, prolina;
P5CS, A1-pirrolina-5-carboxi|ato sintetase; P5CR, A1-pirrolina-5-carboxilato redutase; ProDH, prolina
desidrogenase; P5CDH, A'-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase; Orn, ornitina; OAT, ornitina
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Fonte: Autor. Adaptado de Per et al. (2017).
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Em Arabidopsis thaliana, duas isoformas do gene chave da biossintese de
prolina foram identificadas e s&o consideradas as principais em plantas: P5CS1, que
€ responsavel pela biossintese de prolina sob estresse abidtico e P5CS2, que
funciona como gene de manutengdo inicial no desenvolvimento das plantas
(SZABADOS; SAVOURE, 2010). Essas duas isoformas de P5CS também foram
identificadas em tabaco (Nicotiana tabacum) com as mesmas funcdes (DOBRA et
al.,, 2011). A P5CS é uma enzima limitante da via biossintética e esta sujeita a
inibicdo por feedback pela prolina (ZHANG; LU; VERMA, 1995). Para a segunda
enzima, P5CR, duas isoformas foram também identificadas bioquimicamente,
embora n&o esteja claro se as duas isoformas s&o originarias de um unico gene
(MURAHAMA et al., 2001).

Com relagdao ao catabolismo da prolina, dois genes homélogos foram
identificados para codificar a ProDH (ProDH1 e ProDHZ2) em Arabidopsis thaliana e
Nicotiana tabacum, enquanto os dados de outras espécies de plantas ainda sao
escassos. Em contraste, a enzima que catalisa o segundo passo da degradacgao da
prolina (P5CDH) é codificada por um gene de cépia unica, embora atividades de
P5CDH com caracteristicas diferentes em Nicotiana plumbaginifolia e milho (Zea
mays) foram identificadas, nao ficando claro se ambas as atividades surgem de um
unico gene ou de um segundo gene P5CDH presente nessas espécies (FORLANI;
SCAINELLI; NIELSEN, 1997; MITCHELL et al., 2006; VERBRUGGEN; HERMANS,
2008).

2.2 Prolina e deficiéncia hidrica

Nas plantas sob condi¢cdes de estresse ambiental, o metabolismo de prolina
€ regulado através de um equilibrio entre seu anabolismo e catabolismo. A
biossintese € promovida e o seu catabolismo é suprimido durante o estresse (WANG
et al., 2015). A maioria dos mecanismos reguladores do metabolismo da prolina age
no nivel transcricional e consegue distinguir entre condigdes fisiolégicas normais e
estresse. A chave para essa distincdo é a capacidade de detectar e responder a
diferentes entradas por varias vias de sinalizacdo que resultam na expressao ou
ativagao de fatores de transcrigao especificos (FICHMAN et al., 2015).

Em Arabidopsis thaliana, por exemplo, foram identificados alguns genes

envolvidos no metabolismo desse soluto, como P5CS17 que foi induzido por estresse
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hidrico e salino, e duas isoformas de ProDH, onde ProDH1 é considerada a principal
isoforma envolvida na degradagdo desse osmolito, sendo sua expresséo reduzida
sob deficiéncia hidrica (FUNCK; ECKARD; MULLER, 2010). Em diferentes gendtipos
de algodao (Gossypium hirsutum) submetidos a seca, observou-se um aumento
significativo nos niveis de prolina e na atividade da P5CS em folhas dos gendtipos
tolerantes e sensiveis a seca, enquanto que a atividade de ProDH diminuiu. Na
recuperacao, a atividade de P5CR e OAT aumentou minimamente e os niveis de
prolina e a atividade de P5CS e P5CR diminuiram quase que iguais aos seus
respectivos controles, ao passo que a atividade da ProDH aumentou (PARIDA et al.,
2008). Um maior numero de transcritos de P5CS foi encontrado nas primeiras horas
de estresse por déficit hidrico em folhas de Arabidopsis thaliana e foi sendo reduzido
conforme um tempo maior de exposicdo ao estresse, sendo que essa expressao foi
baixa no tecido radicular (PER et al., 2017). Isso indica que os perfis de expressao
diferencial desse gene sob estresse e em diferentes tecidos sugerem fortemente que
0s genes desempenham papéis distintos com base na resposta e desenvolvimento
do estresse. Além disso, a expressao dos genes envolvidos no metabolismo de
prolina também sofre interferéncia de fatores de transcricdo e promotores induzidos
ou nao por determinado estresse (FICHMAN et al., 2015).

Por se tratar de um osmorregulador vital nas plantas, o transporte de prolina
deve influenciar a tolerancia das plantas contra as condigdes de estresse (SHARMA;
VILLAMOR; VERSLUES, 2011). A distribuicdo de prolina entre os diferentes
compartimentos da célula n&o € uniforme e esse aminoacido é distribuido dentro da
planta por transporte de longa distancia ao longo de feixes vasculares e localmente
por transporte através da membrana plasmatica ou dos plasmodesmas (PER et al.,
2017). O ProT, transportador especifico de prolina, pertence a superfamilia de
transportadores de aminoacidos, encontra-se na membrana plasmatica e
provavelmente esta envolvido no transporte desse soluto intercelular e de longa
distdncia (RENTSCH; SCHMIDT; TEGEDER, 2007; SHARMA; VILLAMOR,;
VERSLUES, 2011). O transporte inter e intracelular de prolina é critico para manter a
homeostase celular, mas o movimento intracelular desse aminoacido desempenha
um papel importante no aumento da resisténcia ao estresse. Em milho (Zea mays)
sob deficiéncia hidrica, por exemplo, a deposicdo de prolina na zona de
alongamento das raizes ndo ocorreu devido ao aumento da sua biossintese, mas
devido a melhora no seu transporte (VERSLUES; SHARP, 1999). Em videira (Vitis
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vinifera), o acumulo de prolina ocorreu pelo aumento do transporte ou maior
atividade das enzimas da via biossintética, pois ndo se observou aumento na
expresséo do gene P5CS (STINES et al., 1999).

Outro fator que atua no acumulo de prolina e pode atenuar os efeitos dos
estresses abidticos sdo os fitohormbnios. Em trigo (Triticum aestivum) sob estresse
hidrico e salino, a aplicagdo exdgena de acido indolacético induziu o acumulo de
prolina (SADIQOV; AKBULUT; EHMEDOV, 2002). Em tabaco (Nicotiana tabacum),
os niveis de citocinina foram reduzidos com a deficiéncia hidrica, porém, essa
reducao foi menor em plantas transformadas para superexpressao do gene P5CS
que apresentaram um aumento na tolerancia ao estresse (DOBRA et al., 2010). O
etileno também vem sendo estudado e ha relatos de que este interage com outras
moléculas de sinalizagdo e regula o acumulo de prolina, realizando o ajuste
osmotico sobre estresse (CUI et al., 2015). O acido abscisico é outro fitohormdnio
que pode influenciar na produgao de prolina, regulando a expressao de P5CS e
P5CR em plantas durante o estresse abidtico (VERSLUES; BRAY, 2006). O acido
salicilico também demonstrou induzir o metabolismo de prolina e confere tolerancia
as plantas contra a seca. Em Brassica juncea sob deficiéncia hidrica, a aplicagao de
acido salicilico aumentou o acumulo de prolina, as caracteristicas fotossintéticas
foram melhoradas (fotossintese liquida, conduténcia estomatica, concentracdo de
CO;, intercelular e atividade da Rubisco), além do aumento da area foliar, massa
seca e diminui¢cdo do estresse oxidativo (NAZAR et al., 2015).

Enquanto a prolina compreende menos de 5% do total de aminoacidos livres
em plantas em condigdes regulares, a sua concentragdo pode aumentar em até 80%
sob diferentes tipos de estresse (MEENA et al., 2019). Dessa forma, ha diversos
fatores, como aqui mencionados, que agem no acumulo da prolina para que esse
aminoacido possa mitigar os efeitos da deficiéncia hidrica ao desempenhar suas
varias fungdes protetoras, como osmoprotetor, estabilizando estruturas celulares,
enzimas, eliminando EROS, mantendo o equilibrio redox, além de auxiliar no

desenvolvimento das plantas (MEENA et al., 2019).

2.3 Prolina exégena

Em situagdes estressantes, o acumulo de prolina nas plantas varia de

especie para espécie e pode ser cem vezes maior do que na situagao controle.
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Assim, a aplicacéo de prolina de forma exdgena é considerada uma técnica simples
que pode beneficiar as plantas, provocando toleréncia e atenuando os efeitos
causados pelo estresse (ZOUARI et al., 2019). Ha relatos que esta aplicagdo pode
promover aumento dos niveis endégenos de prolina, transcricdo dos genes P5CS e
P5CR e reducédo na atividade das enzimas antioxidantes (NOUNJAN; NGHIA;
THEERAKULPISUT, 2012; HASANUZZAMAN et al., 2014).

A aplicagao exdgena de prolina na concentragdo de 30 mM em milho (Zea
mays) sob déficit hidrico aumentou o teor de acgucar, 6leo, proteinas, fibras, as
concentragbes de compostos antioxidantes e eliminou radicais livres (ALl et al.,
2013). Em ervilha (Pisum sativum), a suplementacdo com prolina (4 mM)
proporcionou aumento no rendimento e na concentracdo de proteinas soluveis,
aumentou o sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico, melhorou a producgao e
translocacdo de fotoassimilados em plantas submetidas a seca (OSMAN, 2015). A
pulverizagao foliar com 6 mM de prolina em feijao-caupi (Vigna unguiculata) auxiliou
no crescimento e rendimento, aumentou o conteudo de clorofila, carotendides,
nutrientes da parte aérea e das sementes, conteudo relativo de agua, atividade de
enzimas antioxidantes e conteudo de prolina quando as plantas foram expostas a
deficiéncia hidrica (MERWAD; DESOKY; RADY, 2018).

Em meldo (Cucumis melo) sob estresse salino, a aplicagdo de prolina
exdégena manteve a integridade das membranas celulares, reduziu o teor de
peréxido de hidrogénio e malondialdeido, aumentou o peso fresco e seco, teor de
clorofila, fotossintese liquida e eficiéncia do fotossistema Il (YAN et al., 2011). Kaya
et al. (2007) verificaram nessa mesma cultura que a aplicagdo de prolina na
concentracao de 10 mM proporcionou aumento no crescimento e na produtividade,
sendo esse desempenho creditado a maior absorgao e acumulo de potassio, calcio
e nitrogénio e a redugéo de sbédio na parte aérea sob condi¢gdes de estresse salino.
Também em mel&do, a concentracdo de 12 mM foi eficiente em reduzir o efeito
estressante causado pela salinidade da agua de irrigagdo, resultando em um
aumento na produgéo (LACERDA et al., 2012).

Em petunia (Petunia hybrida) transformada com a inser¢ao do gene P5CS
de Arabidopsis thaliana (AtP5CS), a aplicagdo de prolina resultou em aumento do
acumulo desse aminoacido em plantas selvagens e transgénicas, sendo que as
plantas transgénicas mostraram um acumulo 18 vezes maior (YAMADA et al., 2005).

Ja em feijao (Phaseolus vulgaris), a aplicagao exdgena de prolina (50 uM) foi efetiva



24

na redugéo dos efeitos inibitorios do selénio, levando a uma melhoria significativa no
crescimento de plantulas, sugerindo que este aminoacido faz parte de um dos
mecanismos que regem o crescimento. Além disso, o dano da membrana foi
significativamente reduzido, acompanhado por aumento no teor de agua foliar e de
clorofila (AGGARWAL et al., 2011). Em milho, houve protegdo das mudas contra
choque-térmico, aumentando a porcentagem de sobrevivéncia das mesmas (LI;
DING; DU, 2013). Pequenas concentragcbes de prolina exdgena (20 uM)
promoveram o crescimento radicular, sendo que esse aminoacido foi capaz de
modular o tamanho da zona meristematica da raiz em Arabidopsis thaliana,
modulando a relagao entre divisao celular e diferenciagao celular (BIANCUCCI et al.,
2015). A forma exdgena de adigdo desse soluto também mostrou efeitos positivos
em meio de cultura (JAIN et al., 2001) e no tratamento de sementes de trigo
(KAMRAN et al., 2009).

Entretanto, ha duvidas se essa aplicagao exdgena fornece este aminoacido
para atuar diretamente na mitigacdo dos efeitos deletérios dos estresses ou ativa a
via de catabolismo da prolina, ocasionando o aumento da produgao de novo desse
aminoacido através da maior disponibilidade de glutamato formado a partir da sua
oxidacdo. Além disso, cada molécula de prolina oxidada pode produzir 30
equivalentes de ATP (ATKINSON, 1977) contribuindo para a fosforilagdo oxidativa,
além de doar elétrons para a cadeia de transporte de elétrons respiratorios (HARE;
CRESS, 1997).

Apesar da fungdo essencial da prolina no metabolismo das plantas, o
acumulo demasiado desse aminoacido nos tecidos vegetais e/ou seu fornecimento
exogeno em doses excessivas pode causar efeitos toxicos (MEENA et al., 2019).
Essa toxicidade pode ser devida a repressao de genes envolvidos em fungdes-
chave do metabolismo da planta, como a fotossintese ou sintese de proteinas
associadas a parede celular (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Os sintomas da
intoxicagdo incluem alteracdo na ultraestrutura dos cloroplastos e mitocondrias,
inibicdo do crescimento e divisdo celular, bem como morte celular programada
(HARE; CRESS; VAN STADEN, 2002; DEUSCHLE et al., 2004).

Portanto, € essencial determinar concentragdes ideais de prolina que
proporcionem efeitos benéficos as plantas, sendo que concentragcdes 6timas desse
aminoacido podem ser dependentes de espécies ou gendtipos (ZOUARI et al.,
2019).
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2.4 Plantas transgénicas visando o metabolismo de prolina para tolerancia ao
estresse

Plantas transgénicas contém um ou mais genes de outra espécie
introduzidos por meio da técnica de transformagéo genética. A sequéncia do gene
inserido é conhecida como transgene. Através desta técnica, uma nova
caracteristica pode ser inserida na planta e transmitida para seus descendentes
(RANI; USHA, 2013).

A engenharia genética tem desenvolvido plantas geneticamente modificadas
visando o metabolismo de prolina que permitem melhorar o conhecimento dos
fatores moleculares que modulam essas vias biologicas. Além disso, permitem
entender o papel desse aminoacido na tolerancia das plantas a estresses abidticos
visando maior produtividade das culturas (KISHOR; SREENIVASULU, 2014).

A utilizagdo dessas plantas transgénicas e sua contribuigdo na tolerancia ao
estresse tem sido o foco de muitos pesquisadores. Ha varios relatos de plantas que
foram transformadas com a inser¢do de genes da via metabdlica da prolina de
outras espécies, conferindo maior acumulo do osmdlito e tolerdncia a estresses
abidticos: soja (Glycine max) com o gene P5CR de Arabidopsis thaliana (AtP5CR)
resultando em maior resisténcia ao calor e seca (RONDE et al., 2004); batata
(Solanum tuberosum) com P5CS de Arabidopsis thaliana (AtP5CS) (HMIDA-SAYARI
et al., 2005); Arabidopsis thaliana com P5CS de Phaseolus vulgaris (PvP5CS)
(CHEN et al., 2013); soja com o gene P5CS de Solanum torvum (StP5CS) (ZHANG
et al., 2015); Panicum virgatum com inser¢cdo do gene P5CS de Puccinellia
chinampoensis (PcP5CS) (GUAN et al., 2018).

Com o objetivo de se obter maior acumulo enddégeno de prolina em plantas,
uma mutagdo no gene P5CS de Vigna aconitifolia foi realizada pela substituicdo de
uma fenilalanina na posigdo 129 por uma alanina (VaP5CSF129A), a fim de se
reduzir a inibicdo do feedback do P5CS pela prolina (ZHANG; LU; VERMA, 1995).
Esse gene foi inserido em algumas plantas que mostraram a eficacia da mutagao.
Em laranja (Citrus sinensis), a inser¢cao desse gene mutado resultou em maior
acumulo de prolina, ajuste osmético, maior taxa fotossintética e melhor tolerancia ao
déficit hidrico (MOLINARI et al., 2004). Em trigo (Triticum aestivum) observou-se
reducao da peroxidacao lipidica da membrana e nos danos gerados por EROS
durante deficiéncia hidrica (VENDRUSCOLO et al., 2007). Ja em sorgo (Sorghum
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bicolor), as plantas transgénicas foram capazes de lidar melhor com o estresse
salino do que os controles ndo transformados, protegendo as atividades das
enzimas da via fotossintética e antioxidantes (REDDY et al., 2015). O mutante
VaP5CSF129A também foi inserido em tabaco (Nicotiana tabacum) sob controle do
promotor constitutivo CaMV 35S, onde as plantas transgénicas acumularam mais
prolina e exibiram maior tolerancia ao déficit hidrico (CVIKROVA et al., 2013;
BORGO; MARUR; VIEIRA, 2015).

O tabaco é uma das plantas mais transformadas geneticamente e serve
como organismo modelo para outras espécies (RANI; USHA, 2013). E um
alotetraploide com um grande genoma. Como espécie, Nicotiana
tabacum (2n=4x=48) evoluiu através da hibridagcdo dos ancestrais de Nicotiana
sylvestris (2n=24, doadora materna) e Nicotiana tomentosiformis (2n=24, doadora
paterna) (SIERRO et al., 2014). Varios sdo os fatores que levaram essa planta a
tornar-se um organismo modelo. Ha anos atras, e até nos dias atuais, o tabaco é
uma cultura histérica e economicamente importante e isso fez com que se tornasse
muito conhecida e estudada, tornando-se um modelo na ciéncia das plantas
(DHINGRA et al., 2009).

Com relagdo a sua importancia econ6mica, o Brasil lidera o ranking de
exportacdo mundial de tabaco, mantendo-se nessa posi¢dao ha anos. Também o
pais € destaque na produtividade, onde a cultura mostra sua magnitude para a
geracao de renda e emprego nas regides do Brasil, especialmente no sul, com cerca
de 150 mil produtores envolvidos no cultivo do tabaco, com uma producéo total de
632 mil toneladas, resultando em uma renda de R$ 6,28 bilhdes aos produtores na
safra 2017/2018 (SINDITABACO, 2019). O cultivo é realizado em uma grande
amplitude de climas, entretanto, ndo tolera geada e necessita de temperatura média
diaria entre 20 e 30°C para um bom desenvolvimento. A cultura é sensivel ao
encharcamento e exige solos bem arejados, drenados e férteis (OLIVEIRA; COSTA,
2012). Apesar ser uma planta classificada com metabolismo fotossintético C3, o
tabaco apresenta altas taxas fotossintéticas e elevadas atividades das enzimas
descarboxilases necessarias para a fotossintese C4 (BROWN et al., 2010).

E uma planta de ciclo curto, cerca de trés a quatro meses, e produz milhares
de sementes (SIERRO et al, 2014). O tabaco possui alta capacidade de
regeneragao quando cultivado in vitro e por esse motivo é tdo utilizado na cultura de

tecidos (DHINGRA et al., 2009). Devido a métodos de transformagdo bem
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estabelecidos, possui facil propagacao, além de ter o genoma sequenciado (RANI;
USHA, 2013). Em virtude, principalmente de seu protocolo de regeneracéao eficaz, o
tabaco foi a primeira planta a ser transformada. Essa planta deu inicio a uma era de
pesquisa e tornou-se uma hospedeira para estudar e testar genes para projetar

resisténcia a varias formas de estresse (DHINGRA et al., 2009).

2.5 Vias de dissipagao de energia contra o estresse oxidativo

2.5.1 Valvula de malato

Os diversos tipos de estresses abidticos, como a deficiéncia hidrica, afetam
o sistema fotossintético das plantas. A fotossintese € um processo dividido em duas
etapas: fotoquimica e bioquimica. A etapa fotoquimica, conhecida também como
fase clara, € responsavel pela producdo de ATP e NADPH que serao utilizados na
etapa seguinte — a bioquimica, onde ocorre a sintese dos carboidratos. Na fase
clara, quando a luz solar & absorvida pelos pigmentos fotossintéticos, como a
clorofila, ocorre a excitagdo e inicia-se o transporte de elétrons energizados do
fotossistema |l para o fotossistema | através de transportadores de elétrons. O
transporte de elétrons e a oxidagdo da agua causam acumulo de prétons que ativam
a enzima ATP sintase resultando na producdo de ATP e, no fotossistema | sao
gerados equivalentes redutores via fotorredugdo de NADP® catalisada pela
ferredoxina redutase (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O déficit hidrico ocasiona desestruturacédo das membranas e um acumulo de
equivalentes redutores no cloroplasto, impedindo o transporte de elétrons. Isso pode
acarretar estresse oxidativo celular a partir da formacdo de EROS. As plantas
possuem varios mecanismos para a dissipagcdo do excesso de elétrons para
proteger o aparato fotossintético, sendo que esses equivalentes redutores podem
ser transferidos para a mitocéndria através de processos que operam entre os dois
compartimentos (DINAKAR et al., 2016). A valvula de malato € um exemplo desse
sistema que utiliza os equivalentes redutores e, o excesso de elétrons dos
cloroplastos é exportado para as mitocondrias, onde sdo oxidados pela cadeia
transportadora de elétrons da respiragao, permitindo a manutencao das altas taxas

fotossintéticas, além de equilibrar a relacdo ATP/NADPH para evitar fotoinibicdo sob
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varios tipos de estresse (SCHEIBE, 2004; NOCTOR; PAEPE; FOYER, 2007) (Figura
2).

O malato e o oxaloacetato sdo os dois metabdlitos mais importantes
envolvidos no transporte redox entre os cloroplastos, as mitocéndrias e o citosol
(DINAKAR et al., 2016). A enzima malato desidrogenase dependente de NADP*
(NADP-MDH) é a enzima chave da valvula de malato, onde ela realiza a converséo
do oxaloacetato em malato usando NADPH, facilitando a regeneragao do aceptor de
elétrons NADP™ nos cloroplastos, particularmente quando a assimilacdo de CO, é
restrita. O malato é transportado para a mitocéndria para ser reconvertido em
oxaloacetato pela NAD-MDH produzindo NADH™ que é util na cadeia respiratoria
(SCHEIBE, 2004).

Quando NADP® ou outros aceptores de elétrons estdo indisponiveis, o
superéxido é o primeiro radical livre a ser formado através da redugdo do oxigénio
molecular. Com isso, 0 excesso de prétons e elétrons e a indisponibilidade dos
aceptores faz com que ocorra a formagao de outros radicais a partir do superoxido.
Assim, a reoxidacdo de NADPH para NADP® realizada pela valvula de malato é
importante para equilibrar a relagcdo ATP/NADPH e manter a homeostase redox, pois
com a regeneragéo do aceptor NADP®, este realizara a drenagem do excesso de
prétons e elétrons acumulados sob estresse reduzindo o estresse oxidativo
(STRAND et al., 2015). A ativagdo de NADP-MDH e, consequentemente, da valvula
de malato s&o altas somente quando ha escassez de NADP* (SCHEIBE, 2004).

Outro mecanismo que pode complementar a agcédo da valvula de malato pelo
aumento da disponibilidade de NADP* como aceptor final da cadeia de transporte de
elétrons fotossintético é a via biossintética de prolina (SZABADOS; SAVOURE,
2010). Ronde et al. (2004) mostraram que plantas transgénicas com superexpressao
de P5CS apresentaram maiores quantidades de NADP®. Como ja mencionado,
muitas condigbes estressantes fazem com que as plantas apresentem baixa
disponibilidade de NADP* aumentando o acumulo de protons e elétrons, levando a
formacdo de EROS. Com isso, a grande quantidade de prolina acumulada nas
folhas pode ser consequéncia da necessidade da regeneragdo do NADP*. O
glutamato é reduzido a prolina para reoxidar o NADP®, evitando a interrupgéo do
fluxo de elétrons e a produgao dessas espécies reativas de oxigénio. A prolina pode

ser oxidada para glutamato nas mitocondrias auxiliando na produgdo de ATP e o
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excesso desse aminoacido pode ser enviado para outros 6rgdos, como as raizes
(SIGNORELLI, 2016).

Assim, a prolina pode atuar como um mecanismo
complementar/compensatorio para a valvula de malato. A analise de plantas de
Arabidopsis thaliana mutantes com nocaute do gene NADP-MDH revelou outros
mecanismos para lidar com o excesso de equivalentes redutores, dentre eles a
biossintese de prolina (HEBBELMANN et al., 2012). Entretanto, a contribui¢do da
prolina em comparagdo com a valvula de malato na regeneragdo do NADP™ no
cloroplasto € algo que precisa de uma investigagdo mais aprofundada
(SIGNORELLI, 2016).

2.5.2 Oxidase alternativa (AOX)

A respiragcao mitocondrial pode atuar como um mecanismo que permite com
que a planta enfrente as variagdes no metabolismo sob déficit hidrico (BHARGAVA;
SAWANT, 2013). As mitocdndrias séo responsaveis pela respiragdo celular que gera
a energia necessaria para as atividades celulares. Neste processo, a glicose
produzida na fotossintese é degradada no citosol formando piruvato através da
glicdlise. O piruvato é transportado para a mitocondria para que ocorra a segunda
etapa da respiragdo: o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), onde o piruvato sera
oxidado formando gas carboénico (CO;), agua (H2O), FADH, e NADH. Por fim,
FADH, e NADH liberarao elétrons na cadeia de transporte de elétrons para sintetizar
ATP, reduzindo o oxigénio (O2) a H,O (VANLERBERGHE, 2013).

