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PROLINA EM PLANTULAS DE MAMONA (RICINUS COMMUNIS L.), SOB DEFICIT HIDRICO
INDUZIDO POR PEG 6000.
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RESUMO - A mamona preenche satisfatoriamente todos os requisitos-base para participar
como matéria-prima na Producéo de Biodiesel brasileiro. Além de possuir alto teor de 6leo e ndo
competir com o mercado alimentar € uma cultura tipica do semi-arido nordestino cultivada por
pequenos produtores e portanto exerce um papel social importante. Entre os fatores limitantes que
afetam a producéo destacam-se as interagdes com o clima, fundamental no desenvolvimento da
mamona, principalmente na semeadura e floragdo. Portanto, a obtengdo de cultivares com
toleréncia a seca € um grande desafio uma vez que a mamona, assim como a maioria das culturas,
também é sensivel ao estresse hidrico. Neste contexto, o presente projeto teve como objetivo
analisar a expresséo de trés genes relacionados a producédo de Prolina, a qual pode ter relacdo
com os niveis de sobrevivéncia das plantulas de mamona sob déficit hidrico induzido por PEG
6000. Dois acessos foram selecionados em funcdo das respostas divergentes a exposi¢cdo ao
estresse hidrico induzido por PEG 6000 10 g.L™": China Careca e PBO7. A expressdo dos genes
Prolina Oxidase, Prolina Sintetase e Prolina Imunopeptidase foi detectada através de PCR em
tempo real. Através das andlises obtidas usando o método 244 foi possivel constatar que as
amostras do acesso China Careca possuiam niveis de expressao para todas as trés prolinas
contraditérios aos obtidos do PBO7, caracterizando que os dois acessos avaliados possuem

atuacdes inversas na producéo de prolina.
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produtividade, PEG 6000.

ABSTRACT- Castor satisfactorily fulfill all key requirements to participate as feedstock in Brazilian
Biodiesel Production. Besides having high oil content and not compete with the food market is a
typical culture of the northeastern semi-arid cultivated by smallholders and therefore plays an
important social role. Among the limiting factors affecting the production stand out interactions with
the fundamental climate in developing castor oil, especially in sowing and flowering. Therefore,
obtaining cultivars with drought tolerance is a major challenge since the castor, like most cultures, is
also sensitive to water stress. In this context, this project aims to analyze the expression of three
related genes to the production of proline, which may be related to levels of castor seedling survival
under water deficit induced by PEG 6000. Two cultivars were selected on the basis of divergent
responses to exposure to water stress induced by PEG 6000 10 g L™: China careca, and PBO7.
Obtained by analysis using the 24" method was established that the samples of the China careca
had expression levels for all three prolines genes contradictory to those obtained from PBO07,
featuring the two cultivars have inverses performances at proline production.

Key-words: Ricinus communis L., breeding, proline production, productivity, PEG 6000.

1 INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L) é considerada uma espécie oleaginosa pertencente a
familia da euforbidcea, conhecida popularmente como Ricino ou Carrapateira. Este espécime
tornou-se uma cultura com crescente importancia econémica e social em diversos paises. Nos
tltimos anos o cultivo desta oleaginosa tem conquistado novas fronteiras, como o Centro Oeste
brasileiro, devido ao alto rendimento energético, relativa rusticidade e tolerancia a seca, sendo
adaptavel a condi¢cGes adversas. Cultivada por pequenos produtores brasileiros, o 6leo extraido de
suas sementes presta-se a uma ampla gama de setores da indUstria (BANZATO & ROCHA, 1969;
WEISS, 1983).

Destaca-se como alternativa para a produ¢éo do biodiesel, sendo o seu 0Oleo é estritamente
industrial, o que reduz a competicdo com o mercado alimentar, o que ocorre com outras matérias
primas: a cana e a soja (BELTRAO et al, 2005). O desenvolvimento das plantulas da mamona pode

ser influenciado por diversos fatores, como temperatura, umidade ou por condicbes estressantes.
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Durante a germinacdo, potenciais osméticos muito baixos influenciam a absorcdo de agua,

inviabilizando a sequéncia dos eventos germinativos (BANSAL et al, 1980).