O transporte de elétrons é realizado por quatro complexos proteicos:
complexo | - desidrogenase do NADH, que oxida os elétrons de NADH e os transfere
para a ubiquinona; complexo Il - desidrogenase do succinato, onde os elétrons
gerados pela oxidacdo do succinato s&o transferidos via FADH, para o pool de
ubiquinona; complexo Il - oxidoredutase do citocromo c, que vai oxidar a ubiquinona
reduzida (ubiquinol) e transferir elétrons para o complexo 1V, que se trata da oxidase
terminal, reduzindo O, a H,O. A cadeia de transporte de elétrons é acoplada a
translocacdo de protons e, a partir da energia liberada nesse processo ocorre a
fosforilagdo oxidativa, que é a sintese de ATP (complexo V — ATP sintase)
(VANLERBERGHE, 2013) (Figura 2).



30

Outra oxidase terminal esta presente nas mitocondrias além do complexo IV
— a oxidase alternativa (AOX). Quando a via AOX é utilizada, os complexos Ill e IV
da cadeia de transporte de elétrons séo ignorados e os elétrons sao diretamente
transferidos para o oxigénio (BHARGAVA; SAWANT, 2013). Neste processo, a AOX
€ capaz de oxidar diretamente o ubiquinol e reduzir O, a H,O. Quando acontece
esse fluxo de elétrons do ubiquinol para AOX ndo ocorre bombeamento de prétons,
pois os complexos Ill e IV responsaveis por esse bombeamento sdo ignorados,
reduzindo drasticamente o rendimento de energia (ATP) (VANLERBERGHE, 2013).
Dessa forma, a AOX é considerada um sistema dissipador de energia, pois € um
caminho n&o fosforilativo, sendo um processo importante para as plantas sob
diferentes estresses ambientais. Ela € um marcador de estresse oxidativo celular,
impede a geracdo de EROS nas mitocéndrias, pois atua para prevenir a redugao
excessiva dos componentes da cadeia de transporte de elétrons que leva ao
desemparelhamento de elétrons (BHARGAVA; SAWANT, 2013).

AOX é codificada por uma pequena familia de genes, composta por duas
subfamilias distintas denominadas AOX7 e AOX2. A expressao do gene AOX7a em
tabaco e Arabidopsis thaliana é altamente responsiva ao estresse abidtico e bidtico,
bem como a disfun¢gdes no metabolismo respiratério (CLIFTON; MILLAR; WHELAN,
2006).

Estresses abiodticos, como a deficiéncia hidrica, sdo conhecidos por elevar a
quantidade de AOX, apoiando a ideia de que tais estresses afetam a funcao
mitocondrial e que a AOX pode representar uma importante resposta de
aclimatagcao. Em Nicotiana sylvestris, houve um pequeno aumento da quantidade da
proteina AOX, sendo que a respiragao total diminuiu sob seca, de modo que a AOX
foi responsavel por uma maior porcentagem do fluxo total de elétrons (GALLE et al.,
2010). Plantas de tabaco selvagem submetidas ao déficit hidrico resultaram em
aumento progressivo da quantidade de transcritos de AOX17a e de proteina conforme
aumento da intensidade do estresse. Ja as plantas transgénicas com nocaute do
gene AOX, sofreram mais danos celulares do que as selvagens, além de
apresentarem menor poder de recuperagdo quando reidratadas (WANG;
VANLERBERGHE, 2013). Esses autores também observaram um aumento na
atividade de NAD-MDH. Isso pode ser explicado pelo fato dessa enzima servir de
suporte para importagcao do excesso de poder redutor do citosol para a mitocéndria
(WANG; VANLERBERGHE, 2013).
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Quando a assimilagao de CO, é impedida pelo estresse, a mitocdndria pode
desempenhar um papel importante na oxidacdo do excesso de redutores do
cloroplasto, via malato/oxaloacetato (valvula de malato) para posterior oxidagao por
AOX (WANG; VANLERBERGHE, 2013) (Figura 2). Dessa forma, foi proposto que
AOX faca parte de um mecanismo fotoprotetor, permitindo desempenho
fotossintético eficiente (ARAUJO; NUNES-NESI; FERNIE, 2014). Além disso, as
plantas tém saidas diferentes para descartar equivalentes redutores em excesso dos
cloroplastos para evitar ou minimizar os danos causados as membranas dos
tilacoides por fotoinibigdo (DINAKAR; RAGHAVENDRA; PADMASREE, 2010).
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Figura 2 - Valvula de malato e oxidase alternativa (AOX) como vias de dissipagéo de
energia na cadeia de transporte de elétrons no cloroplasto e na mitocondria,
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Fonte: Autor. Adaptado de Zhang et al. (2017).

Como mencionado, a prolina pode compensar/complementar as vias de
dissipacdo de energia, principalmente a valvula de malato, evitando estresse
oxidativo pela liberacdo de aceptores de elétrons em sua via biossintética. Em
contraste, o fluxo de elétrons gerado a partir da oxidagdo da prolina no seu
catabolismo nas mitocéndrias é principalmente direcionado para a via AOX e nao
contribuem eficientemente para sintese de ATP (LAUNAY et al., 2019). Além disso,
a aplicagdo de prolina exdégena pode aumentar o catabolismo desse aminoacido

produzindo glutamato, o qual podera passar por um processo de transaminagao,
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formando piruvato que ira alimentar o ciclo TCA. Neste ciclo, sdo gerados
equivalentes redutores que podem ser dissipados pela AOX (SIGNORELLI, 2016).
Por fim, o processo de degradacao da prolina pode ativar a via AOX também como
de forma de atenuar os efeitos dos estresses ambientais, fato este que necessita de

maiores estudos.

2.6 londmica

Os sistemas bioldgicos sao regidos pelo genoma através do transcriptoma,
que estabelecera as proteinas que serdo produzidas - o proteoma. Este, por sua
vez, ira definir o metaboloma e o ionoma do sistema, resultando na expressao de
genes e proteinas, metabdlitos e elementos minerais de um organismo em
condigdes ambientais especificas, seja sob estresse ou ndo (SALT et al., 2008).

A ionbmica é definida como uma medigdo quantitativa da composigao
elementar de organismos vivos e as mudangas nesta composigcao em resposta a
estimulos fisiologicos, ao estagio de desenvolvimento e modificagdes genéticas.
Sendo assim, a iondmica busca compreender a conexao fisiologica e genética entre
um elemento e sua absorcdo, transporte e acumulo nas plantas submetidas a
diferentes condigdes ambientais (ARDINI et al., 2013).

Os nutrientes minerais, os quais sao avaliados através da analise ionOmica,
sdo elementos que podem minimizar os efeitos negativos do estresse através do seu
envolvimento em varias atividades metabdlicas, desempenhando um papel na
modulagdo dos componentes de varias vias de sinalizagcdo (ANJUM; LOPEZ-LAURI,
2011). Os elementos minerais considerados essenciais para as plantas sao divididos
em macronutrientes e micronutrientes. Nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) sdo os macronutrientes e considerados
componentes celulares cruciais, necessarios em grandes quantidades.
Os micronutrientes, como boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco
(Zn) sédo necessarios em quantidades menores (MORGAN; CONNOLLY, 2013). ON
€ um dos principais macroelementos necessario para o crescimento e
desenvolvimento adequado das plantas, sendo o principal componente estrutural
das proteinas, coenzimas, clorofila, pirimidinas, purinas e acidos nucléicos
(AHANGER et al., 2016). O P é indispensavel para o crescimento, pois tem um papel

importante na preservagao e transferéncia de energia no metabolismo da planta por
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ser um dos componentes da molécula adenosina trifosfato (ATP), responsavel pelo
armazenamento de energia (WANG et al., 2015). O K desempenha um papel vital na
manutengado do estado hidrico da planta, movimentos estomaticos, osmorregulagao
e estabilidade de membranas (EREL et al., 2015). O Ca esta envolvido no
desenvolvimento da parede celular, membrana plasmatica, crescimento celular,
ativagdo de enzimas e atua como molécula de sinalizagdo de fatores ambientais e
horménios (LISUMA; MBEGA; NDAKIDEMI, 2020). A principal fungdo do Mg é como
um componente da molécula de clorofila, sendo essencial para manutencdo da
atividade fotossintética das plantas, além de ser cofator para muitas enzimas
(WANG et al., 2020). O S é outro elemento essencial necessario para a formacgao de
clorofila, enzimas, proteinas e aminoacidos (RIFFAT; AHMAD, 2018). Dentre os
micronutrientes, o B é constituinte da parede celular, regula a biossintese de lignina,
diferenciagcao do xilema e integridade das membranas (SILVA et al., 2010). O Cu
atua nas cadeias de transporte de elétrons fotossintética e respiratéria, detecgao de
etileno, parede celular, assimilacdo de N e protecdo contra o estresse oxidativo,
sendo cofator de enzimas como a superdxido dismutase (SOD), uma das principais
enzimas antioxidantes (CuzZn-SOD) (SUN et al., 2017). O Fe esta envolvido na
producgao de clorofila e € um componente e cofator de muitas enzimas associadas a
transferéncia de energia, reducao de nitrogénio, formagéo de lignina e antioxidantes,
como a Fe-SOD (AHANGER et al., 2016). O Mn é cofator de varias enzimas do ciclo
do acido tricarboxilico (TCA) e da via do acido chiquimico que levam ao processo
biossintético de metabdlitos secundarios. Também esta envolvido na atividade
fotossintética, transporte de elétrons e na atividade antioxidante pela Mn-SOD
(UPADHYAYA et al.,, 2012). O Zn atua como um componente metalico funcional,
estrutural ou cofator de um grande numero de enzimas, como CuZn-SOD, anidrase
carbdnica, RNA polimerase, e ainda participa do metabolismo de carboidratos,
auxinas e sintese de proteinas (SILVA et al., 2010).

Os elementos minerais sdo normalmente obtidos do solo através das raizes
das plantas, mas muitos fatores podem afetar a absorcdo desses nutrientes. Dentre
esses fatores pode-se citar a quimica e a composicao dos solos, a disponibilidade
dos nutrientes, conteudo de agua, pH, compactagdo e diversas perturbagdes
ambientais (MORGAN; CONNOLLY, 2013). O déficit hidrico reduz a absorgéao e

transporte de nutrientes minerais basicamente pela diminuicdo das taxas de
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transpiracao e alteragdo da fungao dos transportadores de membrana (AHANGER et
al., 2016).

A prolina, além de atuar como uma molécula osmoprotetora e mitigar os
efeitos de varios tipos de estresse, como a deficiéncia hidrica, também pode auxiliar
no aumento do conteudo de elementos minerais nas plantas (MERWAD; DESOKY;
RADY, 2018). Esses autores observaram que o déficit hidrico em feijao-caupi (Vigna
unguiculata) reduziu os teores dos nutrientes N, P e K em relagcdo as plantas
irrigadas, sendo que a aplicagdo de prolina exégena na concentragdo de 6 mM
auxiliou na absorgao desses macronutrientes sob estresse hidrico. Ainda, plantas de
milho (Zea mays) submetidas a deficiéncia hidrica apresentaram uma diminui¢ao
nos teores de N, P, K, Ca e Mg, tendo a aplicagcdo de 30 e 60 mM de prolina
aumentado a quantidade enddégena desse aminoacido e promovido a absorg¢ao de
todos os macronutrientes em condigdes de estresse hidrico (ALl et al., 2008). Neste
caso, estes autores sugeriram que a prolina influenciou no aumento da taxa de
transpiracdo das folhas, criando uma tensao da agua necessaria para a absorgéao
radicular dos nutrientes essenciais da solug¢ao do solo.

Dessa forma, € importante compreender se o acumulo de prolina pode
modificar a absorcdo, transporte e disponibilidade de elementos minerais nas
plantas, e auxiliar no entendimento de processos metabdlicos dos vegetais em

diferentes condicbes ambientais.
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3 CAPITULO 1

Prolina complementa as vias de dissipag¢ao do estresse oxidativo - valvula de
malato e oxidase alternativa - em plantas de tabaco submetidas a deficiéncia

hidrica

RESUMO

O acumulo de prolina € uma resposta das plantas com o intuito de aliviar os efeitos
prejudiciais da deficiéncia hidrica. Por esse motivo, plantas transgénicas que
acumulam altos niveis enddégenos de prolina e a aplicagdo exdgena desse
aminoacido tém sido estudadas. A fim de evitar o estresse oxidativo ocasionado pelo
déficit hidrico, as plantas utilizam vias de dissipagdo de energia, como a valvula de
malato e oxidase alternativa; e a prolina pode vir a compensar/complementar essas
vias por atuar no equilibrio redox das células. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares de plantas
de tabaco selvagens e geneticamente modificadas para a superproducao de prolina
submetidas a aplicagbes exogenas desse osmolito sob deficiéncia hidrica. O
experimento foi realizado em casa de vegetagao, utilizando um evento transgénico
com expressao constitutiva do gene VaP5CSF129A e o controle nao transformado
(selvagem), duas doses de prolina: 0 e 10 mM e dois regimes hidricos: irrigado e
deficiéncia hidrica. Aos trinta dias apds o transplante das mudas para os vasos
foram realizadas trés aplicagbes foliares de prolina e trés dias apds a ultima
aplicacao a irrigagao foi suspensa por nove dias. Apds o periodo de déficit hidrico,
as plantas foram reidratadas e 48 h apods a reidratagdo avaliou-se também a
recuperagcado. Foram realizadas analises fisiolégicas do conteudo relativo de agua,
trocas gasosas foliares e biomassa, avaliagdes bioquimicas do conteudo de prolina,
peroxidacao de lipideos, conteudo de proteinas soluveis totais e de clorofila total.
Foram avaliadas a expresséao dos genes P5CS1, P5CS2, P5CR, ProDH1, ProDH?2,
P5CDH, NADP-MDH, NAD-MDH, AOX e o transgene VaP5CSF129A, as atividades
das enzimas NADP-MDH e ProDH e as razdes NADP*/NADPH e NAD*/NADH. As
plantas transgénicas acumularam maior conteudo de prolina sob deficiéncia hidrica
e na recuperagdo do que as selvagens, sendo este ainda maior com a aplicagéo
exdgena. Isto foi causado pelo aumento na expressao dos genes responsaveis pela
biossintese de prolina, principalmente P5CS71, e a redugcdo dos genes da via
catabolica, especialmente ProDH2. A aplicagdo de prolina exdgena reduziu os
efeitos negativos do déficit hidrico na atividade fotossintética e proporcionou maior
acumulo de biomassa em ambos os gendtipos, sendo que as plantas transgénicas
foram ainda menos afetadas e exibiram maior recuperacédo. A prolina atuou como
um mecanismo complementar/compensatério para as vias de dissipagao de energia
que foram menos utilizadas na deficiéncia hidrica pelo acumulo deste aminoacido
nas plantas. NADP-MDH e AOX foram menos ativas nas plantas transgénicas com
alto acumulo enddégeno de prolina do que nas selvagens, e a aplicagdo exégena de
prolina reduziu ainda mais a expressao desses genes e a atividade de NADP-MDH.

Palavras-chave: Osmoprotetor. Estresse. NADP-MDH. AOX.
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ABSTRACT

Proline complements the dissipation pathways of oxidative stress - malate

valve and alternative oxidase - in tobacco plants subjected to water deficiency

The accumulation of proline is a response of plants in order to alleviate the injurious
effects of water deficiency. For this reason, transgenic plants that accumulate high
endogenous levels of proline and the exogenous application of this amino acid have
been studied. In order to avoid oxidative stress caused by water deficit, plants use
energy dissipation pathways, such as the malate valve and alternative oxidase; and
proline can compensate/complement these pathways by acting on the redox balance
of cells. In this context, the objective of this work was to evaluate the physiological,
biochemical and molecular responses of wild and genetically modified tobacco plants
for overproduction of proline submitted to exogenous applications of this osmolyte
under water deficiency. The experiment was carried out in a greenhouse, using a
transgenic event with constitutive expression of the VaP5CSF129A gene and the
untransformed (wild) control, two exogenous proline concentrations: 0 and 10 mM
and two water regimes: irrigated and deficiency water. Thirty days after transplanting
the seedlings into pots, three foliar applications of proline were performed and
irrigation was suspended three days after the last application for nine days. After the
water deficit period, the plants were rehydrated and 48 h after rehydration recovery
was also evaluated. Physiological analyzes of relative water content, leaf gas
exchange and biomass, biochemical evaluations of proline content, lipid peroxidation,
total soluble protein content and total chlorophyll content were performed. The
expression of the P5CS1, P5CS2, P5CR, ProDH1, ProDH2, P5CDH, NADP-MDH,
NAD-MDH, AOX and VaP5CSF129A transgene, the activity of the enzymes NADP-
MDH and ProDH and the ratios NADP*/NADPH and NAD*/NADH were performed.
Transgenic plants accumulated a higher content of proline under water deficiency
and in recovery than wild plants, which was even greater with exogenous application.
This was caused by the increase in the expression of the genes responsible for the
proline biosynthesis, mainly P5CS7, and the reduction of genes in the catabolic
pathway, especially ProDH2. The application of exogenous proline reduced the
negative effects of water deficit on photosynthetic activity and provided greater
biomass accumulation in both genotypes, with transgenic plants being even less
affected and showing greater recovery. The proline acted as a
complementary/compensatory mechanism for the energy dissipation pathways that
were less used in water deficiency due to the accumulation of this amino acid in
plants. NADP-MDH and AOX were less active in transgenic plants with high
endogenous proline accumulation than in wild plants, and the exogenous application
of proline further reduced the expression of these genes and the activity of NADP-
MDH.

Keywords: Osmoprotector. Stress. NADP-MDH. AOX.
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3.1 Introducgao

A deficiéncia hidrica € um dos principais fatores ambientais que acarreta a
reducdo do crescimento e a produtividade das culturas, interferindo no metabolismo
vegetal através, principalmente, da diminuigdo da atividade fotossintética, respiragéo
e absorgao de nutrientes, resultando em menor produgédo de biomassa (FURLAN et
al., 2020).

Uma das principais respostas das plantas ao déficit hidrico envolve a
manutengao do equilibrio osmoético para compensar a perda de pressao de turgor. O
turgor € mantido por meio do ajuste da elasticidade da parede celular e/ou do
potencial osmoético por meio do acumulo de solutos, como a prolina (BERGER,;
PALTA; VADEZ, 2016). A prolina € um aminoacido que, dentre varias fungdes, atua
como osmoprotetor (PER et al., 2017). A prolina acumulada durante a deficiéncia
hidrica aumenta a resisténcia ao estresse por meio do alivio da desidratagcdo dos
tecidos pelo ajuste osmético celular, bem como a prote¢do das membranas celulares
proteinas e enzimas do efeito prejudicial da redugdo de &agua nas células
(BANDURSKA et al., 2017). O acumulo de prolina nas plantas pode ocorrer de forma
mais expressiva através do uso de plantas geneticamente modificadas para
superprodugao endogena desse aminoacido ou pela aplicagao de prolina exdgena, e
ambas as formas podem aumentar a tolerancia das culturas a seca (PER et al,,
2017).

Como efeito da deficiéncia hidrica, a reducdo da fotossintese acarreta o
acumulo de equivalentes redutores (NAD(P)H) no cloroplasto. Uma forma pela qual
o cloroplasto pode dissipar equivalentes redutores é por meio da valvula de malato.
Através da acédo da enzima NADP-MDH, o malato é exportado do cloroplasto para
que seja oxidado na mitocondria, ativando a via da oxidase alternativa (AOX). Neste
mecanismo, também ocorre a regeneragéo de aceptores de elétrons (NA(D)P') que
irAo manter o transporte de elétrons evitando danos no sistema fotossintético sob
estresse (ZHAO et al., 2020). A via biossintética de prolina utiliza equivalentes
redutores e libera aceptores de elétrons, enquanto seu catabolismo fornece esses
equivalentes (FORLANI et al., 2019). Dessa forma, uma hipdtese a ser testada é
verificar se 0 metabolismo de prolina pode compensar e/ou complementar vias de
dissipagao de energia, como a valvula de malato, mantendo o equilibrio redox entre

os compartimentos celulares.
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Finalmente, € de grande relevancia avaliar plantas com alto acumulo
endogeno de prolina e plantas submetidas a aplicacédo exdégena deste aminoacido
para compreender os varios mecanismos pelo qual a prolina pode influenciar na

tolerancia a deficiéncia hidrica.

3.2 Objetivo

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares de plantas de
tabaco selvagens e geneticamente modificadas para a superprodugdo enddégena de

prolina submetidas a aplicagbes exdégenas desse osmalito sob deficiéncia hidrica.

3.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o efeito do déficit hidrico em plantas de tabaco selvagens e
transgénicas, sem e com aplicacdo exogena de prolina, através do conteudo de
prolina, MDA, CRA, trocas gasosas foliares e acumulo de biomassa.

Avaliar o perfil transcricional dos genes envolvidos na biossintese e
catabolismo da prolina (P5CS, P5CR, ProDH e P5CDH), valvula de malato (NADP-
MDH), NAD-MDH, oxidase alternativa (AOX) e o transgene VaP5CSF129A, as
atividades das enzimas NADP-MDH e ProDH e as razées NAD(P)"/NAD(P)H em
funcdo do aumento da produgdo enddgena e da aplicagdo exdgena de prolina em
plantas submetidas a deficiéncia hidrica.

Verificar a influéncia da prolina enddégena e exdgena nas vias de dissipagao
de energia - valvula de malato e oxidase alternativa - durante o déficit hidrico em
comparagao com plantas irrigadas.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Delineamento experimental

O experimento foi realizado no Campus Il da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), em Presidente Prudente - SP, no periodo de janeiro a abril de 2018,
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em condi¢cdes de casa de vegetacgao, localizada a 22°06’59”S, 51°27'02"W e altitude
de 475 m.

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, composto
por dois materiais vegetais: um evento transgénico e o controle ndo transformado
(selvagem), duas doses de prolina: 0 e 10 mM, e dois regimes hidricos: irrigado
(condi¢des normais de suprimento de agua, mantendo o solo nos vasos com 100%
da capacidade de campo) e suspensdo da irrigagao por nove dias (deficiéncia
hidrica), resultando em oito tratamentos com dez repeti¢des cada, totalizando oitenta
parcelas. Cada parcela foi representada por um vaso plastico contendo 5 kg de terra
vegetal (Bioterra) com uma planta por vaso.

3.3.2 Materiais vegetais e preparo dos vasos

Foram utilizadas sementes da quarta geracdo do evento transgénico de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) cultivar Petit Havana SR1, obtidas por transformacé&o
mediada por Agrobacterium tumefaciens, estirpe EHA 105, realizada por Borgo,
Marur e Vieira (2015). O vetor binario utilizado foi o pBI121-P5CSF129A (ZHANG,;
LU; VERMA, 1995) contendo o gene P5CS de Vigna aconitifolia (VaP5CSF129A)
mutado na posicdo 129 com a substituicdo de uma fenilalanina por uma alanina para
reduzir a inibicdo do feedback do P5CS pela prolina, sob controle do promotor
constitutivo CaMV 35S, o gene reporter da B-glucuronidase (GUS) também sob
controle do promotor CaMV 35S, e o gene nptll, o qual confere resisténcia na planta
ao antibidtico canamicina, sob controle do promotor PNOS, além do controle nao
transformado.

As sementes foram submetidas a tratamento de quebra de dorméncia por
hipdxia, ficando submersas durante 72 h em agua destilada, no escuro e a 6°C.
Apos esse periodo, foram semeadas em bandeja plastica com substrato Bioplant,
composto por turfa de sphagnum, fibra de coco, casca de arroz, casca de Pinus,
vermiculita e nutrientes. As mudas foram transplantadas para vasos plasticos com 5
kg de terra vegetal (Bioterra) cinquenta dias apdés a semeadura (duas mudas por
vaso). A terra vegetal apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH 6,6
(CaCl,); 50,1 g dm™ de matéria organica; 380 mg dm™ de P resina; 218,1 mg dm™
de S-S0O,%; 10,2 mmol, dm™ de H+Al; 19,9 mmol, dm™ de K; 228,5 mmol, dm™ de
Ca; 47,3 mmol. dm™ de Mg; SB (soma de bases) de 292,1 mmol. dm™; CTC
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(capacidade de troca de cations) de 302,4 mmol. dm; 96,6% de saturacdo por
bases (V); 1,13 mg dm™ de B; 2,80 mg dm™ de Cu; 56,00 mg dm™ de Fe; 3,90 mg
dm™ de Mn e 11,10 mg dm™ de Zn.

Apos estabelecimento das mudas, realizou-se o desbaste deixando apenas
uma planta por vaso. A reposigado da agua nos vasos foi diaria, mantendo em 100%
da capacidade de campo todos os vasos até o momento da imposi¢cao do déficit
hidrico. Os valores das temperaturas maxima, média € minima do ar durante o

periodo do experimento estdo apresentados na figura a seguir (Figura 3).

Figura 3 - Temperaturas maxima, média e minima do ar (°C) durante o periodo do

experimento.
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As temperaturas estdo apresentadas como a média de cada més durante o perido do experimento.
Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

3.3.3 Aplicacao de prolina

Aos trinta dias apds o transplante das mudas para os vasos (30 DAT), foram
realizadas trés aplicacdes foliares de solugdo aquosa de prolina (L-Proline, Sigma-
Aldrich) na dose de 10 mM, sendo uma aplicagdo por dia durante trés dias
consecutivos (MOUSTAKAS et al., 2011). Cada planta foi pulverizada com 25 mL de

solucdo e as plantas que nao receberam prolina foram pulverizadas com a mesma
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quantidade de agua destilada. As aplicagbes foram realizadas com pulverizador
costal a bateria (PJB-20, Jacto), sempre no final da tarde de cada dia.

3.3.4 Imposicao da deficiéncia hidrica

A imposicado da deficiéncia hidrica foi iniciada trés dias apos a ultima
aplicacao de prolina (35 DAT), onde os vasos dos tratamentos irrigados foram
mantidos com 100% da capacidade de campo e nos tratamentos com deficiéncia
hidrica a irrigagao foi suspensa por nove dias. A umidade do solo foi monitorada
diariamente a partir do inicio do déficit hidrico utilizando um sensor (EmS50G,
Decagon Devices) e foi progressivamente reduzida.

Nove dias apds a suspenséao da irrigagao (44 DAT), o solo apresentou 20%
de umidade em relacédo aos vasos irrigados. Neste dia, foram realizadas avaliagbes
fisiologicas (item 4.5) entre as 9 h e 11 h da manh4, e logo apds, a coleta do material
vegetal para posteriores analises moleculares e bioquimicas (trés repeticdes por
tratamento). Para essa coleta, a terceira folha totalmente expandida de cada planta
(do apice para a base) foi retirada, congelada em nitrogénio liquido e armazenada
em ultrafreezer a -80°C. As raizes foram separadas da parte aérea, lavadas em
agua corrente até que toda a terra vegetal fosse retirada, foram congeladas em
nitrogénio liquido e também armazenadas a -80°C.

Apoés as coletas, restaram sete plantas por tratamento. Essas plantas foram
reidratadas para avaliacdo da recuperagdo. Apds 48 h da reidratagdo (46 DAT),
foram realizadas nas plantas reidratadas e nas que permaneceram irrigadas durante
todo o experimento avaliagdes fisioldgicas (item 4.5) entre as 9 h e 11 h da manh3, e
logo apds, a coleta do material vegetal para posteriores analises, como descrito
acima (trés repetigdes por tratamento). Apds a recuperagéo, as quatro plantas por
tratamento restantes foram coletadas para analise de biomassa (item 4.6).

3.3.5 Avaliagoes fisiologicas

3.3.5.1 Conteudo relativo de agua (CRA)

O conteudo relativo de agua (CRA) foi avaliado para determinar a

porcentagem de agua na folha. Cinco discos foliares de 9 mm de diametro foram
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coletados da sexta folha (do apice para a base) de cada planta e pesados
imediatamente apds a coleta, correspondendo a massa fresca da amostra (Mf). Em
seguida, os discos foliares foram colocados em tubos de ensaio com 10 mL de agua
destilada, permanecendo submersos por 24 h e pesados para obtencdo da massa
da folha sob saturagdo de agua (Msat). Por fim, as amostras foram secas em estufa
com circulagéo de ar a 60°C durante 24 h, resultando na massa seca (Ms). O CRA
foi calculado segundo Larcher (2000): CRA = (Mf — Ms) / (Msat — Ms) x 100 (%).

3.3.5.2 Trocas gasosas foliares

As analises de trocas gasosas foliares foram realizadas na terceira folha
totalmente expandida, entre as 9 h e 11 h da manh3a, avaliando medidas pontuais de
fotossintese (A — assimilagdo liquida de CO,, umol CO, m'23'1), condutancia
estomatica (Gs, mol H,O m?s™"), contetudo intracelular de CO, (Ci, ppm),
transpiracdo (E, mmol H,O m?s™) e eficiéncia do uso da agua (EUA = A/E, ymol
CO, mmol H,O m?s™). Para estas avaliacdes foi utilizado um analisador de gases
por infravermelho (Li-6400XTR, Li-Cor), sob irradiagdo de 1000 pmol m?s’ e
concentracdo de CO,de 400 ppm. As condicbes ambientais durante as analises no
nono dia de suspensao da irrigacdo foram PAR (radiagdo fotossinteticamente ativa)
800 pymol m™s™", temperatura do ar entre 27 e 28°C, temperatura da folha 27,94 +
0,9°C, umidade 67,59 + 3,3% e déficit de pressao de vapor (VpdL) 1,14 + 0,4 kPa.
Durante as analises de recuperagdo (48 h apds a reidratagdo) as condigbes
ambientais foram PAR (radiagdo fotossinteticamente ativa) 800 pmol m™2s™,
temperatura do ar entre 27 e 28°C, temperatura da folha 27,87 + 0,4°C, umidade
70,32 + 2,9% e déficit de pressao de vapor (VpdL) 0,58 + 0,3 kPa.

3.3.6 Biomassa

Ao final do experimento (46 DAT) realizou-se a coleta das plantas restantes
(quatro repeticées por tratamento) para avaliagdo da massa seca da parte aérea
(MSPA, g), massa seca da raiz (MSR, g) e massa seca total (MST = MSPA + MSR).
A parte aérea foi separada das raizes e, em seguida, as raizes foram lavadas em
agua corrente até que toda terra vegetal fosse retirada. Para a obtencdo da massa

seca, as folhas e raizes foram armazenadas em sacos de papel e mantidas em
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estufa com circulacdo de ar a 60°C até obtencdo de massa constante, utilizando
uma balanga de precisédo para a pesagem do material posterior a secagem.

3.3.7 Avaliacbes bioquimicas
3.3.7.1 Conteudo de prolina

A determinacdo de prolina nas folhas e raizes foi feita de acordo com a
metodologia descrita por Bates, Waldren e Teare (1973). Foram macerados 50 mg
de tecido vegetal em nitrogénio liquido, adicionados 5 mL de &cido sulfosalicilico
(3%), agitados vigorosamente em vértex e permaneceram 15 min em repouso. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 7500 rpm por 3 min. Foram retirados 2
mL do sobrenadante e acrescentados 2 mL de ninidrina acida e 2 mL de acido
acético glacial. As amostras foram entao incubadas a 100°C em banho-maria por 1 h
e, em seguida, transferidas para gelo. Apos o resfriamento, foram acrescentados 4
mL de tolueno e agitados em vortex por 20 s. As amostras permaneceram em
repouso por 5 min para separagao das fases e o croméforo contendo tolueno foi
retirado da fase aquosa e realizada a leitura por espectrofotometria a 520 nm. As
analises foram realizadas em triplicata e a concentracdo de prolina foi determinada
usando curva padrao (0 - 100 ug mL'1) e expressa em micromol de prolina por

grama de massa fresca (umol gMF™").
3.3.7.2 Peroxidacéao de lipideos

O nivel de peroxidacao de lipideos foi medido em termos de conteudo de
malondialdeido (MDA), segundo metodologia de Heath e Packer (1968). Duzentas
miligramas de tecido foliar (sem a nervura central) macerados em nitrogénio liquido,
foram homogeneizados em solugcdo de etanol 80% com 6 mL de volume final,
seguido de centrifugagdo a 3000 x g por 10 min. Do extrato, 1 mL foi misturado a
mais 1 mL de solugéo de TCA 20% (p/v) (acido tricloroacético) e 0,65% (p/v) de TBA
(acido tiobarbiturico). As amostras foram entdo misturadas vigorosamente em vortex
e incubadas a 100°C por 25 min, e em seguida transferidas para gelo e
centrifugadas a 3000 x g por 10 min. As absorbancias foram lidas nos comprimentos
de onda 532 nm e 600 nm.
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Equivalentes de malondialdeido foram calculados pela seguinte formula:
Equivalentes de MDA (nmol mL™") = [(Assz-Asoo) / 155000] x 10°, onde Ass; indica a
absorbancia maxima do complexo MDA-TBA a 532 nm; Agoo € a absorbancia a 600
nm, que corrige interferentes nao-especificos e 155000 é o coeficiente de extingao
molar para o MDA. O ensaio foi realizado em ftriplicata e os valores expressos em

nanomol de MDA por grama de massa fresca (nmol gMF ™).
3.3.7.3 Conteudo de proteinas soluveis totais

O conteudo de proteinas soluveis totais foi realizado de acordo com a
metodologia de Bradford (1976). Para extracédo, 250 mg de tecido foliar foi macerado
em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1 mL de tampéo fosfato de potassio 0,1
M (pH 6,7). A mistura foi centrifugada por 10 min a 7500 rpm e o sobrenadante
retirado. Em tubos de ensaio, foram colocados 50 uL do extrato proteico com 5 mL
do reagente de Bradford (100 mg de Comassie Brilliant Blue G-250 dissolvidos em
50 mL de etanol 95%, 100 mL de acido fosférico 85%, diluido até o volume final de 1
L e filtrado duas vezes). Em seguida, os tubos foram homogeneizados, mantidos em
repouso por 15 min e apos esse periodo procedeu-se com a leitura das solugdes em
espectrofotbmetro a 595 nm, sendo as analises realizadas em triplicata. O conteudo
de proteinas soluveis totais foi determinado utilizando curva padrdo com albumina
de soro bovino (BSA 0 - 100 ug pL'1), expresso em miligramas por grama de massa
fresca (mg gMF™') e foi utilizado para calcular a atividade da enzima prolina

desidrogenase (ProDH).
3.3.7.4 Contelido de clorofila total

O conteudo de clorofila total foi determinado a partir de 20 mg de tecido foliar
mantidos em 6 mL de solugdo de acetona 80% por 72 h a 4°C e protegidos da luz.
Ao final das 72 h, a mistura foi agitada em vértex e a determinagéao foi realizada por
espectrofotometria a 645 nm e 663 nm, em triplicata, segundo calculos propostos
por Arnon (1949). O conteudo de clorofila total foi expresso em miligramas por
grama de massa fresca (mg gMF™") e foi utilizado para calcular a atividade da enzima
malato desidrogenase dependente de NADP* (NADP-MDH).
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3.3.8 Selecao de genes

Foram avaliados os perfis transcricionais dos genes codificadores das
enzimas da via da prolina: A'-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), A'-pirrolina-5-
carboxilato redutase (P5CR), prolina desidrogenase (ProDH) e A'-pirrolina-5-
carboxilato desidrogenase (P5CDH), da enzima chave da valvula de malato - malato
desidrogenase dependente de NADP® (NADP-MDH), malato desidrogenase
dependente de NAD® (NAD-MDH) mitocondrial, oxidase alternativa (AOX) e o
transgene VaP5CSF129A. A busca de sequéncias dos genes foi realizada no
genoma do tabaco (Nicotiana tabacum) e do transgene no genoma da Vigna

aconitifolia depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
3.3.9 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores dos genes P5CR e P5CDH foram cedidos
por Lucélia Borgo, pos-doutoranda no CENA/USP, Piracicaba - SP. Para os genes
P5CS e ProDH duas isoformas foram avaliadas. Para P5CS71 e P5CS2 foram
utilizadas as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores publicadas por Dobra et
al. (2011). As sequéncias dos genes ProDH1 e ProDHZ2 foram alinhadas através do
programa Clustal W (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) para identificar
regides nao conservadas e desenhar iniciadores especificos para cada isoforma.
Para os outros genes foram desenhados iniciadores para que amplificassem a cépia
unica de cada gene. Para o desenho foi utilizado o programa Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (UNTERGASSER
et al., 2007) com os parametros: iniciadores com temperatura de anelamento de 57
a 60°C, amplicons de 80 a 120 pares de bases, comprimento de 20 a 23 pares de
bases e conteudo GC de 40 a 80%. Todos os pares de iniciadores foram
confrontados com sequéncias de Nicotiana spp. depositadas no GenBank para
confirmar sua especificidade através do programa PrimerBlast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Os iniciadores foram avaliados
utilizando o Multiple Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com/multiple-primer-

analyzer.html) para verificar a formagéo de dimeros e hairpins (Tabela 1).
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3.3.10 PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)
3.3.10.1 Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar utilizando o
reagente PureLink® Plant RNA Reagent (Invitrogen) conforme protocolo da empresa
fabricante. As amostras foram tratadas com a enzima Turbo™ DNAse (Ambion) para
eliminar contaminagdo com DNA gendmico, seguindo o protocolo do fabricante. A
concentracdo do RNA total extraido foi mensurada por espectrofotometria a 260 nm,
sua qualidade estimada na razao 260/280 nm e a integridade por eletroforese em gel
de agarose 1,2% (p/v).

A sintese de cDNA foi realizada seguindo o protocolo do Kit SuperScript® IV
First-Strand cDNA Synthesis Reaction (Invitrogen) partindo de 2 pg de RNA total
extraido das folhas. Este cDNA foi submetido a duas reagdes de PCR: uma com o
gene de referéncia B-actin (JI et al., 2018) para verificar se todas as amostras de
cDNA amplificavam este gene, e outra com os iniciadores especificos de cada gene
para verificar se estes amplificavam unicamente o fragmento esperado para cada
gene. Para as reagdes de PCR seguiu-se o protocolo do Kit GoTag® Green Master
Mix (Promega) com as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 95°C por 5 min,
seguido de 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 30 s, anelamento a 60°C por 30 s,
extensdo a 72°C por 45 s e extensao final a 72°C por 5 min. Para a segunda PCR,
foi utilizado um pool de todas as amostras de cDNA. Ao final, as amostras foram

submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v).
3.3.10.2 RT-gPCR

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em placas, em triplicata, utilizando
o reagente PowerUp SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) e analisadas
pelo equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Primeiramente foi analisada a eficiéncia de amplificagéo dos iniciadores, usando um
pool das amostras de cDNA (diluido 1:5) das plantas transgénicas irrigadas e sem
aplicacao de prolina exdégena, seguindo as seguintes condi¢des: 95°C por 2 min,
95°C por 30 s e 60°C por 30 s, ciclo este repetido 40 vezes. Ao término da reacao, a

curva de melting foi determinada para cada par de iniciadores visando verificar a
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presenga de somente um pico gene-especifico e auséncia de dimeros, e a eficiéncia
de amplificagao foi calculada utilizando o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al.,
2003).

Para a analise da expressao génica, a amplificagdo foi conduzida seguindo
as seguintes condig¢des: 40 ciclos a 95°C por 2 min, 95°C por 30 s e 60°C por 30 s.
Para os calculos da quantificagédo relativa da expressao de cada gene foi utilizado o
método (1+E)™2C! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Como normalizador foi utilizado o
gene da B-actin (JI et al., 2018) e como calibrador o gendtipo selvagem, irrigado e
sem aplicagdo de prolina. Para o transgene (VaP5CSF129A), o calibrador foi o

genotipo transgénico, irrigado e sem aplicagéo de prolina.



Tabela 1 — Descrigao dos genes e sequéncias dos iniciadores utilizados para o RT-qPCR.

Gene 1I D.escrigéo | ESTs Iniciadorsenso(é,s-);) antisenso (AS) An;gll;'():on Efic(Lil;cia
s SOOSTEmOe oy SOOUSSCICCIOTNS o
prosz DO SOT0 o ummnarSICHRACTIOOONTASS 1 oo
i STl ) qesiooss 4 S SSCACCITGONCTISOITA s
ProDH1 Prolina desidrogenase AY639145.1° Assfgggézgﬁgggﬁéﬁggéé?;fTT 97 90,5
ProDH2 Prolina desidrogenase AY639146.12 Agig%gﬁffiﬁﬁéggggge 84 90,0
pacon D PRIGSOTR s grosoosso 7 SOMCASSCSTCIIAMT 1w o
e s e e
Voo Mo dedeseiess i otoovise” SCIPAICSSTTIEANET T 1op  ons
AOX Oxidase alternativa S$71335.12 A%—TC?TT XSC?'IEBCQF-FC%UA?FA(\BGGCCCC-F'I-’F EA 84 100
wprosrizn Leese Vo et STGACTGACSICCIONGSTC s
B-actin Gene normalizador U60491.1* S_TTAAAGAGAAACTGGCATATGTTG 102 86,0

AS_GCCCATCTGGTAACTCATAGC

"(DOBRA et al., 2011); °(GenBank ESTs); °(Cedido por Lucélia Borgo); *(JI et al., 2018).

Fonte: Autor.
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3.3.11 Atividades enzimaticas

Os ensaios de atividades enzimaticas foram realizados para as enzimas
malato desidrogenase dependente de NADP* (NADP-MDH) (EC 1.1.1.82) e prolina
desidrogenase (ProDH) (EC 1.5.5.2).

Para a enzima NADP-MDH, 20 mg de tecido foliar foram macerados em
nitrogénio liquido e acrecentado 1 mL de tampao de extracdo gelado composto por
50 mM Na-acetato (pH 6,0), 1 mg mL™ BSA, 0,04 mM PMSF, 4 mM DTT e 0,1%
(v/v) Triton X-100. A mistura foi agitada, centrifugada a 12000 x g, a 4°C por 10 min
e 0 sobrenadante foi retirado para analise da atividade enzimatica (OMOTO;
TANIGUCHI; MIYAKE, 2012). A atividade da NADP-MDH foi determinada conforme
a metodologia de Scheibe e Stitt (1988), com modificacbes, onde a mistura de
reagéo (1 mL) continha 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 7,6), 0,2 mM
NADPH, 1 mM DTT, 0,1 mg mL" BSA e 50 ML de extrato enzimatico. A reacao foi
iniciada pela adicao de 50 uL de 40 mM oxaloacetato na solugao.

A atividade da enzima ProDH foi determinada de acordo com Lutts, Majerus
e Kinet (1999), com modificagdes. Foram macerados em nitrogénio liquido 20 mg de
tecido foliar e acrecentado 1 mL de tampao de extragdo gelado composto por 50 mM
Tris-HCI (pH 7,4), 7 mM MgCl,, 0,6 M KCI, 3 mM EDTA, 1 mM DTT e 5% (p/v) de
PVP. O material foi agitado, centrifugado a 16000 x g, a 4°C durante 10 min e o
sobrenadante utilizado para determinar a atividade enzimatica. ProDH foi
determinada utilizando uma solu¢do de 1 mL contendo 0,15 M Na;COs3-HCI (pH
10,3) com 1 mM NAD" e 15 mM L-prolina. A reacao foi iniciada pela adigéo de 100
pL do extrato enzimatico.

Em ambos os ensaios enzimaticos, acompanhou-se por espectrofotometria a
340 nm a variagao da absorbancia por 5 min apés a adigdo do substrato. Foi
utilizada a variagdo média da absorbancia de duas réplicas experimentais de cada
uma das repeticdes bioldgicas utilizando o mesmo extrato foliar. A atividade da
enzima NADP-MDH foi baseada no conteudo de clorofila total, determinado segundo
metodologia de Arnon (1949) e expressa em micromol por minuto por miligrama de
clorofila (umol min™ mg ChI™"). A atividade da ProDH foi calculada pelo contetido de
proteinas soluveis totais, determinado de acordo com Bradford (1976) e expressa

em micromol por minuto por miligrama de proteina (umol min” mg proteina).
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3.3.12 Conteudos de nucleotideos de piridina

Os nucleotideos de piridina foram determinados pelo método de ciclagem
enzimatica de acordo com a metodologia descrita por Tamoi et al. (2005). Para
obtencdo dos extratos foram macerados 100 mg de tecido foliar em nitrogénio
liquido e adicionado 1 mL de tampao etanol-agua (1:1, v/v) contendo 0,1 M HCI para
quantificacdo de NADP* e NAD" e 0,1 M KOH para NADPH e NADH. As misturas
foram centrifugadas a 20000 x g, a 4°C por 20 min e os sobrenadantes obtidos
foram utilizados para determinar os conteudos de nucleotideos de piridina.

O contetdo de NADP® e NADPH foi determinado em meio de reacéo
contendo 100 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 0,5 mM EDTA, 0,42 mM MTT, 2,5 mM
G6P, 1,66 mM PES e 100 uL de extrato em um volume final de 1 mL. A reacgao foi
iniciada adicionando 0,7 unidades de G6PDH. Para a determinacdo de NAD" e
NADH, o meio de reagao foi o mesmo, exceto G6P que foi substituido por 100 pL de
etanol 96%. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,7 unidades de alcool
desidrogenase.

Em ambas as analises, a absorbancia foi monitorada por espectrofotometria
a 570 nm por 5 min apo6s a adi¢gado das enzimas. Foram realizadas em duas réplicas
de cada uma das repetigdes bioldgicas utilizando o mesmo extrato foliar. As
quantidades de NADP*, NADPH, NAD* e NADH foram calculadas a partir de curva
padrdo para cada solugao padrao (0 a 300 pM) usando 0 mesmo meio de reagao e
foram expressas em nanomol por grama de matéria fresca (nmol gMF™"). A partir do
contetdo de cada piridina foi calculado a razdo NADP*/NADPH e NAD*/NADH.

3.3.13 Analise estatistica

Os dados obtidos nas analises, exceto de RT-qPCR, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) pelo teste F e, quando significativas, as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).

Os dados de RT-gPCR foram submetidos ao teste t para comparagao das
médias entre os gendtipos (selvagem e transgénico) dentro de cada regime hidrico
(*p<0,05). Para o transgene (VaP5CSF129A), os dados foram submetidos ao teste ¢
para comparagao das médias entre os regimes hidricos dentro de cada dose de
prolina (0 e 10 mM) (*p<0,05).
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3.4 Resultados
3.4.1 Avaliacbes bioquimicas

De maneira geral, as folhas das plantas do gendtipo selvagem apresentaram
maior conteudo de prolina quando estas foram submetidas ao tratamento de
deficiéncia hidrica com a aplicagado de prolina exdgena, valores estes similares ao
observado nas plantas transgénicas que também receberam esta aplicagdo, mas
sob irrigagdo. Nestas plantas com alto acumulo enddégeno de prolina, um aumento
acentuado deste aminoacido foi verificado nos tratamentos de déficit hidrico, onde o
incremento foi cerca de 10 vezes nas plantas sem aplicagdo de prolina exégena e
mais de 20 vezes nas que receberam adi¢cao suplementar desse aminoacido (Figura
4A).

Nas raizes (Figura 4B), o conteudo de prolina foi menor do que o verificado
nas folhas em todos os tratamentos. As plantas transgénicas sob deficiéncia hidrica
e suplementadas com prolina exdgena apresentaram o maior conteudo desse
aminoacido, da mesma forma que observado nas folhas. Esse aumento,
comparativamente as plantas irrigadas deste gendtipo, também foi observado no
tratamento de suspenséo da irrigacdo e sem prolina exdégena (1,6 pmol gMF™), valor
semelhante ao verificado no gendétipo selvagem sob déficit hidrico com a aplicagéo
de prolina.

Os maiores conteudos de malondialdeido (MDA) foram observados nas
plantas selvagens e transgénicas sob déficit hidrico que n&o receberam aplicagao de
prolina, sendo que o gendtipo ndo transformado exibiu valor superior. Nao houve
diferengas significativas no conteudo de MDA em plantas do gendtipo selvagem
(aproximadamente 20 nmol gMF") quando estas receberam prolina exégena em
ambos regimes hidricos. E interessante notar que as plantas transgénicas com alto
acumulo enddgeno de prolina apresentaram metade do conteudo de MDA
comparado ao genétipo selvagem quando mantidas sob irrigagcdo e com adi¢cao de
prolina, sendo que com a suspensdo da irrigacao estes valores atingiram o mesmo

nivel apresentado pelas plantas nao transformadas (Figura 4C).



53

Figura 4 - Conteudo de prolina nas folhas, nas raizes e conteudo de malondialdeido
(MDA) em dois gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a
diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagao de

prolina (0 e 10 mM).
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A) Conteudo de prolina nas folhas (umol gMF'1), B) Conteudo de prolina nas raizes (umol gMF'1), C)
Conteudo de malondialdeido (MDA) (nmol gMF'1). Barras com letras distintas indicam diferenca
estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o
erro padréo da média (n=3).

Fonte: Autor.

ApoOs nove dias de suspensao da irrigagdo as plantas foram irrigadas
novamente e, 48 h apos a reidratagdo, foi observado um acréscimo acentuado no
conteudo de prolina nas folhas das plantas transgénicas que receberam aplicagéo
exdgena de prolina (6,59 pmol gMF'1 em plantas sob condi¢des normais de irrigagcao
e 6,76 uymol gMF" em plantas reidratadas), valores similares ao observado nas
plantas recuperadas que ndo receberam aplicacdo exdégena de prolina (6,04 ymol
gMF") (Figura 5A). O gendtipo selvagem somente apresentou aumento no contetido
de prolina nas folhas apds a recuperacdo do déficit hidrico no tratamento com a
aplicacédo de prolina (2 pmol gMF'1). Ja nas raizes, enquanto que as plantas

selvagens mostraram a mesma quantidade de prolina observada nas irrigadas, a
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aplicacdo de prolina nas plantas transgénicas ocasionou um grande aumento na
quantidade do aminoacido (de cerca de 90%) 48 h apos a reidratagdo em
comparacgao as plantas mantidas irrigadas (Figura 5B).

Apds a reidratagdo, as plantas do gendtipo selvagem que nao tiveram
aplicacdo de prolina reduziram o conteudo de malondialdeido (MDA) nas folhas,
enquanto que as plantas transgénicas mostraram concentracbes de MDA
equivalentes as plantas sob condigbes normais de irrigagao. As plantas selvagens
que receberam o tratamento com 10 mM de prolina exibiram conteudo de MDA
similar ao encontrado naquelas mantidas sempre irrigadas, enquanto que as
transgénicas reidratadas com adi¢cao de prolina mostraram cerca de quase 28% a

mais de MDA em relagao aquelas sempre irrigadas (Figura 5C).