Devido a caréncia de recursos hidricos nas regies onde o cultivo de mamona é mais
expressivo, estudos sobre a tolerancia a seca sdo necessarios a fim de compreender como 0s
efeitos do estresse hidrico podem afetar seu desenvolvimento. O polietilenoglicol (PEG 6000) tem
sido utilizado com sucesso em trabalhos para simular os efeitos da restricdo hidrica em plantas, por
nao penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar toxidez, devido ao seu alto peso
molecular, atuando como um agente osmaético (BRAGA et al, 1999; SOUZA & CARDOSO, 2000).

Sob a influéncia do estresse hidrico, a sintese de algumas proteinas € inibida e a
degradacdo de outras é acelerada, o que leva a um acumulo de aminoacidos e aminas livres. Uma
caracteristica marcante de um distdarbio no metabolismo das proteinas é a mudanca nas
proporcdes dos aminoacidos e, frequentemente, um aumento elevado na concentracéo de prolina
(LARCHER, 2000). O acumulo de prolina durante o estresse hidrico pode ser um indicador
potencial de tolerancia a seca em algumas espécies de cultivares (HEERDEN & VILLIERS, 1996) e
este acumulo nas plantas, sob estresse, poderia ser decorrente da regulagdo osmotica e protecao
da integridade celular (STEWART & LEE, 1974; SHEVYAKOVA, 1984). E tem fung&o de proteger
as células dos processos de desnaturacdo sob estresse hidrico e salino (SHEVYAKOVA, 1984), ou
ainda participar na constituicdo de um estoque de Nitrogénio e Carbono que poderia ser utilizado

depois do periodo de estresse (TAYLOR, 1996).

Embora vérios trabalhos tenham relacionado a funcdo da prolina na adaptacdo das células
sob déficit hidrico, ainda existem davidas se o acimulo desse composto nos tecidos das plantas
proporciona vantagem adaptativa ou simplesmente é uma consequéncia acidental de outros
estresses, induzindo mudancas no metabolismo (HARE & CRESS, 1997). O presente estudo foi
realizado com o objetivo de estabelecer analises entre as condigbes de deficiéncia hidrica
apresentadas pela planta e seus niveis de expressdo de genes especializados na producgéo de
prolina: Prolina Oxidase, Prolina Sintetase e Prolina Imunopeptidase, visando gerar conhecimento

ao Programa de Melhoramento de Mamona do IAC.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois acessos de mamona (Ricinus communis L) proveniente da Cole¢ao de

Germoplasma de Mamona do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC): PB07 e China Careca. O
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experimento foi realizado no Centro Experimental Central do Instituto Agronémico-IAC, Fazenda
Santa Elisa em Campinas. As etapas relacionadas a expressdo dos genes de prolina foram
realizadas no Laboratério de Diversidade Genética Vegetal, também situado na Fazenda Santa

Elisa em Campinas.

Os acessos de mamona selecionados foram aqueles que obtiveram melhores resultados de
acordo com o projeto anteriormente realizado, e que possuiam maiores diferencas fisioldgicas e
morfologicas entre eles, de acordo com a maior e menor toleréncia ao estresse hidrico. Por volta de
40 sementes de cada acesso foram plantadas diretamente em caixas de vermiculita, durante o
periodo de aproximadamente um més, até alcancarem 15 cm, em média. Depois foram transferidas
para tubos tipo Falcon na sala de climatizagdo, em solucdo de PEG 6000 a uma concentracdo de
10 gL e em triplicatas bioldgicas, visando sempre ter as amostras de controle (Agua destilada). As
plantulas foram coletadas nos tempos: 2h, 8h e 24h apds o inicio do experimento. O material
vegetal (tecido foliar) foi armazenado em tubos tipo mini-Falcon no ultrafreezer (-80°C) para a
conservacdo. Foi realizado o desenho dos iniciadores para os genes relacionados a producéo de
prolina (Prolina Oxidase, Prolina Sintetase e Prolina Imunopeptidase), utilizando o programa Primer
Express 3.0.