Figura 5 - Conteudo de prolina nas folhas, nas raizes e conteudo de malondialdeido
(MDA) em dois gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico) 48 h apds a

reidratacao (irrigado e recuperagao) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mM).
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A) Conteudo de prolina nas folhas (umol gMF'1), B) Conteudo de prolina nas raizes (umol gMF'1), C)
Conteudo de malondialdeido (MDA) (nmol gMF'1). Barras com letras distintas indicam diferenca
estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o
erro padréo da média (n=3).
Fonte: Autor.
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3.4.2 Avaliagoes fisiologicas

O conteudo relativo de agua (CRA) em plantas sob condi¢des normais de
irrigacdo sem aplicagdo exdgena de prolina foi maior no gendtipo selvagem
(86,37%). Quando submetidos a deficiéncia hidrica, ambos os gendtipos reduziram o
CRA, exibindo valores similares no tratamento sem aplicagdo de prolina exdégena (0
mM). Com a aplicagao desse aminoacido (10 mM), as plantas selvagens irrigadas
apresentaram menor CRA em relacdo as que ndo receberam prolina, exibindo
valores semelhantes as plantas transgénicas irrigadas tanto com e sem a aplicagéo
de prolina exdégena. Porém, sob condigbes de deficiéncia hidrica, as plantas

transgénicas mantiveram maior CRA (72,3%) que as selvagens (66,21%) (Figura 6).

Figura 6 - Conteudo relativo de agua (CRA) de dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia

hidrica) sem e com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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Barras com letras distintas indicam diferenga estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o erro padrdao da média (n=3). Valores expressos em
porcentagem (%).

Fonte: Autor.

ApOs 48 h da reidratacdo, os valores de CRA no genotipo ndo transformado
retornou ao nivel das plantas que foram mantidas sob irrigacdo apenas no
tratamento com a aplicagao de prolina exdgena, sendo que nas plantas transgénicas
a suplementagao com prolina somente proporcionou maior valor de CRA nas que se

mantiveram irrigadas durante todo o periodo do experimento (Figura 7).
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Figura 7 - Conteudo relativo de agua (CRA) de dois gendtipos de tabaco (selvagem
e transgénico) 48 h apos a reidratagao (irrigado e recuperagdo) sem e com aplicagéo
de prolina (0 e 10 mM).
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Barras com letras distintas indicam diferenga estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o erro padrdao da média (n=3). Valores expressos em
porcentagem (%).

Fonte: Autor.

As analises de trocas gasosas foliares mostraram que a deficiéncia hidrica
reduziu a assimilagdo de CO, (A) de ambos os gendtipos, sendo em menor
proporg¢ao nas plantas transgénicas. Essas plantas com alto acumulo endégeno de
prolina exibiram maior atividade fotossintética em comparagao ao gendtipo selvagem
quando ndo houve suplementagdo de prolina exdgena, tanto em plantas irrigadas
quanto sob déficit hidrico. A aplicagao de prolina exégena aumentou a A nas plantas
selvagens, principalmente em condigdes normais de suprimento de agua e reduziu
nas transgénicas. Entretanto, quando a irrigacdo foi suspensa, as plantas
transgénicas mantiveram maior fotossintese (10,5 pymol CO, m?s™") do que as
selvagens (5,4 ymol CO, m?s™) (Figura 8A).

A suspensdo da irrigagao por nove dias também ocasionou queda na
condutancia estomatica (Gs) dos genotipos estudados, ndo havendo diferenca
estatistica entre os tratamentos com deficiéncia hidrica com e sem aplicagcdo de
prolina. No entanto, quando sob irrigagéo, as plantas selvagens exibiram maior Gs
(3,1 mol H,O0 m?s™) que as transgénicas (0,91 mol H,0 m?s™), sendo que ao
receber a prolina exdgena o genodtipo selvagem reduziu mais de 60% sua Gs

comparado com as plantas sem aplicagéo (Figura 8B).
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O conteudo intracelular de CO; (Ci) no gendtipo selvagem aumentou nas
plantas sob déficit hidrico em comparagdo com as irrigadas, tanto nos tratamentos
com 0 mM e 10 mM de prolina, enquanto o contrario foi observado nas plantas do
genotipo transgénico que tiveram uma leve reducdo do Ci na condi¢do estressante
(Figura 8C).

Os niveis de transpiragao (E) foram menores em ambos o0s gendtipos sob
suspensao da irrigacdo com e sem aplicagdo de prolina exdgena, sendo que as
plantas transgénicas apresentaram menor E do que as selvagens mesmo quando
irrigadas (Figura 8D).

A eficiéncia do uso da agua (EUA) manteve-se similar em todos os
tratamentos nas plantas transgénicas, assim como observado para as plantas
selvagens irrigadas. Ao contrario, quando submetido a deficiéncia hidrica, o gendétipo
selvagem exibiu queda acentuada de 86% nesse parametro, sendo que mesmo as
plantas que receberam prolina exdégena reduziram pela metade a EUA em relagao

ao observado nas plantas irrigadas (Figura 8E).



58

Figura 8 - Trocas gasosas foliares de dois gendtipos de tabaco (selvagem e
transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica)

sem e com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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A) Assimilagdo de CO, (A, pmol CO, m?s™), B) Condutancia estomatica (Gs, mol H,O m?s™), C)
Conteudo intracelular de CO, (Ci, ppm), D) Transpiragédo (E, mmol H,O m'23'1), E) Eficiéncia do uso
da agua (EUA, ymol CO, mmol H,O m’zs‘1). Barras com letras distintas indicam diferenca estatistica
entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o erro
padrao da média (n=3).

Fonte: Autor.

As plantas transgénicas apresentaram maior recuperacdo da atividade
fotossintética em relagdo as selvagens, sendo que no tratamento sem aplicagéo de
prolina exdgena a assimilagdo de CO, (A) foi maior do que nas plantas irrigadas.
Quando houve a aplicacdo de prolina, essas plantas recuperaram os valores
observados no tratamento irrigado (Figura 9A).

A condutancia estomatica (Gs) das plantas transgénicas reidratadas e sem

aplicacédo de prolina foi préximo das plantas que permaneceram irrigadas durante
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todo o experimento (3,91 mol H,O m?s™). A aplicagdo de prolina exdgena
proporcionou uma melhor recuperagdo das plantas transgénicas em comparagao
com as selvagens, sendo que o gendtipo selvagem em ambos os tratamentos (0 e
10 mM de prolina) ndo recuperou a Gs ao nivel das plantas irrigadas (Figura 9B).

O conteudo intracelular de CO, (Ci) 48 h apés a reidratagao das plantas com
alto acumulo enddégeno de prolina foi similar nos tratamentos com e sem aplicagéo
de prolina exdgena. Nas plantas selvagens, apenas as plantas reidratadas que
receberam a adig&do de prolina exibiram valores mais baixos de Ci (Figura 9C).

Os niveis de transpiragdo (E) das plantas transgénicas reidratadas
retornaram aos valores das plantas sob condi¢des normais de irrigacdo com e sem
prolina exdgena, enquanto que nas plantas do gendtipo selvagem os maiores
valores deste parametro foram obtidos naquelas que foram mantidas irrigadas e
receberam aplicag&o de prolina (Figura 9D).

Figura 9 - Trocas gasosas foliares de dois gendtipos de tabaco (selvagem e
transgénico) 48 h apds a reidratagao (irrigado e recuperagéo) sem e com aplicagao
de prolina (0 e 10 mM).
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A) Assimilagdo de CO, (A, pmol CO, m?s™), B) Condutancia estomatica (Gs, mol H,O m?s”), C)
Conteudo intracelular de CO, (Ci, ppm), D) Transpiragdo (E, mmol H,O m'zs‘1). Barras com letras
distintas indicam diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). Barra de erros indica o erro padréo da média (n=3).

Fonte: Autor.
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3.4.3 Biomassa

O déficit hidrico reduziu o acumulo de biomassa em ambos os genétipos
(Figura 10). Em condi¢gbes normais de irrigagao, as plantas transgénicas exibiram
maior acumulo de massa seca da parte aérea (MSPA) em comparagcdo com as do
genotipo selvagem, sendo que estas mostraram uma menor redugdo deste
parametro quando submetidas a deficiéncia hidrica (Figura 10A). Ja a massa seca
de raiz (MSR) das plantas nao transformadas sem aplicagdo de prolina exégena
permaneceu como das irrigadas, diferente das do gendtipo transgénico que
mostraram uma diminuicdo de 25% na sua MSR. A aplicagdo de prolina exdgena
proporcionou alto acumulo de MSR nas plantas selvagens sob condigdes normais de
irrigacao, porém sob déficit hidrico essas plantas mostraram uma maior queda nos
valores de MSR do que as transgénicas (61% e 16%, respectivamente) (Figura
10B).

Em geral, sob condigdes normais de suprimento de agua, o acumulo de
massa seca total (MST) foi maior nas plantas que receberam prolina. Ao final dos
nove dias de suspensdo da irrigacado, esse acumulo foi aproximadamente 31%
menor nas plantas selvagens e 16% nas transgénicas em ambos os tratamentos (0
e 10 mM de prolina) (Figura 10C).
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Figura 10 - Biomassa de dois gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico)
submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com

aplicacao de prolina (0 e 10 mM).
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A) Massa seca de parte aérea (MSPA), B) Massa seca de raiz (MSR), C) Massa seca total (MST).
Barras com letras distintas indicam diferenga estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o erro padrdao da média (n=4). Valores expressos em
gramas (g).

Fonte: Autor.

3.4.4 Analise da expresséo génica por RT-gPCR

Foram avaliadas duas isoformas do gene P5CS, as quais responderam de
forma diferente nas folhas de tabaco conforme os tratamentos aplicados, sendo que
de modo geral a isoforma P5CS17 foi mais expressa que a P5CS2 (Figuras 11A,
11B). P5CS1 exibiu aumento na expressdao em ambos os gendtipos sob déficit
hidrico, com um incremento ainda maior quando houve a adicdo de 10 mM de
prolina exdgena (36 vezes mais expresso nas plantas selvagens e 12 vezes nas
transgénicas) (Figura 11A). P5CS2 reduziu o numero de transcritos no gendtipo
selvagem em condi¢cdées de suspensado da irrigacdo sem aplicagado de prolina, mas

aumentou a sua expressdo com a aplicacido deste aminoacido, tanto em plantas
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irrigadas como nas sob deficiéncia hidrica. O contrario foi observado no gendtipo
transgénico que mostrou um aumento da expressdo desta isoforma sob déficit
hidrico sem aplicagcéo de prolina exdgena e redugao com a aplicagao nas plantas em
condigao de deficiéncia hidrica (Figura 11B).

Nao foi observado diferengas significativas entre os gendtipos dentro de
cada regime hidrico para a expressao do gene P5CR. Ao analisar a transcrigéo
deste gene comparativamente ao tratamento calibrador (gendétipo selvagem, irrigado
e sem aplicagao de prolina), o maior numero de transcritos foi verificado quando os
genodtipos foram submetidos ao déficit hidrico sem suplementacdo de prolina
exdgena, sendo que ambos reduziram a expressdo ao receberem a aplicagdo do
aminoacido, com uma queda maior nas plantas transgénicas (Figura 11C).

O gene P5CDH exibiu maior expressdao nos tratamentos de deficiéncia
hidrica em ambos os gendtipos, sendo detectado maior nivel transcricional sem a
aplicagéo de prolina e nas plantas selvagens (Figura 11D).

Também foram avaliadas duas isoformas do gene ProDH que responderam
de forma similar, porém a isoforma ProDH1 foi levemente mais expressa que a
ProDH2. Pode-se observar que em ambos 0s genoétipos houve supressao da
expressao dessas isoformas quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico
em comparagado com o tratamento calibrador, sendo mais evidente nas plantas que
receberam aplicac&o de prolina exdégena (Figuras 11E, 11F).

De modo geral, as plantas do gendtipo selvagem apresentaram maior
numero de transcritos do gene NADP-MDH que as do transgénico. Os dois
genotipos avaliados exibiram maior expressdo sob déficit hidrico em comparagéo
com o tratamento irrigado, sendo que este aumento foi menos notavel nas plantas
que receberam a suplementagdo de prolina exdégena (Figura 11G). Nao houve
diferenga estatistica entre os dois gendétipos dentro cada regime hidrico para o gene
NAD-MDH. Em relagao ao tratamento calibrador, o maior niumero de transcritos
desse gene foi verificado no déficit hidrico sem aplicagdo de prolina em ambos os
genotipos. A prolina exodgena reduziu a expressdao de NAD-MDH nas plantas
selvagens, mantendo o numero de transcritos baixo tanto no tratamento irrigado
quanto na suspensédo da irrigagdo. Ja nas plantas transgénicas, essa reducao foi
maior nas plantas irrigadas (Figura 11H).

A aplicacdo exdégena de prolina proporcionou uma queda significativa na

expressdo do gene AOX nas plantas selvagens irrigadas em relagdo as plantas
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transgénicas. Essas plantas com alto acumulo endégeno de prolina apresentaram
expressao similar ao calibrador sob déficit hidrico com a aplicagdo desse
aminoacido. No gendtipo selvagem, houve incremento do numero de transcritos de
AOX na deficiéncia hidrica (0 e 10 mM) (Figura 11I).

O gene VaP5CSF129A, inserido nas plantas de tabaco para superprodugao
enddégena de prolina, foi quatro vezes mais expresso nas plantas sob deficiéncia
hidrica em comparagao as plantas irrigadas. Valor semelhante foi observado nas
plantas irrigadas com aplicagcdo de prolina, sendo que quando estas foram
submetidas ao déficit hidrico o numero de transcritos desse gene ainda mostrou-se

significativamente maior (Figura 11J).
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Figura 11 - Expresséo relativa de genes em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e

deficiéncia hidrica) sem e com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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A) P5CS1, B) P5CS2, C) P5CR, D) P5CDH, E) ProDH1, F) ProDH2, G) NADP-MDH, H) NAD-MDH, 1)
AOX, J) VaP5CSF129A. Valores apresentados como média através do método (1+E)™*' (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador B-actin (JI et al., 2018) e
como calibrador o gendtipo selvagem, irrigado e sem aplicagdo de prolina. Para o transgene
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(VaP5CSF129A), o calibrador foi o gendtipo transgénico, irrigado e sem aplicagdo de prolina.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre os gendétipos (selvagem e transgénico) dentro de cada
regime hidrico (irrigado e deficiéncia hidrica) pelo teste t (*p<0,05). Para o transgene
(VaP5CSF129A), os asteriscos indicam diferenga significativa entre os regimes hidricos (irrigado e
deficiéncia hidrica) dentro de cada dose de prolina (0 e 10 mM). Barra de erros indica o desvio padréao
da média (n=3).

Fonte: Autor.

De modo geral, maiores diferengas na expressao dos genes estudados
neste trabalho foram observadas 48 h apds a reidratagdo das plantas (recuperacgéao).
As duas isoformas do gene P5CS (P5CS1 e P5CS2) foram mais expressas nas
plantas transgénicas (Figuras 12A, 12B). Ambos os gendtipos exibiram aumento na
expressédo de P5CS1 apds a reidratagao, sendo que nas plantas transgénicas este
gene foi 28 e 15 vezes mais expresso sem e com a aplicagéo de prolina exdgena,
respectivamente (Figura 12A). O numero de transcritos do gene P5CS2 também foi
maior apos a reidratacdo das plantas que nao sofreram aplicagao de prolina nos dois
gendtipos estudados, sendo significativamente maior no gendétipo transgénico. Com
a aplicagcéo de prolina, as plantas transgénicas reidratadas mantiveram o mesmo
nivel de expressao observado nas irrigadas, enquanto que as plantas selvagens
reduziram a expressao (Figura 12B).

O maior nivel transcricional do gene P5CR foi observado nas plantas
recuperadas do gendtipo transgénico que nao receberam prolina exdgena. A
expressdo desse gene também foi significativamente maior nas plantas transgénicas
em relagcdo as plantas selvagens quando permaneceram irrigadas durante todo o
experimento sem prolina exégena e apos a reidratagdo com aplicacdo desse
aminoacido (Figura 12C).

Quando n&o houve aplicagao de prolina, ambos os gendtipos aumentaram a
expressdo de mRNA do gene P5CDH apds a recuperacgao do déficit hidrico, sendo
que o transgénico apresentou maior expressao. Esse gene também foi mais
expresso nas plantas transgénicas com alto acumulo enddgeno de prolina com
adicdo desse aminoacido 48 h apds a reidratagdo em relagdo as plantas selvagens
(Figura 12D).

Em relacdo ao gene ProDH, a isoforma ProDH1 teve sua expressao
aumentada nas plantas selvagens reidratadas nas quais a prolina nao foi aplicada.
Estas plantas mantiveram essa expressao nas plantas irrigadas que receberam
aplicacédo de prolina, sendo que o numero de transcritos foi reduzido 48 h apds a
reidratacdo. O contrario ocorreu no genotipo transgénico, onde a isoforma ProDH1
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foi mais expressa nas plantas em condi¢des normais de irrigagdo sem prolina
exdgena. Esse numero de transcritos foi reduzido apos a recuperagao no tratamento
sem a aplicagdo de prolina, mantendo nivel de expressao similar quando a prolina
exdgena foi usada, tanto nas plantas irrigadas quanto nas recuperadas (Figura 12E).
Nas plantas selvagens, a isoforma ProDHZ2 apresentou um aumento da expressao
de mMRNA em ambos os tratamentos de recuperagcdo (0 e 10 mM de prolina)
comparados as plantas irrigadas. Ja as plantas transgénicas reidratadas que néao
receberam aplicagao de prolina mantiveram um padrao de expressao similar ao das
plantas irrigadas, porém essa expressao foi menor nas que receberam prolina
exogena (Figuras 12F).

O gene NADP-MDH foi altamente expresso em ambos os genotipos apods a
reidratacdo das plantas. Em ambos os tratamentos (0 e 10 mM de prolina) as
plantas mostraram um aumento da expressao de mRNA quando comparadas com
as plantas mantidas irrigadas, sendo que as plantas transgénicas apresentaram
maior expressao que as selvagens, exceto na reidratagdo das plantas que né&o
receberam aplicagdo de prolina (Figura 12G). O maior numero de transcritos do
gene NAD-MDH foi verificado nas plantas recuperadas sem a aplicagdo exdégena de
prolina. Ao receberem este aminoacido, as plantas transgénicas exibiram maior
numero de transcritos que as selvagens 48 h apés a reidratagao (Figura 12H).

As plantas transgénicas com alto acumulo endégeno de prolina exibiram
maior expressdo do gene AOX em todos os tratamentos avaliados. Ambos os
genotipos aumentaram a expressdo 48 h apds a reidratagdo quando n&o houve
suplementagdo com prolina, sendo que com a aplicagao (10 mM) apresentaram uma
leve diminuigdo em comparagdao com as plantas irrigadas. Em relagdo as plantas
que permaneceram irrigadas durante todo o experimento, a aplicagao de prolina
exdgena ocasionou um aumento da expressao deste gene em comparagdo com as
plantas que ndo receberam este tratamento (Figura 12I).

O numero de transcritos do transgene (VaP5CSF129A) aumentou cerca de 5
vezes nas plantas recuperadas em comparacdo com as plantas mantidas sob
irrigacdo quando nao houve aplicagdo de prolina exdgena. Essa expressao foi
similar nas plantas irrigadas e reidratadas quando a suplementacdo desse

aminoacido foi usada (Figura 12J).



67

Figura 12 - Expresséo relativa de genes em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) 48 h apos a reidratagao (irrigado e recuperagédo) sem e

com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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AOX, J) VaP5CSF129A. Valores apresentados como média através do método (1+E)™*' (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para os calculos foi utilizado o gene normalizador B-actin (JI et al., 2018) e
como calibrador o gendtipo selvagem, irrigado e sem aplicagdo de prolina. Para o transgene
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(VaP5CSF129A), o calibrador foi o gendtipo transgénico, irrigado e sem aplicagdo de prolina.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre os gendétipos (selvagem e transgénico) dentro de cada
regime hidrico (irrigado e recuperacgao) pelo teste t (*p<0,05). Para o transgene (VaP5CSF129A), os
asteriscos indicam diferencga significativa entre os regimes hidricos (irrigado e recuperagéo) dentro de
cada dose de prolina (0 e 10 mM). Barra de erros indica o desvio padrdo da média (n=3).

Fonte: Autor.

3.4.5 Atividades enzimaticas

Foram analisadas as atividades das enzimas malato desidrogenase
dependente de NADP* (NADP-MDH) e prolina desidrogenase (ProDH) (Figura 13). A
atividade da enzima NADP-MDH aumentou em ambos os gendtipos com a
imposi¢ao da deficiéncia hidrica no tratamento sem aplicagdo de prolina exdgena.
Essa atividade foi 4 vezes maior nas plantas selvagens e cerca de 2 vezes maior
nas plantas transgénicas em relagédo as que permaneceram em condi¢gdes normais
de irrigagao. Entretanto, a suplementagdo com prolina exégena reduziu a atividade
dessa enzima sob déficit hidrico nos dois gendtipos estudados, sendo que nas
plantas transgénicas com alto acumulo de prolina endégena a atividade observada
foi ainda menor (Figura 13A).

A aplicagao de prolina exdgena aumentou a atividade da ProDH em ambos
os genodtipos, principalmente nas plantas irrigadas, que mostraram os maiores
valores da atividade dessa enzima (0,12 pmol min” mg proteina™). A deficiéncia
hidrica ocasionou uma queda na atividade da ProDH (cerca de 25%) nas plantas
selvagens e transgénicas, sendo que nao houve diferenca entre os gendtipos

quando a prolina foi aplicada (Figura 13B).
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Figura 13 - Atividade das enzimas NADP-MDH e ProDH em folhas de dois genotipos
de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos

(irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagcéo de prolina (0 € 10 mM).
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A) NADP-MDH (umol min”' mg Chl'1), B) ProDH (umol min” mg protel'na'1). Barras com letras distintas
indicam diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Barra de erros indica o erro padrao da média (n=3).

Fonte: Autor.

Ao avaliar a atividade dessas enzimas 48 h apos a reidratagao, verificou-se
menor atividade da NADP-MDH em plantas que n&o receberam aplicagédo de prolina
exdgena em ambos os gendtipos estudados, sendo menor nas plantas selvagens.
Essas plantas quando suplementadas com prolina exdgena exibiram maior atividade
dessa enzima apos a recuperacgédo (1,18 ymol min” mg Chl'1), sendo que os outros
tratamentos neste gendtipo ndo diferiram estatisticamente entre si. Nas plantas
transgénicas, nao houve diferenga significativa entre os dois tratamentos (mantido
irrigado e recuperado) com o uso da prolina exdégena. Essas plantas reidratadas
mantiveram a mesma atividade observada nas plantas irrigadas (0,8 umol min™ mg
ChI™") (Figura 14A).

A atividade da enzima ProDH 48 h apds a reidratagdo aumentou nas plantas
selvagens que nao receberam aplicagédo de prolina exégena. Essa atividade também
foi observada nas plantas transgénicas nos tratamentos com 0 e 10 mM de prolina
(0,1 umol min™ mg proteina™, aproximadamente), sendo que neste gendtipo as

plantas mantidas irrigadas durante todo o experimento exibiram maior atividade
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dentre todos os tratamentos avaliados quando ndo foram tratadas com prolina
exdgena. Apos a recuperagdo, entretanto, as plantas transgénicas que receberam
aplicacdo de prolina tiveram maior atividade da ProDH em comparacido com as

plantas selvagens (Figura 14B).

Figura 14 - Atividade das enzimas NADP-MDH e ProDH em folhas de dois genotipos
de tabaco (selvagem e transgénico) 48 h apds a reidratagéo (irrigado e recuperagao)

sem e com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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A) NADP-MDH (umol min™ mg ChI™"), B) ProDH (umol min™ mg proteina™). Barras com letras distintas
indicam diferenca estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Barra de erros indica o erro padrao da média (n=3).

Fonte: Autor.

3.4.6 Nucleotideos de piridina

Nas plantas selvagens, a aplicagdo de prolina exégena reduziu a razéo
NADP*/NADPH quando estas se encontravam em condi¢cdes normais de suprimento
de agua, sendo que em condigbes de déficit hidrico o uso desse aminoacido n&o
apresentou efeito. No gendtipo transgénico, a deficiéncia hidrica aumentou a razéo
NADP*/NADPH em plantas que ndo receberam prolina exdgena, sendo que a
suplementagdo com esse aminoacido nas plantas transgénicas sob déficit hidrico
diminuiu de modo notavel esta raz&o (Figura 15A).
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A razdo NAD'/NADH foi reduzida nas plantas selvagens sob deficiéncia
hidrica, ndo mostrando diferenga significativa entre os tratamentos com e sem
prolina exdgena. Ja nas plantas transgénicas, a suspensao da irrigagdo por nove
dias aumentou essa razéo, sendo que a razdo NAD/NADH foi menor e de similar
valor com a suplementagao da prolina exdgena tanto nas plantas irrigadas como nas
sob déficit hidrico (Figura 15B).

Figura 15 - Nucleotideos de piridina em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e
deficiéncia hidrica) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mM).
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A) Razdo NADP'/NADPH, B) Razdo NAD'/NADH. Barras com letras distintas indicam diferenca
estatistica entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). Barra de erros indica o
erro padrado da média (n=3). Valores expressos em nmol gMF'1.

Fonte: Autor.

Apos 48 h da reidratacéo, a razdo NADP*/NADPH foi reduzida no genétipo
selvagem com a suplementacgao de prolina exdgena nas plantas mantidas irrigadas,
tendo apresentado valor significativamente menor do que em todos os outros
tratamentos avaliados. Ja nas plantas transgénicas, foi observado um aumento
nessa razdo 48 h apods a reidratagéo, sendo que nao houve diferenca significativa

entre os tratamentos de prolina (0 e 10 mM) tanto em plantas mantidas irrigadas
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como nas recuperadas. Dessa forma, nédo se verificou efeito da adicdo de prolina
nesse genotipo neste parametro (Figura 16A).

A razdo NAD'/NADH foi reduzida apdés a recuperacdo das plantas
selvagens, independentemente da aplicagcdo de prolina exdégena. Essa redugéo
também foi observada nas plantas transgénicas que receberam prolina exdégena;
entretanto, a razdo NAD'/NADH nessas plantas foi significativamente maior do que
nas plantas selvagens reidratadas neste mesmo tratamento (10 mM de prolina). O
maior valor de NAD*/NADH apo6s 48 h da reidratacdo foi detectado nas plantas

plantas transgénicas que nao receberam prolina exdégena (Figura 16B).

Figura 16 - Nucleotideos de piridina em folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) 48 h apds a reidratagao (irrigado e recuperagido) sem e

com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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3.5 Discussao

O acumulo de prolina € uma resposta metabdlica de plantas sob condi¢des
ambientais estressantes, como a deficiéncia hidrica. Esse aminoacido atua como um
osmoprotetor a fim de mitigar os danos causados pelo estresse, contribuindo para o
ajuste osmotico, estabilizacdo de estruturas celulares, membranas, proteinas,
eliminacéo de radicais livres e balanco redox (SZABADOS; SAVOURE, 2010).

Nossos resultados mostraram aumento no conteudo de prolina em folhas e
raizes de tabaco apos a suspensédo da irrigagdo por nove dias, sendo este aumento
maior nas plantas transgénicas e quando os genotipos receberam aplicagdo desse
aminoacido (Figuras 4A, 4B). Como resposta das plantas para lidar com o estresse,
um processo de ativagdo de genes € iniciado apds a percepgao celular desse sinal
biolégico do ambiente. Esses genes podem codificar proteinas com fungdes
enzimaticas, estruturais ou regulatérias. Dentro desse processo de ativagdo, estédo
0s genes que codificam enzimas chave da biossintese de solutos organicos que
atuam como osmoprotetores, como a prolina (PER et al., 2017; SZABADOS;
SAVOURE, 2010). Esse incremento nos niveis de prolina nas plantas sob déficit
hidrico pode ser explicado pelo aumento na expressao dos genes que codificam as
enzimas da biossintese desse aminoacido, P5CS1 e P5CR (Figuras 11A, 11C), e
também pela supressdo do gene que codifica a enzima responsavel pelo
catabolismo da prolina (ProDH) na deficiéncia hidrica, principalmente da isoforma
ProDH2 (Figuras 11E, 11F). Além disso, o0 maior acumulo de prolina no gendtipo
transgénico também é ocasionado pelo aumento da expressao do transgene
(VaP5CSF129A) (Figura 11J) e, quando n&o houve aplicagdo de prolina exdgena,
pela menor atividade da ProDH (Figura 13B). Assim como mostrado neste trabalho,
plantas de tabaco transgénicas com superexpressdo do gene P5CS exibiram
incremento no conteudo de prolina quando submetidas a deficiéncia hidrica (ZHANG
et al.,, 2014). Também, plantas transgénicas de citrumelo 'Swingle' com alta
producado enddgena de prolina acumularam elevados niveis desse aminoacido nas
folhnas sob déficit hidrico (CAMPOS et al., 2011). Os autores sugeriram que as
plantas transgénicas foram capazes de lidar com o déficit hidrico melhor do que as
plantas ndo transformadas, ja que o alto nivel de prolina endégena atuou no ajuste
osmaético, na manutencao da atividade fotossintética e para melhorar os efeitos

deletérios do estresse oxidativo induzido pela seca (CAMPOS et al., 2011).
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A aplicacdo de prolina exdgena também proporcionou aumento no conteudo
desse aminoacido nos genotipos estudados (Figuras 4A, 4B). Em Arabidopsis
thaliana, o déficit hidrico induziu o acumulo de prolina nas folhas, sendo que a
aplicagdo de 10 mM de prolina aumentou em 3,3 vezes o conteudo desse
aminoacido com o mesmo nivel de deficiéncia hidrica (MOUSTAKAS et al., 2011). A
pulverizagdo foliar com 6 mM de prolina em feijao-caupi (Vigna unguiculata)
submetido a deficiéncia hidrica também elevou os niveis enddégenos de prolina
nessas plantas (MERWAD; DESOKY; RADY, 2018).

Neste trabalho, como esperado, o conteudo de prolina nas raizes foi menor
do que o verificado nas folhas (Figuras 4A, 4B). O acumulo de prolina é mais
significativo nos tecidos fotossintéticos do que nas raizes, pois a nivel celular,
sugere-se que o0 acumulo de prolina seja maior no cloroplasto, seguido pelo
citoplasma (SIGNORELLI et al., 2013). Dessa forma, as plantas modularam sua
composigao bioquimica e fisioldgica a fim de adaptar-se as condicbes ambientais a
que foram submetidas, sendo que o aumento potencial de prolina possibilita
minimizar a toxicidade induzida pelo estresse e manter a homeostase e o
funcionamento ideal do metabolismo vegetal (KHATRI; RATHORE, 2019).

Ao final dos nove dias de suspensdo da irrigagdo as plantas foram
reidratadas. Apos 48 h desta reidratacdo, as plantas selvagens apresentaram
aumento no conteudo de prolina nas folhas somente no tratamento com a aplicagao
de prolina (Figura 5A). Ao contrario, as plantas transgénicas exibiram altos niveis
desse aminoacido nas folhas quando receberam prolina exdgena, tanto nas plantas
mantidas irrigadas quanto nas recuperadas, e mesmo nas reidratadas que nao
foram suplementadas com esse aminoacido (Figura 5A). Esse maior acumulo de
prolina na recuperagao das plantas transgénicas pode ser explicado pelo aumento
na expressao dos genes responsaveis pela sintese de prolina, P5CS1, P5CS2 e
P5CR, que foi significativamente maior que nas plantas selvagens (Figuras 12A,
12B, 12C), do transgene (VaP5CSF129A) (Figura 12J) e redugdo na expressao e
atividade de ProDH (Figuras 12E, 12F, 14B). O nivel de prolina observado ap6s um
periodo de déficit hidrico pode depender da severidade do estresse sofrido pelas
plantas. Elevadas concentragbes de prolina foram observadas durante a
recuperacdo do estresse por seca severa em tabaco (Nicotiana tabacum)
(VANKOVA:; DOBRA; STORCHOVA, 2012). Mesmo durante a recuperacdo de uma

seca leve, a concentracao de prolina aumentou continuamente em Periploca sepium,
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sendo este aumento ainda mais evidente durante a recuperacido de uma seca
severa (AN et al., 2013). Esses autores afirmam que as respostas do metabolismo
de prolina a seca e a re-irrigacéo estao estritamente associadas a severidade da
deficiéncia hidrica, sendo que o alto acumulo desse aminoacido no estagio inicial de
reidratacdo deve ser um mecanismo importante para a recuperacdo rapida das
plantas (AN et al., 2013).

O conteudo de prolina nas raizes também aumentou apds a reidratagao das
plantas transgénicas, sendo ainda maior quando houve aplicagdo de prolina
exdgena, apesar de ser consideravelmente menor do que o observado nas folhas
(Figura 5A, Figura 5B). Quando as plantas sdo irrigadas novamente apos um
periodo de deficiéncia hidrica, o funcionamento das folhas, que sdo os principais
orgaos de fotossintese e transpiragéo, € necessario para a recuperagao das plantas.
Para isto, € importante aumentar a alocagcdo de carbono e nutrientes para esses
6rgaos. E sugerido entdo, que o transporte de prolina das raizes para as folhas
durante a reidratacdo aumente os niveis desse aminoacido nas folhas, atuando
como fonte de energia, carbono e nitrogénio para aumentar a taxa de recrescimento
(AN et al., 2013). Dessa forma, como esperado, as plantas transgénicas
apresentaram alto acumulo endogeno de prolina, o que deve ter contribuido para
maiores quantidades desse aminoacido na recuperacao destas do que nas plantas
selvagens. Além disso, o menor conteudo desse aminoacido nas plantas selvagens
ap6s a reidratagdo pode ser resultado da sua degradacdo. E conhecido que o
catabolismo da prolina gera grande quantidade de energia em forma de ATP
(ATKINSON, 1977), que pode ser utilizado para retomada do crescimento dessas
plantas.

A deficiéncia hidrica pode ocasionar oxidacdo das membranas celulares
gerando o malondialdeido (MDA), que € um produto da peroxidagao lipidica,
utilizado como indicador de estresse oxidativo (MOUSTAKAS et al., 2011). O déficit
hidrico aumentou o conteudo de MDA nos gendtipos sem aplicagcdo de prolina,
sendo maior nas plantas selvagens (Figura 4C). O maior conteudo de prolina nas
plantas transgénicas contribuiu para um menor acumulo de MDA, ja que este
aminoacido atua na estabilizacdo das estruturas celulares, como as membranas.
Inversamente, plantas selvagens que acumularam menos prolina enddgena
apresentaram niveis mais altos de MDA, o que foi também observado por Guan et

al. (2018) em plantas de Panicum virgatum transformadas com o gene P5CS de
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Puccinellia chinampoensis (PuP5CS). Também, plantas nao transformadas de
citrumelo 'Swingle' apresentaram maior conteudo de MDA que as plantas
transgénicas com superexpressdo do gene P5CS sob estresse hidrico severo
(CAMPQOS et al., 2011). O aumento de MDA pode acontecer devido ao aumento da
geracdo de EROS que reagem com DNA, lipideos e proteinas, prejudicando as
fungdes celulares normais (FAROOQ et al., 2017).

No gendtipo selvagem foi verificado que, com a aplicagdo de prolina
exdgena, o conteudo de MDA das plantas sob déficit hidrico foi semelhante ao
observado nas plantas irrigadas (Figura 4C), evidenciando a protegéo proporcionada
pelo uso da prolina exdgena na integridade das membranas celulares. A
manutengdo de niveis semelhantes de MDA em plantas irrigadas e estressadas
demonstra a eficiéncia dos mecanismos de defesa das plantas contra danos
oxidativos (CVIKROVA et al., 2013). J& no genétipo transgénico, a pulverizacdo
foliar com prolina diminuiu o conteudo de MDA mesmo nas plantas mantidas sob
irrigacado (Figura 4C). Esse resultado indica que a aplicagdo exdgena, juntamente
com a alta produgdo endogena desse aminoacido, diminuiu os processos de
geracdo de EROS que normalmente ocorrem nas plantas e indicados pelo nivel de
MDA. Quando as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica, o conteudo de
MDA aumentou e manteve o mesmo nivel das plantas irrigadas sem prolina exdégena
(Figura 4C), indicando que a aplicagao suplementar de prolina nestas plantas
transgénicas nao ajudou a diminuir ainda mais os efeitos do estresse na oxidagao de
membranas. Isso também pode ser observado 48 h apds a reidratacdo das plantas,
onde o conteudo de MDA nas plantas transgénicas recuperadas que receberam
prolina foi semelhante ao obtido naquelas sem a adigdo desse aminoacido (Figura
5C).

Quando os dois gendtipos de tabaco foram submetidos a deficiéncia hidrica
houve reducdo do conteudo relativo de agua (CRA) (Figura 6). O declinio no CRA
devido ao déficit hidrico pode ser explicado pela diminui¢do da capacidade de ajuste
osmoético devido a absorcdo reduzida de nutrientes, especialmente o potassio
(MERWAD; DESOKY:; RADY, 2018). Entretanto, com aplicagédo de prolina exdgena,
as plantas transgénicas apresentaram maior CRA em comparagdo com as
selvagens quando sob deficiéncia hidrica (Figura 6). Em Arabidopsis thaliana, o CRA
diminuiu significativamente sob déficit hidrico, porém em menor propor¢do quando

as plantas receberam aplicacao foliar de 10 mM de prolina (MOUSTAKAS et al.,
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2011). Em manjericao (Ocimum basilicum L.), plantas que sofreram aplicagdo de
prolina exdgena apresentaram menor redu¢cdo do CRA em condi¢des de deficiéncia
hidrica quando comparadas aquelas que nao receberam aplicagao do aminoacido,
indicando a manutencdo do balanco hidrico em resposta ao estresse osmotico
induzido pela seca (AGAMI et al., 2016). Neste trabalho, quando as plantas
transgénicas foram suplementadas com prolina houve um acréscimo ainda maior
dos niveis enddgenos desse aminoacido em comparagdo com O observado nas
plantas selvagens (Figura 4A, 4B). Isto sugere que este maior acumulo de prolina
proporcionou um melhor ajustamento osmotico pela diminuigdo do potencial de agua
nas células para um nivel inferior ao do solo, facilitando a absor¢do de agua pelas
raizes e, portanto, manteve um conteudo de agua maior (IQBAL, 2018).

A aplicagdo de prolina exdgena possibilitou que o CRA das plantas
selvagens recuperadas retornasse ao nivel das plantas que foram mantidas sob
irrigacdo, o que nao ocorreu nas plantas transgénicas, onde o CRA das plantas
reidratadas foi menor do que o das irrigadas (Figura 7). Além do fato de que o
periodo de 48 h pode nédo ter sido suficiente para que as plantas transgénicas
retornassem ao CRA das plantas mantidas irrigadas durante todo o experimento, a
influéncia do acumulo da prolina no ajuste osmaotico pode ser menor que o esperado
e pode variar de acordo com a espécie (BORGO; MARUR; VIEIRA, 2015).

Como amplamente conhecido, a deficiéncia hidrica reduz a atividade
fotossintética, acarretando reducdo no desenvolvimento e produtividade das
culturas. Isso pode ocorrer através da alteracdo da estrutura celular, absorcdo de
luz, transporte de elétrons, alteragbes bioquimicas (enzimas, proteinas), entre outros
fatores que se dividem em limitagdes estomaticas e ndo estomaticas (HU et al.,
2018). Neste trabalho, foi observado que o déficit hidrico reduziu a assimilagao de
CO;, (A) dos gendtipos de tabaco estudados, porém em menor propor¢do nas
plantas que receberam prolina exdgena, principalmente nas transgénicas (Figura
8A), tendo o gendtipo transgénico também apresentado maior poder de recuperagao
da atividade fotossintética em relagdo ao selvagem 48 h apds a reidratagao (Figura
9A). Isto também foi evidenciado em plantas de citrumelo 'Swingle' com
superprodugcao enddégena de prolina que apresentaram maiores taxas fotossintéticas
quando comparadas com as plantas nao transformadas sob déficit hidrico, sendo
que 24 h apods a reidratagdo essas plantas ja retornaram aos valores irrigados em

ambos os gendtipos (CAMPOS et al., 2011). Ainda, o tratamento exdgeno de prolina
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atenuou a diminuicdo da fotossintese em plantas de meldao (Cucumis melo L.)
quando estas foram submetidas a outro tipo de estresse abidtico, a salinidade (YAN
et al., 2011). Esse efeito benéfico para a fotossintese pode estar relacionado ao fato
de que a prolina esta envolvida na protegdo das estruturas do cloroplasto,
especialmente do fotossistema Il, protegendo o aparato fotossintético (MOUSTAKAS
et al., 2011). Além disso, a sintese da prolina envolve a oxidacdo do NADPH
resultando na regeneragédo de NADP*, que pode atuar como aceptor de elétrons ao
invés do O,, impedindo que ocorra fotoinibicdo e auxiliando na manutencao da
cadeia de transporte de elétrons (HARE; CRESS, 1997; MOUSTAKAS et al., 2011).

Apesar do efeito positivo na atividade fotossintética nas plantas de tabaco
sob deficiéncia hidrica, a aplicagdo de prolina exégena ocasionou uma pequena,
mas significativa, diminuicdo nos valores deste parametro nas plantas transgénicas
em condigbes normais de irrigacdo, possivelmente devido ao fato de que essas
plantas ja apresentavam alto acumulo endégeno desse aminoacido (Figura 8A).
Além disso, as plantas transgénicas recuperadas que receberam aplicagdo de
prolina exdgena apresentaram menor A do que aquelas reidratadas que n&o foram
suplementadas com prolina (Figura 9A). Estudos mostram que a aplicagdo de
prolina pode reduzir a atividade da Rubisco (SIVAKUMAR; SHARMILA; SARADHI,
1998) e aumentar a produgdo de EROS nos cloroplastos e mitocéndrias (HARE;
CRESS; VAN STADEN, 2002).

Com a reducado na disponibilidade de agua, a condutancia estomatica (Gs) é
reduzida a fim de que a planta evite a perda de agua pela transpiragdo (KHATRI,
RATHORE, 2019). Ambos os gendtipos reduziram a Gs sob déficit hidrico, sendo
que quando houve aplicagdo de prolina, mesmo irrigadas, as plantas selvagens
exibiram diminuicdo neste parametro (Figura 8B). Apdés 48 h da reidratagdo, as
plantas selvagens permaneceram com a Gs baixa, enquanto que as transgénicas
nao conseguiram recuperar a Gs apenas nas plantas reidratadas que foram
suplementadas com prolina (Figura 9B). Isso explica o fato das plantas selvagens
exibirem menores taxas de transpiracéo (E) do que as transgénicas na recuperacao,
devido a menor Gs observada nessas plantas (Figura 9D). A aplicagdo exégena de
solutos, como a prolina, pode diminuir a condutancia estomatica (RAGHAVENDRA,;
REDDY, 1987). Rajagopal (2006) afirma que o fechamento estomatico induzido pela
prolina & dependente da concentracdo e pode ser comparado com o efeito do acido

abscisico. Essa baixa Gs verificada nas plantas selvagens reidratadas pode explicar
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o fato desse genoétipo ndo ter recuperado a atividade fotossintética 48 h apds a
reidratacédo (Figura 9A), visto que o fechamento estomatico reduz a difusdo de CO,
na folha, ocasionando queda na fotossintese (CORNIC, 2000).

Mesmo com a Gs baixa as plantas transgénicas apresentaram maior A que
as selvagens sob suspenséo da irrigagao (Figura 8A), mostrando novamente o efeito
benéfico da prolina na fotossintese de plantas com deficiéncia hidrica e sugerindo
que nao houve danos no aparato fotossintético. De modo geral, quando a planta
sofre por algum tipo de estresse que acarreta o fechamento estomatico, a entrada
de CO, é reduzida e consequentemente, o conteudo intracelular de CO, diminui
devido ao consumo de CO; pela atividade fotossintética (DALASTRA et al., 2014).
Por esse motivo, as plantas transgénicas de tabaco exibiram menor conteudo
intracelular de CO, (Ci) no déficit hidrico em comparagdo as plantas selvagens
(Figura 8C), ressaltando sua maior eficiéncia no uso do CO; para sua atividade
fotossintética.

A deficiéncia hidrica induz as plantas a economizarem agua diminuindo a
perda através dos estbmatos pela transpiragao (KHATRI; RATHORE, 2019). Ambos
0s genotipos aqui estudados reduziram a transpiracédo (E) no déficit hidrico, sendo
que as plantas transgénicas mostraram menores valores que as selvagens (Figura
8D). Essas plantas também demonstraram serem mais eficientes no uso agua (EUA)
ao manterem maior atividade fotossintética sob menor perda de &agua pela
transpiracédo (A/E) (Figura 8E). Em trigo (Triticum aestivum) sob condigbes de
deficiéncia hidrica, a aplicagao foliar de prolina também foi benéfica para a melhoria
da eficiéncia do uso da agua, tendo os autores atribuido essa melhoria ao melhor
ajuste osmotico ocasionado pela prolina (FAROOQ et al., 2017).

A reducgéao da disponibilidade de agua acarreta desidratagao foliar, queda da
turgescéncia, inibicdo do alongamento celular, fechamento estomatico e declinio da
atividade fotossintética, resultando em menor crescimento das plantas (PINHEIRO;
CHAVES, 2011). Como esperado, a suspensao da irrigagdo ocasionou menor
acumulo de massa seca em ambos os gendtipos de tabaco estudados, porém essa
reducao foi menor nas plantas transgénicas e nos tratamentos com prolina exdégena
(Figura 10). Em aveia (Avena sativa) cultivada em ambiente com limitacdo de agua,
a aplicacao foliar de prolina (40 mM) também melhorou consideravelmente o
crescimento, peso fresco e seco de plantas (GHAFOOR et al., 2019). A influéncia da

prolina no aumento da biomassa das plantas pode estar relacionada a grande
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quantidade de energia (ATP) gerada pelo metabolismo desse aminoacido, sendo
gque essa energia pode ser direcionada para o crescimento, bem como tolerancia ao
estresse, protegendo enzimas, proteinas, membranas e organelas vitais (HAYAT et
al., 2012). Entretanto, a prolina afetou negativamente o crescimento de mudas de
tabaco (Nicotiana tabacum) e favoravelmente o crescimento das raizes e da parte
aérea de mudas de arroz (Oryza sativa), sugerindo que a aplicagdo de prolina
exdgena tem efeitos diferentes no crescimento, dependendo da espécie e do estagio
de desenvolvimento das plantas (SUEKAWA; FUJIKAWA; ESAKA, 2019).

A aplicacéo de prolina exdgena teve um efeito benéfico sobre o aumento na
massa seca de raiz (MSR) das plantas selvagens em condi¢dées normais de
irrigacao. Entretanto, este efeito positivo ndo foi verificado quando as plantas foram
submetidas ao déficit hidrico (Figura 10B). A aplicagdo de varias concentragdes de
prolina também nao estimulou o alongamento de raiz em Arabidopsis thaliana sob
deficiéncia hidrica (SHARMA; VILLAMOR; VERSLUES, 2011). Esses autores
verificaram que a prolina foi um forte inibidor do alongamento radicular, e isso
provavelmente esta relacionado a alteragdo do equilibrio metabdlico causado por
aminoacidos aplicados ou interrupcdo do transporte de metabdlitos nas condicoes
estressantes. Entretanto, esta hipotese € insuficiente para explicar totalmente os
efeitos do acumulo de prolina per se nas condi¢cdes de estresse aqui aplicadas, pois,
no geral, as plantas transgénicas com alto acumulo endégeno de prolina exibiram
maior MSR do que as selvagens (Figura 10B). Sob condi¢des estressantes a prolina
€ sintetizada no citoplasma e no cloroplasto, transportada e catabolizada na
mitocéndria radicular. Como a taxa de transporte de prolina da parte aérea para a
raiz € elevada quando ha deficiéncia hidrica e a prolina é posteriormente
catabolizada na raiz, a energia liberada pela oxidagdao (ATP e NADPH) pode ser
utilizada para auxiliar o acimulo de biomassa na raiz, permitindo que a planta tenha
acesso a umidade mais baixa no perfil do solo (KISHOR; SREENIVASULU, 2014).
Como o parametro massa seca depende tanto do tamanho como da quantidade de
raizes, os maiores valores de MSR pode ser devido, principalmente, ao aumento do
numero de raizes como ja reportado por outros autores (BIANCUCCI et al., 2015;
SUEKAWA; FUJIKAWA; ESAKA, 2019).

Assim, de modo geral, nossos dados confirmam os efeitos benéficos da
prolina em plantas sob deficiéncia hidrica. As plantas transgénicas exibiram altos

niveis enddgenos de prolina (Figura 4A, 4B) e o acumulo desse aminoacido atuou
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na regulacdo da perda de agua. Essas plantas reduziram a conduténcia estomatica
(Gs) e a transpiragao (E) e conseguiram manter elevada a atividade fotossintética,
aumentando a eficiéncia do uso da agua (EUA) (Figura 8) e consequentemente o
acumulo de biomassa (Figura 10). Esse efeito positivo da prolina em plantas sob
déficit hidrico também foi mostrado quando este aminoacido foi aplicado antes das
plantas serem submetidas a suspensdo da irrigagdo, ndo somente nas plantas
transgénicas que ja apresentaram altos niveis de prolina endégena, mas também
nas plantas selvagens (Figuras 8, 10).

Com relagéo ao perfil transcricional dos genes da via da prolina em plantas
de tabaco, estes apresentam regulagao diferencial, o que indica a sua contribuigdo
para o controle do contetdo de prolina sob déficit hidrico e na reidratacdo (DROBA
et al., 2011). Os dados aqui apresentados mostraram aumento do numero de
transcritos de P5CS1 na deficiéncia hidrica, enquanto P5CS2 foi menos expresso e
de forma diferente entre os genotipos (Figuras 11A, 11B). Esses genes também
exibiram maior numero de transcritos 48 h apds a reidratacdo, sendo essa
expressao significativamente maior nas plantas transgénicas recuperadas (Figuras
12A, 12B). Resultados similares foram encontrados também em Nicotiana tabacum
(DROBA et al., 2011), onde o gene P5CS1 foi altamente expresso seis dias apds a
suspensao da irrigacdo, sendo que uma ligeira queda na expressao de P5CS2 foi
observada nessa mesma condicido de deficiéncia hidrica. Estes autores também
mostraram que na reidratagdo, o P5CS171 permaneceu com maior expressao do que
nas plantas irrigadas. Também Vankova, Dobra e Storchova (2012) demonstraram
que o nivel de transcrigdo do gene P5CS17 permaneceu alto nas folhas de tabaco
apos a reidratacdo das plantas. Essa expressao diferencial entre as isoformas de
P5CS pode ser explicada pelo fato de que a isoforma P5CS1 foi identificada como
sendo responsavel pela maior biossintese de prolina sob estresses abioticos
(SZABADOS; SAVOURE, 2010), enquanto a P5CS2 é considerada como
responsavel pela manutencdo das fungdes basicas celulares, sendo expressa
constitutivamente (SIGNORELLI; MONZA, 2017).