A extracdo de RNA foi realizada a partir do protocolo utilizando o reagente TRIZOL
(Ambion-Life Technologies). Para cada acesso foram utilizadas seis amostras, em trés pools com
dois individuos, em triplicata, de cada tempo (2h, 8h e 24h). Contendo tanto amostras controle
(4gua destilada) como tratamento (PEG 6000 10 g.L™"). Apds o procedimento, o RNA total foi
conservado no ultrafreezer (-80°C). A fim de verificar a integridade do RNA, as amostras foram
separadas por eletroforese em um Gel de agarose 1% corado com Gel Red (Biotium, Hayward, CA)
e visualizadas com um HP Alphalmager (Alpha Innotech Corporation, Santa Clara, CA). Para a
sintese dos cDNA foi utilizado o kit SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix for q.RT-PCR,

da lvitrogenLif.

Para a escolha dos iniciadores a ser usados na reacdo de RT-PCR, testes de eficiéncia
para cada oligonucleotideo iniciador foi feita com 500nM de iniciador e concentragcbes de cDNA
seriadas de 10 ng.uL™ até 0,151 ng.uL™. Os iniciadores com melhores valores de eficiéncia foram
escolhidos para este trabalho. A eficiéncia de amplificacéo foi calculada por E = (107/5°°°~1) x 100,
e os resultados da reacdo (dados pelo valor de Ct) foram tabelados para o calculo da equacéo de

regressao e do R-quadrado.

As reacbes de RT-PCR foram amplificadas no equipamento Applied Biosystem 7500 Fast

nas seguintes condi¢des: 8ng de cDNA, 500nM de cada iniciador (Forward e Reverse), 1 X Sybr

4



CQONAL,
W o,

VIl Congresso Interinstitucional de Iniciagéo Cientifica — CIIC 2014
12 a 14 de agosto de 2014 — Campinas, Sao Paulo.

Green PCR MasterMix (Applied Biosystems LifeTechnologies) LifeSensitive, em um volume final
de 20uL. O programa utilizado para a reacao foi: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 1 min
a 60°C. Foi adicionado o passo para a curva de dissociacao (15 seg a 95°C, 1 min a 60°C e 15 seg
a 95°C). Em todas as placas, as amostras foram amplificadas em triplicata para todos os
oligonucleotideos iniciadores. Como amostra de referencia foi utilizada a Actina. Dados de
expressao génica foram avaliados utilizando os valores Ct e de eficiéncia de amplificacdo usando o
método 224} (Livak and Schmittgen 2001).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes relacionados a producdo de prolina induzido pelo estresse hidrico escolhidos
foram baseados no artigo de Heerden & Villiers (1996). O teste de eficiéncia de cada primer
apresentou valor de aproximadamente um, indicando que os primers sdo eficientes para as

reacoes de amplificacéo (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia de primers dos trés tipos de prolina e seus Valores de Eficiéncia

Genes Sequéncia (Primer F) Sequéncia (Primer R) Valores de E
Prolina Oxidase TTAGGCCAGCAGAGACTATTGAGATT TGCTGTGTGCTCTGCGTCTAC 1,394522
Prolina Sintetase CCTGCAGGGTGTGTGGAACT AGGCCGCAAAATTCAAGGTT 1,238811
Prolina Iminopeptidase TGATGGATCAGCGAGGAACAG GAACCCAGCTGCGCCATA 1,235661

De acordo com os conceitos de Heerden & Villiers (1996), o metabolismo da planta consta
com mecanismos para suportar diferentes niveis de estresse. Entre estes pode-se destacar a
atuacdo da enzima de prolina que vai estabelecer subsidios pra que a planta obtenha uma forma
de defesa contra o déficit hidrico. Em uma planta com 0s niveis normalizados de prolina a sua
producdo é de forma crescente na ordem da primeira a atuar até a ultima, de forma a produzir a

Prolina Oxidase primeiro, seguida da Sintetase e pela Imunopeptitase.