O gene P5CR também aumentou a expressao nas plantas sob déficit hidrico
e na recuperagdo comparativamente ao tratamento calibrador (gendtipo selvagem,
irrigado e sem aplicag&o de prolina) (Figura 11C, 12C). P5CS e P5CR formam a via
de biossintese da prolina (PER et al., 2017). Dessa forma, o maior numero de

transcritos desses genes esta em concordancia com os niveis elevados de prolina
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nas folhas e nas raizes sob deficiéncia hidrica e 48 h apds a reidratagdo (Figuras
4A, 4B, 5A, 5B), o que evidencia que a principal regulagdo da produgéo de prolina
esta no nivel transcricional. Em arroz (Oryza sativa) submetido a estresse salino
houve aumento na expressédo dos genes P5CS e P5CR e no teor de prolina, sendo
esse incremento ainda maior com a aplicagao de prolina (NOUNJAN; NGHIA;
THEERAKULPISUT, 2012). Em amendoim (Arachis hypogaea), a isoforma P5CS1
foi induzida em plantas tratadas com prolina exdgena submetidas a seca, enquanto
que a expressao do gene PS5CR foi reprimida (FURLAN et al.,, 2020). Isto pode
também ser observado neste trabalho, onde a prolina exégena promoveu redugao
na expressao de P5CR em relagao as plantas que nao receberam aplicagao desse
aminoacido sob déficit hidrico e 48 h apds a reidratacdo, e aumentou de P5CST,
principalmente no gendtipo selvagem (Figura 11A). Essa redugdo no numero de
transcritos de P5CR, mesmo com alto acumulo de prolina, sugere que outros niveis
de regulagdo, além dos exclusivamente traducionais, podem ter influenciado o
aumento da prolina nas folhas de tabaco (FORLANI et al., 2015a). Por exemplo, o
acumulo de prolina em plantas de Setaria italica submetidas ao estresse salino foi,
em parte, devido ao aumento da atividade tanto da enzima P5CR quanto da
glutamina sintetase (VEERANAGAMALLAIAH et al., 2007). Em Arabidopsis thaliana,
a quantidade da enzima P5CR nao se mostrou associada ao numero de transcritos
desse gene e nem a concentracao intracelular de prolina, tendo sido mostrado que
esta enzima tem uma regulagdo complexa de sua atividade em fungao do estado
redox do “pool” de nucleotideos de piridina, da concentragdo de prolina e de ions
metalicos no citosol (GIBERTI; FUNCK; FORLANI, 2014). O aumento na expressao
de P5CDH sob déficit hidrico em plantas suplementadas com prolina (Figura 11D)
sugere que a adicdo desse aminoacido também aumentou o seu catabolismo na
planta, gerando mais NADH pela agdo da enzima P5CDH, como mostrado pela
menor razdo NAD*/NADH (Figura 15B). Como o NADH causa inibigéo por feedback
da P5CR (GIBERTI; FUNCK; FORLANI, 2014), isto também pode ter interferido na
observada menor expressao de P5CR.

Assim como o tabaco, Arabidopsis possui duas isoformas funcionais de
ProDH, que possuem fungdes fisioldgicas ndo redundantes, embora parcialmente
sobrepostas, sendo que a expressao dessas duas isoformas diferem em relacido a
regulacdo espacial, de desenvolvimento e ambiental (FUNCK; ECKARD; MULLER,
2010). O acumulo de prolina em plantas expostas a seca esta associado a
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diminuicdo da expressao dos genes ProDH, que sédo responsaveis pelo catabolismo
da prolina, e aumento da expressdao de P5CS, que atua na biossintese de prolina
(DROBA et al., 2011). Esses autores observaram que em tabaco a expresséo de
ProDH1 e ProDHZ2 caiu rapidamente dentro de um dia apds a desidratacdo e
manteve-se baixa com a progressao do estresse. Em amendoim submetido a seca e
suplementado com prolina exdégena também foi observado redugédo do numero de
transcritos de ProDH1 e ProDHZ2 (FURLAN et al., 2020). O mesmo ocorreu com 0S
gendtipos aqui estudados, que também na presenga de prolina exégena
apresentaram queda na expressdo desses genes sob suspensdo da irrigacéo
(Figuras 11E, 11F). Dessa maneira, a supressao dos genes ProDH impede a
degradagao da prolina e contribui para o acumulo desse osmoprotetor nas células a
fim de atenuar os efeitos do déficit hidrico (PER et al., 2017). Apdés 48 h da
reidratacdo, a expressao de ProDH2 continuou baixa nas plantas transgénicas
suplementadas com prolina (Figura 12F). Ainda na recuperagdo, as plantas
transgénicas que foram mantidas sob condi¢des normais de irrigacdo e nao
receberam aplicagdo de prolina exdégena apresentaram maior expressao de ProDH1
e ProDH2 comparado as plantas selvagens (Figuras 12E, 12F) e a maior atividade
da enzima ProDH (Figura 14A). Isto pode ser explicado pelo fato de que as plantas
transgénicas exibiram alto acumulo enddégeno de prolina que exigiu maior expressao
e atividade de ProDH para catabolizar este aminoacido.

Apesar do menor numero de transcritos dos genes ProDH em ambos os
genodtipos suplementados com prolina exdgena e sob deficiéncia hidrica em relagéo
as plantas que nao receberam aplicagao (Figuras 11E, 11F), verificou-se aumento
na atividade da enzima ProDH nesses mesmos tratamentos (Figura 13B). A
atividade da ProDH é induzida ao fim de periodos de estresse ou em tratamentos
com prolina (SCHERTL et al.,, 2014). Esses autores verificaram forte inducado da
atividade de ProDH apds o tratamento com 50 mM de prolina em Arabidopsis
thaliana (SCHERTL et al., 2014). Assim, a prolina acumulada tende a ser
degradada, gerando energia e contribuindo para que as plantas retornem ao seu
estado de homeostase original (KISHOR; SREENIVASULU, 2014). A falta de
relacdo entre a expressado dos genes e a atividade da ProDH pode ser resultado de
regulagdes poés-transcricionais e pos-transducionais, estabilidade dos transcritos,
disponibilidade de substrato e também devido ao envolvimento de outras isoformas

em processos bioldgicos que ocorrem na planta (CARVALHO et al., 2013; FORLANI
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et al., 2015b). Ainda, foi relatado que o numero de transcritos de ProDH atinge seu
maximo entre 10 e 24 h apds o tratamento com prolina (KIYOSUE et al., 1996).
Como neste trabalho a anadlise da expressdo génica foi realizada nas folhas
coletadas 12 dias apds a ultima aplicagdo de prolina, isso poderia explicar uma
menor expressao de ProDH comparativamente ao que poderia ser observado em
uma amostragem logo apds o tratamento com o aminoacido (Figuras 11E, 11F). Por
fim, o aumento da expressao do gene P5CS1 (Figura 11A) e da atividade da ProDH
(Figura 13B) sugere que a prolina exégena provocou 0 aumento da producao desse
aminoacido tanto pela biossintese como pela ativacdo da via de catabolismo da
prolina, a qual proporciona maior disponibilidade de glutamato formado a partir da
oxidacdo daquele aminoacido. Nossos dados mostram que 48 h apds a reidratagao,
as plantas que foram pulverizadas com prolina exdgena exibiram menor numero de
transcritos dos genes ProDH, principalmente nas plantas transgénicas recuperadas
(Figuras 12E, 12F). Além disso, n&o foi verificado aumento na atividade da enzima
ProDH na recuperagdo dos gendtipos com aplicagao de prolina em relagdo as
plantas mantidas irrigadas (Figura 14B). Entretanto, houve aumento na expressao
dos genes responsaveis pela sintese de prolina, P5CS1, P5CS2 e P5CR,
significativamente maior nas plantas transgénicas (Figuras 12A, 12B, 12C). Dessa
forma, esses dados explicam o maior acumulo de prolina na recuperagao das
plantas transgénicas (Figuras 5A, 5B), onde a sintese desse aminoacido foi induzida
e o catabolismo foi reprimido. Em tabaco, altos niveis de prolina apds recuperagao
de um periodo de déficit hidrico esta relacionado com a resposta tardia dos genes
ProDH e P5CS, o que pode levar a protecao eficiente do aparato fotossintético em
folhas (DOBRA et al., 2011).

O gene P5CDH codifica a segunda enzima da via do catabolismo da prolina,
atuando na conversao de P5C em glutamato (RIZZI et al., 2015). Ao contrario do
gene ProDH, o P5CDH exibiu um aumento do numero de transcritos sob deficiéncia
hidrica em ambos os gendtipos e apds a reidratagdo, sendo que nas plantas
transgénicas recuperadas essa expressao foi significativamente maior que nas
selvagens (Figura 11D, 12D). Em arroz também foi observado aumento na
expressdo de P5CDH apds tratamento com seca induzido por polietilenoglicol
(FORLANI et al., 2015b). Nas mitocondrias, a prolina é catalisada pela ProDH
utilizando FAD* como cofator e fornece elétrons a cadeia de transporte de elétrons

mitocondriais, produzindo P5C. Este, por usa vez, é oxidado a glutamato pela
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P5CDH ou exportado para o citosol e reduzido de volta a prolina pela P5CR
(FICHMAN et al., 2015). O acumulo de P5C é considerado téxico, pois P5C pode
reagir com varios compostos celulares e ocasionar apoptose (HELLMANN et al.,
2000). Com o aumento no conteudo de prolina sob estresse, a expressao do gene
P5CDH e atividade da enzima que este codifica pode auxiliar na redugdo dessa
toxicidade pelo catabolismo desse aminoacido. A atividade da PSCDH compensa a
ciclagem da prolina-P5C, oxidando P5C em glutamato na mitocdndria, fornecendo
uma fonte de a-cetoglutarato ao ciclo do acido tricarboxilico (TCA). Quando P5CDH
€ pouco expresso e tem baixa atividade, niveis mais altos de P5C sdo acumulados e
0 excesso de elétrons leva a formagao de EROS (MILLER et al., 2009).

Existe uma relacdo entre o metabolismo de prolina e o estado redox das
células. A sintese de prolina requer equivalentes redutores (NAD(P)H), enquanto
seu catabolismo fornece esses equivalentes. Dessa forma, o metabolismo desse
aminoacido auxilia na regulagdo das razdes NAD(P)’/NAD(P)H, sendo que a
interconversao entre glutamato e prolina mantém o balango entre os compartimentos
celulares (FORLANI et al., 2019). Neste trabalho, a aplicagdo de prolina exdgena
ndo afetou a razdo NADP*/NADPH nas plantas selvagens sob deficiéncia hidrica,
mas reduziu quando estas plantas foram mantidas sob irrigacdo (Figura 15A). A
prolina que nao € usada para sintese de proteinas ou como osmoprotetor, no caso
de plantas que n&o passam por condigdes estressantes, € degradada (SCHERTL et
al., 2014). Neste caso, a adigédo de prolina diminuiu NADP" nas plantas irrigadas,
indicando que esta piridina foi usada pela enzima P5SCDH, que na degradagao desse
aminoéacido converte NADP* em NADPH, reduzindo essa razdo (FICHMAN et al.,
2015). A redugdo da razdo NADP'/NADPH também foi verificada no gendtipo
transgénico suplementado com prolina exégena (Figura 15A). Como essas plantas
ja possuem alto acumulo de prolina endégena, essa menor razao deve-se a
necessidade de usar o NADP" na degradacgédo de prolina pela enzima P5CDH,
gerando NADPH. As plantas transgénicas submetidas ao déficit hidrico sem
aplicagéo de prolina exibiram a maior razdo NADP*/NADPH (Figura 15A). Essas
plantas, além de possuirem atividade das enzimas nativas da via biossintética da
prolina (P5CS e P5CR), apresentam a expressao constitutiva do P5CS transgene
(VaP5CSF129A) para acumularem altos niveis desse aminoacido. A atividade
dessas enzimas pode resultar em grandes quantidades de NADP”, visto que ambas

as enzimas P5CS e P5CR utilizam NADPH e liberam NADP* na produgéo de prolina
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(FICHMAN et al., 2015). A P5CR, enzima que catalisa o segundo passo de sintese
da prolina, tem também maior afinidade com o NADPH para redu¢cdo do P5C em
prolina (GIBERTI; FUNCK; FORLANI, 2014). Dessa forma, o maior consumo de
NADPH e a formacéo de NADP" elevaram a razdo NADP*/NADPH nessas plantas.

E interessante notar que a aplicacdo de prolina exégena nao teve efeito nas
razdes NADP*/NADPH e NAD*/NADH nas plantas selvagens sob deficiéncia hidrica,
gue mantiveram valores similares em ambos os tratamentos de prolina (0 e 10 mM)
(Figuras 15A, 15B). Ja nas plantas transgénicas estressadas essas razdes foram
reduzidas com a suplementagdo com esse aminoacido, provavelmente pela geragao
de maiores quantidades de NADPH e NADH na via de degradacdo da grande
quantidade de prolina produzida. O equilibrio entre a sintese de prolina e seu
catabolismo é vital para a manutengao do crescimento e um equilibrio redox das
plantas sob estresse (KISHOR; SREENIVASULU, 2014), onde NAD(P)" e NAD(P)H
sao gerados durante, respectivamente, a sintese e a degradagéo da prolina.

Também, apds 48 h da reidratagdo, ndo houve diferengas significativas na
razdo NADP*/NADPH entre ambos os genodtipos nas plantas recuperadas com e
sem prolina exdgena (Figura 16A), enquanto que as plantas transgénicas
reidratadas exibiram maior razio NAD*/NADH do que as selvagens (Figura 16B).
Essa menor razdo detectada nas plantas selvagens recuperadas pode ser explicada
pela maior quantidade de NADH liberada na degradacéo da prolina pela enzima
P5CDH, visto que essas plantas apresentaram menor conteudo desse aminoacido
na recuperagdo comparado com as plantas transgénicas (Figuras 5A, 5B).

Durante a fotossintese, ATP e NADPH sdo produzidos, sendo os
equivalentes redutores gerados a partir da fotorredugdo de NADP®. Porém, a
regeneracdo do NADP™ é essencial para evitar a produgéo de EROS, especialmente
em situacbes de estresse, pois ele atua como aceptor de elétrons terminal. A
ativacdo de mecanismos que realizam a regeneragcdo desse aceptor € necessaria,
permitindo a produgao continua de ATP através da cadeia de transporte de elétrons
fotossintética (VISHWAKARMA et al., 2015). Esses mecanismos incluem a via
biossintética da prolina e a valvula de malato, esta ultima através da atividade da
enzima NADP-MDH (SCHEIBE, 2004; SZABADOS; SAVOURE, 2010). Quando as
plantas sdo submetidas a estresses abidticos, como o déficit hidrico, podem ser
observadas mudangas nos niveis de expressdo dos genes e atividade da malato

desidrogenase (MDH) que desempenha um papel importante na dissipagdo do
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excesso de energia através da valvula de malato (TANIGUCHI; MIYAKE, 2012).
Podemos observar que em ambos os gendtipos o gene NADP-MDH, que codifica a
enzima chave da valvula de malato, exibiu maior expressao sob déficit hidrico em
comparagao com o tratamento irrigado, sendo este aumento maior nas plantas
selvagens sem aplicacdo de prolina exdégena (Figura 11G). NAD-MDH também
apresentou maior numero de transcritos em relacdo ao tratamento calibrador na
deficiéncia hidrica sem suplementacado de prolina em ambos os gendtipos (Figura
11H). O mesmo padrdo de expressao génica pode ser observado na atividade da
enzima NADP-MDH que aumentou em ambos os genoétipos com a imposicéo da
deficiéncia hidrica no tratamento sem aplicagado de prolina exégena. Essa atividade
foi maior nas plantas selvagens em relagdo as que permaneceram em condigoes
normais de irrigagao (Figura 13A). Dessa forma, € notéria a ativagado dessa via de
dissipacdo de energia, a valvula de malato, nas plantas sob déficit hidrico,
principalmente nas plantas selvagens.

A valvula de malato, entdo, permite que os equivalentes redutores
cloroplasticos sejam indiretamente transferidos para o citosol e outros
compartimentos subcelulares, como as mitocondrias, para evitar o estresse
oxidativo. A proteina AOX, envolvida na cadeia respiratdoria nas mitocéndrias,
providencia uma rota alternativa no transporte desses equivalentes redutores e, em
conjunto com o aumento da atividade das MDH, tem papel na modulagado do estado
redox celular e no desempenho fotossintético, sendo conhecido o envolvimento
desta proteina na tolerancia a diferentes estresses ambientais (VANLERBERGHE,
2013; VISHWAKARMA et al., 2015). Em plantas de Rumex K-1 (Rumex patientia %
R. tianschaious) foi verificado que as atividades de NADP-MDH e AOX aumentaram
significativamente nas folhas sob luz intensa, indicando que o transporte de malato -
oxaloacetato foi ativado para transportar o excesso de equivalentes redutores
gerados nos cloroplastos para outras organelas (ZHANG et al., 2012). Estes autores
sugerem que os equivalentes transportados dos cloroplastos podem ser oxidados
pela cadeia respiratoria de transporte de elétrons e que, nessa situacao, a via AOX,
que € uma via de transporte de elétrons nao fosforilante, desempenha um papel na
dissipacdo dos equivalentes redutores derivados dos cloroplastos (ZHANG et al.,
2012). Neste trabalho, ficou evidenciado o incremento na expressdo do gene AOX
sob déficit hidrico no gendtipo selvagem (Figuras 11l). Também em tabaco, um

aumento progressivo na quantidade de proteina AOX foliar foi verificado com
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aumento da severidade da seca (DAHAL; MARTYN; VANLERBERGHE, 2015).
Estes autores propéem que a quantidade de AOX influencia a respiragdo das
plantas sob luz, particularmente durante um déficit hidrico severo, quando a
respiracao via citocromo pode se tornar cada vez mais restrita. Isso afeta o estado
redox do cloroplasto, influenciando como o aparato fotossintético responde ao
aumento da severidade da seca. Wang e Vanlerberghe (2013) mostraram que
transcritos de AOX7a e NAD-MDH aumentaram gradualmente em resposta a um
estresse de seca progressivo em tabaco, sugerindo que AOX e NAD-MDH s&o
capazes de reduzir parcialmente os danos celulares na falta de agua. Esses autores
afirmam que o aumento do NAD-MDH auxilia a importagdo do excesso de poder
redutor para a mitocédndria via valvula de malato para posterior oxidagao pela AOX.
Quando a assimilagao de CO, é impedida pelo estresse, a mitocdndria pode ter um
papel na oxidagao do excesso de redutor do cloroplasto (GANDIN et al., 2012). Esse
fato pode ser confirmado neste trabalho, onde ambos os gendétipos reduziram a
assimilacdo de CO, sob déficit hidrico, sendo essa queda maior nas plantas
selvagens e sem prolina exdgena (Figura 8A). Dessa forma, NADP-MDH, NAD-MDH
e AOX aumentaram a expressdo nos tratamentos de seca, principalmente no
genodtipo selvagem, ativando esses mecanismos de dissipagao de energia.

E importante ressaltar que nossos dados mostram que apesar do aumento
no numero de transcritos de NADP-MDH na deficiéncia hidrica, as plantas
transgénicas exibiram uma significativa menor expressao em relagdo as selvagens
quando nao sofreram a adicdo de prolina exdgena. Esse incremento no nivel de
MRNA do gene NADP-MDH foi ainda menos notavel nas plantas que receberam a
suplementagao com esse aminoacido (Figura 11G). A aplicagao de prolina exégena
também influenciou na atividade da enzima NADP-MDH, que foi reduzida nos dois
genotipos, sendo que nas plantas transgénicas a atividade foi ainda menor (Figura
13A). A prolina exdgena também reduziu a expressao de NAD-MDH nos genétipos
avaliados (Figura 11H) e manteve a expressdo de AOX similar ao calibrador sob
déficit hidrico nas plantas transgénicas com alto acumulo endégeno desse
aminoacido (Figura 111). Estes dados em conjunto indicam que a prolina atuou como
um mecanismo complementar/compensatério para as vias de dissipagao de energia,
valvula de malato e AOX, que foram menos utilizadas pelo acumulo deste
aminoacido. Essa contribuicao da prolina ocorre de forma que sua biossintese libera

aceptores de elétrons (NADP") que irdo atuar na drenagem do excesso de elétrons,
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evitando assim estresse oxidativo (SIGNORELLI, 2016). Isso pode ser confirmado
com o menor conteudo de MDA verificado em plantas de ambos os gendtipos sob
deficiéncia hidrica que receberam prolina exdgena em relagdo aquelas que néao
foram suplementadas com esse aminoacido (Figura 4C). Além disso, essas plantas
conseguiram manter uma maior assimilacdgo de CO, (A) (Figura 8A) e
consequentemente o acumulo de biomassa (Figura 10).

Apoés a reidratagdo houve um aumento expressivo no numero de transcritos
de NADP-MDH em ambos os genotipos, sendo que nas plantas transgénicas foi
significativamente maior que nas selvagens (Figura 12G). Da mesma forma, foi
verificado maior atividade da NADP-MDH nas plantas recuperadas que receberam
aplicacao de prolina exdégena (Figura 14A). A ativacdo da valvula de malato é
essencial para equilibrar o metabolismo energético e manter a homeostase redox
nas plantas apés um periodo de estresse, servindo como um tampao termodinamico
e mantendo constante a razdo NADP*/NADPH no cloroplasto para otimizar a
fotossintese (SELINSKI; SCHEIBE, 2019). Isso pode ser observado na razao
NADP*/NADPH que foi similar nos tratamentos de recuperacdo de ambos os
genotipos (Figura 16A). O maior poder de recuperagédo fotossintética das plantas
transgénicas apos o déficit hidrico mostrado neste trabalho (Figura 9A) pode talvez
ser atribuido a este fator.

Os genes NAD-MDH e AOX também aumentaram a expressao 48 h apds a
reidratacdo em ambos os gendtipos, sendo maior nas plantas recuperadas que nao
receberam aplicacdo de prolina exdégena (Figuras 12H, 121). Dessa forma, a maior
expressao de NAD-MDH ativa a via AOX pela geragdo de NADH que pode entrar na
cadeia respiratéria de transporte de elétrons, apoiando a sintese de energia em
forma de ATP para auxiliar as plantas na recuperagao (SELINSKI; SCHEIBE, 2019).
Plantas que foram pulverizadas com prolina exibiram menor expressao de NAD-
MDH, provavelmente devido ao elevado conteudo desse aminoacido que, por seu
catabolismo, gera grande quantidade de NADH pela atividade da P5CDH, fato este
que pode ser suportado pelo declinio na razdo NAD*/NADH observado nas plantas
recuperadas suplementadas com prolina em relagdo as plantas irrigadas (Figuras
16B). Dessa forma, o NADH gerado no catabolismo da prolina vai alimentar a via
respiratéria mitocondrial produzindo energia para recuperagdo das plantas. Assim,

ha menor necessidade do NADH formado pela NAD-MDH e por isso houve reducao
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na expressdo desse gene quando as plantas receberam prolina exdgena (Figura
12H).

Como verificado, o metabolismo da prolina atua na manutencao do balanco
redox. Alguns autores afirmaram que ha uma ligagdo desse aminoacido no equilibrio
redox do cloroplasto (DIETZ; PFANNSCHMIDT, 2011), onde a enzima NADP-MDH
atua na manutencdo desse balango nessa organela (SELINSKI; SCHEIBE, 2019).
Neste estudo, nds confirmamos essa afirmacgao pela menor expressao e atividade
da NADP-MDH verificada nas plantas sob déficit hidrico quando receberam
aplicacdo de prolina exdgena, principalmente no gendtipo transgénico com alto
acumulo endogeno desse aminoacido (Figuras 11G, 13A). A ativacdo de NADP-
MDH ocorre quando ha escassez de NADP”, o que resulta em altas concentracbes
de NADPH e redugdo da razdo NADP'/NADPH (SCHEIBE, 2004). Essa alta
quantidade de NADPH pode ser resultado da n&o utilizacdo dessa piridina na etapa
bioquimica da fotossintese para producédo de carboidratos, devido a falta de CO,
ocasionada pelo estresse (SCHEIBE, 1991). A NADP-MDH usa o excesso de
NADPH gerado pela cadeia de transporte de elétrons fotossintética para converter
oxaloacetato em malato, regenerando o aceptor de elétrons NADP*. Esse controle
garante que o0s equivalentes redutores sejam exportados para outros
compartimentos subcelulares através do transporte de malato - oxaloacetato (valvula
de malato) quando estiverem em excesso e quando ndo forem necessarios no
cloroplasto para o processo de assimilagdo de CO, (SCHEIBE, 1991). O malato
entdo é usado para outras reagdes fora dos cloroplastos, podendo ser direcionado
para dissipacdo de energia na via AOX nas mitocdndrias (SELINSKI; SCHEIBE,
2019). Ao contrario, alto nivel de NADP" atua na redugdo da atividade da NADP-
MDH (SCHEIBE, 2004). Isto pode ser observado nas plantas selvagens estressadas
pulverizadas com prolina exdgena, que aumentaram a razdo NADP'/NADPH em
relagéo as plantas irrigadas, possivelmente pelo aumento na quantidade de NADP*
(Figura 15A) e reduziram a atividade da NADP-MDH (Figura 13A). Esse incremento
no nivel de NADP* também pode estar relacionado a ativacdo do ciclo GS/GOGAT
(glutamina sintetase e glutamato sintase), fundamental para assimilagdo de
nitrogénio pelas plantas (XU; FAN; MILLER, 2012). A degradacgao da prolina nessas
plantas selvagens que receberam esse aminoacido, pela agdo das enzimas ProDH e
P5CDH, ocasiona acumulo de glutamato e NADPH. Esse glutamato acumulado é

usado no ciclo GS/GOGAT para formar glutamina. Nessa reagdo NADPH é oxidado
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formando NADP®. Dessa forma, o acumulo de NADP® pela ativacdo desse ciclo
pode ter reduzido a atividade da NADP-MDH nas plantas selvagens.