Os efeitos causados pelo estresse hidrico moderado nas folhas de mamona quando
cultivadas em solucdo de PEG 6000 10 gL foram visiveis ja nas primeiras horas ap6s o contato. A
técnica da RT-PCR em tempo real detectou a expressao dos genes de prolina em todos os tecidos
analisados e foram considerados como diferencialmente expressos aqueles individuos que tiveram

expressao igual ou maior que duas vezes. Todos 0s genes de prolina testados foram transcritos
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ativamente em condicdes de estresse hidrico, em pelo menos um individuo de um acesso (Tabela
2). A transcricdo dos genes de prolina nos dois acessos analisados foram diferentes entre eles. O
gene da Prolina Imunopeptidase foi mais expresso no acesso China careca, levando em
consideracdo o seu comportamento precoce se comparado com PB07, j4 a expressédo do gene da

Prolina Oxidase foi mais expresso no acesso PBO7.

Tabela 2: Valores obtidos de expressdo de cada prolina, em relacdo os acessos China Careca e PB07. E os

tempos de avaliacdo estabelecidos: 2h, 8h e 24h.

Prolina Oxidase Prolina Sintetase Prolina Imunopeptidase
1,1767 0,3341 2,4582
T1 (2h) 0,1860 1,0803 5,9037
4,5026 0,8571 6,7184
0,4760 0,7346 1,4719
China careca T2 (8h) 0,0593 0,4134 3,8118
0,6383 1,2491 2,8551
0,0803 0,8255 0,6987
T3 (24h) 0,0624 0,8080 1,3696
0,0557 0,8755 2,8298
Prolina Oxidase Prolina Sintetase Prolina Imunopeptidase
0,6761 2,3016 3,2159
T1 (2h) 5,0657 0,8757 1,2669
4,0863 0,8321 0,8546
2,5653 1,3544 1,2106
PBO7 T2 (8h) 1,1238 0,3196 1,5700
3,8514 0,7062 0,9401
0,7809 1,6941 2,5159
T3 (24h) 0,5210 0,6395 0,4000
0,4587 0,1173 0,3872

A expressao do gene de Prolina Oxidase foi diferente nos dois acessos. Entretanto, para os
tempos se expressou de forma inversa. O acesso China Careca, que apresentou maior resisténcia
fenotipica ao estresse hidrico simulado por PEG 6000, teve niveis menores para a Prolina Oxidase,
se comparados ao acesso PB07, o qual apresentou maior sensibilidade ao estresse. Durante os
diferentes tempos, no acesso China careca os niveis desta prolina se comportaram de forma
decrescente, sendo que no tempo de 2h possui os maiores valores, ja os analisados no tempo de

24h apresentaram valores menores. Podendo estabelecer uma relagédo de até duas vezes maiores.
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J& o acesso PB07, além de apresentar os maiores coeficientes para este gene a producdo é maior,

com o decorrer do tempo apresentou também um decaimento nos niveis.

Ja o gene Prolina Sintetase se comportou de forma semelhante nos dois acessos avaliados,
tanto entre os individuos quanto entre 0os tempos, sendo que possui valores baixos (menores que
dois). Sua producao € independente as relacbes fenotipicas expressadas pelas plantas. Entretanto,
entre 0s tempos expressos no acesso PBO7 houve uma variagédo entre o tempo de 2h e 8h, em que

a producéo possa ter sido maior.

Os niveis de expresséo da Prolina Imunopeptidase foram inversos aos da Prolina Oxidase,
sendo constante entre as triplicatas e entre os tempos. O acesso China Careca teve 0s maiores
valores de expressao no tempo de 2h com decaimento dos valores nos préximos tempos. Ja no
acesso PB07 a expressdo diferencial da Prolina Imunopeptidase apresentou valores menores
guando comparados a China Careca.

4 CONCLUSAO

Todos os genes de prolina testados foram transcritos ativamente em condi¢cdes de estresse
hidrico, em pelo menos um individuo de um acesso. A transcricdo dos genes de prolina nos dois
acessos analisados foram diferentes entre eles. O gene da Prolina Imunopeptidase foi mais
expresso no acesso China Careca, o qual apresentou uma maior resisténcia fenotipica ao estresse
causado pelo contato com o PEG 6000 se comparado com PB07, que entre os avaliados em
estudos anteriores, e neste, se apresentou suscetivel ao estresse hidrico. JA o comportamento do
gene da Prolina Oxidase foi mais expresso no acesso PB07, que seguiu com os padrdes de

producéo de prolina.
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