As plantas transgénicas exibiram uma queda na atividade da enzima NADP-
MDH ainda maior que nas selvagens ao serem suplementadas com prolina (Figura
13A). Porém, diferentemente do gendtipo selvagem, essas plantas estressadas
reduziram a razdo NADP*/NADPH, provavelmente pela maior quantidade de NADPH
(Figura 15A). Como ja mencionado, altas concentragdes de NADPH e a reducédo da
razdo NADP*/NADPH ativam a enzima NADP-MDH (SCHEIBE, 2004), sendo que o
contrario ocorreu com essas plantas transgénicas, que sob essas condi¢des
reduziram a atividade dessa enzima. Este aumento na quantidade de NADPH pode
ser resultado da degradagao da grande quantidade de prolina acumulada por essas
plantas pela a¢do da enzima P5CDH que converte o NADP® em NADPH. Além
disso, nossos dados mostraram que as plantas transgénicas foram menos afetadas
pelo déficit hidrico, mantendo maiores taxas fotossintéticas nessa condi¢ao
estressante, com menor perda de agua, além de acumularem mais biomassa
(Figuras 8, 10). Dessa forma, maiores quantidades de NADPH também pode estar
relacionado ao menor consumo dessa piridina gerada pela via da pentose fosfato
(PPP) para reciclagem de glutationa oxidada (GSSG), que é essencial para evitar
estresse oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010). Outros estudos deverdo ser realizados

para elucidar a relacéo entre a via PPP e a producéo constitutiva de prolina.

3.6 Consideragoes Finais

Em resumo, os resultados descritos neste trabalho mostraram aumento no
conteudo de prolina em folhas e raizes de plantas de tabaco apds um déficit hidrico
de nove dias, sendo este aumento maior nas plantas transgénicas
superexpressando o transgene VaP5CSF129A e quando as plantas receberam a
suplementagcdo desse aminoacido (10 mM). Isso ocorreu tanto pelo aumento na
expressao dos genes que codificam as enzimas da biossintese de prolina, P5CS1 e
P5CR, como também pela supressdo da expressdo do gene ProDH na deficiéncia
hidrica, principalmente da isoforma ProDH2, responsavel pelo catabolismo da
prolina. As plantas transgénicas reduziram a condutancia estomatica (Gs) e a
transpiracdo (E) e conseguiram manter elevada a atividade fotossintética,

aumentando a eficiéncia do uso da agua (EUA) e, consequentemente o acumulo de
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biomassa, sendo este efeito positivo ainda maior quando a prolina foi aplicada de
forma exogena. Entretanto, a suplementacao de prolina nas plantas transgénicas em
condigdes normais de irrigacdo ocasionou uma redugao da atividade fotossintética,
possivelmente devido a diminuicdo da atividade da Rubisco (SIVAKUMAR,;
SHARMILA; SARADHI, 1998). Foi possivel também observar aumento na expressao
dos genes NADP-MDH, NAD-MDH e AOX nas plantas sob deficiéncia hidrica,
principalmente no gendtipo selvagem, indicando a ativagado desses mecanismos de
dissipagao de energia durante o estresse aplicado. Nos tratamentos de déficit hidrico
com pulverizagdo de prolina houve uma comparativa menor expressao desses
genes e da atividade da enzima NADP-MDH, sendo estes valores ainda menores
nas plantas transgénicas. Com relagéo as piridinas, a aplicagao de prolina exdégena
nao teve efeito nas razées NADP*/NADPH e NAD*/NADH nas plantas selvagens sob
deficiéncia hidrica, que se mantiveram similares em ambos os tratamentos de prolina
(0O e 10 mM). Ja nas plantas transgénicas estressadas, essas razdes foram
reduzidas com a suplementagdo com esse aminoacido, exibindo maiores
quantidades de NADPH e NADH, provavelmente pela geragdo dessas piridinas na
via de degradacao da grande quantidade de prolina produzida.

Em condicbes de recuperacao apos 48 h da reidratagdo, as plantas de
ambos o0s gendtipos suplementados com prolina exibiram altos niveis desse
aminoacido nas folhas, sendo isto ainda maior nas plantas transgénicas. Esse maior
acumulo de prolina na recuperagcdo das plantas transgénicas pode ser explicado
pelo aumento das expressdes dos genes P5CS171, P5CS2 e P5CR, que foram
significativamente maiores do que nas plantas selvagens, e pela redugcdo na
expressdo do gene e da atividade de ProDH. Também, as plantas transgénicas
exibiram maior poder de recuperacdo da atividade fotossintética, mostrando que a
pré-aplicacdo de prolina antes do estresse ndo tem um efeito superior a sua
producdo endogena. Isso porque a alta produgado endogena desse aminoacido gera
aceptores de elétrons, evitando a formagao de EROS durante o estresse, auxiliando
em uma melhor recuperacdo das plantas. Um aumento expressivo no numero de
transcritos de NADP-MDH foi verificado em ambos os gendétipos na recuperagéo,
sendo que nas plantas transgénicas foi significativamente maior que nas selvagens.
Da mesma forma, houve uma maior atividade da NADP-MDH nas plantas que
receberam aplicagao de prolina exdgena. A ativagao da valvula de malato apdés um

periodo de estresse é essencial para equilibrar o metabolismo energético e manter a
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homeostase redox nas plantas. NAD-MDH e AOX também aumentaram a expressao
48 h apds a reidratagdo, sendo maior nas plantas recuperadas que nao receberam
aplicacao de prolina exdgena. Ainda, as plantas que foram pulverizadas com prolina
exibiram menor expressédo de NAD-MDH e AOX ocasionando um declinio na raz&o
NAD*/NADH pelo maior conteido de NADH nessas plantas devido o catabolismo
dessa prolina.

Assim, os resultados aqui obtidos mostram que a prolina atua na defesa das
plantas conduzindo reagdes redox oxidativas e redutoras, dependendo do contexto
fisiologico das plantas, do estresse aplicado e como um mecanismo
complementar/compensatério para as vias de dissipagdo de energia, valvula de
malato e AOX, através da regeneragdo de NADP™ sob deficiéncia hidrica. Portanto,
nossos dados dao suporte a hipotese levantada no estudo de Hebbelmann et al.
(2012) com plantas de Arabidopsis mutantes com nocaute do gene NADP-MDH, nas
quais a biossintese de prolina contribuiu para a manutencdo da homeostase redox
na falta da valvula de malato.

Por fim, nossos dados também confirmaram a possibilidade do uso de
plantas geneticamente modificadas visando uma maior tolerancia a deficiéncia
hidrica, umas das principais causas da redug¢ao da produtividade das culturas. As
plantas transgénicas com alto acumulo enddgeno de prolina mostraram-se mais
tolerantes ao déficit hidrico, principalmente pela maior atividade fotossintética e
acumulo de biomassa em relagao as selvagens. Tendo em vista o claro papel da
prolina no aumento da tolerancia ao déficit hidrico, o desenvolvimento de plantas
transgénicas utilizando promotores induzidos pode ser mais vantajoso do que o0 uso
de promotores constitutivos, como o usado neste estudo, evitando assim a
expressdo do P5CS durante as varias fases de desenvolvimento da planta
(CARNEIRO; CARNEIRO, 2011). A aplicagéo de prolina exdégena antes do estresse
proporcionou beneficios ainda maiores nas plantas transgénicas submetidas ao
déficit hidrico, sendo que este efeito da suplementagcao também foi verificado no
gendtipo selvagem. Sendo assim, em certas situagdes, a aplicagdo exdégena de
prolina tem potencial pratico para beneficiar plantas em condi¢cdes de deficiéncia
hidrica, sendo, porém, importante a realizacdo de novos trabalhos para determinar
custos, concentracdes ideais de prolina e melhores épocas de aplicagdao em acordo

com diferentes espécies de plantas.
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3.7 Conclusao

As plantas transgénicas acumularam maior conteudo de prolina sob
deficiéncia hidrica e 48 h apds a reidratagcao do que as selvagens, sendo isto ainda
maior com a suplementagao exdégena desse aminoacido antes do inicio do estresse.
Isto foi causado pelo aumento na expressdao dos genes responsaveis pela
biossintese de prolina, principalmente P5CS17, e pela redugdo dos genes da via
catabdlica, especialmente ProDH?2.

A aplicagao de prolina exdégena reduziu os efeitos negativos do déficit hidrico
na atividade fotossintética e proporcionou maior acumulo de biomassa em ambos os
gendtipos, sendo que as plantas transgénicas foram ainda menos afetadas e
exibiram maior poder de recuperacao por apresentarem maior CRA e eficiéncia no
uso da agua quando receberam a prolina exogena.

A prolina atuou como um mecanismo complementar/compensatério para as
vias de dissipagao de energia - valvula de malato e AOX, que foram menos
utilizadas na deficiéncia hidrica pelo acumulo deste aminoacido nas plantas. As
enzimas NADP-MDH e AOX foram menos ativas nas plantas transgénicas com alto
acumulo endogeno de prolina do que nas selvagens, e a aplicagdo exdgena de
prolina reduziu ainda mais a expresséo desses genes e a atividade de NADP-MDH.
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4 CAPITULO 2

Efeitos da prolina no perfil ionémico foliar de plantas de tabaco submetidas a

deficiéncia hidrica
RESUMO

A iondbmica tem como objetivo quantificar os elementos minerais de um organismo e
verificar como fatores fisioldgicos, genéticos e ambientais, tais como o déficit hidrico,
podem alterar essa composi¢cao elementar. A deficiéncia hidrica pode reduzir a
absorcao de nutrientes, sendo que a prolina, como mitigadora dos efeitos da seca,
pode auxiliar na absor¢do e acumulo de minerais em plantas. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da prolina no perfil ionémico de plantas de
tabaco selvagens e geneticamente modificadas para a superprodugao de prolina
submetidas a aplicagbes exdgenas desse osmolito sob deficiéncia hidrica. O
experimento foi realizado em casa de vegetagao, utilizando um evento transgénico
com expresséo constitutiva do gene VaP5CSF129A e o controle ndo transformado
(selvagem), duas doses de prolina: 0 e 10 mM e dois regimes hidricos: irrigado e
deficiéncia hidrica. Aos trinta dias apds o transplante das mudas para os vasos
foram realizadas trés aplicagbes foliares de prolina e trés dias apds a ultima
aplicacao a irrigagao foi suspensa por nove dias. No nono dia de suspensao da
irrigacé&o foram coletadas folhas para determinagéo do conteudo de N, P, K, Ca, Mg,
S, B, Cu, Fe, Mn e Zn. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
clusterizacdo hierarquica e componentes principais. Houve uma diferenciagdo de
grupos em fungao da aplicagéo de prolina exdgena, mostrando que este tratamento
influenciou mais o perfil iondmico das plantas de tabaco do que os regimes hidricos.
A analise multivariada do ionoma mostrou a separacdo dos elementos em cinco
“clusters”, sendo que estes agrupamentos podem estar relacionados aos
mecanismos de absorc¢ao e translocagao que sao afetados pela maior quantidade de
prolina presente nas folhas. O K foi o nutriente em maior quantidade encontrado nas
folhas do tabaco. Com poucas excegdes, o conteudo dos elementos minerais foi
maior, nos dois regimes hidricos, quando a prolina foi aplicada adicionalmente. De
maneira geral, os micronutrientes exibiram maior quantidade nas plantas
transgénicas com alto acumulo de prolina, com excegao do Fe, possivelmente pela
competicdo com o Cu. Dessa maneira, nossos dados sugerem que a prolina pode
atuar direta ou indiretamente, por seu efeito no aumento da tolerancia ao estresse,
como mitigadora das deficiéncias nutricionais causadas por condigbes de déficit
hidrico no tabaco, principalmente se aplicada via foliar anteriormente ao inicio da
deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Nutrientes. Aminoacidos. Estresse abiodtico.
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ABSTRACT

Effects of proline on the leaf ionomic profile of tobacco plants subjected to

water deficiency

lonomics aims to quantify the mineral elements of an organism and verify how
physiological, genetic and environmental factors, such as water deficit, can change
this elementary composition. Water deficiency can reduce the absorption of nutrients,
and proline, as an osmolyte having mitigating effects on drought, can assist in the
absorption and accumulation of minerals in plants. In this context, the objective of this
work was to evaluate the effect of proline on the ionomic profile of wild and a
genetically modified tobacco overproducing proline with additional exogenous
applications of this osmolyte under water deficiency. The experiment was carried out
in a greenhouse, using a transgenic event with constitutive expression of the
VaP5CSF129A gene and the untransformed (wild) control, two exogenous proline
concentrations: 0 and 10 mM and two water regimes: irrigated and water deficiency.
Thirty days after transplanting the seedlings into pots, three foliar applications of
proline were performed and irrigation was suspended three days after the last
application for nine days. On the ninth day of suspension of irrigation, leaves were
collected to determine the content of N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn and Zn. The
data were submitted to analysis of variance, hierarchical clustering and principal
components analysis. There was a clear differentiation of groups according to the
application or not of exogenous proline, showing that this treatment, influenced the
ionomic profile of tobacco plants more than the water regimes. The multivariate
analysis of the ionome showed the separation of the elements into five clusters,
which may be related to the mechanisms of absorption and translocation that are
affected by the greater amount of proline present in the leaves. K was the nutrient
present in greatest amounts in tobacco leaves. With few exceptions, the content of
the mineral elements was higher, in the two water regimes, when proline was
additionally applied. In general, micronutrients were detected in greater amounts in
transgenic plants, with the exception of Fe, possibly due to the competition with Cu.
Thus, our data suggest that proline might act, directely, or indirectely by its effect on
stress tolerance, as a mitigator of nutritional deficiencies caused by water deficit
conditions in tabacco, mainly if applied prior to the onset of water deficiency.

Keywords: Nutrients. Amino acids. Abiotic stress.
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4.1 Introdugao

O ionoma pode ser definido como o conjunto de elementos minerais,
incluindo elementos essenciais e nao essenciais, metais e ndo metais em um
organismo. Assim, ionbmica é o estudo do ionoma, e tem como objetivo quantificar
esses elementos e verificar como a fisiologia, a genética, o estagio de
desenvolvimento e o ambiente podem alterar a composi¢ao do ionoma de células,
tecidos e 6rgaos, incluindo os vegetais (PITA-BARBOSA; RICACHENEVSKY; FLIS,
2019).

Os nutrientes minerais sido indispensaveis para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Os termos macro e micronutrientes sao utilizados
fazendo referéncia a necessidade de cada mineral para desempenhar seu papel no
metabolismo vegetal, sendo que os macronutrientes sdo adquiridos em maior
quantidade em relacdo aos micronutrientes (MORGAN; CONNOLLY, 2013). As
plantas sdo organismos sésseis que precisam lidar com condi¢des ambientais
adversas e isso inclui mudangas nos fatores abidticos, como a disponibilidade de
agua. A deficiéncia hidrica reduz a taxa de difus&o de nutrientes no solo em diregéo
as raizes, a absorcdo pelas raizes e o transporte desses nutrientes devido,
principalmente, a diminui¢cdes no fluxo de transpiragdo, transporte ativo e
permeabilidade da membrana (ETIENNE et al., 2018).

Também, em resposta ao déficit hidrico, as plantas sintetizam e acumulam
alguns compostos que desempenham fungbes protetoras, além de auxiliar na
manutengdo do metabolismo vegetal, crescimento e desenvolvimento. Um exemplo
€ o0 aminoacido prolina, que atua como osmoprotetor, estabilizando estruturas
celulares, enzimas, eliminando espécies reativas de oxigénio (EROS) e mantém o
equilibrio redox em situag¢des adversas (MEENA et al., 2019). A utilizagdo de plantas
transgénicas transformadas com genes que codificam enzimas chave da biossintese
de prolina podem acumular uma maior quantidade desse aminoacido e atenuar os
efeitos do estresse (BORGO; MARUR; VIEIRA, 2015). O aumento nos niveis de
prolina e os seus beneficios para as plantas, inclusive a tolerancia ao estresse,
também tem sido demonstrado através da aplicacdo exdgena desse aminoacido
(HASANUZZAMAN et al., 2014).

Ja foi verificado que existe uma correlacdo positiva entre o acumulo de

prolina e o conteudo de alguns elementos minerais (PER et al., 2017). Além disso, a
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aplicacédo exogena de prolina pode auxiliar na absorgao e acumulo de nutrientes em
plantas submetidas a diferentes tipos de estresse, incluindo o déficit hidrico
(ZOUARI et al., 2019). Dessa forma, torna-se interessante analisar plantas com alto
acumulo enddégeno de prolina e plantas submetidas a aplicagdo exégena deste
aminoacido para aumentar o nosso entendimento sobre como a prolina influencia o
conteudo de elementos minerais em plantas sob condigdes de deficiéncia hidrica. A
identificacdo de como a prolina em condi¢gées normais e de déficit hidrico regula a
acumulacgao de ions nas folhas de uma planta modelo, como o tabaco, pode auxiliar
o melhoramento de outras espécies que tiveram a introgressao do gene P5CS para

aumentar a tolerancia a seca.

4.2 Objetivo

Avaliar o efeito da prolina no perfil ionémico de plantas de tabaco selvagens
e geneticamente modificadas para a superproducédo enddgena de prolina

submetidas a aplicagbes exdégenas desse osmolito sob deficiéncia hidrica.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Conducao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo como descrito no
Capitulo 1, Item 3.3 (3.3.1, 3.3.2, 3.3.3 e 3.3.4). Foi composto por dois materiais
vegetais: um evento transgénico de tabaco (Nicotiana tabacum) com expressao
constitutiva do gene VaP5CSF129A e o controle n&o transformado (selvagem), duas
doses de prolina: 0 e 10 mM, e dois regimes hidricos: irrigado (condigdes normais de
suprimento de agua, mantendo o solo nos vasos com 100% da capacidade de
campo) e suspensao da irrigacao por nove dias (deficiéncia hidrica).

Nove dias apds a suspensao da irrigacado, quando o solo apresentou 20% de
umidade em relagc&o aos vasos irrigados, foi realizada a coleta do material vegetal
para analise dos elementos minerais (trés repetigbes por tratamento). Foram
coletadas a quarta e quinta folha (do apice para a base), sendo acondicionadas em

sacos de papel para posterior secagem.



99

4.3.2 Analise de elementos minerais

Apos a coleta, as folhas foram lavadas em &gua corrente e
posteriormente em agua deionizada. Em seguida, foram acondicionadas em sacos
de papel e mantidas em estufa com circulagcdo de ar a 60°C para secagem e,
quando secos, o material foi macerado com auxilio de almofariz e pistilo. Foram
determinados os conteudos de 11 elementos minerais: nitrogénio (N), fosforo (P),
potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro
(Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). Os conteudos dos elementos foram determinados
segundo metodologia descrita por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), sendo que o N
foi determinado em destilador pela transformacédo do N amoniacal (NH4),SO4 em
amoénia (NHs); P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn pelo método de digestdo nitrico-
perclorica; e o B por colorimetria da azometina H. Os conteudos dos elementos

minerais foram expressos em miligramas por quilo de matéria seca (mg kgMS™).
4.3.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F e,
quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade (p<0,05).

Para uma melhor avaliagcdo do efeito da prolina no ionoma de plantas
selvagens e transgénicas submetidas a deficiéncia hidrica foram realizadas analises
estatisticas multivariadas por meio da analise de clusterizagao hierarquica (heatmap)
e analise de componentes principais (ACP). Para o heatmap foi utilizada a distancia
euclidiana e o método Ward, que identifica subgrupos homogéneos (DU et al.,
2020). Os conteudos dos elementos minerais foram transformados em z-score para
obter distribuicdo padrdo antes da plotagem do heatmap no programa ClustVis
(METSALU; VILO, 2015). A ACP foi realizada utilizando o programa Paleontological
Statistics (PAST) v. 3.25.

4.4 Resultados

Com poucas excegoes, o conteudo dos elementos minerais nas folhas de

tabaco foi maior com a aplicagédo de prolina exdégena nos dois regimes hidricos
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aplicados (Figura 17). A suplementagdo com este aminoacido aumentou o conteudo
de nitrogénio (N) em ambos os genoétipos mantidos sob condigbes normais de
irrigacdo e sob deficiéncia hidrica. Entretanto, ndo houve diferencgas significativas
entre 0s genaotipos e entre os regimes hidricos dentro de cada condigéo de prolina (0
e 10 mM) (Figura 17A).

O conteudo de P (fésforo) foi similar em ambos os gendtipos,
aproximadamente 3000 mg kgMS'1, nao mostrando nenhuma diferenca estatistica
entre todos os tratamentos (Figura 17B).

O potassio (K) foi o macronutriente em maior quantidade encontrado nas
folhas do tabaco (Figura 17C). Nas plantas selvagens que n&o receberam prolina
exogena, o déficit hidrico aumentou em cerca de 37% o conteudo desse nutriente
em relagdo as plantas irrigadas, enquanto que nas transgénicas o déficit hidrico
causou a reducdo do conteudo de K, apresentando valor similar as plantas
selvagens irrigadas (cerca de 30000 mg kgMS™). A aplicacdo de prolina exdgena
nao acarretou diferengas significativas no teor de K em ambos os gendétipos entre os
regimes hidricos. No entanto, o gendtipo transgénico com alto acumulo endégeno de
prolina exibiu incremento no conteudo de K apenas sob deficiéncia hidrica, enquanto
que as plantas selvagens irrigadas e estressadas aumentaram o K apods a aplicagéo,
mostrando os maiores valores encontrados para esse nutriente (50000 e 56500 mg
kgMS™, respectivamente) (Figura 17C).

A deficiéncia hidrica ndo alterou o conteudo de calcio (Ca) nas plantas
selvagens sem aplicacdo de prolina exdgena em comparagdo com as plantas
irrigadas (aproximadamente 20000 mg kgMS'1) (Figura 17D). Ja nas plantas
transgénicas, a suspensao da irrigagao por nove dias reduziu em 20% a quantidade
desse nutriente, exibindo conteudo similar as plantas selvagens que nao receberam
prolina. A suplementacdo exdgena com esse aminoacido aumentou o Ca nas
plantas selvagens em ambos os regimes hidricos, enquanto que nas transgénicas
esse aumento foi somente observado nas plantas sob déficit hidrico (Figura 17D).

O conteudo de magnésio (Mg) foi significativamente maior nas plantas
selvagens sob deficiéncia hidrica e com aplicacdo de prolina exdégena (16600 mg
kgMS™), enquanto que todos os outros tratamentos ndo exibiram diferengas
estatisticas quanto ao teor deste nutriente nas folhas (Figura 17E).

O déficit hidrico aumentou o conteudo de enxofre (S) nas folhas das plantas

selvagens e esse conteudo manteve-se semelhante apos a aplicagdo de prolina,
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tanto nas plantas irrigadas quanto nas estressadas (cerca de 5000 mg kgMS™)
(Figura 17F). Conteudo similar a este também foi verificado no gendtipo transgénico
quando nao houve a suplementacdo com prolina. Entretanto, quando este
aminoacido foi aplicado, o conteudo de S nas plantas transgénicas irrigadas
aumentou para 6770 mg kgMS'1, sendo que com a imposicdo do déficit hidrico os
teores de S foram similares aos observados nas plantas transgénicas que nao
receberam a aplicagao de prolina exdgena (Figura 17F).

Em relagdo aos micronutrientes, a suspensao da irrigagdo ocasionou um
aumento equivalente no contetido de boro (B) (cerca de 140 mg kgMS™) nas plantas
selvagens tanto no tratamento sem suplementacédo de prolina exdgena quanto no
com a aplicacdo de 10 mM desse aminoacido trés dias antes do inicio do estresse
(Figura 17G). Neste gendtipo, a aplicagao de prolina também aumentou o teor de B
nas plantas irrigadas, porém em valor menor (112,50 mg kgMS™") que o observado
nas plantas sob déficit hidrico, e similar ao observado nas plantas transgénicas sem
a aplicagao de prolina exégena. A pulverizagao de prolina nas plantas transgénicas
irigadas aumentou o contetdo desse nutriente (162 mg kgMS™), sendo que a
aplicagao deste aminoacido nao foi suficiente para manter este nivel de B nas folhas
dessas plantas na condig&o de deficiéncia hidrica (Figura 17G).

O conteudo de cobre (Cu) nas folhas nao foi influenciado pelo déficit hidrico
no genodtipo selvagem quando a prolina exdgena nao foi aplicada, sendo que as
plantas irrigadas e estressadas apresentaram valores similares (cerca de 40 mg
kgMS'1) (Figura 17H). Ao contrario, as plantas transgénicas apresentaram menor
quantidade desse nutriente apds a imposicao da deficiéncia hidrica em comparagao
com as mantidas sob irrigagdo. A suplementacdo de prolina exdégena néao
apresentou efeito nas plantas selvagens sob déficit hidrico que exibiram conteudo
semelhante aquelas que ndo foram pulverizadas com esse aminoacido, enquanto
que nas plantas irrigadas a quantidade desse nutriente foi significativamente
reduzida (16,69 mg kgMS™). J& no gendtipo transgénico, a aplicagdo de prolina
proporcionou um aumento no conteudo de Cu, sendo o maior valor observado nas
plantas irrigadas (94,67 mg kgMS™) com uma queda ocasionada pela suspens&o da
irrigagdo (77,35 mg kgMS™) (Figura 17H).

De maneira geral, o conteudo de ferro (Fe) foi maior nas folhas das plantas
selvagens (Figura 171). Nessas plantas, o déficit hidrico ndo influenciou o teor desse

nutriente quando n&do houve a suplementagcdo com prolina; entretanto, a aplicacéo
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deste aminoacido proporcionou um aumento no conteudo de Fe, sendo este
aumento mais notavel nas plantas em condigbes normais de irrigacéo (168,53 mg
kgMS™) em comparacdo com as plantas submetidas a deficiéncia hidrica (121,20 mg
kgMS™). A aplicagdo de prolina exdgena também aumentou, mas em menor
proporgao, o conteudo desse nutriente nas folhas das plantas transgénicas, sendo
que neste caso ndo foi observada diferenga significativa entre os dois regimes
hidricos aqui utilizados (Figura 171).

A deficiéncia hidrica ocasionou um pequeno aumento no conteudo de
manganés (Mn) nas plantas selvagens quando ndo houve a aplicagdo de prolina
exogena (Figura 17J). Com a suplementagdo deste aminoacido, foi observado um
acréscimo nos teores de Mn, porém sem diferenga significativa entre as plantas
irrigadas e estressadas. Esse aumento proporcionado pela adicao de prolina
exdgena também foi observado no gendtipo transgénico, sendo que as plantas sob
déficit hidrico exibiram o maior contetido de Mn (65,70 mg kgMS™) (Figura 17J).

A suspensao da irrigagao nas plantas selvagens acarretou o aumento do
conteudo de zinco (Zn) somente quando estas nao foram pulverizadas com 10 mM
de prolina, enquanto que nas plantas transgénicas este mesmo tratamento causou
uma redugédo no teor deste micronutriente. Com a aplicagdo de prolina exdgena,
houve um aumento no nivel de Zn nas plantas transgénicas, sendo que o maior
contetido desse nutriente (80 mg kgMS™) foi detectado no tratamento com déficit
hidrico (Figura 17K).



103

Figura 17 - Conteudo dos elementos minerais nas folhas de dois gendtipos de
tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado

e deficiéncia hidrica) sem e com aplicagao de prolina (0 e 10 mM).
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As respostas das plantas de tabaco caracterizadas por analise de
clusterizacdo hierarquica, apresentada como heatmap, mostraram que 0s
tratamentos (linhas) foram separados em dois grandes grupos principais de ionoma
(Figura 18). A cor vermelha indica as amostras com maior conteudo do elemento e a
cor verde indica amostras com menor conteudo do nutriente correspondente. O
grupo 1 é formado pelas plantas que receberam aplicagcdo de prolina exégena e o
grupo 2 contém as plantas que nao receberam suplementagdo com esse
aminoacido, sendo que, de modo geral, as folhas de tabaco mostraram maior
quantidade dos elementos analisados quando foram suplementadas com prolina
exdgena antes do inicio do estresse em comparagdo com as que n&o receberam a
adicdo deste aminoacido. Analisando os elementos (colunas), observa-se a
formacgao de quatro “clusters™ 1. Ca, Ke Mg; 2. Mne N; 3. B, Se P; 4. Zn e Cu, 5.

Fe, em uma posicao especifica e separada dos demais elementos.

Figura 18 - Heatmap dos elementos minerais nas folhas de dois gendtipos de tabaco
(selvagem e transgénico) submetidos a diferentes regimes hidricos (irrigado e

deficiéncia hidrica) sem e com aplicagéo de prolina (0 e 10 mM).
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A analise de componentes principais (ACP) explicou 76% da variagéo total
dos dados originais (Figura 19). O PC1 e PC2 explicaram 54,4% e 21,6% da
variancia, respectivamente, sendo que os elementos que influenciaram para a
diferenciagdao dos grupos em PC1 foram S (0,379), Ca (0,379), N (0,373) e B
(0,372), e em PC2 foram Fe (0,552), Cu (-0,548), Zn (-0,378) e K (0,350), de acordo
com os respectivos valores de “loading”. Pode-se observar que houve uma
separacao mais evidente nos ionomas das amostras sem e com aplicacédo de prolina
(O e 10 mM) em comparagdo aos gendtipos. As amostras que receberam a
aplicacédo de prolina exdgena foram localizadas no eixo positivo do PC1 devido ao
“loading” positivo de todos os elementos analisados. Dentre os quatro tratamentos
com a adicdo de prolina, estes foram divididos entre os gendtipos selvagem e
transgénico principalmente pelo “loading” positivo do Fe e K, e negativo de Cu e Zn
no PC2.

Figura 19 - Anadlise de componentes principais (ACP) dos elementos minerais nas
folnas de dois gendtipos de tabaco (selvagem e transgénico) submetidos a
diferentes regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica) sem e com aplicacado de
prolina (0 e 10 mM).
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4.5 Discussao

A absorcdo de elementos minerais € um processo fundamental para as
plantas sobreviverem e crescerem. Entretanto, varios estresses abibticos resultam
em menor absor¢do de nutrientes e, consequentemente, menor conteudo nos
tecidos das plantas. O acumulo de prolina em plantas € um importante mecanismo
para minimizar os efeitos dos estresses abibticos, tendo ja sido demonstrado que a
suplementagao exégena deste aminoacido pode melhorar a absor¢gao e acumulo de
nutrientes em plantas estressadas (ZOUARI et al., 2019).

Nossos dados mostraram que a aplicagdo de prolina exdgena aumentou o
conteudo de nitrogénio (N) nas folhas das plantas de ambos os gendtipos de tabaco
irrigadas e sob deficiéncia hidrica (Figura 17A). Estudos relatam que o acumulo de
prolina esta relacionado a conteudos elevados de N, minimizando os efeitos dos
diferentes tipos de estresse (SANCHEZ et al., 2001; DIAZ et al., 2005; WANG et al.,
2011). Como o N é um constituinte da prolina, ambos estdo diretamente ligados no
metabolismo das plantas (IQBAL et al., 2014). Em beterraba sacarina (Beta vulgaris)
houve uma correlacéo positiva entre o acumulo de prolina e a absorgéo de N para as
plantas sob deficiéncia hidrica (MONREAL et al., 2007). Em plantas de Medicago
truncatula transformadas com o gene VaP5CSF129A, mesmo gene usado no
gendtipo transgénico de tabaco utilizado neste estudo, foi verificado alto acumulo de
prolina e fixacdo de N em comparagdo com as plantas selvagens e foram menos
afetadas pela salinidade (ARMENGAUD et al., 2004). Essa relagéo entre N e prolina
pode ser explicada pelo fato de que a oxidagdo da prolina fornece grande
quantidade de energia para fixagdo desse nutriente pelas raizes em leguminosas
(VERDOY et al., 2006). Aléem disso, a aplicagao de prolina exdgena pode resultar em
maior degradacdo desse aminoacido gerando o glutamato, que é um dos
aminoacidos fundamentais para a via de assimilagcao de N (PER et al., 2017).

O fésforo (P) € um elemento essencial que tem papel na transferéncia de
energia, respiragao e fotossintese, porém apresenta baixa mobilidade no solo, o que
dificulta seu transporte até o sistema radicular. No entanto, sdo escassos os estudos
sobre a relagédo do P com a prolina em plantas (PER et al., 2017). Neste trabalho,
observou-se a similaridade do conteudo de P nos dois gendtipos, sendo que tanto os
regimes hidricos quanto as aplicagdes de prolina ndo tiveram grande efeito na

absorcéo e translocacao deste nutriente para as folhas de tabaco (Figura 17B).
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Ja o potassio (K) foi o nutriente encontrado em maior quantidade nas folhas
das plantas de ambos os gendtipos (Figura 17C). Nas plantas selvagens sem
suplementacdo com prolina, o déficit hidrico aumentou o conteudo desse nutriente
(Figura 17C). Conforme ja demonstrado, o K desempenha um papel importante na
regulacdo do potencial osmotico das células vegetais, regulando a abertura
estomatica, na ativagdo de enzimas envolvidas na respiracdo e fotossintese, e no
alivio dos danos oxidativos induzidos pela seca (HURTADO-SALAZAR et al., 2017,
ETIENNE et al., 2018). Durante o estresse, um potencial de membrana mais
negativo reduz a forga motriz e facilita a absor¢cado de K, permitindo que as plantas
retenham esse elemento mineral no citosol (BOSE et al., 2013). A pulverizagédo de
prolina exdégena ocasionou um incremento ainda maior no conteudo de K nas
plantas selvagens, tanto nas mantidas irrigadas como nas submetidas a deficiéncia
hidrica (Figura 17C). Em oliveiras sob estresse salino, a aplicagdo de 50 mM de
prolina aumentou a absor¢ao de K (BEN AHMED et al., 2011). Estes autores
propdem que a prolina melhorou a capacidade das plantas quanto a seletividade
entre nutrientes essenciais e outros ions menos necessarios para 0 seu
metabolismo ou potencialmente toxicos, o que também pode ocorrer em condigdes
de déficit hidrico. Além disso, a prolina pode reduzir significativamente o efluxo de K
da célula e regular a homeostase ibnica pelo aumento da atividade da ATPase
(CUIN; SHABALA, 2007). E interessante notar que as plantas transgénicas
apresentaram menores conteudos de K em relagcdo as selvagens com a suspensao
da irrigagdo, mesmo quando receberam aplicagédo adicional de prolina (Figura 17C).
Neste caso, é possivel que o efeito osmoprotetor deste aminoacido em condi¢des de
déficit hidrico diminuiu a necessidade de K para a manutencao do potencial hidrico
nas plantas que ja possuiam um alto nivel de prolina endégena pelo efeito da
inser¢ao do transgene.

A aplicagdo de prolina exdégena aumentou o conteudo de calcio (Ca) nas
plantas do gendtipo selvagem de maneira similar em ambos os regimes hidricos e
nas transgénicas sob déficit hidrico (Figura 17D). Os ions de Ca tém uma forte
influéncia na producdo de biomassa das culturas, pois estdo envolvidos no
desenvolvimento da parede celular, das membranas e no crescimento celular
(LISUMA; MBEGA; NDAKIDEMI, 2020). Como a prolina atua na manutengédo da
integridade das membranas (ALI; BANO; FAZAL, 2017) e o Ca € um componente da
membrana celular, a prolina exdégena pode ter influenciado na absorgdo deste



108

nutriente a fim de manter a estrutura das células, evitando assim possiveis danos
causados pelo déficit hidrico. E importante mencionar que as plantas que receberam
pulverizacdo com prolina que exibiram maior conteudo de Ca, também foram as que
apresentaram maior teor de N (Figura 17A), o que pode ter sido devido a influéncia
positiva do Ca na captacdo de N e na ativacdo de enzimas associadas com
assimilagdo de N e compostos nitrogenados, como é o caso da prolina (LOPEZ-
LEFEBRE et al., 2001).

A aplicagao exodgena de prolina aumentou o conteudo de magnésio (Mg)
apenas nas plantas selvagens estressadas (Figura 17E). O Mg é um componente da
molécula de clorofila e cofator de enzimas associadas com a fotossintese e a
respiracao (LISUMA; MBEGA; NDAKIDEMI, 2020). Por serem processos essenciais
a sobrevivéncia das plantas e altamente afetados pela deficiéncia hidrica, a prolina
pode ter auxiliado na protegdo contra EROS geradas pelo estresse, e
consequentemente, em uma menor degradagéo da clorofila e menor remobilizag&o
para outros 6rgaos. Além disso, o processo de absor¢dao do Mg pode ocorrer de
duas formas: passiva e ativa, sendo que esta ultima é auxiliada por transportadores
e necessita de energia (WANG et al., 2020). O catabolismo da prolina gera grande
quantidade de energia em forma de ATP (ATKINSON, 1977) e, com isso, 0 maior
catabolismo desse aminoacido ocasionado pela aplicagdo exdégena pode ter
aumento a absorcido deste elemento pela via ativa em condi¢gdes de déficit hidrico.
Ja nas plantas transgénicas, a suplementagdo com prolina ndo apresentou efeito no
aumento do conteudo de Mg (Figura 17E), possivelmente devido a combinacéo da
biossintese constitutiva e da consequente maior degradacao da prolina.

As plantas selvagens que nao receberam aplicagao de prolina exibiram um
incremento na quantidade de enxofre (S) sob déficit hidrico (Figura 17F). Como o S
€ um elemento essencial para o crescimento (LISUMA; MBEGA; NDAKIDEMI,
das folhas em direcao aos tecidos apicais devido a uma redug¢ao no crescimento dos
tecidos ocasionado pela deficiéncia hidrica (SARDANS; PENUELAS; OGAYA,
2008). A prolina exdgena apresentou efeito no aumento do conteudo de S apenas
nas plantas transgénicas irrigadas (Figura 17F). O S tem um papel significativo no
equilibrio do conteudo de osmdlitos (RIFFAT; AHMAD, 2018). Como essas plantas ja
acumularam maior quantidade de prolina endoégena, esse elemento pode ter

desempenhado essa fungao, ja que por terem sido cultivadas em condi¢gdes normais
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de irrigacdo a necessidade de biossintese de prolina pelo gene nativo tornou-se
menor.

Ha relatos sobre o papel dos macronutrientes na tolerancia a estresses
abioticos, mas faltam informag¢des com relagcdo aos micronutrientes (PER et al.,
2017). Devido as menores quantidades necessarias desses elementos para a
manutengado da fisiologia das plantas em comparagdo com os macronutrientes, os
efeitos da seca na absorg&o dos micronutrientes sdo menos estudados (SILVA et al.,
2010). De maneira geral, os micronutrientes estdo envolvidos na mudang¢a na
atividade de enzimas e producdao de metabdlitos envolvidos nas respostas das
plantas ao ambiente (HAJIBOLAND, 2012).

O boro (B) atua como um elemento estrutural, juntamente com calcio, para a
formacdo das paredes celulares e manutengao da integridade das membranas
(SILVA et al., 2010) através da sua agao contra o estresse oxidativo e no
ajustamento osmoético (MARSCHNER, 2012). Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram um aumento no conteudo de B nas plantas do gendtipo selvagem
quando suplementadas com prolina em relagdo ao controle irrigado (Figura 17G);
entretanto, o déficit hidrico mostrou-se como o fator mais importante em plantas
deste gendtipo, pois 0 uso de prolina exdgena nao foi capaz de aumentar o nivel
deste elemento em plantas submetidas a esse estresse. Nas plantas transgénicas, a
aplicagao de prolina aumentou o conteudo de B, principalmente nas plantas em
condi¢gdes normais de irrigagao (Figura 17G). Esse fato pode estar relacionado a
funcdo do B na promogao da sintese de enzimas que atuam na assimilagcao de N,
sendo que os produtos finais da assimilacdo de N sao principalmente os
aminoacidos e proteinas (RUIZ et al., 1998).

O cobre (Cu), o ferro (Fe), o manganés (Mn) e o zinco (Zn) estao fortemente
ligados a produgédo e eliminagdo de EROS, pois atuam na transducdo de sinais
mediante os diversos tipos de estresses ambientais e na modulagdo da atividade
das enzimas antioxidantes (cofatores) (HAJIBOLAND, 2012). Por exemplo, em
plantas, a superéxido dismutase (SOD), uma das principais enzimas antioxidantes
que catalisa a conversdo do anion-radical superdxido (O2™) em oxigénio (O,) e
peréxido (H20;), existe em trés formas que sdo classificadas pelo metal em seus
centros redox: Mn (Mn-SOD), Fe (Fe-SOD) ou Cu/Zn (CuZn-SOD). Além disso, a

deficiéncia desses micronutrientes podem afetar outros fatores fisioldgicos, como
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transporte de elétrons, relagdes hidricas e trocas gasosas que podem influenciar no
metabolismo de EROS (HAJIBOLAND, 2012).

O conteudo de Cu nas plantas selvagens foi menor apenas nas folhas das
plantas que foram mantidas irrigadas e com suplementagdo com prolina. Enquanto
que, de modo geral, as plantas transgénicas apresentaram maior conteudo de Cu
em comparagao com as selvagens, com excegéo das plantas em deficiéncia hidrica
sem aplicacédo de prolina, que mostraram valores similares as selvagens no mesmo
tratamento (Figura 17H). O Cu € um elemento mineral ligado a redug¢ao do estresse
oxidativo principalmente nos cloroplastos, onde sdo encontradas em duas grandes
proteinas: a plastocianina e CuZn-SOD (HAJIBOLAND, 2012). A absorgao deste
elemento pela raiz ocorre predominantemente como Cu (I) com oxidagao a Cu (Il)
necessaria para o carregamento do xilema (RYAN et al., 2013). Sendo assim, como
a absorgao e translocacdo de Cu sao conduzidas por processos redox, a prolina
pode estar envolvida neste mecanismo através da sua agdo moduladora do balango
redox intracelular. Ainda, White, Chaney e Decker (1981) mostraram que o Cu deve
ser ligado a aminoacidos, principalmente a asparagina, glutamina e histidina,
dependendo da espécie de plantas, para que seja translocado. Dessa forma a
prolina, sendo um aminoacido, pode também favorecer o acumulo deste
micronutriente nas plantas.

As plantas selvagens apresentaram maior conteudo de Fe do que as
transgénicas em todos os tratamentos, sendo isto ainda mais expressivo quando a
prolina exdgena foi utilizada, independentemente do regime hidrico aplicado (Figura
171). A aplicagdo de prolina exdgena pode elevar o teor de Fe para prevenir o
desenvolvimento de clorose nas folhas, principalmente em situagcdes de estresse
(STETSENKO et al., 2011), sendo que uma das principais fungdes desse elemento &
o seu envolvimento na produgdo de clorofila (AHANGER et al., 2016), mais
precisamente na ativacdo de enzimas da biossintese desse pigmento (GHAFOOR et
al., 2019). Dessa forma, o alto acumulo de prolina nas folhas, ainda mais notavel nas
plantas sob estresse, pode ter refletido a absorgcao e/ou transporte de Fe, sendo este
fato menos significante nas plantas transgénicas. Também, os dados aqui
apresentados mostram a ja conhecida competitividade entre Fe e Cu, onde este
ultimo elemento inibe a absor¢cdo de Fe (RYAN et al, 2013), o que pode ser
observado pelo maior conteudo relativo de Cu nas plantas transgénicas (Figura
17H).
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As plantas selvagens sem pulverizagado de prolina aumentaram o conteudo
de Mn ao serem submetidas ao déficit hidrico e esse aumento foi ainda maior com a
aplicagdo do aminoacido, sendo este efeito também verificado nas plantas
transgénicas (Figura 17J). Em Arabidopsis thaliana, a deficiéncia hidrica aumentou o
conteudo foliar de Mn, e os autores relacionaram esse resultado a uma necessidade
maior da enzima Mn-SOD que esta envolvida na eliminagdo de EROS induzida pelo
estresse hidrico (ACOSTA-GAMBOA et al., 2016). Além disso, o Mn é um
componente essencial do fotossistema Il (HAJIBOLAND, 2012), e a prolina pode ter
auxiliado no aumento da quantidade disponivel de Mn para a manutencdo da
eficiéncia do aparato fotossintético.

Quando n&o houve suplementagcdo com prolina, a deficiéncia hidrica
aumentou o conteudo de Zn nas plantas selvagens e, de modo oposto, reduziu nas
transgénicas (Figura 17K). O Zn atua na atividade antioxidante por ser cofator da
enzima SOD (BLASCO; GRAHAM; BROADLEY, 2015); portanto, plantas com
atividade reduzida dessa enzima devido deficiéncia de Zn sdo mais sensiveis a
fatores de estresse oxidativo, incluindo o déficit hidrico (KARIM, RAHMAN, 2015).
Dessa forma, para auxiliar na manutencao do sistema antioxidante, pode ter ocorrido
0 aumento no conteudo de Zn nas plantas selvagens estressadas, enquanto que a
observada reducdo deste elemento na parte aérea das plantas transgénicas pode
estar relacionada a menor geracéo de EROS, e consequente menor necessidade de
Zn em fungdo do alto acumulo enddégeno de prolina nessas plantas. Entretanto,
quando a prolina exogena foi aplicada ocorreu o contrario, o conteudo de Zn nas
plantas selvagens foi reduzido e aumentou nas transgénicas sob déficit hidrico
(Figura 17K). Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que o Fe e o Zn
competem pelos locais de ligagdo a proteinas e fosfolipidios na membrana das
células e interferem na absor¢do um do outro (BRAY; BETTGER, 1990). Essa
relacdo negativa pode ser observada quando houve aplicagdo de prolina, onde o
conteudo de Zn foi reduzido nas plantas selvagens enquanto o Fe aumentou, e nas
plantas transgénicas a quantidade de Zn foi maior ao passo que a absorgao de Fe
foi menor.

Para ter uma melhor descricdo do efeito das aplicacbes de prolina no
ionoma de plantas de tabaco selvagens e transgénicas submetidas ao déficit hidrico,
foram realizadas analises de clusterizacdo (heatmap) e ACP. Estas duas analises

mostraram resultados semelhantes quanto a diferenciagdo de grupos em fungao dos
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tratamentos sem e com aplicagao de prolina exdogena (0 e 10 mM) (Figuras 18, 19).
Quando houve aplicacdo desse aminoacido, a ACP exibiu uma separagdo ainda
mais evidente entre os gendtipos selvagem e transgénico, mostrando que a prolina
exdgena foi o tratamento que, de maneira geral, influenciou mais o perfil ionémico
das plantas de tabaco do que os regimes hidricos (irrigado e deficiéncia hidrica)
(Figura 19). A separacéo dos grupos ocorreu de forma que as plantas de ambos os
gendtipos tratadas com prolina exibiram maiores conteudos de nutrientes e as
plantas que nao foram pulverizadas com o aminoacido mostraram as menores
quantidades dos elementos minerais analisados, principalmente as plantas
selvagens irrigadas (S-Irr-0 mM). As plantas submetidas a este tratamento
apresentaram, de modo geral, menores quantidades relativas dos elementos
minerais (Figura 18). Uma notavel excegéao foi o Fe, cujos menores conteudos foram
verificados nas plantas transgénicas, possivelmente devido a competicgdo com o Cu
que apresentou maiores conteudos relativos nesse gendtipo (Figuras 17H, 171). Isso
também pode ser verificado pela separagdo do grupo Cu/Zn pela alta quantidade
destes elementos nas plantas transgénicas irrigadas e sob deficiéncia hidrica,
ambas com suplementagéo de prolina exégena (T-Irr-10 mM e T-DH-10 mM) (Figura
18). Esses trés micronutrientes nutrientes (Fe, Cu e Zn) também foram os principais
responsaveis pela diferenciagdo dos grupos em PC2 (Figura 19). Os
macronutrientes Ca, K e Mg constituiram um grupo isolado principalmente devido a
baixa quantidade desses elementos em S-Irr-0 mM em oposicdo ao mais alto
conteudo relativo nas plantas selvagens estressadas com prolina exégena (S-DH-10
mM) (Figura 18). Estes dados parecem indicar a necessidade de mais estudos na
interacdo entre o acumulo de K e a suplementagao de prolina exégena em plantas
selvagens em situacao de déficit hidrico, ja que essas plantas ndo acumularam alta
quantidade de prolina enddégena como as transgénicas. A baixa quantidade de B, S
e P no tratamento S-Irr-0 mM em contraste com o maior conteudo destes nas folhas
das plantas transgénicas quando a prolina foi aplicada ocasionou o agrupamento
destes elementos (Figura 18). Coincidentemente, estes elementos participam
conjuntamente da estruturagéo e sintese da parede celular (CAKMAK; ROMHELD,
1997; DUPAS, 2012; FERNANDES; GOULAO; AMANCIO, 2016), sendo, ainda, que
proteinas ricas em prolina e hidroxiprolina estdo envolvidas na ligagdo com borato
nas paredes celulares primarias (BONILLA et al., 1997). Da mesma forma, a menor

quantidade dos elementos N e Mn nas folhas das plantas de tabaco que nao
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receberam adicdo de prolina em comparacdo com aquelas que receberam a
suplementagcdo deste aminoacido ocasionou a formagdo de um grupo isolado
(Figura 18). Este agrupamento pode refletir o conhecido papel do Mn no
metabolismo do N, particularmente na sintese de proteinas e aminoacidos (EBEID,;
KUTACEK, 1979), e no aumento da assimilagéo de nitrato (BLOOM; KAMERITSCH,
2017).

Finalmente, como a tolerdncia moderada a estresses abidticos pode estar
relacionada a manutencdo das concentracbes de elementos minerais nos tecidos
das plantas (HURTADO-SALAZAR et al., 2017), nossos dados apontam que a
prolina, além do seu ja reconhecido papel como osmoprotetor, atuando na
manutengdo de estruturas celulares, enzimas, redugdo da geragdo de EROS,
equilibrio redox e crescimento, pode ter contribuido, de modo direto ou indireto, para
aumentar a tolerdncia de plantas de tabaco ao déficit hidrico pelo aumento dos
conteudos dos macros e micronutrientes. Estas informagdes inéditas geradas neste
trabalho poderdo servir como base para estudos mais aprofundados do papel da

prolina na absorcao, transporte e armazenamento de nutrientes.

4.6 Conclusao

A aplicagdo exdégena de prolina apresentou efeito positivo aumentando o
conteudo dos elementos minerais em plantas de tabaco selvagens e transgénicas
irrigadas e submetidas a deficiéncia hidrica, sendo o efeito do déficit hidrico menos
evidente. De maneira geral, os micronutrientes (B, Cu, Mn e Zn) exibiram maior
quantidade nas plantas transgénicas, com excecao do Fe, possivelmente pela
competicdo com o Cu, o que indica que estes elementos estdo direta ou
indiretamente envolvidos nos processos bioquimicos que controlam a biossintese
e/ou catabolismo da prolina. Como o déficit hidrico afeta a absor¢do e o transporte
de nutrientes, nossos dados sugerem que a prolina pode atuar como mitigador das

deficiéncias nutricionais causadas por esse estresse abidtico.
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